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RESUMO

CARAVELLI, A. Anticorpo recombinante anti-intimina: uma ferramenta para o
diagnoéstico rapido de Escherichia coli enteropatogénica e de Escherichia coli
enterohemorragica. 2013. 147 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2013.

Intimina é o principal fator de viruléncia envolvido na lesdo attaching/effacing em E.
coli enteropatogénica (EPEC) e E. coli enterohemorragica (EHEC), que s&o
responsaveis pela diarreia infantil e colite hemorragica/sindrome hemolitico-urémica,
respectivamente. Nos paises em desenvolvimento, o diagnostico desses patégenos
ou é demorado e caro, ou ndo é realizado em laboratorios de rotina. No entanto, a
deteccdo é essencial para definicdo do tratamento da infeccdo. O objetivo do
presente trabalho foi definir o vetor de expressdo mais apropriado e avaliar a
sensibilidade e especificidade do scFv-intimina obtido. O gene scFv-intimina
anteriormente obtido foi clonado nos vetores de expressdo pAE e pSMT3,
transformados em uma E. coli BL21 (DES3). A expressao foi induzida com 1 mM de
IPTG. Em ambos os vetores, a proteina expressa foi direcionada para o citoplasma
bacteriano, dessa forma a constru¢do pAE-scFv-intimina foi utilizada na obtencéo do
anticorpo recombinante. Apés cromatografia de afinidade ao niquel o scFv-intimina
foi empregado no ensaio de imunofluorescéncia indireta para definir um teste de
ensaio rapido e confiavel, analisando-se 199 isolados de E. coli e isolados de outras
Enterobactérias, dos quais 132 resultaram em isolados eae-positivos e 67 isolados
eae-negativos. O teste de imunofluorescéncia mostrou a deteccdo de 132 isolados
eae-positivos (100% de sensibilidade) e a ndo deteccdo de 67 isolados eae-
negativos (100% especificidade). Assim, o ensaio de imunofluorescéncia é um
método eficaz e rapido, e o scFv-intimina € uma excelente ferramenta para o
imunodiagnostico de EPEC e EHEC.

Palavras-chave: Diarreia. Escherichia coli diarreiogénica. Anticorpos recombinantes.
scFv-intimina. Diagnastico.



ABSTRACT

CARAVELLI, A. Anti-intimin recombinant antibody: a tool for a rapid diagnosis of
enteropathogenic and enterohemorrhagic Escherichia coli. 2013. 147 p. Masters
thesis (Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sé&o
Paulo, Sao Paulo, 2013.

Intimin is the main virulence factor involved in the attaching/effacing lesion of
enteropathogenic E. coli (EPEC) and enterohemorrhagic E. coli (EHEC), which are
responsible for infantile diarrhea and hemorrhagic colitis/hemolytic uremic syndrome,
respectively. In developing countries, their diagnosis is either time-consuming and
expensive or is not done in the routine laboratory. Nevertheless, their detection is
essential in defining the infection treatment. The aim of the study was to define the
most suitable expression vector and evaluate the sensitivity and specificity of the
scFv-intimin obtained. The scFv-intimin gene previously obtained was cloned into
pAE and pSMT3 expression vectors and transformed into an E. coli BL21 (DE3)
strain. Expression was induced with 1 mM IPTG. In both vectors, recombinant protein
was expressed as inclusion bodies, so pAE was chosen as the expression vector for
nickel affinity chromatography. Once purified, scFv-intimin was employed in an
indirect immunofluorescence assay to define a rapid and reliable assay testing 199 E.
coli strains and other Enterobacteriaceae isolates, of which 132 isolates were eae-
positive and 67 isolates were eae-negative. The immunofluorescence assay showed
the detection of 132 eae-positive isolates (100% sensitive) and no detection in the 67
eae-negative isolates (100% specific). Thus, immunofluorescence is an effective and
rapid method and scFv-intimin an excellent tool for the immunodiagnosis of EPEC
and EHEC.

Keywords: Diarrhea. Diarrheagenic E. coli. Recombinant antibody. scFv-intimin.
Diagnosis.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 Diarreia

Aproximadamente oito milhdes de criangas menores de cinco anos morrem
anualmente no mundo todo. A maioria dessas mortes (85%) ocorre principalmente
nas areas rurais dos paises da Africa e Sudeste Asiatico (UNITED NATIONS
CHILDREN’S FUND, UNICEF, 2012). Dentre as principais causas desta mortalidade,
a diarreia é responsavel por 800.000 mortes (11%), sendo superada apenas pela
pneumonia (18%) (WORLD HEALTH ORGANIZAION, WHO, 2012; WORLD
HEALTH STATISTICS, 2011; WHO, UNICEF, 2009) (Grafico 1).

Gréfico 1 - Distribuicdo global de causas de morte em criancas abaixo de 5 anos de
idade, 2010.
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Fonte: WHO (2012).

A diarreia € uma manifestacdo comum de doencas infecciosas intestinais, que
pode ser causada por virus, bactérias e parasitas, de forma aguda e/ou persistente.

Os agentes infecciosos bacterianos frequentemente isolados em surtos de diarreia



24

sédo Escherichia coli, Shigella spp.,Salmonella spp., Campylobacter jejuni e Vibrio
cholerae.

O modo de transmissédo da maioria desses patdgenos ocorre via fecal-oral, e a
alta incidéncia de surtos diarreicos esta diretamente associada a fatores soécio-
ambientais, como a falta de saneamento basico, condicdes sanitarias precarias, além
da contaminacéo de agua e a higiene inadequada dos alimentos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, WHO, 2009).

Além da melhora nas condicGes de higiene, a terapia de reidratacéo oral tem
levado a diminuicdo da morbidade e mortalidade de criancas com diarreia aguda,
relacionada a perda de fluidos e eletrolitos. Entretanto, a diarreia persistente emergiu
como causa comum de morte. Por ser prolongada, persiste por mais de 14 dias,
podendo resultar em varias infec¢cdes consecutivas ou mal resolvidas, ma absorcao
ou gastroenterite (OCHOA et al., 2008).

No Brasil, as politicas de saneamento basico, implantadas a partir de 1970,
aliadas a medidas como terapias de reidratacdo oral, diminuicdo da desnutricdo
infantil e melhora no acesso a servicos de salde levaram a uma queda significativa
da mortalidade infantil por diarreia. As doencas infecciosas intestinais representavam
6% da mortalidade em 1996 e 3% em 2004 (TABNET.DATASUS, 2010).

Todavia, em algumas partes do pais ha grandes diferencas na proporcao entre
os indices de declinio. Por exemplo, em 2004, na Regido Nordeste a taxa de
mortalidade por doencas infecciosas intestinais foi de 5,4% enquanto na Regido
Sudeste foi de 1,7%. O que mostra que, apesar do decréscimo, a diarreia ainda
representa um relevante problema de saude publica (TABNET.DATASUS, 2010).

Oliveira e Latorre (2010), estudando as tendéncias de internacdo e mortalidade
infantil por diarreia em criangcas menores de um ano, no periodo de 1995 a 2005 no
Brasil, verificaram uma reducéo desses indices em 13 capitais, porém oito capitais
apresentaram reducdo da mortalidade, enquanto trés tiveram queda apenas nas
taxas de internagdo. A analise combinada desses indicadores mostrou queda no
Brasil como um todo e em quatro capitais.

Recentemente (2011), os maiores indices de internacbes por diarreia nas

unidades hospitalares participantes do Sistema Unico de Saude (SUS) (publicas ou
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particulares conveniadas) ocorreram na regiao nordeste e norte, principalmente nos
meses de clima quente (DEPARTAMENTO DE INFORMATICA DO SUS, DATASUS,
2012). Apesar das regibes norte e sudeste possuirem numeros de internacdes
semelhantes, estes representam 0,21% da populagcéo da regido norte, contra 0,04%
da populacdo da regido sudeste, indicando que proporcionalmente, as populacées
das regibes norte e nordeste (0,17%) ainda carecem de acfes de promoc¢ao a saude
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, IBGE, 2012).

