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RESUMO

Dentre 0s microrganismos que a compdem a microbiota intestinal, sobressai Escherichia coli,
que possui como principal nicho ecoldgico o intestino grosso de humanos. Sua importancia
destaca-se em fazer parte dos microrganismos comensais pioneiros na colonizagdo da mucosa
intestinal e também o seu papel patogénico causando doencas intra e extra intestinais. O objetivo
deste estudo foi avaliar a resposta imune contra antigenos totais de Escherichia coli. Os
resultados desse estudo podem servir como subsidio para o entendimento da resposta imune
sistémica a um microrganismo presente na mucosa. Os antigenos totais de E. coli foram obtidos
apos lise com solucdo de guanidina a 8M. Realizou-se a dialise e a dosagem de proteinas. Foi
realizado a caracterizacao eletroforética em gel de poliacrilamida e perfil antigénico por Western
Blotting. Avaliou-se a presenca de anticorpos IgG total e IgA sérica especificos em 30 soros de
humanos e também a resposta de células mononucleares de sangue periférico humano (PBMC)
através da metabolizacdo de MTT. Os resultados obtidos demonstraram que a suspencdo de
antigenos obtida era composta por varias proteinas e o teste de Western Blotting revelou que
estas foram reconhecidas por anticorpos presentes nos soros de humanos. Foi possivel detectar a
presenca de anticorpos 1gG total e IgA sérica contra os antigenos de E. coli por ELISA. No
ensaio de viabilidade e proliferagdo celular pelo MTT, observou-se que houve proliferacéo
celular em diferentes concentracdes do antigeno e a viabilidade ndo foi inferior a 70%. Os
resultados sugerem que os antigenos oriundos de E. coli podem induzir respostas imunes locais e

sistémicas.

Palavras chaves: Escherichia coli. Microbiota Gastrointestinal. Resposta imune.



ABSTRACT

Among the microorganisms that make it up the intestinal microbiota, stands out Escherichia coli,
which has as main ecological niche, the large human intestine. Its importance stands out in being
part of the pioneers commensal microorganisms on the colonization of the intestinal mucosa also
his pathogenic role causing extra intra and intestinal diseases. The objective of this study was to
evaluate the immune response against total antigens of Escherichia coli. The results of this study
could aid to understanding systemic immune response to a commensal microorganism that lives
in the mucosa. Total E. coli antigens were obtained after lysis with 8M guanidine solution. After
dialysis, protein assay was carried out. It was performed electrophoretic characterization of the
antigens using polyacrylamide gel electrophoresis and the antigenic profile by Western blotting.
We evaluated the presence of total IgG and IgA specific antibodies in 30 human sera. It also
assessed the human response of peripheral blood mononuclear cell (PBMC) by MTT
metabolization. The results obtained demonstrated that the antigens were composed of various
proteins and Western Blotting showed that antigen proteins were recognized by antibodies
present in human serum. It was possible to detect the presence of total IgG and IgA antibodies
against E. coli antigens by ELISA. In viability assay evaluated by the MTT metabolization by
PBMC, it found that cell proliferation occurred at different antigen concentrations, and viability
was not less than 70 %. The results suggest that the antigens from E. coli can induce local and
systemic responses.

Key words: Escherichia coli. Gastrointestinal Microbiota. Immune response.



Figural —
Figura2 —
Figura3 —
Figura4 —
Figurab5 —
Figura6 —
Figura7 —
Figura 8 —

Figura9 —

Figura 10 —
Figura1ll —
Figura1l2 —

LISTA DE FIGURAS

Estrutura da MucoSa INTESTINGL. .........ooeeeeeee ettt

Desequilibrio microbiano no interior do TGl .......cccooveiiiiiiiciiie e

Escherichia coli corada pelo método de Gram. ...........ccccceeeeieeicciciiieieenn,
Anélise eletroforética por SDS-PAGE. .........cccociiiiiiiiieeesee e

Analise por Western BIOtHING .........ccooirriinnieeeeseescesee s

Deteccdo de IgG sérica em soros de hUmano..........cccccvvveeceesseieceeeeenne

Deteccdo de IgA sérica em soros de humano ............ccccceveveeeceicccceseseieenn

Padronizacédo do ensaio de proliferacéo celular em células mononucleares de

Resposta de proliferacdo de

células mononucleares de humano estimuladas

com antigeno total de E. coli e S0lugdo de LPS ..........ccooviiviniiiicceeee

Viabilidade celular de células mononucleares periféricas de humano............

indice de proliferacio celular induzido pelos antigenos totais de E. coli.......

Viabilidade de células esti

antigenos totais de E. coli

muladas com diferentes concentracdes dos

12
15
16
33
35
36
37

38

39
40
42

43



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ...ttt ettt sttt ettt en sttt st st snees 8
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt sne e 10
2.1 O TRATO GASTROINTESTINAL ..ottt e sttt e st e et e e snae e ne e e snneeans 10
2.1.1 MUCOS@ INTESTINAL ...c.eiieieiiieee et sttt ste s e beeneeeeseeeneeneas 10
2.2 MICROBIOTA INTESTINAL ...ttt ettt e e e snae e nneees 12
2.2.1 ESCREFICHIA COII ...t es 16
2.2.2 Relacdo da microbiota intestinal com 0 hoSpedeiro ..........cccccveveviievvcve e 19
2.3 SISTEMA IMUNE DE MUCOSA ..ottt 20
2.3.1 Tolerancia imunolégica da microbiota intestinal ..............ccccooveinininiiniieee 21
2.3.2 Ativacao e regulacdo da resposta imune pela microbiota............cccocvevviieniviininnnn. 23
3 OBUJIETIVOS ...ttt sttt sttt eseabe bt enennenes 25
3.1l OBUIETIVO GERAL ..ottt sttt 25
3.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS ..ot 25
4 MATERIAIS E METODOS ..ottt ettt et 26
4.1 PREPARO DE ANTIGENOS TOTAIS de E. COl w..ovveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 26
4.2 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA .......cccoviiieiie e 26
4.3 SOLUCAO DE LPS (LIPOPOLISSACARIDEO) ......ccceveieeerceereereseesrsienissenieneneon, 27
4.4 OBTENQAO DE AMOSTRAS DE SOROS HUMANOS.........coce v 27
45 TESTE DE WESTERN BLOTTING (WB)....oooieiieie et 28

46 ENSAIO IMUNOENZIMATICO POR ELISA (ENZYME LINKED IMMUNO
SORBENT ASSAY) PARA DETECCAO DE ANTICORPOS IgG TOTAL E IgA

SERICA ANTI-E. COli.vvuiiiiiiiiiiecieieie ettt 29
4.6.1 Ensaio imunoenzimatico por ELISA para deteccéo de anticorpos 1IgG TOTAL E
IQA SEFICA ANTI-LPS. ..o e e 29
4.7 REMOCAO DO LPS COM POLIMICINA B ......ooovevieeveeseeteeeee e, 30
4.8 OBTENCAO CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO
(PBMC) E ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR........ccooivviresieeeeeeeeeeeseeeis 30
4.9 ANALISE ESTATISTICA ....iiieieieieie et 31

5 RESULTADOS ...t r b r e n e e n e nr e e nenreeneenne s 33



PERFIL ELETROFORETICO DOS ANTIGENOS TOTAIS DE E. COlii..vecvvvrernane,
PERFIL DE RECONHECIMENTO ANTIGENICO POR WESTERN BLOTTING. ...
PESQUISA DE IgG TOTAL E IgA SERICA EM SORO HUMANO PELO ENSAIO
DE ELISA ...ttt sttt a st
PADRONIZACAO DO ENSAIO DE PROLIFERACAO E VIABILIDADE
CELULAR ..ottt sttt sttt n sttt
ENSAIO DE PROLIFERACAO E VIABILIDADE CELULAR DISCRIMINANDO
A RESPOSTA AO ANTIGENO DE E. COli E LPS........cooceveeieeeeeeieeeeeseseee s
ANALISE DO ENSAIO DE PROLIFERACAO E VIABILIDADE CELULAR DO
ANTIGENO TOTAL DE E. COli covuvvuiveieeesece et nas s
DISCUSSAOD ... e tes et aes s ses sttt n s s s s e s st

CONGCLUSDES ... ee e e e e et et et et et et et et et et et esetet et e et e e s eee e eseseesee e e eeeeeeeseens
REFERENCIAS ..o oo e e e e e e e e e e e e e e s et et et et et et et et etesetesasesssasesaseseeesesssneseranns



1 INTRODUCAO

A microbiota intestinal é composta principalmente por microrganismos anaerobios
facultativos e estritos. Estudos relatam que foram detectados no intestino humano mais de 50
filos presentes, mas apenas dois destes sdo os mais prevalentes, os filos Bacteroidetes e
Firmicutes (JIMENEZ et al., 2008). As estimativas do nimero de espécies bacterianas que
compdem a microbiota intestinal variam amplamente entre os estudos. Geralmente, é aceito que a
mucosa intestinal é colonizada por mais de 1000 espécies de bactérias, podendo compor aos
microrganismos colonizadores fungos e virus (BULL; PLUMMER, 2014; HUURRE et al.,
2008).

A colonizagdo do trato-gastrointestinal (TGI) humano se inicia no nascimento. O
intestino do feto é considerado estéril, mas apds o parto o TGI é rapidamente colonizado. Durante
o trabalho de parto, quando o neonato passa atraves do canal vaginal, este é exposto aos
microrganismos presentes na mucosa vaginal materna. Durante os primeiros anos de vida, a
composicdo da microbiota intestinal é variavel e apos os 2 a 3 anos de idade comega a ser estavel,
sendo comparada com a de um individuo adulto (BULL; PLUMMER, 2014; LEY et al., 2005;
MACKIE et al., 1999).

A microbiota intestinal € dominada por microrganismos anaerobios facultativos,
incluindo Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus e Enterobacteriaceae. Os microrganismos
anaerobios estritos que dominam o TGI incluem Bacteroides, Eubacterium, Bifidobacterium,
Fusobacterium, Peptostreptococcus e Atopobium. Estes microrganismos sdo referidos como
simbidticos intestinais em decorréncia de sua relacdo mutualistica com o organismo humano
(BULL; PLUMMER, 2014; SWIDSINSKI et al., 2005).

Na familia Enterobacteriaceae destaca-se Escherichia coli, bactéria Gram negativa,
anaerdbica facultativa e de crescimento 6timo a 37°C. Apresenta-se em distintos perfis na
natureza, desde comensais a patogénicas. Segundo Ferreira; Konbl, 2009 (apud Elsas et al.,
2011), E. coli pertence ao grupo de microrganismos que iniciam a colonizagdo da mucosa
intestinal.