1.2 Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) foi descrita em 1885, pelo pediatra alemédo Theodor
Escherich, que notou sua alta prevaléncia na microbiota intestinal de criancas apos
24 h do nascimento e a denominou Bacterium coli commune (ESCHERICH, 1885).

E. coli é componente da microbiota do trato gastrointestinal, considerada
benéfica e ndo patogénica, porém pode assumir caracteristicas patogénicas. E um
bacilo Gram-negativo, anaerébico facultativo, componente da familia
Enterobacteriaceae, que coloniza a mucosa intestinal de humanos e outros animais
poucas horas ap6s o nascimento (KAPER et al., 2004; LEVINE, 1987; NATARO;
KAPER, 1998; RSKOV; JRSKOV,1992).

Alguns estudos demonstram que a composi¢ao de E. coli no intestino humano
geralmente consiste de trés ou quatro linhagens, sendo que uma delas é
denominada residente, permanecendo no organismo do hospedeiro por meses, e as
outras sao transitérias, e duram algumas semanas (SEARS; BROWNLEE;
UCHIYAMA, 1950).

E. coli normalmente permanece inofensiva confinada ao lumen intestinal,
entretanto, mesmo as cepas de E. coli ndo patogénicas podem causar infeccdo
guando o hospedeiro encontra-se debilitado, imunodeprimido ou quando as barreiras
gastrointestinais séo violadas. Ao longo do tempo, cepas de E. coli patogénicas vém
adquirindo fatores de viruléncia especificos, conferindo um aumento na habilidade de
se adaptar a novos nichos causando um amplo espectro de doencas em individuos

saudaveis (KAPER et al., 2004). Trés sindromes clinicas podem resultar da infeccéo
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por estes patotipos: meningite neonatal, sepse e infec¢des do trato urinario. Além
desses, ha os patotipos associados a doencas entéricas conhecidos como E. coli
diarreiogénica (DEC) (KAPER et al., 2004).

1.3 Escherichia coli diarreiogénica

Isolados de E. coli diarreiogénicas (DEC) tém grande importancia médica e
epidemioldgica, pois representam o patégeno bacteriano mais comumente associado
as formas endémicas de diarreia (CLARK et al., 2003).

Isolados de DEC sé&o classificadas de acordo com mecanismos de viruléncia
especificos, as sindromes clinicas que causam e o0s aspectos epidemiologicos em E.
coli enteropatogénica (EPEC), E. coli produtora da toxina de Shiga (STEC) e seu
subgrupo E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasora (EIEC) e E. coli que apresenta
padrao de adeséao difusa (DAEC), (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

EPEC tem sido identificada como o principal agente de diarreia aguda em
criancas menores de dois anos de idade nos paises em desenvolvimento (NATARO;
KAPER, 1998). Isolados de EPEC causam um efeito histopatolégico caracteristico
em bidpsias intestinais, bem como em culturas celulares, conhecido como leséo
attachment and effacement (A/E) (MOON et al.,1983).

STEC compreende todas as amostras de Escherichia coli que produzem as
toxinas de Shiga Stx, e estdo associadas a colite hemorragica e a sindrome
hemolitica urémica (AGBODAZE, 1999). Este patdégeno representa 0 mais
importante agente etioldgico de surtos diarréicos causados por alimentos, sendo
prevalente principalmente em paises desenvolvidos (PATON; PATON, 1998).
Dentro deste patotipo estd o subgrupo das EHEC que além da expressao das
toxinas de Shiga, causa a lesdo A/E, como as EPEC.

ETEC é um importante patdgeno causador da diarreia aguda, sendo o primeiro
em que os fatores de viruléncia foram descritos (TORRES et al., 2005). E principal
causa de morbidade e mortalidade entre criangas de um a cinco anos de idade em

paises em desenvolvimento (QADRI et al.,, 2005). Além disso, esta associado a
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diarreia dos viajantes que acomete turistas e militares oriundos de paises
desenvolvidos em visita a regifes tropicais e subtropicais endémicas. Estes
organismos produzem a toxina termo estavel (ST) e/ou a toxina termo I4bil (LT)
(SEARS; KAPER, 1996).

EAEC é caracterizada por aderir as células epiteliais cultivadas no padréo
denominado de adesdo agregativa (NATARO et al.,, 1987). Este patotipo esta
associado a diarreia aguda e persistente tanto em paises em desenvolvimento,
guanto em paises industrializazdos (KAPER et al., 2004; TORRES et al., 2005).

EIEC apresenta a capacidade de invadir e de se multiplicar em células
epiteliais, causando diarreia aquosa e disenteria no homem (TORRES et al., 2005).
Quando a infeccdo € severa pode causar colite inflamatoéria, assim como a Shigella
spp. (LEVINE, 1987; NATARO; KAPER, 1998).

DAEC é a categoria de E. coli diarreiogénica que apresenta um padréo de
adesao difusa em células epiteliais em cultura. Neste padréo de adesao as bactérias
encontram-se aderidas de forma difusa sobre toda a superficie celular (ELLIOTT,;
NATARO, 1995). Sua patogenicidade ainda é desconhecida, uma vez que amostras
de DAEC séo isoladas tanto de amostras diarréicas como de fezes n&o diarréicas,
sendo mais brandas do que as diarréias causadas pelas categorias anteriores
(KAPER et al., 2004; TORRES et al., 2005).

Os principais mecanismos de ac¢ao, os tipos de interacdo com células epiteliais
in vitro, assim como os fatores de viruléncia especificos de cada uma da seis

categorias de DEC, encontram-se esquematizados na figura 1.
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Figura 1 - Esquema ilustrativo dos principais fatores de viruléncia das categorias de
Escherichia coli diarreiogénicas.
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1.3.1 E. coli enteropatogénica (EPEC)

O termo E. coli enteropatogénica foi criado em 1955 por Erwin Neter para
designar um grupo de cepas de E. coli associados a diarreia infantil, distinguindo-se
assim das demais cepas encontradas em individuos normais ou em pacientes com
processo de infec¢do extraintestinal (NETER et al., 1955).

O patotipo EPEC é subdividido em dois grupos distintos, EPEC tipicas (tEPEC)
e EPEC atipicas (aEPEC). Diferentemente das tEPEC, que tém como hospedeiro
somente o0 homem, as aEPEC podem ter como hospedeiros tanto homens como
animais. Por muitos anos tEPEC foram consideradas a principal causa de diarreia
infantil em paises em desenvolvimento sendo raras nos paises industrializados. No
entanto, os dados atuais sugerem que aEPEC sao mais frequentes que as tEPEC
tanto em paises industrializados como em paises em desenvolvimento tendo surgido
como patdgeno emergente, relacionado a diarreia prolongada em criancas de até
cinco anos de idade (BUERIS et al., 2007; FRANZOLIN et al., 2005; MORENO et al.,
2010; OCHOA et al., 2008; SCALETSKY et al., 1999; SMITH et al., 1996; TRABULSI
et al., 2002). As tEPEC distinguem-se das aEPEC pela presenca do plasmidio EAF



29

(EPEC adherence factor) e expressao da fimbria BFP (Bundle-forming pilus) (ABE et
al., 2009; NARA et al., 2010; TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002).

Durante décadas, os mecanismos pelos quais as EPEC causavam diarreia
ainda eram desconhecidos, e este patotipo sé era identificado com base no sorotipo
O:H. Em 1987, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconheceu doze
sorogrupos de EPEC, denominados 026, O55, 086, 0111, 0114, 0119, 0125,
0126, 0127, 0128, 0142 e 0148 (WHO, 1987), os quais também sdo conhecidos
como sorogrupos classicos de EPEC (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002).

1.3.2 Escherichia coli produtora da toxina de shiga (STEC) e sua subcategoria

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

STEC (Shiga toxin-producing E. coli) ou VTEC (Verotoxin-producing E. coli) foi
primeiramente descrita por Konowalchuk, Speirs e Stavric (1977) por sua atividade
citotoxica em células Vero (célula epitelial renal de macaco verde africano) surgindo
entdo o termo verotoxina ou verocitotoxina (KONOWALCHUK et al., 1977).

Na década de 1980, foi descrito o primeiro isolamento de STEC do sorotipo
0157:H7 em um surto de diarreia sanguinolenta, o qual foi associado a ingestédo de
carne de hamburguer contaminada e mal-cozida (RILEY et al., 1983).

A ingestdo de STEC pode causar um espectro de doencas agudas, que vao
desde diarreias ndo complicadas, a diarreias sanguinolentas (colite hemorragica) e
até a sindrome hemolitico-urémica (SHU) (CHINEN et al., 2009; KARMALI, 1985,
1989). SHU ¢é caracterizada pelo aparecimento de trombocitopenia, anemia
hemolitica e nefropatia aguda, deficiéncias do sistema nervoso e até morte.
Aproximadamente até 15% dos pacientes desenvolvem SHU, especialmente
criangas menores de 10 anos infectadas por E. coli O157:H7, que é o0 sorotipo
predominante (GRIFFIN; TAUXE, 1991).

As Stx incluem dois subgrupos principais, Stxl e Stx2, que possuem
aproximadamente 55% de homologia de aminoacidos. Linhagens de STEC podem
produzir Stx1 ou Stx2 ou ambas toxinas, ou ainda variantes dessas toxinas (GYLES

et al., 2007). Essas toxinas séo do tipo A;Bs, apresentando uma subunidade A com
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35 kDa e 5 subunidades B com 7,5 kDa (GYLES, 2007; NATARO; KAPER, 1998).
Linhagens isoladas de pacientes com SHU produzem principalmente Stx2
(FRIEDRICH et al., 2002).

Além das toxinas de Shiga, existem outros fatores capazes de aumentar ou
colaborar na patogenicidade de STEC, como a adesina intimina, produto do gene
eae presente em EPEC e EHEC, a enterohemolisina (Ehly) e uma protease
(EspP/PssA) de codificagcéo plasmidial como fatores de viruléncia (GOOSNEY et al.,
2000; NATARO; KAPER, 1998).

1.3.3 Mecanismo de Patogenicidade de E. coli enteropatogénica (EPEC) e E. coli

enterohemorragica (EHEC)

O mecanismo central da patogénese de EPEC, assim como nas EHEC, € a
lesdo histopatoldgica denominada attaching and effacing (lesdo A/E), a qual é
caracterizada pela adesdo da bactéria ao epitélio intestinal, desencadeando uma
cascata de sinais transmembranicos e intracelulares que levam a destruicdo das
microvilosidades locais e ao acumulo de actina polimerizada e componentes do
citoesqueleto no local de contato entre a célula epitelial e a bactéria, formando entéo
uma estrutura semelhante a um pedestal com a bactéria em sua superficie (MOON
et al., 1983) (Figura 2).

Esse mecanismo esta dividido didaticamente em trés estagios: (1) aderéncia
inicial a célula hospedeira, (2) producdo e translocacdo das proteinas bacterianas
por uma agulha formada pelo complexo de secrecédo do tipo Ill (SSTT) e (3) ligacao
da intimina ao receptor Tir (translocated intimin receptor) com a formacédo do
pedestal (GARMENDIA et al., 2005; GIRARD, 2005; NATARO; KAPER, 1998;
VALLANCE; FINLAY, 2000).
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Figura 2 - Leséo attaching and effacing (A/E).
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A primeira fase da infecgdo é superficial e ndo intima e os fatores de viruléncia
responsaveis pela adesdo podem ser as fimbrias BFP (HYLAND et al., 2008) e E.
coli common pilus (ECP) (RENDON et al., 2007), filamentos EspA (E. coli secreted
protein A) (CLEARY et al.,, 2004) e também o flagelo (RAMOS et al., 2004 ). No
entanto, sabe-se que esta fase é multifatorial e dependente de uma variedade de
condi¢bes (HUMPHRIES; ARMSTRONG, 2010).

ApoOs a adesdo inicial, o complexo transportador SSTT é montado. Essa
estrutura se assemelha a uma seringa e se estende desde a membrana interna da
bactéria até o meio extracelular, formando um canal transmembranico, através do
qual, varias proteinas sédo secretadas (GARMENDIA et al., 2005). Os filamentos de
EspA promovem o contato inicial ao enterécito (KNUTTON et al., 1998),
possibilitando a translocacéo das proteinas estruturais EspB (E. coli secreted protein
B) e EspD (E. coli secreted protein D), responsaveis por direcionar EspA e formar
um poro ha membrana da célula hospedeira (Figura 3) (DANIEL et al.,, 2001). O
SSTT formado injeta para o interior da célula um ndamero indeterminado de
moléculas efetoras, como Tir, Esps (EPEC secreted proteins) e Map (mitocondrial
associated protein); essas transmitem sinais causando altera¢cdes no citoplasma do
hospedeiro. Apés ser translocado, nas EPEC, Tir é fosforilado no residuo de tirosina-
474 por quinases especificas do enterdcito e inserido na membrana da célula
epitelial, com suas extremidades orientadas para o citoplasma e sua por¢cdo média

localizada externamente a membrana, assumindo um formato de grampo e atuando
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como receptor para a intimina; ja nas EHEC, a proteina Tir ndo apresenta o residuo

de tirosina-474 e, portanto, ndo é fosforilada (LUO et al., 2000).

Figura 3 - Translocacgéo de proteinas secretadas pela EPEC através do sistema de
secrecao tipo .
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Uma vez translocada para fora da bactéria, as EspA formam um filamento, EspB e EspD sao
inseridas na membrana celular do hospedeiro, formando a estrutura do poro, para a passagem de
proteinas efetoras, como Tir.

Fonte: Adaptado de Vallance e Finlay (2000).
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Finalmente, a adesina intimina liga-se a porcdo central, extracelular, de Tir
resultando na adesdo intima entre a bactéria e o enterdcito. A interacdo entre
intimina e Tir induz uma cascata de sinalizac&o intracelular (DEAN et al., 2005), com
o0 recrutamento da proteina adaptadora Nck (CAMPELLONE et al., 2002;
GRUENHEID et al., 2001), a qual se liga diretamente ao dominio SH2 da proteina N-
WASP (neuronal Wiskott-Aldrich syndrome protein). O complexo Nck/N-WASP
recruta e ativa diretamente as proteinas Arp2/3 (actin-related protein 2/3) culminando
na mobilizacdo de diferentes proteinas do citoesqueleto e dos microfilamentos de
actina que se condensam logo abaixo do sitio de adesdo da bactéria, resultando na
formacado de pedestal caracteristica da lesdo A/E (KALMAN et al., 1999; LOMMEL et
al., 2001).

O fenotipo da lesdo A/E é codificado por genes contidos em uma ilha de
patogenicidade cromossomal de 35,5 Kb, denominada locus of enterocyte
effacement (regi&o LEE) (McDANIEL et al., 1995). Conforme mostrado na figura 4,

0S genes que fazem parte da regido LEE estdo organizados em cinco principais
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operons LEE1l, LEE2, LEE3, LEE4 e LEE5 (MELLIES et al., 1999; SANCHES-
SANMARTIN et al., 2001).