A microbiota intestinal estd em constante contato com as células do tecido linfoide
associado a mucosa intestinal (GALT). O GALT inclui células apresentadoras de antigeno,

linfocitos B e T, células epiteliais e outras. Nos mamiferos, as placas de Peyer desempenham um



papel fundamental no controle da interacdo do sistema imunolédgico do hospedeiro e microbiota
intestinal. Nestas, as células dendriticas apresentam 0s antigenos excretados pela microbiota
intestinal e induz as células a produzirem uma resposta imune (GEUKING et al., 2014).

A microbiota intestinal € uma fonte importante de antigenos e de manutencdo de um
estado de homeostasia. Antigenos provenientes da microbiota estimulam o desenvolvimento dos
orgdos linfoides associados as mucosas (GALT) e estes constituem uma parte da imunidade do
individuo, pois a mucosa representa a porta de entrada de varios microrganismos (ZEUTHEN et
al., 2010).

A acdo do sistema imune associado a mucosa esta integrada ao sistema imune como um
todo. Dados obtidos mostraram que o soro de animais e de humanos possuem anticorpos 1gG
especificos contra antigenos de Escherichia coli, sugerindo uma grande associacdo entre a
mucosa e outros compartimentos do sistema imune. No entanto, a influéncia de antigenos
provenientes da mucosa sobre a imunidade sistémica e principalmente na avaliagdo da resposta
celular permanece pobremente estudada (ZEUTHEN et al., 2010).

A barreira epitelial intestinal tem como funcdo impedir a passagem de antigenos ao
ambiente interno do organismo. No entanto, este mecanismo nem sempre € suficiente, sendo
necessaria a atuagdo do sistema imune. A interacdo da microbiota intestinal, a via oral, idade do
individuo e as células presentes na barreira epitelial podem também gerar a tolerancia
imunoldgica (ROMERO et al., 2015).

Neste estudo trabalhou-se com antigenos totais de E. coli. A escolha se deve ao fato de
E. coli ser uma bactéria pioneira na colonizacdo da mucosa intestinal, também causar doencas
intra e extra intestinal e dentro deste contexto, o trabalho avaliou a resposta imune contra

antigenos totais de E. coli.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Atualmente ha inimeros estudos a respeito da relacdo microbiota intestinal com o
sistema imunologico dos organismos. Apds uma andlise sistematica de diversas publicacfes, séo
descritas informacGes neste capitulo que foram pertinentes para o desenvolvimento deste
trabalho.

2.1 O TRATO GASTROINTESTINAL

O trato gastrointestinal humano possui uma superficie de contato de aproximadamente
200 m?. Este sistema é uma rede complexa e dindmica de interacBes entre varias células da
mucosa do intestino, sistema imunoldgico, alimentos ingeridos e a microbiota. Atua como uma
camada semipermeavel permitindo a absorcdo de nutrientes e macromoléculas necessarias ao
metabolismo humano. Por outro lado, protege o individuo de microrganismos que podem ser
potencialmente invasivos. Estas func¢des séo efetuadas em um ambiente colonizado por diversos

microrganismos comensais (LOPETUSO et al., 2014).

2.1.1 Mucosa Intestinal

Milhares de microrganismos e compostos nutrientes entram em contato com a mucosa
intestinal. Promover o equilibrio dessa interacdo requer um sistema complexo, que exerca varias
funcGes como a protecdo contra agentes patogénicos, regulacdo da absorcdo de nutrientes,
interacdo entre a microbiota intestinal e a interacdo mucosa e sistema imune (VIGGIANO et al.,
2015).

A mucosa intestinal é composta por componentes celulares e extracelulares. A parte

celular é definida por um epiteélio intestinal e uma lamina prépria adjacente (DE SANTIS et al.,
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2015; TURNER, 2009). O epitélio intestinal contém cinco tipos distintos de células; células-
tronco, com células de Paneth interpostas produzindo peptidios antimicrobianos, enterocitos
absortivos, células caliciformes produtoras de muco e células enteroenddcrinas (DE SANTIS et
al., 2015; KRAEHENBUHL et al., 1997) (FIGURA 01).

Na ldmina intestinal contém células dendriticas (DC), células intra-epiteliais (IEDCs),
macrofagos, linfocitos intra-epiteliais, células T reguladoras (T Regs), linfocitos TCD4+ e
linfocitos B (DE SANTIS et al.,, 2015; RESCIGNO, 2011; SCHENK; MUELLER, 2008)
(FIGURA 01).

Os componentes extracelulares sdo representados pelo muco que é secretado pelas
células caliciformes (DE SANTIS et al., 2015). O muco representa a primeira barreira fisica
contra os microrganismos exercendo um papel importante, como protecdo do epitélio intestinal
pela acdo de enzimas digestivas que estdo presentes no lumen intestinal, evitando a adesdo de
bactérias as células epiteliais e impedindo a invasdo da mucosa. Tal funcdo é complementada
pela acdo de imunoglobulinas secretoras, destacando a IgA. Também facilita a passagem de

nutrientes para o organismo e lubrificante para a motilidade intestinal (FIGURA 01).
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Figural- Estrutura da Mucosa Intestinal.
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Fonte: Adaptado de DE SANTIS et al., 2015.

O muco é composto por duas camadas. Uma interna, fortemente aderida as celulas
epiteliais e outra externa, sendo mais espessa, flexivel e menos aderente. A mucina altamente
glicosilada desempenha um papel de constituicdo da camada de muco. A funcdo do muco vai
além do que exercer uma barreira. O seu contedo em glicanos e mucina serve de alimento para
0s microrganismos, favorece a ligagdo destes a mucosa e provavelmente de selecdo de espécies
microbianas que sdo especificas e essenciais para a manutencdo da integridade e homeostase
intestinal (OUWERKERK et al., 2013; VIGGIANO et al., 2015).

2.2 MICROBIOTA INTESTINAL

A microbiota intestinal consiste em um conjunto de microrganismos presentes no
intestino cuja composigdo varia ao longo do TGI e entre o limen e mucosa intestinal, como é
descrito por Bedani; Rossi (2009). Segundo Moraes et al. (2014), o TGl humano apresenta

composicdes bacterianas distintas, sendo definidas geneticamente ou determinadas por
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caracteristicas individuais e ambientais, como o0 modo de nascimento, idade, habitos alimentares
e genética que contribuem para uma variabilidade intra e interindividual.

O trato gastrointestinal € um complexo ecossistema podendo também abrigar bacteérias,
virus e fungos. A maior parte é colonizada por bactérias compreendendo 10 microrganismos,
distribuidos em mais de 1000 espécies (SAMUELSON et al., 2015; NUDING et al., 2013). A
microbiota intestinal inclui microrganismos que sdo autoctones (microrganismos permanentes) e
aloctones (microrganismos transitérios). Aproximadamente 60% dos microrganismos comensais
da microbiota intestinal ndo sdo cultivaveis em técnicas de cultura convencionais (SAMUELSON
et al., 2015).

Através de técnicas de cultura, de biologia molecular, analises filogenéticas e de
metagendémica em biopsias de mucosa humana, contetdo gastrico e fezes, foi possivel identificar
os filos de microrganismos colonizadores do intestino. Os estudos mostraram que 0s quatro
grandes filos sdo: Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria e Actinobacteria, representam 98%
da microbiota intestinal (LOPETUSO et al., 2014; MANSON et al., 2008).

McLoughlin; Mills (2011) descrevem que hd uma estimativa de 30-40 espécies de
bactérias que dominam o ecossistema da microbiota intestinal. Compreendendo 0s géneros
Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium, Fusobacterium, Clostridium e Lactobacillus.

Na mucosa saudavel a microbiota ndo é somente distribuida ao longo do TGI exercendo
suas funcdes, mas também entre a mucosa e o limem intestinal (SAMUELSON et al., 2015;
MCLOUGHLIN; MILLS, 2011). Em particular, na mucosa gastrica, ha uma concentracéo de 10°
unidades formadoras de col6nias (CFU)/mL. Por sua vez o intestino delgado compreende entre
10? a 10° (CFU)/mL e por fim, no intestino grosso uma concentracéo de 10%a 10* (CFU)/mL. A
elevada concentracdo de microrganismos no intestino grosso pode ser explicada pelo transito
lento intestinal e neste local a microbiota é mais estavel quando comparada aos demais
(LOZUPONE et al., 2012).

O trato gastrointestinal de mamiferos € colonizado por microrganismos benéficos, como
bactérias comensais, destacando a Escherichia coli, que coletivamente influéncia na fisiologia
intestinal do hospedeiro (LEY; TURNBAUGH, 2006). Originalmente era considerado que E. coli
fosse 0 microrganismo na fase adulta mais predominante, mas estudos de metagendmica tem
revelado que ha outros microrganismos também podem ser predominantes dependendo do modo
de vida do hospedeiro (CASTELLO et al., 2015).
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A microbiota intestinal tem a capacidade de conservar e promover 0 bem estar e a
auséncia de doengas. Ela é capaz de formar uma barreira contra 0s microrganismos invasores,
potencializando os mecanismos de defesa, melhorando a imunidade e estimulando as respostas
imunes (SANTOS, 2010).

Ao analisar a microbiota do recém-nascido é possivel verificar que contém poucas ou
quase nenhuma espécie de bactérias. Porém, no adulto forma-se um complexo ecossistema que
contém cerca de centenas de diferentes espécies de bactérias (SANTOS, 2010). No momento do
parto comeca a influenciar a colonizacdo do TGI do recém-nascido. O periodo de lactacao
também desempenha um papel importante. Nos recém-nascidos a microbiota intestinal apresenta
uma maior variabilidade da composi¢do microbiana. Aos 2 a 3 anos de idade a microbiota passa a
ser estavel e comparavel ao de um adulto, que é dominado pelos filos Bacteroidetes e Firmicutes.

Nos individuos adultos podem ocorrer variacBes na propor¢cdo de microrganismos em
consequéncia de alteracbes ambientais ou patoldgicas. No envelhecimento observam-se uma
reducdo na populagdo de Bacteroides. Tal fato explica-se, pela menor ingestdo de alimentos
devido a perda de paladar e olfato (MORAES et al., 2014).