Figura 4 - Representacdo esquematica dos fatores de viruléncia de EPEC,

codificados em LEE e no plasmideo EAF.
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Os operons LEE1, LEE2 e LEE3 contém os genes esc e sep que codificam
componentes do SSTT além do gene ler, que regula positivamente os genes
localizados em LEE (ELLIOTT et al., 2000). LEE4 é a regido codificadora das
proteinas Esps, secretadas pelo SSTT como: EspA, EspB, EspD e EspF
(SANCHES-SANMARTIN et al., 2001). O operon LEE5 contém o gene eae (E. coli
attachment effacement), o gene tir (translocated intimin receptor) e cesT, 0s quais
codificam respectivamente, a intimina, uma adesina de membrana externa de 94 kDa
responsavel pela adeséo intima da bactéria a célula epitelial (FRANKEL et al., 1994,
JERSE et al., 1990); o seu receptor Tir, o qual é translocado para o interior da célula
epitelial através do SSTT (KENNY; WARAWA, 2001) e CesT a chaperonina das
proteinas Tir e Map (SANCHES-SANMARTIN et al., 2001).

Muitas linhagens de EPEC produzem um padrdo de aderéncia caracteristico,
em cultura de células epiteliais chamado adeséo localizada (AL). Neste padrao, as

bactérias ligam-se em &reas localizadas da superficie celular, formando
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microcolénias compactas (grupos bacterianos), que podem ser visualizadas apés o
contato da bactéria com as células epiteliais por 3 horas. Esse fenbmeno esta
associado a presenca do plasmideo EAF (pEAF), que carrega a sequéncia chamada
EAF (fator de aderéncia de EPEC). Esse plasmideo é o fator de viruléncia extra LEE
mais bem estudado, presente apenas nas EPEC tipicas, e ausentes, nas amostras
de EPEC atipicas. Em EAF encontra—se o operon bfp (bundle forming pilus) que
codifica a fimbria BFP, cujo fenotipo é evidenciado pelo padrdo AL em células
epiteliais cultivadas in vitro (GIRON et al., 1991; TRABULSI et al., 2002).

A fimbria BFP, além de possibilitar a agregacdo bacteriana em microcol6nias,
também esta envolvida no evento de dispersao (KNUTTON et al., 1999), auxiliando
na infeccdo de outros sitios e tornando a colonizacdo mais eficiente. Além disso,
EAF possui trés ORF's denominadas perA, perB e perC (plasmid-encoded
regulator), cujas proteinas codificadas formam um complexo regulador capaz de
ativar a transcricdo de alguns genes de LEE, através do gene ler (LEE-encoded

regulator), bem como do operon bfp no proprio plasmideo EAF.

1.3.4 Epidemiologia de EPEC e EHEC

E. coli é responséavel por até 30% do numero total de patégenos diarréicos em
alguns paises, com elevado indice de morbidade e mortalidade em criancas menores
de cinco anos de idade (BAKHSHI et al., 2012).

As vias de transmissao destes patdgenos estdo associadas a ingestao de agua
e alimentos contaminados e ao contato com pessoas ou animais infectados
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

Embora EPEC tenha sido a primeira categoria de E. coli diarreiogénica a ser
identificada, seu potencial patogénico so foi confirmado e amplamente aceito apés
estudos realizados com voluntarios, onde cepas de EPEC foram ingeridas,
confirmando-se os sintomas evidentes de diarreia (LEVINE et al., 1978).

Até meados da década de 90, tEPEC era considerada o principal agente
etiol6gico da diarreia infantil no Brasil (GOMES et al., 1991; ROSA et al., 1998;
SCALETSKY et al., 1999; TOLEDO et al., 1983; TRABULSI et al., 1961, 1985) e em
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outros paises em desenvolvimento, embora fosse rara em paises desenvolvidos
(NATARO; KAPER, 1998).

A categoria das EPEC é a principal causa de diarreia aguda em criancas
menores de dois anos nos paises em desenvolvimento onde este patotipo é
endémico (OCHOA et al., 2008). Em uma revisdo sistematica de 266 estudos
publicados entre 1990 e 2002 sobre causas de diarreia em criangas de até quatro
anos de idade, EPEC foi identificada como responsavel por uma média de 15,6%
das internacdes por diarreia (LANATA et al., 2002).

Estudos mostraram que houve uma aparente diminuicdo de tEPEC e uma
emergéncia da aEPEC tanto em paises em desenvolvimento como em paises
industrializados (CLEMENTS et al., 2012; HERNANDES et al., 2009; TRABULSI et
al., 2002). Em paises desenvolvidos, como a Australia, aEPEC representou 71%
dentre as DEC isoladas em criancas abaixo de 14 anos com diarreia persistente
(NGUYEN et al., 2006). Assim, também na Noruega, em um estudo realizado em
criangas menores de dois anos de idade, EPEC foi isolada em 44 de um total de 440
pacientes, sendo apenas em um deles identificada como tEPEC (AFSET; BERGH,;
BEVANGER, 2003).

Embora alguns estudos mostrem que pacientes infectados com aEPEC tém
uma diarreia suave, nao desidratante e nao inflamatéria (NGUYEN et al., 2006), a
duracdo da enfermidade é significativamente mais longa e duradoura do que aquelas
causadas por outros patégenos, sendo um indicativo de que aEPEC tem a
caracteristica de persistir no intestino por um maior periodo do que outras E. coli
diarreiogénicas (OCHOA et al., 2008).

No Brasil pesquisas relataram a preseca de EPEC em: 15,7% em Teresina
(NUNES et al., 2012); 10% em criancas saudaveis de Campinas (SP) (de MOURA et
al.,, 2012); 12,9% do grupo controle e 8% dos pacientes com diarreia no Rio de
Janeiro (REGUA-MANGIA et al., 2004); 9,4% de aEPEC em Salvador (BUERIS et
al., 2007); 9,3% de aEPEC e 1,7% de tEPEC em Jodo Pessoa (MORENO et al.,
2010); 5,4% de aEPEC em S&o Paulo (ARAUJO et al., 2007); 4% de aEPEC e 2,1%
de tEPEC em Porto Velho (ORLANDI et al., 2006).
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No periodo de um ano, amostras de criancas pré-escolares de uma tribo na
india com diarreia aguda foram analisadas, e as DEC representaram 41% de todos
0s patogenos isolados. Dentre as DEC, as EPEC tiveram uma prevaléncia de 26,2%
e as EHEC de 1,9% (ANVIKAR et al., 2008). Em outra investigacdo, em amostras de
criangcas com diarreia aguda no Ird foi encontrada 12,6% de prevaléncia de EPEC
(JAFARI et al., 2009).

Atualmente, STEC representam um dos mais importantes grupos de patdogenos
alimentares do mundo. O consumo de alimentos como salsichas, leites né&o
pasteurizados, alface, meldo cantaloupe, suco de maca, brotos de rabanete,
espinafre tem sido associado a surtos, sendo a dose infectante estimada como
inferior a 100 células (KAPER et al., 2004). O principal reservatorio de STEC é o
trato intestinal bovino e a existéncia de grandes rebanhos bovinos € um fator que
favorece a disseminacdo dessas bactérias. A taxa de isolamento de STEC em
bovinos nas diferentes regides do Brasil variou de 10 a 83% (CERQUEIRA, 1999;
FARAH et al., 2007; IRINO et al., 2005; LEOMIL et al., 2003; TIMM et al., 2007).
Dados recentes mostram que o gado brasileiro ndo € somente um reservatorio de
STEC incluindo as EHEC, mas também uma fonte de infec¢cdo para humanos ja que
alguns sorotipos associados com doencas severas foram isolados destes (AIDAR-
UGRINOVICH et al., 2007; KUHNE, 2004).

Guth et al. (2002) e Irino et al. (2002) descreveram diversos casos de infeccdes
por STEC no Brasil principalmente em criancas. Ainda, Vaz et al. (2004), realizaram
um estudo retrospectivo em 2607 amostras isoladas de casos diarréicos entre 1976
e 1999 de criangas menores de cinco anos e adultos imunocomprometidos, no
estado de Sédo Paulo, em que foi isolado 1,1% de STEC. Aidar-Ugrinovich et al.
(2007) relataram a ocorréncia de STEC em 10% de 546 amostras fecais de gado em
Séo Paulo, ndo sendo encontrado o sorotipo O157:H7.

O sorotipo mais estudado das EHEC é o 0157:H7, sendo considerado o mais
virulento e frequente (RILEY et al., 1983). No entanto, o grupo das STEC
compreende quase 250 sorotipos diferentes e aproximadamente 100 destes, séo
associados a doencas (JOHNSON et al., 2006). Alguns como O157:NM, O26:H11,
O111:NM, O121:H19, O145:NM, O111:H8 e 0113:H21 possuem potencial
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patogénico similar a O157:H7. Outros sorogrupos também associados sdo 055,
091, 0103 e 0119 (CAPRIOLI et al.,, 2005; PATON; PATON, 1998; VAZ et al.,
2004;).

EHEC constitui-se hoje como um dos principais problemas de saude publica em
varios paises, dentre eles Argentina, Estados Unidos, Canada e Japao, além de
varios paises da Europa, e existem varios relatos de casos na América Latina,
principalmente Uruguai e Chile (BEUTIN, 2006; KAPER; O'BRIEN, 1998). Na
Argentina, por exemplo, o indice de SHU é extremamente elevado, em torno de 12,2
casos a cada 100.000 criangas menores de cinco anos em 2002 (OGURA et al.,

2007), sendo E. coli O157:H7 o principal sorotipo causador dessa sindrome.

1.4 Deteccdo de intimina

Em 1985, uma proteina de membrana externa (OMP) presente em EPEC e nao
em ETEC, foi descrita como uma adesina de 94 kDa. Achava-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).

Em 1990, o gene eae foi identificado, e havia a hipétese de seu envolvimento
na lesdo A/E, pois mutantes desse gene perderam a capacidade de produzir a lesédo
em cultivo celular (JERSE et al., 1990). Em 1991, Jerse e Kaper identificaram uma
proteina de 94 kDa como produto do gene eae utilizando um antissoro que
reconheceu essa proteina nos isolados E2348/69 [cepa protétipo de tEPEC
(0127:H6)] e JPN15 (E2348/69 curado do plasmideo EAF) e ndo em mutantes do
gene eae.

Um grande locus cromossomal chamado LEE que codifica as proteinas
envolvidas na lesdo A/E foi descrito (McDANIEL et al., 1995), e mostrou que esta
regido é conservada em patdgenos intestinais, que produzem esta lesdo (EPEC,
EHEC, E. coli diarreiogénica de coelhos (RDEC-1), Escherichia albertii e Citrobacter
freundii biotipo 4280).
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Por conseguinte, Agin e Wolf (1997) obtiveram um antissoro em coelhos
imunizados com a porcéo C-terminal da intimina de RDEC-1 clonada e expressa em
E. coli, utilizando iniciadores especificos descritos por Frankel et al. (1994). O
antissoro mostrou reatividade por immunoblotting contra extratos totais de isolados
de EPEC (O111) e EHEC (026), menos para E2348/69 e O157:H7, que mostrou
baixa identidade com a porgdo C-terminal da intimina de RDEC-1. Este estudo
sugeriu que poderia existir diferentes familias de intimina e que essas diferencas nao
estariam correlacionadas com sorogrupo hem hospedeiro.

Assim, o gene eae de diversos isolados de EPEC e STEC ja foi clonado,
sequenciado e apresenta uma regido 5-terminal altamente conservada, que
compreende os aminoacidos 388-667 (Int 3gs.667). Entretanto, a regidao 3’-terminal
desta proteina apresenta uma composicao variavel, o que define os tipos e subtipos
de intimina conhecidos pelas letras do alfabeto grego como a, o2, 1 a -3, y1, y2, 9§,
g, e2a-4,,, N2 061,12, x, A, v, 0,7, peoc (ADU-BOBIE et al.,, 1998; AGIN;
WOLF, 1997; BATCHELOR et al., 1999; BEUTIN et al., 2004; BLANCO et al., 2004,
2006; CHINA et al.,, 1999; FRANKEL et al, 1994; OSWALD et al.,, 2000;
RAMACHANDRAN et al., 2003; REID et al., 1999; ZHANG et al., 2002;), (Figura 5).

Figura 5 - Interagdo entre intimina e seu receptor Tir presente na membrana da
célula hospedeira
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Intimina esta representada em verde com os residuos da porcdo C-terminal numerados. Os dominios
tipo imunoglobulina (DO, D1 e D2) estédo representados em retangulos, e o dominio tipo lecitina (D3)
responsavel pela ligacéo ao Tir em oval. Tir esta representado como dimero (em azul escuro e rosa),
com o dominio de ligacdo a intimina (IBD) extracelular e as por¢gées N e C-terminais intracelulares.
Fonte: adaptado de Luo et al. (2000).
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1.5 Anticorpos

Historicamente, imunidade significava protecdo contra doencas, em particular
contra doencas infecciosas. As células e moléculas responsaveis pela imunidade
formam o sistema imunoldgico, e a sua resposta coletiva e coordenada a introducao
de substancias estranhas é chamada de resposta imunolégica (ABBAS; LICHTMAN,
2005).

O sistema imune é um sistema de defesa versatil, responsavel pela protecdo
contra a invasao de micro-organismos patogénicos. Pode ser dividido em imunidade
inata e adquirida, componente menos especifico e mais especifico, respectivamente.
A imunidade inata é a primeira linha de defesa contra os micro-organismos e
consiste de peptideos antimicrobianos, fagocitos, células Kkiller e sistema
complemento, o qual age rapidamente frente a uma determinada infeccéo; enquanto
a imunidade adquirida consiste na resposta humoral e celular, mediadas por
linfécitos B e T, respectivamente e é caracterizada pela grande especificidade
frente as distintas moléculas, além da capacidade de responder vigorosamente a
repetidas exposi¢cdes ao mesmo antigeno (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Considerando-se a imunidade humoral, essa especificidade se deve a interacao
dos antigenos com os receptores presentes nas membranas dos linfécitos B, que
inicia uma cascata de sinalizacdo culminando com o desenvolvimento destas células
em plasmécitos, células produtoras de anticorpos, moléculas chaves do
reconhecimento antigénico (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Anticorpos sdo moléculas protéicas produzidas por linfécitos B que reconhecem
substancias estranhas ao organismo. A estrutura geral de um anticorpo consiste em
uma molécula bifuncional, que compreende dois sitios de ligacdo ao antigeno (Fab),
e um sitio efetor (Fc) no outro lado da molécula (ALZARI et al., 1988). Enquanto o
sitio efetor é altamente constante, o sitio de ligacdo ao antigeno € bastante diverso,
devido a recombinacdo somética e mutagénese, constituindo, portanto, as regides
variaveis (AMIT et al.,, 1986). As regides constantes sS80 necessarias para a
oligomerizacdo nos sitios de ligagdo ao antigeno, aumentando a avidez do anticorpo
pelo antigeno (BURTON; WOOF, 1992).
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Analisando o DNA, estima-se que um organismo humano utilize cerca de 150
mil proteinas diferentes em sua constituicdo; em comparacao, calcula-se que entre
10 a 100 milhdes de anticorpos diferentes possam ser produzidos por um sé
individuo (ABBAS et al., 1994). Ha, portanto, cerca de 100 mil vezes mais variedades
de anticorpos do que 0s outros componentes protéicos juntos.