Mudancas na dieta, 0 uso de antibio6ticos, quimioterapia antineoplasica e infeccdo do
TGl podem alterar transitoriamente ou permanentemente o0 ecossistema intestinal. Essas
alteracOes levam a disbiose intestinal (desequilibrio microbiano no interior do TGI) (HOOPER et
al., 2012; HOOPER; MACPHERSON, 2010; ROUND; MAZMANIAN, 2009; SAMUELSON et
al., 2015) (FIGURA 02). A dishiose é caracterizada pela perda ou diminuicdo significativa na
quantidade de bactérias que sdo benéficas e/ou deslocamento da composicdo microbiana, ou seja,
favorecimento do aumento de microrganismos patogénicos. A dishiose também pode alterar o
perfil metabdlico intestinal e/ou aumento da inflamacdo da mucosa do hospedeiro
(SAMUELSON et al., 2015).
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Figura 2 — Desequilibrio microbiano no interior do TGI.
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As bactérias comensais da microbiota intestinal e os agentes patogénicos requerem
nichos ecoldgicos semelhantes para colonizar e proliferar no intestino. As bactérias comensais
exercem um papel importante na producdo de bacteriocinas, toxinas proteicas que inibem
especificamente microrganismo da mesma espécie ou de outras. Por exemplo, E. coli produz
bacteriocina que inibe diretamente o crescimento de E. coli enterohemorragica (EHEC)
(KAMADA et al., 2013).

Microrganismos comensais também previnem a infec¢do por patdgenos, alterando as
condi¢gdes ambientais do hospedeiro (por exemplo, pH), tornando-os proibitivos para a
colonizagdo por agentes patogénicos. Pode-se destacar também a microbiota vaginal que reduz o
pH da vagina, o que impede a colonizacdo por patdgenos do trato urindrio em que o pH 6timo

para o crescimento é o neutro. Da mesma forma, no intestino, certas bactérias comensais
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secretam acidos, que podem alterar o pH local para inibir o crescimento de certos patdgenos
intestinais (KAMADA et al., 2013).

2.2.1 Escherichia coli

Escherichia coli foi inicialmente descrita pelo médico alemdo Theodor Escherich em
1885, como Bactéria coli comuna. Este microrganismo posteriormente foi renomeado como
Escherichia coli ap6s sua descoberta sendo uma bactéria Gram negativa pertencente a familia
Enterobateriaceae, ndo esporulada, anaerobica facultativa, fermentadora, apresenta flagelos
peritriquios e cresce na temperatura de 18 a 44°C, tendo como temperatura ideal 37°C
(FERREIRA; KONBL, 2009) (FIGURA 03).

Este microrganismo é caraterizado por suas propriedades bioquimicas sendo elas, reacdo
indol positiva, lisina positiva, motilidade e vermelho de metila positiva, urease, H,S e utilizacao
de citrato negativa (QUADRI et al., 2005). O produto da fermentacdo de manitol, glicose,
sorbitol, ramanose, maltose, xilose, arabinose e glicerol produzem gas e acidos. A maioria das
cepas é capaz de fermentar lactose, no entanto, algumas tardiamente (ANDREATTI, 2007).

Figura 3 — Escherichia coli corada pelo método de Gram.
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Acesso em 13 de janeiro de 2016.
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Escherichia coli ocorre em distintos perfis na natureza, variando de comensais,
proporcionando resisténcia simbiotica contra organismos patogénicos, a patogénicas, causando
doencas intra e extra-intestinais em hospedeiros humanos ou animais (ELSAS et al., 2011). Tem
como principal nicho ecolégico o intestino grosso de humanos e outros animais de sangue quente,
na qual faz parte da microbiota intestinal comensal destes seres vivos. Por este motivo, pertence
aos microrganismos colonizadores pioneiros da microbiota intestinal imediatamente ap6s o
nascimento. Nos adultos é a bactéria anaerdbica facultativa mais predominante (ALTERI e
MOBLEY, 2012; NOWROUZIAN et al, 2006; SECHER et al., 2015).

Estudos sobre a colonizacdo do TGI de recém-nascidos indicam que um dos fatores que
pode ocorrer a aquisicdo da E. coli é pelo modo de nascimento (parto normal), uma vez que a
presenca deste microrganismo ocorre na vagina. Foi observada também uma relagédo entre a E.
coli encontrada nas fezes das mées e no muco, engolidos pelos bebés no nascimento e a presenca
deste nas fezes destas criangas. Também observaram que recém-nascidos de parto cesariano o
TGI pode ser colonizado pelo contato com as méos e uniformes contaminados da equipe de
enfermagem (BETTELHEIM; GOLDWATER, 2015; BETTELHEIM et al., 1976).

Estudos de colonizacgdo intestinal de murinos mostraram que a via Entner-Doudoroff, e
de glucanato, sdo necessarias para o crescimento de E. coli comensal. Este microrganismo
adquire nutrientes a partir da mucosa intestinal e regula os genes que codificam enzimas
envolvidas no catabolismo de N-acetilglucosamina, éacido sialico, glucosamina, glucanato,
arabinose e fucose intestinal. Quando ha limitacdo da quantidade de agUcares devido ao consumo
por outras bactérias colonizadoras na mucosa intestinal, E. coli também pode utilizar substratos
gliconeogénicos para sustentar o crescimento no intestino. Desse modo, a flexibilidade
metabolica pode promover a sua persisténcia no microambiente intestinal competitivo
(BETTELHEIM; GOLDWATER, 2015).

A populacdo de E. coli é diversa podendo ser diferenciadas em sete grandes grupos
filogenéticos (A, Bl, B2, C, D, E, e F). Os grupos filogenéticos A e B1 consistem,
principalmente, de estirpes comensais encontrados no intestino grosso de humanos, animais e em
amostras ambientais (RIJAVEC et al., 2008). Estas estirpes normalmente ndo contém quaisquer
fatores de viruléncia conhecidos (JOHNSON et al., 2001). No entanto, grupo filogenético B2, e
em menor extensdo, o do grupo D, consiste de estirpes patogénicos sendo normalmente

portadores de genes associados a viruléncia estando associadas a doencas extra-intestinais
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(CLERMONT et al., 2000; JOHNSON et al., 2001;). Alguns estudos indicam que as estirpes
pertencentes aos grupos A e Bl também pode causar doenca extra-intestinal, principalmente
tratando-se de individuos imunodeprimidos. Um grupo filogenético E foi identificado, assim
como F, tendo poucas descri¢cdes sobre estes grupos (KATOULLI, 2010).

Escherichia coli patogénica pode ser mais encontrada em infeccdes do trato genito-
urinério (ITU). Também pode causar bacteremias, meninginte neonatal e infeccdes graves de
origem alimentar. Um sorotipo especifico como a O157: H7 foi responsavel por surtos de origem
alimentar e hidrica nos Estados Unidos e Europa (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION [CDC], 2006; PENNINGTON, 2014; MONEY et al., 2010).

A forma comensal de E. coli, exemplificado pela estirpe MG1655, tem como beneficio
auxiliar seu hospedeiro na quebra de compostos de carbono (TOUCHON et al., 2009). Por outro
lado, estirpes comensais podem conter um ou mais genes de viruléncia e com potencial de
provocar doengas. Com base nestes mecanismos elas podem ser classificadas como
enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasora (EIEC), enterohemorragica
(EHEC), enteroagregativa (EaggEC), uropatogénica (UPEC) entre outras. E. coli O157: H7 é um
exemplo de um ETEC prejudicial, que ja causou mortalidade no mundo todo. Cepas ETEC séo
capazes de produzir verotoxinas (genes representados por STX) causando uma leve diarréia
sanguinolenta, que eventualmente culmina com a sindrome urémica hemolitica. Mais de 150
sorotipos de E. coli produtora de verotoxina tém sido encontrados, mas a maioria dos surtos estio
relacionados ao sorotipo 0157 (TAYLOR, 2008). E. coli O157: H7 é um agente infeccioso de
extrema importancia, em decorréncia de sua resisténcia a pH baixo (aproximadamente 2,5), que
permite a passagem por meio do estdbmago (TILDEN et al., 1996). Seguindo a invaséo de tecidos,
podendo até causar a morte (ELSAS et al., 2011).

2.2.2 Relacéo da microbiota intestinal com o hospedeiro

O hospedeiro e a microbiota intestinal estabelecem uma relacdo de mutualismo. O

intestino para a microbiota serve como seu habitat. A temperatura Otima corporal e a
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disponibilidade de nutrientes favorecem seu estabelecimento na mucosa intestinal do hospedeiro
(HUDAULT etal., 2001; NUDING et al., 2013).

Por sua vez, 0s microrganismos comensais auxiliam na quebra de nutrientes e sintese de
vitaminas essenciais. Esta relacdo beneficia tanto o hospedeiro quanto 0s microrganismos
comensais (HUDAULT et al., 2001; NUDING et al., 2013).

Uma funcdo importante da microbiota € a competicdo por nutrientes com organismos
potencialmente patogénicos e a producéo de bacteriocinas que impedem a colonizacdo do epitélio
intestinal por patdégenos. Da mesma maneira, 0S microrganismos patogénicos tém mecanismos
que inibem o crescimento de organismos comensais. Estudos realizados em camundongos germ-
free utilizaram cepas de E.coli colonizadoras do TGI, demonstraram que foram capazes de
proteger os animais contra infeccdo por Salmonella typhimurium. A microbiota exerce também
um papel importante na resposta imune, sendo capaz de modular a resposta imunoldgica do
hospedeiro (CARIO, 2005; NUDING et al., 2013).

O hospedeiro reconhece componentes da parede bacteriana, tanto de microrganismos
pertencentes aos grupos comensais quanto patogénicas como LPS, peptidioglicano e flagelina,
por meio de receptores de reconhecimento de padrdes (PRR), Toll-like (TRLS) e nucleotideo de
ligacdo de receptores de dominio de oligomerizagdo (NODs). Entretanto, 0s microrganismos
comensais sdo tolerados, em contrapartida, os patogénicos sdo combatidos pelo sistema imune,
pois estes microrganismos patogénicos invadem a mucosa intestinal podendo atingir a via
sistémica do organismo para iniciar a colonizacdo (OTTE et al., 2003).

A estimulacdo dos receptores de reconhecimento de padrbes (PRR), por bactérias
comensais, resulta na produgdo de linfopoietina estromal timica (TSLP) por essas células. O
TSLP pode melhorar a inducdo da secrecdo do fator de ativacdo celular dos linfocitos B
promovendo a secrecdo de IgA na mucosa. IgA produzida é secretada para o limen intestinal e
pode alterar a composicéo e funcdo da microbiota (JOHANSSON et al., 2008).