Todas as imunoglobulinas tém uma estrutura de quatro cadeias como unidade
bésica. Elas sdo compostas de duas cadeias leves idénticas (24 kDa) e duas cadeias
pesadas idénticas (55-70 kDa) (ABBAS; LICHTEMAN, 2005). As cadeias sao unidas
por pontes dissulfeto e por uma extensa rede de interagcdes moleculares intra e inter-
cadeias (ROITT, 1987).

Depois que as sequéncias de aminoacidos de muitas cadeias pesadas e leves
diferentes foram comparadas, ficou claro que ambas as cadeias pesadas e leves
poderiam ser divididas em duas regifes baseando-se na variabilidade da sequéncia
de aminoacidos (Figura 6).

Tanto as cadeias leves quanto as cadeias pesadas das imunoglobulinas
possuem regides aminoterminais variaveis e carboxiterminais constantes. As cadeias
leves sdo compostas por uma regido variavel (V) e uma regido constante (C.),
enquanto as cadeias pesadas sdo compostas por uma regido variavel (V) e trés ou
quatro regides constantes (Cy) (GOLDSBY et al., 2000). A justaposicao das regides
variaveis de ambas as cadeias formam dois sitios de ligacdo ao antigeno (regiao
Fab), enquanto as regifes constantes sdo separadas do local de ligacdo ao antigeno
e ndo participam do seu reconhecimento. Apesar dos dominios constantes das
cadeias leves néo participarem das funcdes efetoras dos anticorpos e nao se ligarem
as membranas celulares, os dominios constantes das cadeias pesadas (porcao Fc)
interagem com outras moléculas efetoras e células do sistema imune, participando
como mediadores da maioria das funcdes biolégicas dos anticorpos.

A regido da dobradica é a regido com a qual os bragos da molécula de
anticorpo formam um Y. E chamada de regido da dobradica porque ha uma
flexibilidade na molécula nesse ponto, fazendo a juncdo das por¢cbes Fab com a
porcdo Fc da molécula de anticorpo (ABBAS; LICHTMAN, 2005; ROITT et al, 2001).



41

Figura 6 - Estrutura de uma molécula de anticorpo.

Figura 4: Estrutura de uma imunoglobulina
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Diagrama de uma molécula de IgG. As regides de ligacdo de antigenos sdo formadas pela
justaposicao dos dominios variaveis das cadeias leve (VL) e pesada (VH). As regides C das cadeias
pesadas terminam em uma cauda. A localizagdo das regies de ligacdo do complemento e do
receptor Fc nas regifes constantes das cadeias pesadas é uma estimativa.

Fonte: Abbas et al., (1994).

A maior parte das diferencas nas sequéncias entre os diversos anticorpos esta
confinada a trés pequenas extensdes nas regides variaveis (V) das cadeias pesadas
e leves, chamadas de segmentos hipervaridveis. Estas regibes contém
aproximadamente 10 aminoacidos e sdo mantidas no lugar por uma estrutura de
sequéncias mais conservadas que forma o dominio Ig da regido variavel. Na
molécula de anticorpo, as trés regides hipervariaveis do dominio V. e do dominio Vy
se aproximam, na sua estrutura tridimensional, para formar uma superficie de ligacéo
a antigenos. Como essa sequéncia € complementar a estrutura tridimensional do
antigeno que é ligado, estas regides também sdo conhecidas como regifes
determinantes de complementariedade (CDRs) (Figura 7). As regides entre os CDRs
gue exibem menos variabilidade na regido varidvel sdo chamadas de regides
frameworks (FRs), ou regides do arcabouco, e atuam como se fossem andaimes que
suportam as trés voltas que constituem as CDRs (ABBAS; LICHTMAN, 2005;
GOLDSBY et al., 2000; MAK; SAUNDERS, 2008).
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Figura 7 - Regides hipervariavel e framework nas moléculas de Ig.

« Regitdes hipervaridvel (HVR]) ou determinante de
complementariedade (CDR)
« Regides framework

HVEY

1= HY X

x A TN L4H
Foarspchine dde anmnodusde

Gréfico da variabilidade de aminoacidos nas moléculas de Ig. Os histogramas demonstram a
extensdo da variabilidade definida como o nimero de diferencas em cada aminoacido em varias

cadeias leves sequenciadas de forma independente em relacdo ao nimero do aminoacido medido a
partir da por¢do aminoterminal.
Fonte: Mayer (2000).

A regidao constante apresenta pequenas variagcbes na sua sequéncia de
aminoécidos, diferentemente da regido variavel. Essas variacfes sao responsaveis
pela determinacdo das classes ou isotipos dos anticorpos, interferindo no tamanho,
carga, além da solubilidade, na distribuicdo e funcdes que desempenham. As
cadeias pesadas sdo classificadas em cinco tipos, designadas por letras gregas:
gamma (y), mu (u) , delta (5), alpha (a) e epsilon (¢), podendo ser combinadas com
qualquer um dos dois tipos de cadeias leves kappa (k) ou | amda (A) (ABBAS;
LICHTMAN , 2005; MAK; SAUNDERS, 2008).

As moléculas de anticorpos podem ser divididas em classes e subclasses
distintas com base nas diferencas na estrutura das regidbes C das cadeias pesadas
(ABBAS; LICHTMAN , 2005; MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2008).

As classes de anticorpos também sdo chamadas de is6tipos e sao
denominadas IgM, IgD, IgG, IgA e IgE. Nos seres humanos os isotipos IgA e 1gG
podem ainda ser subdivididos em subclasses, ou subtipos, intimamente

relacionados, o que ndo ocorre com as classes IgM, IgD e IgE.
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Fragmentos de anticorpos produzidos por digestédo proteolitica tém-se mostrado
Uteis na elucidacdo das relagbes de estrutura e funcdo em imunoglobulinas
(ELGERT, 20009).

A molécula de anticorpo pode ser fragmentada proteoliticamente. Nas
moléculas de IgG, a dobradica entre Cyl e Cy2 das cadeias pesadas € a regido mais
suscetivel a clivagem proteolitica. Quando a IgG é tratada com a enzima papaina, a
enzima age na regido de dobradica e cliva a IgG em trés pedagos separados: dois
Fabs inteiros, e a regido Fc (Figura 8a). Quando se usa a pepsina para clivar a IgG,
a protedlise é restrita a porcao carboxi-terminal da regido de dobradica, gerando um
fragmento que liga ao antigeno (Fab) e que contém a dobradica e as pontes de
dissulfeto entre as cadeias instactas. Fragmentos Fab que retém a regido da
dobradi¢ca sdo chamados de Fab’, quando as pontes de dissulfeto entre as cadeias
sdo preservadas, os dois fragmentos Fab’ permanecem ligados em uma forma
conhecida como F(ab’), (Figura 8b).

Os fragmentos Fab’ e F(ab’), sdo ferramentas experimentais Uteis, uma vez que
podem se ligar ao antigeno sem ativar os mecanismos efetores dependentes do
fragmento Fc (HAYDEN et al, 1997; HOLLIGER; HUDSON, 2005; VAZ; FARIA,
1993).

Outros fragmentos de anticorpos podem ser obtidos sem perder sua funcao
biologica. O fragmento scFv (single chain variable fragment) composto pelas cadeias
variaveis leve e pesada pode ser obtido na forma recombinante (Figura 8c). Esse
fragmento, assim como os dois tipos de Fab retém a atividade ligante ao antigeno e
nao tem funcéo efetora. Esses fragmentos tém sido a forma mais corrente e podem
ser expressos em bactérias e em eucariotos inferiores (CHOI et al., 2004; CUNHA et
al., 2004).