A adesdo bacteriana, translocacédo e infec¢do sdo impedidas pela barreira exercida pelo
GALT e fatores inespecificos, como os acidos biliares, secrecdo de muco e peptideos
antimicrobianos. Componentes importantes pertencem a classe de defensinas, destacando alfa-
defensinas, HD5, HD6 e outras (TOLLIN et al.,2003; WEHKAMP et al., 2009).

Assim, é possivel verificar que a microbiota intestinal promove estimulos no sistema

imune do hospedeiro que favorecem a sua colonizacdo. Vale ressaltar que o hospedeiro se
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beneficia de diversas formas na manutencdo da tolerancia a microbiota intestinal, bem como
reforca a ideia de que favorece a homeostasia no TGI, uma vez que alteragcbes na composicao da

microbiota comensal estdo associadas ao desenvolvimento de patologias intestinais.

2.3 SISTEMA IMUNE DE MUCOSA

A mucosa intestinal apresenta uma complexa rede de células do sistema imunolégico
denominado de tecido linféide associado ao intestino (GALT). Este tecido representa uma
barreira que protege a mucosa. O GALT consiste em agregados ou isolados de foliculos linfoides
podendo conter até 70% das células do sistema imunolégico do corpo humano no total (AIUTI,
LEBBA, 2002).

o tecido linféide associado ao intestino apresenta caracteriticas anatdmicas, fenotipicas e
funcionais peculiares em comparacdo com os outros orgdos linféides. A mucosa intestinal é
caracterizada pela presenca de dois tipos de estruturas linfoides, o tecido linfoide organizado em
nodulos linfaticos macroscopicamente visiveis e tecido linfoide difuso que é constituido por
linfdcitos distribuidos amplamente pela 1amina da mucosa. Ao nivel do intestino delgado estdo
as placas de Peyer e 0 apéndice cecal (AIUTI; LEBBA, 2002; VIGGIANO et al., 2015).

As fungdes do GALT séo diversas destacando protecdo contra doencas infecciosas locais
e sisttmicas provocadas por microrganismos com preferencial penetracdo gastrointestinal,
inibicdo da colonizagdo por agentes patogénicos, protecdo contra o desenvolvimento de reacGes
alérgicas provocadas por alimentos, por fim, protecdo contra o desenvolvimento de doencas
autoimunes por reagdes imunes contra antigenos que entram no corpo por via oral (AIUTI;
LEBBA, 2002; CONSTANTINOVITS et al., 2012).

Os linfocitos intra-epiteliais atuam como células efetoras citotdxicas (CD8+) em
resposta aos antigenos, que sdo expressos na superficie da mucosa pelas células epiteliais. A
inibicdo da colonizacdo da mucosa intestinal por patogenos é realizada por estas células efetoras,
por meio da lise das células epiteliais infectadas. Os linfécitos predominantes na lamina intestinal
sdo CD4+ e em uma porcentagem superior a 95% expressando o fendtipo CD45R0. H& também

linfocitos que expressam marcardores para a ativacao de células produtoras de HLA II, IL-2. Os
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linfocitos B na lamina intestinal sdo compostos por células secretoras de IgA e uma porcentagem
maior de células B ativadas secretoras de IgG e IgM durante uma resposta inflamatoria. Na
lamina propria também estdo presentes células dendriticas (AIUTI; LEBBA, 2002).

Na mucosa intestinal o sistema imune apresenta locais indutores e efetores da resposta
imune. Os locais indutores correspondem aos foliculos linfaticos, constituidos pelas Placas de
Peyer e o0 apéndice cecal, que sdo estruturas aferentes onde é apresentado o antigeno e ocorre a
diferenciacéo dos linfécitos B e T (AUITI; LEBBA, 2002).

Auiti; Lebba (2002) descrevem que a IgA secretora no limen intestinal ocorre pela
formagdo de uma ligacdo covalente do dimero com uma glicoproteina, denominada de
componente secretora ou poli-receptor de Ig. Este componente é expresso sobre a superficie das
células epiteliais da mucosa, sendo transportada para o lumen intestinal. As funcGes da IgA
secretora na mucosa sao impedir a entrada de antigenos microbianos na mucosa e ou toxinas e
neutralizacdo de agentes virais intracelulares (ZANG et al., 2015). A IgG também pode ser
transportada atraves do epitélio intestinal desempenhando seu papel (KAMADA et al., 2015).

Estudos descrevem que os microrganismos comensais podem modular a imunidade ao
nivel de mucosa intestinal. A microbiota intestinal afeta as respostas imunoldgicas sistémicas
pela modulacéo na expansdo extra-intestinal das células T, desenvolvimento de toleréncia oral e
controle da inflamacdo (KIEPER et al., 2005; SAMUELSON et al., 2015). Samuelson et al.
(2015), comentam que a microbiota intestinal induz a manutencdo de células importantes para a
imunidade de mucosa, bem como a expansdo de células T CD4+ e a resposta Thl, Th2 e Th17.

Desse modo, a integridade da mucosa é necessaria para a manutencdo da homeostase do
intestino. O desequilibrio desta homeostase conduz a ativagdo do sistema imune levando a uma

resposta a estes estimulos e inducdo da inflamagéo.

2.3.1 Tolerancia imunoldgica da microbiota intestinal

O reconhecimento das bactérias intestinais pelo sistema imunologico desencadeia uma
resposta imune (SAMUELSON et al.,, 2015). A interacdo microbiota e células do epitélio
intestinal podem gerar duas respostas imunes: a imunidade protetora contra patdgenos e

tolerancia imunolégica de ndo patégeno (CHICHLOWSKI et al., 2015).
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O desenvolvimento de tolerancia imunoldgica ocorre ap6s contato prévio de antigenos e
representa um estado imunolégico local e sistémico de ndo reacdo imune efetora, decorridos de
um desafio subsequente. Estudos indicam que a colonizacdo por microrganismos no inicio da
vida é o ponto chave na inducéo de tolerancia imunologica do hospedeiro, apesar de ainda néo ser
totalmente compreendida (WENG; WALKER, 2013).

As células do sistema imune que confere efeitos supressores sobre a resposta imune
incluem linfécitos T CD4+ FoxP3+ Treg, linfocitos T CD8+ produzindo I1L10 e TGF- B, celulas
dendriticas tolerogénicas, células supressoras mieloides e 1L-10 produzida pelas linfocitos B
(BELKAID; OLDENHOVE, 2008; WENG; WALKER, 2013).

Estudos relatam que os linfocitos T CD4 + FoxP3 + Treg desempenham um papel
dominante na manutencdo da tolerancia imune e na supressdo da resposta imune excessiva. A
constatacdo de que estas células sdo mais abundantes na lamina propria intestinal do que em
nodulos linfaticos periféricos ou no bago confirma esta hipotese (BELKAID; OLDENHOVE,
2008; WENG; WALKER, 2013).

No epitélio intestinal a expressdo de TLR é regulada negativamente pela membrana
apical. Ocorre uma baixa expressao de TLR2 e TLR4 nesta membrana apical. Estes receptores
ndo induz uma resposta inflamatdria aos constituintes da parede celular de microrganismos
comensais, como LPS e peptidoglicanos. Estudos revelaram que a flagelina de E. coli ndo induz
uma resposta imunoldgica que é mediada por TLR5 na mucosa. Do contrario, ocorre a ativacdo
de TLR5 por flagelinas de bactérias patogénicas como Salmonella sp. resultando na inducéo de
inflamacéo intestinal aguda (ABREU, 2010; CHICHLOWSKI et al., 2015; FUKASE et al., 2003;
GEWIRTZ et al., 2001).

As bactérias gram-negativas comensais sdo 0s principais produtores de LPS na mucosa
intestinal. A fosfatase alcalina epitelial desfosforila o LPS bacteriano tornando-o tolerogénico e
incapaz de estimular TLR9. No epitélio intestinal, fosfatase alcalina é concentrada a membrana
apical contribuindo para indugdo de uma resposta inflamatdria ou de tolerancia imunologica. Para
tanto, os PAMPs bacterianos ndo estdo envolvidos somente na inducdo de respostas imunes, mas
também na tolerancia da mucosa intestinal (CHICHLOWSKI et al., 2015).

Portanto, o processo de tolerancia imunoldgica a microbiota intestinal envolve diversos
tipos celulares que estdo presentes na mucosa do intestino. Assim, a interacdo microbiota e

mucosa intestinal favorece um ambiente de homeostasia para que ambos exercam suas funcdes.
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Uma melhor compreensdo dos eventos de tolerancia imunoldgica oferecera ferramentas para a

descoberta de novas condutas clinicas nas doengas gastrointestinais.

2.3.2 Ativacéo e regulagao da resposta imune pela microbiota

A colonizacdo do TGI por bactérias comensais influenciam na fisiologia intestinal e
assim gera inimeros beneficios ja descritos. Os beneficios mais bem caracterizados por estes
microrganismos incluem a promoc¢édo da absorcdo de nutrientes e protecdo contra a colonizacao
de agentes patogénicos de fontes diversas (ALEXANDER et al., 2014; FUNG, 2014).

Fung (2014) relata que a microbiota intestinal alterada esta associada com doencas
inflamatorias crénicas, infeccdo viral crbnica, obesidade e céancer. Muitos estudos foram
realizados e pouco se sabe sobre o papel destes microrganismos no processo do desenvolvimento
destas doencas citadas (KAMADA et al., 2013; HOOPER et al., 2012).

Vaishnava et al. (2011) e Hill et al. (2010) relatam que a maioria dos microrganismos
comensais estéo restritos ao limen intestinal, mas uma pequena fragcdo pode penetrar no interior
da camada mucosa e coloniza-lo. Neste estudo, foram realizados sequenciamento de DNA da
superficie do epitélio intestinal e revelou uma associagdo destes microrganismos com esta
camada. Desta forma, as respostas das células do sistema imune estdo associadas com estes
microrganismos conferindo imunidade da mucosa, como exemplo a IgA secretora que protege o
organismo a nivel de mucosa, fazendo parte da primeira linha de defesa contra os patdgenos.

Estudos abordando os mecanismos pelo qual a microbiota induz células TH17 foi capaz
de observar a produgéo de citocinas. Portanto, alguns microrganismos comensais podem provocar
respostas inflamatdrias imunes que dependendo do contato conferem protecdo tecidual. Dessa
maneira, ha uma interacdo do microrganismo comensal com o hospedeiro (HILL et al., 2010).

Estudos feitos em camundongos germ-free estimulados por dieta rica em LPS,
mostraram que este é capaz de aumentar a producdo de citocinas pro-inflamatoérias como 1L12 e
reduzir a producdo de IL4 essenciais para diferenciacdo de células T naive (CHICHLOWSKI et
al. 2015).



24

O estudo da resposta imune ao nivel da mucosa intestinal poderia ser utilizado no
desenvolvimento de estratégias de vacinagdo, pois estd presente em todos os individuos e se
estabelece nos primeiros meses de vida. A mucosa do intestino é uma regido que apresenta
funcBes de selecdo e defesa do organismo e apresenta algumas particularidades do ponto de vista
imunologico (KAMADA et al., 2013; MACHADO, 1995; ZIEMER; GBSON, 1998). Os
antigenos secretados sdo importantes na inducéo da imunidade humoral e celular. Estes antigenos
secretados e excretados foram identificados como candidatos a vacina em potencial e estudos de
inter-relacdo de doencas gastrointestinais (KAMADA et al., 2013; YAMAMOTO et al., 1998).

Assim, ressaltando a importancia da microbiota intestinal para o hospedeiro, tais como
capacidade de formar barreiras contra microrganismos invasores, potencializacdo dos
mecanismos de defesa e estimulando as respostas imunes, é possivel que Escherichia coli exerca
um papel fundamental na inducéo de resposta imune ao nivel da mucosa intestinal do organismo.

Desse modo, o presente estudo visa avaliar a resposta imune utilizando os antigenos
totais de E. coli, por meio de analise por Western Blotting, ensaios de proliferacdo celular e testes

de imunoensaios.



25

3 OBJETIVOS

Serdo apresentados o objetivo principal e os objetivos especificos deste trabalho.

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a producdo de anticorpos e resposta de proliferacdo celular a antigenos totais de
Escherichia coli em individuos saudaveis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

d)

Verificar o perfil de proteinas do antigeno de E. coli por eletroforese em gel de
poliacrilamida;

Verificar o perfil antigénico reconhecido por anticorpos nos soros humanos pelo
Western Blotting;

Analisar a presenca de anticorpos IgG e IgA sérica especificos contra os antigenos
totais de Escherichia coli pelo ELISA,;
Analisar a proliferacédo e viabilidade de células mononucleares de sangue periférico
de humanos (PBMC) por meio da metabolizagdo de MTT,;
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4 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo sera descrita a metodologia empregada no desenvolvimento da pesquisa.

4.1 PREPARO DE ANTIGENOS TOTAIS de E. coli

Os antigenos totais foram obtidos a partir da cultura de E. coli (ATCC 25922) em Agar
BHI. Um indculo da bactéria foi preparado e posteriormente adicionado em tubos Falcon estéril
contendo 50 mL de Caldo BHI e incubado a 35°C por 72 horas. Apds este tempo, os tubos foram
centrifugados por 20 min a 2000 x g e o pellet de bactérias ressuspendido em solucdo de cloreto
de sadio a 0,9% esteril trés vezes para lavagem. A seguir, as bactérias foram lisadas adicionando-
se ao sedimento bacteriano solucdo de tris guanidina 8M e pH 8.0 deixando a solucdo em
agitacdo por sessenta minutos a temperatura ambiente. Apds, realizou-se a dialise em solugéo de
tampéo PBS pH 7,2 - 7,4 sob agitacdo a 4°C por 48 horas em membrana de poro de 12 kDa
(Sigma-Aldrich), trocando a solucdo de PBS por duas vezes. O dialisado obtido foi centrifugado
a 13.000 x g por trinta minutos e coletado o sobrenadante (BOOM et al., 1990). Para evitar a
degradacdo do antigeno foi adicionado ao sobrenadante 1 mL do pool de inibidores de enzimas
(Sigma-Aldrich). Foi feita a dosagem de proteinas pelo método do acido bicincronico (BCA)
(SMITH, et al. 2007).

4.2 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

O gel de corrida foi preparado a uma concentracédo de 4,5% (p/v) de acrilamida, 125 mM
de Tris-HCI (pH 6,8) e SDS 0,2% (p/v). O gel de separacdo foi preparado com 12,5% (p/v) de
acrilamida, Tris-HCI 375 mM (pH 8,8) e SDS 0,2% (p/v). A polimerizacdo quimica dos géis
ocorreu pela adigéo de persulfato de amonio e TEMED nas concentragdes finais de 0,1% (p/v) e

0,7% (v/v), respectivamente. O tampdo de corrida constituiu-se de Tris 38,7 mM, glicina 236 mM
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e SDS 0,1% (p/v) (pH 8,3). O tampdo da amostra apresentou uma concentracao final de Tris-HCI
62,5 mM (pH 6,8), SDS 2% (p/v), glicerol 10% (v/v), 2-mercaptoetanol 5% (v/v) e azul de
bromofenol 0,001% (p/v). As proteinas foram desnaturadas em tampdo de amostra por
aquecimento a 100°C por trés minutos. Em seguida, foram aplicados aproximadamente 15 pL da
fracdo antigénica solivel nos pogos do gel. A eletroforese foi realizada em corrente constante
(15mA a 100V) por aproximadamente 2 horas. A coloragéo do gel foi feita utilizando-se uma
solucdo contendo azul de Coomassie R-250 a 0,25% (p/v), metanol 45% (v/v) e acido acético
10% (v/v). Finalmente, o gel foi descorado com uma solucdo contendo alcool etilico 50% (v/v) e
agua destilada 50% (v/v) e posteriormente fotografado (LAEMMLI, 1970).

4.3 SOLUCAO DE LPS (LIPOPOLISSACARIDEO)

Uma solucdo de LPS (Sigma-Aldrich) de E. coli foi doada pelo Laboratério de
Fisiologia da UNIFAL-MG e mantidas a -20°C na concentracdo de 100 mg/mL.

4.4 OBTENCAO DE AMOSTRAS DE SOROS HUMANOS

Foram selecionados trinta individuos, alunos dos cursos de graduacdo da UNIFAL-MG,
saudaveis, de ambos os sexos, maiores de 18 anos. Foram excluidos individuos em uso de
medicamentos como corticoides ou anti-histaminicos. Apds a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) pelos participantes foram coletados 5 mL de sangue
venoso em tubos com ativador de coagulo para obtencdo do soro que foi armazenado a -20°C.

O estudo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humano da Universidade Federal
de Alfenas, com o nimero do protocolo (47823315.0.0000.5142) (Anexo A).
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4.5 TESTE DE WESTERN BLOTTING (WB)

Inicialmente foi realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a
12%, a fim de separar as proteinas do antigeno total de E. coli conforme descrito no item 4.2. O
antigeno obtido encontrava-se na concentracao de 2,31 mg/mL e foi diluido (1:2) em tampéo de
amostra, aquecido a 100° C por 5 minutos e distribuidos no gel de poliacrilamida, em cuba
vertical. As condicdes de corrida do gel foram de corrente de 100 V por aproximadamente duas
horas. Para a estimativa do peso molecular das proteinas do antigeno foram utilizados padrdes de
peso molecular de 200 kDa a 29 kDa. As proteinas, assim separadas, foram transferidas do gel
para a membrana de nitrocelulose, utilizando solugdo tampdo Tris-glicina (24 mM de Tris, 192
mM de glicina e metanol 20%). A transferéncia teve a duracao de duas horas, a 400 mA e 100V.

Em seguida, a membrana foi corada usando uma solucdo de Ponceau a 0,3% para
verificar se as proteinas do gel foram transferidas para o papel de nitrocelulose e comparar com o
perfil de bandas do padréo de peso molecular. A membrana foi lavada duas vezes por 3 minutos
com tampao TBS-T (100 mM de Tris-HCI; 0,9% de NaCl; 0,1% de Tween 20) e blogqueada com
solucdo de albumina bovina sérica (BSA) a 3%, por duas horas, a temperatura de 25-27° C, sob
agitacdo. Apds o blogueio, as membranas foram lavadas trés vezes por cinco minutos com TBS-
T. A membrana foi incubada com um pool de 7 soros humanos na dilui¢cdo de 1/200 por 12 horas
a 4°C. Em seguida, foram realizadas trés lavagens, por 10 minutos com TBS-T. Apoés a lavagem
a membrana foi incubada com anticorpo anti-lgG humano conjugada com peroxidase na dilui¢éo
de 1/1000 por uma hora, sob agitacdo, a temperatura de 25-27°C. Ap0s este periodo, a membrana
foi lavada trés vezes, por dez minutos com TBS-T. Foi utilizado como meétodo de revelacéo a
diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich) a 0.03% como cromogeno e H,0O, (Sigma-Aldrich)
por 10 minutos como ativador (TOWBIN et al., 1979).
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4.6 ENSAIO IMUNOENZIMA]'ICO POR ELISA (ENZYME LINKED IMML)NO SORBENT
ASSAY) PARA DETECCAO DE ANTICORPOS IgG TOTAL E IgA SERICA ANTI-E.
coli.

Anticorpos 1gG e IgA sérica anti-antigenos totais de E. coli foram detectados em soros
de 30 individuos. Placas de 96 pocos de fundo chato (Nunc) foram sensibilizadas com 100 pL de
antigeno total na concentracdo de 10 ug/mL, diluidos em tampéo carbonato-bicarbonato 0,1M
(pH 9,6) a 4°C por 15 h. A seguir, as placas foram lavadas em tamp&o PBS-Tween 0,05% (PBS-
T) e blogueadas com 150 uL de leite em pd desnatado (Molico®) a 3% em PBS-T. Foi
adicionado aos pocos 100 uL de soro humano diluido 1:80 e mantidos por 1 h a 37°C. Apoés
incubacgéo e nova lavagem com PBS-T, foi adicionado 100 uL de conjugado peroxidase anti-1gG
humano diluido 1:8.000 (Sigma-Aldrich) e o conjugado peroxidase anti-lgA sérica humano
diluido 1:2.000. As placas foram incubadas por 1 h a 37°C. Apds nova lavagem com PBS-T, foi
adicionado o substrato OPD (Sigma-Aldrich) em tampé&o citrato pH 4,5 a 0,1M e 40 uL de H,0..
Apos 10 minutos a reagéo foi paralisada com adicao de 30 pL de solucdo de H,SO42N. A leitura
foi feita por espectrofotometria a 492 nm em leitor de ELISA (Zenith200rt). Os soros foram
testados em duplicatas.