Outras variacdes de fragmentos também podem ser expressas em sistemas
microbianos, como por exemplo o FvFc, que constitui-se em um scFv unido aos
dominios Cy2 e Cu3 de IgG (Figura 8c), retendo a capacidade de ligacdo ao
antigeno e a atividade efetora. A afinidade desse fragmento é comparavel com o
anticorpo  monoclonal parental (ANDRADE et al., 2000, 2005; MARANHAO;
BRIGIDO, 2000).
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Figura 8 - Fragmentos proteoliticos de uma molécula de IgG.
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Molécula de 1gG é clivada pelas enzimas papaina (A) e pepsina (B) no local indicado pelas linhas
tracejadas. A digestdo pela papaina permite a sepracdo de duas regides que ligam antigenos
(fragmentos Fab) da porcdo da molécula de IgG que liga o complemento e os receptores Fc
(fragmento Fc). A pepsina gera um Unico fragmento bivalente que liga antigenos, F(ab’), Em (C) esta
representado outros fragmentos que podem ser obtidos por engenharia de anticorpos. Um fragmentos
FvFc que possui a regido de ligagdo ao antigeno e a e a efetora, e o scFv de ligacdo ao antigeno. O
fragmento scFv possui um peptideo conector ou linker (vermelho) que liga as cadeias variaveis leve e
pesada.

Fonte: Adaptado de Lipman et al. (2005).

A estrutura dos dominios da molécula de um anticorpo é particularmente
acessivel a engenharia de proteinas. Uma vez que anticorpos completos sao
moléculas grandes (150 kDa), pequenos fragmentos derivados de IgG podem ser
construidos para reter a atividade de ligacdo ao antigeno (Fab, Fv) ou a funcao
efetora (Fc). Estes anticorpos pequenos (12-50 kDa) podem ser acoplados a
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radioisotopos ou outros marcadores e podem ser usados para localizar o antigeno
alvo ou usados em terapia. Estes fragmentos sdo de grande importancia
farmacéutica para o uso "in vivo", pois apresentam alta capacidade de difusdo e
penetracdo em tecidos. A figura 9 exemplifica a fragmentacdo da molécula de IgG
em pedacos menores que podem ser usados em diferentes abordagens.

Técnicas de biologia molecular, como a utilizacdo da PCR (Polymerase Chain
Reaction), propocionaram a amplificacdo de genes de imunoglobulinas
(BORREBAECK, 1995; BRUNT, 1990; LARRICK et al.,, 1989; MALMBORG;)
visando-se substituir o0 uso de animais na producdo de anticorpos por uma nova

metodologia de producéo in vitro.

Figura 9 - Fragmentacdo da molécula de IgG em menores pedacos.

Whole IgG

(Fab)

e
™~

Fonte: Nery (2006).

Os métodos atualmente usados para clonagem de genes que codificam as
regides variaveis das cadeias leve e pesada, baseiam-se na tecnologia de anticorpos
monoclonais, onde uma populacdo de células idénticas produz anticorpos
homogéneos e especificos (LAGERKVIST et al., 1995), ou de anticorpos policlonais,
obtidos por tipos diferentes de células produtoras de anticorpos em animais, ou de
pacientes imunizados (BARBAS et al.,, 1991) ou até mesmo de anticorpos
recombinantes que sera descrito adiante (HAGEMEYER et al., 2009).
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1.6 Tecnologia de anticorpos recombinantes

Anticorpos gerados a partir da resposta imune natural ou através de imunizacgao
(policlonais) apresentam-se como uma mistura de moléculas com diferentes
afinidades e especificidades, sendo produzidos em quantidades limitadas (MURPHY
et al., 2008). Em contraste aos anticorpos policlonais, o0s monoclonais apresentam
homogeneidade, alta especificidade e sdo produzidos ilimitadamente, através da
cultura de células especializadas e um extensivo envolvimento de tempo e trabalho
(SVENNERHOLM et al., 1986).

A tecnologia do DNA recombinante permite o desenvolvimento de construcdes
gue mantenham ou aperfeicoem as propriedades funcionais de um anticorpo.
Atualmente é possivel a producdo de fragmentos de anticorpos, como proteinas
recombinantes, utilizando diferentes sistemas de expressdo (HAGEMEYER et al.,
2009).

Diversas técnicas para a aplicagdo de anticorpos recombinantes e seus
fragmentos foram introduzidas, dentre elas alguns refinamentos na estrutura das
moléculas como a conversdo de anticorpos murinos em humanos por meio da
humanizacéo de anticorpos (BRIGIDO; MARANHAO, 2002); geracdo de anticorpos
quiméricos (metade humano e metade murino) substituindo a por¢éo Fc do anticorpo
por um Fc humano apresentando um certo grau de imunogenicidade e a
apresentacao de anticorpos na superficie de fagos filamentosos, técnica comumente
conhecida como Phage Display, permitindo a geracdo de milhdes de diferentes
variantes de peptideos ou proteinas, sendo sua principal aplicacdo no isolamento de
anticorpos monoclonais usando uma biblioteca de anticorpos bem representativa
apresentada em fagos (BRIGIDO; MARANHAO, 2002).

Dentre as diferentes construcdes baseadas na estrutura do anticorpo, podemos
citar os fragmentos varidveis em cadeia Unica (single chain Fragments variable ou
scFv). O scFv é o menor fragmento de anticorpo que ainda retém a capacidade de
se combinar com o0 antigeno. Esses fragmentos sdo constituidos dos dominios
variaveis (V), mas ndo dos dominios constantes (C) da molécula de anticorpo
(GIVOL, 1991).
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1.6.1 Anticorpos de cadeia Unica (scFv)

Pequenos fragmentos de anticorpos recombinantes estdo na vanguarda de
diagndstico in vivo e terapia. Essas unidades possuem uma melhor distribuicdo e
depuracdo mais rapida do que as moléculas maiores. Entre estes, os fragmentos de
anticorpos de cadeia Unica (scFv) estdo emergindo como alternativas
crediveis. Estas proteinas mostraram que tém as mesmas especificidades e
afinidades para os seus antigenos, como o anticorpo monoclonal (MAb) (RAJAWAT
et al., 2011).

Os fragmentos Fv (Fracdo variavel) ndo sdo covalentemente ligados, desta
forma os heterodimeros dos dominios Vy e V. podem dissociar facilmente
(BRINKMANN et al., 1997). No entanto, fragmentos Fv podem ser construidos de
forma a ndo se dissociarem. Isto porque fragmentos Fv podem ter seus dominios
variaveis (Vy e V\) unidos por um pequeno peptidio hidrofilico e flexivel, criando um
fragmento Fv de cadeia Unica- scFv (ABRAHAM et al., 1995; GOCHSHUBER et al.,
1990).

Os genes que codificam para esses dominios podem ser especificamente
amplificados, clonados individualmente, e posteriormente sub-clonados para a
formacdo deste segmento Unico de DNA, constituido de cerca de 740 pares de
bases (HUSTON et al., 1988).

Para formar o segmento Unico de DNA, o dominio variavel da cadeia pesada
(Vn) € ligado ao dominio variavel da cadeia leve (V\), através de uma sequéncia que
codifica para um polipeptideo de ligacao flexivel (linker). Esse polipeptideo pode
apresentar tamanho e composicdo variavel, prevenindo a dissociacdo entre 0s
dominios, além de influenciar na estrutura e valéncia do scFv. A insercdo do
polipeptideo ligante permite o distanciamento entre a por¢cdo C-terminal de um
dominio e a por¢do N-terminal do outro dominio (HOLLIGER; HUDSON, 2005;
LEONG; CHEN, 2008)

Dessa forma, o "linker" proporciona estabilidade conformacional a proteina,
garantindo afinidade, normalmente sendo formado por aminoacidos que garantem

flexibilidade, como glicinas e serinas.
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Entretanto, estudos demonstraram que ao modificar o linker, tornando-se seus
aminoacidos centrais distribuidos ao acaso, obteve-se um anticorpo na populacéo
gerada, com significativo aumento na produ¢do do mesmo, sem alterar sua afinidade
pelo antigeno ou aumentar a toxicidade para a bactéria (TURNER et al., 1997).