4.6.1 Ensaio imunoenzimético por ELISA para deteccdo de anticorpos 1gG total e IgA
sérica ANTI-LPS.

Anticorpos IgG e IgA sérica anti-LPS foram avaliados como controle em soros de 30
individuos. Placas de 96 pogos de fundo chato (Nunc) foram sensibilizadas com 100 uL de LPS
na concentracdo de 10 ug/mL no total, diluidos em tampéo carbonato-bicarbonato 0,1M (pH 9,6)
a 4°C por 15 h. A sequir, as placas foram lavadas em PBS-Tween 0,05% (PBS-T) e bloqueadas
com 150 pL de leite em p6 desnatado (Molico®) a 3% em PBS-T. Foi adicionado aos pogos 100
uL de soro humano diluido 1:80 por 1 h a 37°C. Apds incubacgéo e nova lavagem com PBS-T, foi

adicionado 100 pL de conjugado peroxidase anti-lgG humano diluido 1:8.000 (Sigma-Aldrich) e
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0 conjugado peroxidase anti-1gA sérica humano diluido 1:2.000. As placas foram incubadas por 1
h a 37°C. Apds nova lavagem com PBS-T, foi adicionado o substrato OPD (Sigma-Aldrich) em
tampado citrato pH 4,5 a 0,1M e 40 pL de H,0,. Ap6s 10 minutos a reacdo foi paralisada com
adicdo de 30 uL de solugédo de H,SO,4 2N. A leitura foi feita por espectrofotometria a 492 nm em

leitor de ELISA (Zenith200rt). Os soros foram testados em duplicatas.

4.7 REMOCAO DO LPS COM POLIMIXINA B

Como o objetivo de avaliar a contaminacdo de LPS em amostras de Ag total de E. coli
utilizada no teste de proliferacdo celular e viabilidade celular, realizou-se ensaios de remocgéo do
LPS. A técnica que remove LPS em amostras de extratos antigénicos obtidas de culturas de
bactérias Gram negativas foi baseada no estudo realizado por Ergin e colaboradores (2007). Uma
amostra da solucdo de antigeno total de E. coli e de LPS foram tratados com polimixina B na
concentracdo de 1,2 mg/mL. Para remocdo do LPS, as solucdes de LPS e de antigeno total foram
incubadas com polimixina B sob agitacdo por 45 minutos a 4°C. Como controle utilizou-se

amostras sem adicdo de polimixina B.

4.8 OBTENCAO DE CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (PBMC) E
ENSAIO DE PROLIFERACAO E VIABILIDADE CELULAR

O ensaio de proliferacdo e viabilidade celular foi avaliado pela técnica do MTT. A
técnica de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) tem por
finalidade quantificar espectrofotometricamente a ativacéo e o crescimento celular. Esta técnica
baseia-se na clivagem do sal amarelo tetrazolio (MTT) em cristais de formazan azul. Foram
coletados 10 mL de sangue periférico humano heparinizado para obtencdo de PBMC. O sangue
heparinizado foi cuidadosamente empilhado sobre uma mistura de Ficoll-Hypaque (Amersham),
na proporcdo de 2:1 em tubos de 15 mL com o auxilio da pipeta de 10 mL em capela de fluxo



31

laminar. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 500 x g durante 40 minutos a 18° C em
centrifuga refrigerada (Eppendorf 5810R). O anel de células mononucleares foi coletado com
auxilio de pipeta tipo Pasteur e transferido para tubos Falcon de 50 mL. As células foram lavadas
3 vezes com 30 mL de meio RPMI 1640.

O sedimento de células foi ressuspendido em 1 mL de RPMI suplementado com 1,6% de
L-glutamina (solucéo estoque de 200 mM), acrescido de antibidticos (penicilina e estreptomicina)
a 1% (Sigma-Aldrich) e 10% de soro fetal bovino inativado (Cultilab). Procedeu-se a contagem
das células em camara de Neubauer empregando o corante Trypan Blue a 10%.

As células mononucleares foram cultivadas em placas de 96 pogos, de fundo plano,
estéreis (TTP), em duplicata na concentragdo de 2 x 10° células por poco. Para a padronizagdo da
técnica foi testado o tempo de cultivo de 48 e 72 horas e diferentes concentraces do antigeno 25
pg/mL a 0,19 pg/mL.

Ap0s a padronizacdo a cultura de células mononucleadas foi usada para os testes de
proliferacdo e viabilidade celular sob estimulos de antigenos totais de E. coli e LPS tratados com
e sem polimixina B. Como controle positivo (proliferacdo celular) foi utilizada solucdo de
fitohemaglutinina (PHA) na concentracdo de 1 pug/mL e como controle negativo somente a
cultura celular. As placas foram incubadas por 3 dias a 37°C com 5% de CO,. Ao final do terceiro
dia, foi adicionado aos pogos 20 uL da solu¢do de 5 mg/mL de MTT (Sigma-Aldrich) em PBS e
as placas foram incubadas a 37 °C por 4 horas. Ao final deste periodo, foi retirado o meio de
cultura dos pogos e adicionado 200 uL de DMSO para solubilizagdo dos cristais de formazan.
Todo o procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar. A seguir foi realizada a leitura
das placas para obtencdo dos valores de absorbancia a 570 nm em leitor de microplacas (Zenit)
(SOUZA et al., 2014).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica dos dados gerados foi realizada utilizando o software Graph Pad
Prism 4.0. Os dados paramétricos passaram pelo teste de andlise de variancia (ANOVA). Os
resultados do teste de ELISA foram avaliados utilizando o Teste T. Para os resultados de
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proliferacdo celular a andlise estatistica foi realizada utilizando one-way ANOVA, com pos teste
de Bonferroni. O célculo da razéo foi realizado a partir E/C, onde E é média das densidades
Oticas (D.O.) do experimento e C é a media das D.O. do controle de células. O indice de
proliferacdo celular foi calculado, como [(A-B)/A], onde A e B sdo as absorbancias das células
controle e tratadas, respectivamente. A porcentagem de viabilidade celular foi calculada, como
[(A-B)x100], onde A e B sdo as absorbancias das células tratadas e controle, respectivamente. As
diferencas obtidas foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p foi

menor que 0,05.
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5 RESULTADOS

Serdo apresentados os resultados obtidos ap06s o desenvolvimento da pesquisa.

5.1 PERFIL ELETROFORETICO DOS ANTIGENOS TOTAIS DE E. coli

O perfil eletroforético de antigenos totais de E. coli € mostrado na Figura 04. Pode-se
observar vérias bandas no gel correspondendo as proteinas extraidas com diferentes pesos
moleculares. A partir do padrdo molecular é possivel estimar os pesos destas proteinas que

variaram acima de 200 kDa a abaixo de 29 kDa.

Figura 4 — Andlise eletroforética por SDS-PAGE.
1 2

S <200 Kda

v €150 Kda

Fonte: Do autor.

Nota: A canaleta 1 corresponde as proteinas do antigeno de E. coli
cepa (ATCC 25922) e a canaleta 2 o padrdo de peso molecular. O gel
de poliacrilamida a 12 % corado com azul de Comassie R-250. Padrédo
de peso molecular (200; 150; 66; 29 kDa).
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5.2 PERFIL DE RECONHECIMENTO ANTIGENICO POR WESTERN BLOTTING

Apo0s a realizacdo da eletroforese, como descrito na técnica de Western Blotting, um
pool de sete soros humanos foi testado. O perfil de reconhecimento do extrato antigénico de E.
coli pode ser visualizado na Figura 05. Nota-se que um repertorio de bandas proteicas foi
reconhecido pelos soros humano. Através do padrdo de peso molecular também é possivel
estimar 0 peso destas proteinas, compreendendo entre acima de 200 kDa e abaixo de 29 kDa.
Verifica-se, que um maior nimero de proteinas acima de 200 e entre 66 kDa, foram reconhecidas
com maior intensidade pelos anticorpos humanos. Observa-se que houve um reconhecimento
proteico com maior intensidade entre 200 e 150 kDa quando comparada com as demais. Também
demonstra-se que varias proteinas com peso abaixo de 29 kDa foram reconhecidas com menor

intensidade quando comparadas com as de pesos superiores.
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Figura 5 — Andlise por Western Blotting
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Fonte: O autor.

Nota: A canaleta 1 corresponde ao padrdo de peso molecular e a canaleta
2 o perfil proteico de E. coli reconhecido pelo pool de soro de 7
individuos. O antigeno total de E. coli foi aplicado em gel de
poliacrilamida 12 % e transferido para membrana de nitrocelulose
onde o anticorpo secundario anti-lgG humano total diluido 1/200. O
perfil de proteinas reconhecidas pelos soros humano foi revelado
pelo método imunoenzimatico - DAB.

5.3 PESQUISA DE IgG TOTAL E IgA SERICA EM SORO HUMANO PELO ENSAIO
DE ELISA

Amostras de soros humanos (n=30) foram utilizadas para a pesquisa de IgG total contra
antigenos de E. coli e LPS. Pode ser observado na Figura 06 que todas as amostras apresentaram
niveis significativos de anticorpos IgG antiantigenos de E. coli e também para LPS. Verifica-se
que alguns soros apresentaram menores niveis de D.O. para 0 antigeno e também para LPS.
Observa-se, uma maior dispersao das D.O. para LPS quando comparados com os antigenos de E.
coli. A média das D.O. para o antigeno total foi de 3,0 enquanto para o LPS foi de 1,87. Os dados
sugerem que o soro humano possui altos titulos de 1gG contra antigenos de E. coli.
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Figura 6 — Detecc¢do de 1gG sérica em soros de humano
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Fonte: Do autor
Nota: Valores médios das D.O. de 1gG para antigeno total e LPS no teste de ELISA. Os soros
foram testados em duplicatas e a D.O utilizada foi de 492 nm, (n=30).

Na Figura 07, observa-se pesquisa de IgA sérica de soros humanos (n=30), contra 0s
antigenos de E. coli e LPS. Observa-se também que todas as amostras apresentam niveis
significativos de anticorpos IgA sérica antiantigenos de E. coli e para LPS. A média das D.O.
para o antigeno total foi de 1,17 enquanto para o LPS foi de 0,93. Nota-se que alguns soros

apresentaram maiores niveis de D.O. para o extrato antigénico de E. coli.
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Figura 7 - Deteccéo de IgA sérica em soros de humano
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Fonte: Do autor
Nota: Valores médios das D.O. de IgA sérica para antigeno total e LPS no teste de ELISA. Os
soros foram testados em duplicatas e a D.O utilizada foi de 492 nm, (n=30).

5.4 PADRONIZACAO DO ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR

Para a padronizacdo do ensaio de proliferacdo celular testou-se as variaveis tempo em
dias e concentracdo do antigeno de E. coli. Como se verifica na Figura 08 foi realizado o célculo
da relacdo entre os valores médios da densidade 6tica dos experimentos (antigeno) e o controle de
células. O antigeno foi testado nas seguintes concentragdes (25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39
pg/mL). A andlise dos dados demostra que o tempo de 72 horas apresentou maiores razfes
quando comparados com 48 horas, sugerindo uma maior proliferacdo celular. No tempo de 48
horas para as diferentes concentragdes do antigeno as raz6es foram muito proximas.

Diferentemente no tempo de 72 horas nota-se que a concentracdo do antigeno de 25
pg/mL apresentou uma maior razdo quando comparado com as demais concentrages do
antigeno. A partir destes dados faz-se necessario discriminar a resposta de proliferacdo celular
induzida pelas proteinas do antigeno e o LPS presente neste. Desta forma, optou-se por utilizar o

tempo de 72 horas de cultivo celular e tambem todas as concentracfes do antigeno preparadas,



38

mesmo demostrando que a concentragdo de 25 pg/mL teve uma maior razdo quando comparado
com as demais.

Figura 8 - Padronizacdo do ensaio de proliferacdo celular em células mononucleares humanas

E==3 48 horas
2.0+ Il /2 horas

Experimento/Controle de células

25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39
pg/mL

Fonte: Do autor

Nota:  Proliferagdo de células mononucleares estimuladas (n=2), por 48 e 72 horas, com antigenos
totais de E. coli. A concentragdo utilizada foi de 2x10° células. O antigeno de E. coli foi
preparado nas concentragdes de 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39 pg/mL. O MTT (5
mg/mL) foi adicionado 4 horas antes do fim do periodo de incubagdo. Os cristais de
formazan foram solubilizados com adicdo de 200 pL de dimetilsulfoxido. A leitura da
absorbancia foi realizada a 570 nm.

5.5 ENSAIO DE PROLIFERACAO E VIABILIDADE CELULAR DISCRIMINANDO A
RESPOSTA AO ANTIGENO DE E. coli E LPS

Ap0s a padronizacdo, como descrito no item 5.4. polimixina B foi utilizada para redugéo
da concentracdo de LPS no extrato antigénico (concentracdo de 25 pg/mL), afim de discriminar a

resposta induzida pelas proteinas do antigeno e o LPS presente neste. A Figura 09 mostra a razdo
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entre os valores médios da densidade Gtica dos experimentos (antigeno e LPS com polimixina B e
sem polimixina B) e o controle de células ndo estimuladas. O antigeno e o LPS sem polimixina B
apresentou uma maior razdo, correspondendo a 2,98 e 2,90 respectivamente, sugerindo uma
maior proliferacdo celular. As razdes obtidas do antigeno e LPS sem polimixina B foram muito
proximas sugerindo que o LPS presente no extrato antigénico poderia estar influenciando na
ativacdo e proliferacéo celular. O antigeno e LPS adicionados de polimixina B apresentaram uma
razdo de 1,61 e 1,02 respectivamente. Nestes resultados obtidos pelo antigeno e LPS com
polimixina B, a diferenca entre as razGes foram de 0,590. Este resultado demonstra que, a
polimixina B foi capaz de reduzir os efeitos do LPS presente no extrato antigénico sobre a
proliferacdo celular, quando comparado com a solucdo de LPS. Dessa maneira, optou-se por

utilizar o antigeno tratado com polimixina B.

Figura 9 — Resposta de proliferacdo de células mononucleares de humano estimuladas com
antigeno total de E. coli e solugdo de LPS na presenca ou auséncia de polimixina B.
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Fonte: Do autor

Nota: Células mononucleares estimuladas por 72 horas, por antigenos totais de E. coli e LPS
na concentragédo de 25 pg/mL com e sem polimixina B. A concentracéo utilizada foi de
2x10° células. O MTT (5 mg/mL) foi adicionado 4 horas antes do fim do periodo de
incubacdo. Os cristais de formazan foram solubilizados com adicdo de 200 pL de
dimetilsulfoxido. A leitura da absorbancia realizada a 570 nm (n=3). A analise estatistica
foi realizada utilizando anélise de variancia one way, com pds teste de Bonferroni,
p<0,05.
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Na figura 10 verifica-se a viabilidade celular, para as células mononucleares de sangue
periférico humano. Nota-se que a taxa de viabilidade celular, dada em porcentagem, nao foi
inferior a 70% para o antigeno e LPS com polimixina B e sem polimixina B. Na anélise
estatistica, ndo se detectou diferenca na viabilidade entre o antigeno e LPS com e sem polimixina
B. Portanto, para o antigeno e LPS com polimixina B observou-se que, o antibi6tico nao foi

capaz de reduzir a taxa de viabilidade celular.

Figura 10 — Viabilidade celular de células mononucleares periféricas de humano.
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Fonte: O autor

Nota: Viabilidade de células mononucleares humanas estimuladas por 72 horas com antigeno de E.
coli e LPS na concentragdo de 25 pg/mL tratados e ndo tratados com polimixina B. A
concentracdo utilizada foi de 2x10° células. O MTT (5 mg/mL) foi adicionado 4 horas antes
do fim do periodo de incubagéo. Os cristais de formazan foram solubilizados com adigdo de
200 pL de dimetilsulféxido. A leitura da absorbancia realizada a 570 nm (n=3). A anélise
estatistica foi realizada utilizando analise de variancia one way, com pds teste de
Bonferroni, p<0,05.
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5.6 ANALISE DO ENSAIO DE PROLIFERACAO E VIABILIDADE CELULAR DE
PBMC ESTIMULADAS POR ANTIGENO TOTAL DE E. coli PREVIAMENTE
TRATADOS COM POLIMIXINA B.

Apb6s os ensaios de proliferacdo celular utilizando polimixina B para reduzir a
concentracdo de LPS foram testadas oito amostras de PBMC de individuos adultos e saudaveis. A
estimulacdo por meio do PHA (fitohemaglutinina) foi utilizada como controle positivo, para
verificar a proliferacéo celular de PBMC utilizada em diferentes concentragfes do antigeno total
de E. coli. Como pode ser evidenciado na figura 11, ha uma proliferacdo celular para todas as
concentracdes de antigeno total de E. coli tratados com polimixina B, quando comparado com o
controle positivo (PHA). Verifica-se que o indice de proliferacdo foi superior ao controle de
células (sem estimulo). A andlise estatistica comparando o indice de proliferacdo entre as
concentragdes do antigeno mostra que ndo houve significancia estatistica (p>0,05), sugerindo
que, independente da concentracdo do extrato antigénico, este foi capaz de induzir uma resposta

celular.
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Figura 11 — indice de proliferacio celular induzido pelos antigenos totais de E. coli

tratados com polimixina B.
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Fonte: Do autor
Nota: Proliferacdo de células mononucleares estimuladas (n=8), por 72 horas, com
antigenos totais de E. coli nas concentracBes de 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56;
0,78 e 0,39 pg/mL tratados com polimixina B e PHA na concentragdo de 1
—  pg/mL. Indica controle de células (sem estimulo). (E/C) Indica
experimento/controle de células. A concentragdo celular utilizada foi de
2x10° células/poco. O MTT (5 mg/mL) foi adicionado 4 horas antes do fim
do periodo de incubacéo. Os cristais de formazan foram solubilizados com
adicdo de 200 pL de dimetilsulfoxido. A leitura da absorbancia foi realizada
a 570 nm. A andlise estatistica foi realizada utilizando anélise de variancia
one way, com pos teste de Bonferroni, p<0,05.

A viabilidade celular, em porcentagem, esta representada na figura 12. Nota-se que para
todas as concentracdes do antigeno a viabilidade foi superior e/ou iguais a 90%. Também foi
realizado, anélise estatistica comparando a viabilidade celular entre as concentra¢fes do antigeno.
O teste revelou que ndo houve diferenca estatistica comparando a viabilidade celular entre as
concentragdes do antigeno. Sugere-se que 0 extrato antigénico ndo foi capaz de reduzir a
viabilidade celular.
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Figura 12 — Viabilidade de células estimuladas com diferentes concentragcdes do antigeno
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Nota:

Viabilidade de células mononucleares estimuladas (n=8) por 72 horas, com antigenos
totais de E. coli nas concentracdes de 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78 e 0,39 pg/mL.
A concentragdo utilizada foi de 2x10° células. O MTT (5 mg/mL) foi adicionado 4
horas antes do fim do periodo de incubacdo. Os cristais de formazan foram
solubilizados com adigdo de 200 pL de dimetilsulfoxido. A leitura da absorbancia
realizada a 570 nm. Analise estatistica foi realizada utilizando analise de variancia de
uma via, com pos teste de Bonferroni, p<0,05.
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6 DISCUSSAO

A porta de entrada da maioria dos agentes infecciosos ocorre pela superficie das
mucosas, principalmente pelo trato gastrointestinal e respiratdrio. As mucosas representam uma
divisdo entre o ambiente externo e o interno do organismo. Desse modo, por meio da alimentacéo
e respiracdo, 0 organismo entra em contato com moléculas que possuem um potencial antigénico
(LUZZI et al., 1995; BROWN et al., 2013).

O trato gastrointestinal é colonizado principalmente por bactérias anaerébicas
facultativas, destacando-se a E. coli, pois é um dos microrganismos pioneiros na colonizacdo
intestinal. Os estudos indicam que a coloniza¢do da mucosa intestinal por bactérias comensais
proporciona inimeros beneficios ao hospedeiro. As bactérias comensais contribuem para previnir
0 crescimento de microrganismos patogénicos e auxiliam também na funcdo metabdlica do
hospedeiro. Atualmente, estudos tém sido realizados para entender o papel e a interacdo da
microbiota intestinal com o sistema imune de mucosa do hospedeiro (BROWN et al., 2013).

A microbiota normal reside nas superficies epiteliais do trato gastrointestinal, sendo esta
uma grande area de colonizagdo bacteriana. Associada a esta existe uma complexa rede de células
do sistema imunoldgico (BROWN et al., 2013; MANUZAK et al., 2012). A resposta
imunoldgica aos microrganimos comensais sdo essenciais para a maturacdo do tecido linfoide
local e sistémico. Portanto, a microbiota intestinal pode ter o potencial de regular o sistema imune
ao nivel de mucosa e ao nivel sistémico do hospedeiro (JABRA et al., 2006; SMITH et al., 2007).