Na Figura 10 observar-se a ilustracdo de uma molécula de IgG e seu derivado,

um fragmento variavel em cadeia Unica (scFv).

Figura 10 - llustracdo de uma molécula de IgG e seu derivado, scFv.
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Fonte: Adaptado de Hagemeyer et al. (2009).

Diferentes sistemas de expressao estdo disponiveis para a producado de scFv,
podendo-se optar entre células procariéticas ou eucaridticas, desde que seja mantida
a funcionalidade dessa molécula. Verma e colaboradores (1998) analisaram
comparativamente os sistemas de expressdo em bactérias, leveduras, células de
inseto e células de mamiferos e concluiram que o sistema de expressdo de
anticorpos (ou seus fragmentos) deve ser escolhido caso a caso, levando em
consideracdo alguns fatores como: a infra-estrutura e experiéncia do laboratorio; a
variante do anticorpo a ser explorada e sua citotoxicidade; a necessidade de
modificacdes pds-traducionais, bem como seu grau de complexidade; o rendimento e
o grau de purezas desejados; aspectos regulatérios e de seguranca; 0S custos
esperados e, por fim os resultados de ensaios preliminares. Além disso, diversos

fatores como solubilidade, estabilidade, tamanho e a sequéncia primaria dos
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aminoacidos também podem influenciar diretamente no rendimento e na atividade
biologica da proteina.

Dentre as bactérias utilizadas como sistema de expresséo, a Escherichia coli &
o sistema de escolha para expressdo de proteinas recombinantes, devido a
facilidade de seu manuseio, baixo custo e rapido crescimento. Diversos trabalhos
tém descrito alto rendimento da expressdo de fragmentos de anticorpos nesta
espécie bacteriana, chegando a 2 g/L (CARTER et al., 1992; RODRIGUES et al.,
1992). A principal indicacdo da utilizacdo deste sistema € para expressao de
fragmentos de anticorpos desprovidos de modificacBes poés-traducionais. Duas
estratégias sdo utilizadas para obtencdo de scFv em E. coli: (i) Producdo do
fragmento no citoplasma bacteriano, na forma de corpusculos de inclusédo, seguida
de refolding para recuperacdo de moléculas biologicamente ativas; (ii) Expresséo da
proteina recombinante fusionada a um peptideo sinal, que propiciaria a sua secrecao
para o espacgo periplasmatico da célula bacteriana, no qual seria processada na
conformacao correta e na forma sollvel. Entretanto, a utilizacdo de peptideos sinais
nao garante a solubilidade da proteina, ja que esta tende a se acumular no espaco
periplasmatico na forma de corpusculos de inclusdo, quando expressa em grandes
guantidades. O sucesso para o processamento correto do fragmento do anticorpo no
espaco periplasmatico parece estar relacionado com a sequéncia primaria dos
aminoacidos nos dominios variaveis (KIPRIYANOV; LE GALL, 2004).

Os scFvs podem ser expressos em fusdo a outras proteinas como a GST
(Glutathione S-Transferase), a MBP (Maltose-binding protein) e a SUMO (small
ubiquitin-related modifier), sem a intencdo de beneficiar a atividade biol6gia destas
para terapia, mas simplesmente para experimentos de imunoensaio
(KERSCHBAUMER et al., 1997) ou entéo, para facilitar a metodologia de purificacéo
(CHOUMET et al., 1999). Essas proteinas de fusdo parecem apresentar atividade de
chaperoninas, protegendo a proteina de interesse a elas fusionadas da degradacao
proteolitica, aumentando a solubilidade e o dobramento, e diminuindo
significativamente a formagéao de corpos de inclusdo. Em contraste, uma limitacéo
desta metodologia, é a clivagem destas proteinas de fusdo que pode ser ineficiente
(ARBABI-GHAHROUDI; MACKENZIE, 2005).
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Os scFvs tém sido usados em terapias (CARTER et al., 1992; CHESTER;
HAWKIM, 1995) e diagnosticos, apresentando vantagens sobre anticorpos
convencionais e anticorpos monoclonais, como biofarmacos, atribuidas ao tamanho
reduzido e a auséncia da por¢cdo Fc (LEONG; CHEN, 2008; LORIMER et al., 1996;
MILENIC et al, 1991; TURNER et al., 1997).

Constatou-se que estas moléculas possuem rapida circulacdo sanguinea, pois
pacientes tratados com scFv apresentaram boa localizagdo destes em apenas uma
hora apos a injecdo (GEORGE et al., 1996). Também apresentam boa penetracao
em tecidos, teoricamente baixa imunogenicidade, baixa retencdo nos rins e outros
orgdos ndao-alvos, melhor penetracdo em tumores e sao construidos facilmente.
Possuem baixo custo comercial em larga escala, existindo a possibilidade
reestrutura-los em funcdo de melhorar sua atividade e producédo (MILENIC et al,
1991). Além disso, devido a seu curto tempo de circulacdo e rapida eliminacdo do
organismo, pode ser administrada em radioimunoterapias e desintoxicagdo de
drogas (LEONG; CHEN, 2008; TURNER et al., 1997).

Diversas abordagens vem sendo utilizadas para a producdo de moléculas de
scFv, bem como a possibilidade de interacdo destas moléculas com outras proteinas
para tratamento e diagndéstico de doencas como o cancer, podem eficientemente
localizar tumores e diminuir massas tumorais por bloguear estes antigenos para qual
sua especificidade foi desenhada (BATRA et al., 1992; KETTELEBOROUGH et al.,
1994; LEONG; CHEN, 2008; LORIMER et al.,, 1996; MAHGOUB et al.,, 2012;
WEISSER; HALL, 2009).

Moléculas de scFvs também foram desenvolvidas para a deteccao de antigenos
de diversas categorias de Escherichia coli diarreiogénicas.

Ozaki (2011), obteve o scFVLT, o qual foi capaz de reconhecer a toxina LT
através de ensaios imunossorolégicos, mas incapaz de neutralizar a atividade
citotoxica da toxina, provando ser uma ferramenta com potencial para o diagnostico
de ETEC. Ja Chung et al. (2008) produziram scFvs obtidos de uma biblioteca de
fagos selecionados pela subunidade B de LT de ETEC. A subunidade B foi utilizada

na forma monomérica e na forma pentamérica. Os anticorpos recombinantes



51

mostraram diferentes especificidades na reatividade com as diferentes formas da
subunidade B de LT.

Bhaskaran et al. (2005) produziram scFv contra fimbria F5 de ETEC, que € um
dos fatores de viruléncia para adesdo no enterdcito animal, utilizando o sistema
pCANTAB obtendo scFv solivel em E coli HB2151.

A partir de um anticorpo monoclonal anti-Stx2, Ma et al. (2008) construiram um
scFv, que foi clonado em pCANTAB moadificado (contendo 6 residuos de histidina)
sendo sugeridos pelos autores que este scFv anti-Stx2 poderda ser usado na
prevencao e terapia de doencas causadas por EHEC.

Anticorpos recombinantes que reconhecem EspA e intimina de EHEC O157:H7
foram produzidos e selecionados a partir de células do baco de coelhos imunizados
com a porcdo C-Terminal de intimina de O157:H7 e a molécula integral de EspA
(KUHNE et al., 2004), que reconheceu fracamente isolados dos sorogrupos 0157 e
0111 testados.

Menezes et al. (2011) obtiveram o scFv-intimina, o qual reconhece a proteina
intimina presente no isolado prototipo de tEPEC e a proteina recombinante intimina

purificada.
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8 CONCLUSAO

Neste trabalho a partir de um gene sintético otimizado da sequéncia de
fragmentos de anticorpos recombinantes anti-intimina, obteve-se um scFv-intimina,
uma ferramenta para o diagnostico rdpido de linhagens de Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC) e de Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) por

imunofluorescéncia indireta.
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