Escherichia coli, um microrganismo que é comum na mucosa intestinal de animais e
humanos, principalmente na fase adulta, exerce uma interacdo com o hospedeiro e promove a
homeostasia (MANUZAK et al., 2012). A utilizacdo do extrato antigénico neste estudo, a partir
de uma preparagdo de Escherichia coli foi possivel analisar o perfil eletroforético e verificar o
processo de extracdo destas proteinas. O preparo que envolveu na ruptura da parede celular
bacteriana e a obtencéo de diferentes bandas presentes no gel foram visualizados na Figura 04. A
partir do padrdo molecular também foi possivel estimar os pesos das proteinas obtidas (Figura
04). O perfil eletroforético obtido indicou que o extrato antigénico possui varias proteinas,
podendo ser de diversas partes da celula bacteriana visto que a extracdo destas proteinas foi
realizada por meio de lise celular. Escolheu-se este método com o intuito de verificar se as

proteinas sdo imunogénicas e avaliar a resposta imune ao extrato antigénico. Entretanto, além de
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proteinas este antigeno pode conter outros componentes, como carboidratos e lipideos. Os
lipopolissacarideos presente nas bactérias Gram negativas pode estar em grandes ou pequenas
concentragoes.

O processo de extracdo de proteinas utilizando a guanidina, segundo Palmer; Wingfield
(2012), tém como principal vantagem ter menos contaminantes no extrato antigénico a partir do
pellet bacteriano obtido. Austin et al. (1990), também utilizaram este método, afim estudar a
camada S de Pseudomonas sp. realizando a extracdo de proteinas. Ferreira et al. (2013), utilizou
outro método de extracdo de proteinas com tampdo de lise contendo 0,5% de Triton X-100. No
perfil eletroforético foi possivel visualizar varias proteinas extraidas.

No presente estudo, mostrou-se pela técnica de Western blotting que os soros de
humanos foram capazes de reconhecer diferentes proteinas do antigeno total de E. coli.
Observou-se que 0s soros humanos reconheceram com maior intensidade proteinas cujos pesos
eram superiores a 66 kDa (Figura 05). A presenca de anticorpos séricos reativos aos diferentes
antigenos bacterianos pode ser interpretada como indicativo de colonizagdo prévia. Os estimulos
induzidos pelos antigenos de Escherichia coli podem ser capazes de estimular a producdo de
anticorpos protetores tanto em nivel de mucosa quanto sérico. A partir deste perfil de
reconhecimento antigénico pode ser possivel determinar futuros candidatos vacinais, uma vez
que sendo proteinas mais imunogénicas sdo capazes de induzir uma resposta imune efetiva contra
moléculas encontradas em agentes patogénicos.

Alerasol et al. (2014), realizaram o ensaio de Western Blotting para a identificacdo do
perfil de reconhecimento antigénico em soros de camundongos BALB/C imunizados com
Escherichia coli enterotoxigénica. Os resultados demonstraram que 0s soros de camundongos
foram capazes de reconhecer proteinas que compreendiam aos pesos entre 42 a 29 kDa e 14 kDa.
A partir destes resultados, mostra-se que o perfil de reconhecimento antigénico para 0s soros
humanos foram similares, pois houve um repertorio de bandas de proteinas que compreendem
aos pesos abaixo de 66 kDa que também foram reconhecidas.

Os soros de individuos saudaveis foram analisados quanto a presenca de anticorpos anti-
antigenos de E. coli (IgG total e IgA sérica). Posteriormente, pesquisou-se anticorpos anti-LPS
(IgG total e IgA sérica), a fim de verificar se hé a presenca destes circulantes. Dos soros testados,

todos apresentaram niveis significativos tanto para IgG total quanto IgA sérica anti-antigenos de
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E. coli e para o LPS (Figura 06 e 07). Tais resultados podem mostrar uma resposta sisttémica aos
antigenos estudados.

Segundo Peterson et al., (2007) no estado de homeostasia 0s anticorpos exercem a
funcdo de mediar a tolerancia imunologica e de protecdo a mucosa intestinal, aos microrganismos
colonizadores.

Estudos realizados por Kamary e colaboradores (2013), realizaram a dosagem de
anticorpos 1gG e IgA sérica em soros de humanos, ap6s uma imunizacdo oral por antigenos de E.
coli. Os resultados demonstraram a presenca de niveis significativos de anticorpos séricos 1gG
total e IgA. Desse modo, os resultados apresentados pela literatura reforcam os nossos resultados.

Snoeck et al. (2006), ressalta que a IgA secretora possui a funcdo de primeira linha de
defesa do hospedeiro. J& a funcdo da IgA sérica é fazer parte da segunda linha de defesa do
organismo. Tal funcdo também é aplicada a IgG total. A presenca de IgA sérica detectada nas
amostras de soro humano pode ser explicada segundo Peterson et al. (2007), pelo fato da
diferenciacdo de células B em células produtoras de IgA sérica serem induzidas localmente na
lamina propria do intestino delgado. Por sua vez, a presenca de 1gG pode-se sugerir que a troca
de classes de células produtoras de anticorpos induzam a secrecao desta molécula.

O LPS estd presente nas bacterias Gram negativa. No presente estudo também foi
pesquisada a presenca de anticorpo 1gG e IgA serica anti-LPS (Figura 06 e 07). A dosagem de
anticorpos anti-LPS de E. coli 0104-H4 em soros humanos foram realizadas por Balabanova e
colaboradores (2013) os quais detectaram a presenca de anticorpos 1gG anti-LPS de E. coli 0104-
H4.

Luzzi et al. (1995) ressaltam que h& evidéncia de que anticorpos anti-LPS sdo capazes
de prevenir a colonizacéo do hospedeiro por bactérias patogénicas, como exemplo a E. coli O157.
Além disso, estudos descrevem que uma das semelhancgas entre as estirpes de E. coli é a presenca
do LPS, pois estes podem ter epitopos compartilhados com outras E. coli e também com outros
microrganismos, como por exemplo, outras bactérias Gram negativa (MORAES et al., 2014).
Dessa maneira, isto pode explicar os resultados encontrados na determinacdo de anticorpos
séricos contra o LPS, uma vez que, pode ocorrer imunidade cruzada.

Foi padronizado o tempo de cultivo e concentracdo do antigeno nos ensaios de
proliferacdo e viabilidade celular (Figura 08). A partir deste ensaio fez-se necessario discriminar

a resposta celular induzida pelas proteinas do antigeno e o LPS presente neste. Os resultados
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apresentados na Figura 08 revelam que diferentes concentragdes do antigeno de E. coli tiveram
indices semelhantes de metabolizacdo de MTT, por este motivo sugere-se que o LPS poderia
também estar participando na resposta celular.

Posteriormente foi testada a capacidade da polimixina B em neutralizar o LPS presente
no antigeno. Uma solucdo de LPS com e sem polimixina B foi utilizado como controle. De
acordo com os resultados apresentados na Figura 09, houve uma resposta de proliferagéo celular
induzida pela solucdo de LPS similar ao antigeno na auséncia de polimixina B. A adicdo de
polimixina B diminuiu a resposta de proliferacdo celular ao antigeno e ao LPS. Tal fato sugere
que o LPS presente no antigeno pode realmente estar influenciando na resposta de proliferacdo
celular. Verificou-se também a influéncia da polimixina B sobre a viabilidade celular para o
antigeno e LPS com e sem polimixina B. De acordo com os resultados apresentados na Figura 10
a viabilidade celular ndo reduziu significativamente pela presenca do antibiético, ndo sendo
inferior a 70%. Por este motivo, optou-se em utilizar o antigeno tratado com polimixina B, a fim
de diminuir a influéncia do LPS sobre a proliferacdo celular.

A Figura 11 mostra a resposta de proliferacdo celular induzida pelos antigenos totais de
E. coli em diferentes concentracdes. Os resultados apresentados mostram que ndo houve
diferencga estatistica entre as concentracdes do antigeno, sugerindo que o extrato antigénico é
capaz de induzir uma resposta celular até mesmo em pequenas concentra¢fes. De acordo, com a
Figura 12 a viabilidade celular ndo foi reduzida permanecendo acima de 80% e ndo houve
diferenca estatistica entre as concentra¢fes do antigeno testadas.

Zeuthen et al. (2010), demostram em culturas de células obtidas de animais germ-free
que os antigenos de L. acidophilus e E. coli sdo capazes de induzir a producdo de citocinas anti-
inflamatdrias. Antigenos de E. coli em cultura foram capazes de induzir a producdo de IL 10.
Neste estudo observaram também que o LPS pode ser capaz de regular negativamente a
expressao de TLR-4 e isto pode permitir que ocorra uma tolerancia a esta molécula na mucosa
intestinal. Carasi et al. (2015), também avaliaram a resposta imune de Lactobacillus kefir em
células de sangue periférico humano e demostraram que, este foi capaz de induzir a proliferacao
celular e a produgdo de IL 6; IL10; INFy e GM-CSF. Por fim, concluiram que este
microrganismo pode ser um forte candidato a ser utilizado no controle de doencas intestinais.

Concluindo, os resultados indicam que os antigenos totais de E. coli sdo capazes de

induzir uma resposta imune. Ainda assim, sugerindo que 0s antigenos provenientes da mucosa
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podem induzir respostas locais e sisttémicas. Alem disso, foi possivel verificar que a colonizacdo
do hospedeiro por microrganismos comensais sdo capazes de estimular o sistema imune e
indicando uma associacdo positiva entre a colonizacdo da mucosa intestinal e a defesa do

hospedeiro.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que;

a)

b)

d)

O perfil eletroforético do antigeno total de E. coli demostrou a presenca de varias

proteinas com pesos moleculares variados;

Foi observado neste estudo que os anticorpos presentes no soro humano foram

capazes de reconhecer varias proteinas do antigeno total de E. coli;

Detectou-se a presenca de anticorpos IgG total e IgA sérica antiantigenos de E. coli e

anti LPS em soros de humanos testados pela técnica de ELISA;

No ensaio de proliferacdo e viabilidade celular o extrato antigénico de E. coli foi

capaz de induzir a proliferacdo celular em diferentes concentragoes;

A viabilidade celular ndo foi reduzida na presenca de diferentes concentragdes do

antigeno total de E. coli;

Antigenos de E. coli podem induzir respostas locais e sistémicas.
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