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Intensa inibigéo da
adesdo bacteriana,
sendo que
praticamente todas
as células

epiteliais
encontram-se livres
de bactérias.

PROJETO TEMATICO

Estudos podem conduzir a uma vacina
contra um tipo de diarréia bacteriana

Estacada vez mais proximo o dia
em que as criangas pobres brasileiras
estardo livres do fantasma da morte
por uma simples diarréia. Apos seis
anos de estudos sobre os mecanismos
de protegdo veiculados pelo leite ma-
terno para diarréias bacterianas agu-
das, pesquisadores da USP - Univer-
sidade de Sdo Paulo identificaram as
bases para o desenvolvimento de uma
vacina oral anti-Escherichia coli en-
teropatogénica, o agente causador
mais comum deste mal em criangas
com menos de um ano de vida.

Paraseterumaidéiadaimportan-
cia desta descoberta, a diarréia infec-
ciosa aguda € a principal causa de
mortalidade infantil entre as popula-
¢oOes de baixa renda nos paises em de-
senvolvimento,como o Brasil. Segun-
do dados do UNICEF — Fundo das
Nagoes Unidas para a Infanciae Ado-
lescéncia, cerca de 7.000 criangas
morrem diariamente no mundo devi-
do adiarréia.

Neste quadro de proporgdes alar-
mantes, a grande vilatemsidoa Esche-
richia coli enteropatogénica (EPEC -
de Enteropathogenic Escherichia
coli), uma bactéria conhecida, cuja
estrutura e genética vém sendo objeto
de pesquisas constantes. A novidade
neste campo, entretanto, sdo os estu-
dossobrearespostaimune do seu hos-
pedeiro desenvolvidos pela professo-
ra Magda Maria Sales Carneiro Sam-
paio, imunologista, e pelo professor
Luiz Trabulsi, bacteriologista. Estes
estudos tém permitido que se conhe-
¢a como o organismo humano monta
suaestratégia de defesa contraainfec-
¢do por EPEC.

Os dois pesquisadores sdo auto-
res dos trabalhos Caracterizacdo dos
Anticorpos anti-Escherichia coli En-
teropatogénica Presentes no Leite

Humano e Estudo do Desenvolvimen-
toda Imunidade Sérica e Secretoria a
EPEC em Criangas Saudaveis, que
constituem um projeto tematico de
pesquisa. Eles constataram que o lei-
te materno contém anticorpos contra
os principais fatores de viruléncia da
bactéria. Além disso, os estudos abri-
ram caminho para a possibilidade de
construgdo de uma vacina, cujas bases
estdo em fase de desenvolvimento.

O leite materno

Mas, felizmente, a grande maio-
riadas criangas ndo precisa de vacina.
A principal arma contraa EPEC éain-
dao leite do peito, cujo poder imuno-
logico se confirma a cada fase da pes-
quisa. “O objetivo do nosso trabalho
¢mostrar como e porque o leite mater-
no protege contra a diarréia causada
pela EPEC™, explica a pesquisadora
Magda Carneiro Sampaio.

Gragas ao trabalho paciente e
criterioso dos pesquisadores, foi
constatado em laboratorio o que as
observagdes clinicas e epidemiol ogi-
cas ja mostravam nos ultimos anos:
o leite protege o organismo dos lac-
tentes contra infecgoes (até dois anos
devida), alémde evitar a desnutrigao
precoce.

Noqueserefere asdiarréias, segun-
doapesquisadora, existenoleitehuma-
no um bloqueio especifico para cada
fator de virulénciadaEPEC. Ecomose,
na guerra contra a infecgao, o leite ma-
terno tivesse um poder neutralizador
para cada arma usada pela bactéria,
mantendo o organismo da crianga sem-
pre protegido contra seus ataques.

Tudo isso vem reforgar a tese de
que o leite humano ¢é, a um s6 tempo,
o alimento e o remédio que salva vi-
das. A partir dele, agora ja se sabe, ¢
também possivel chegar dvacina, que
vai proteger muito mais criangas, es-
pecialmente aquelas que ndo puderam
oudeixaram de seramamentadas mui-
to cedo.

Inibindo a infeccdo bacteriana

Otrabalho dos pesquisadores foi
desenvolvido a partir de um modelo
experimental criado em laboratorio,
que possibilitou o estudo da interagéo
entre as bactérias E. coli enteropato-
génicas e as células humanas, na ten-
tativa de simular o que acontece no

intestino infectado. “Observamos que
quando ¢ acrescentado o colostro hu-
mano (leite dos primeiros dias de lac-
tagdo) e o leite materno ao sistema,
acontece uma potente inibi¢do da in-
feccdo bacteriana nas células epiteli-
ais”, ressaltaa professoraMagda Car-
neiro Sampaio.

Por que isso acontece? Para sa-
ber, os pesquisadores passaram entdo
aestudaro colostro como objetivo de
identificar que fatores mediavamesta
inibi¢do. Eles utilizaram mais de 100
amostras de leite doadas por maes sau-
daveis, de baixa renda, a maioria mo-
radora das favelas do Butanté e inter-
nadas no Hospital Universitario da
USP.

Entre os fatores do leite analisa-
dos, os agucares foram logo descarta-
dos e chegou-se a conclusdo de que
elemento inibidor da infecgéo por
EPEC se encontrava na fragdo imuno-
globulina A (IgA), o anticorpo mais
abundante no leite humano e nas se-
cregdes externas de maneira geral.

“Posteriormente, identificamos
que todas as amostras usadas na expe-
riéncia continham anticorpos dirigi-
dos a uma adesina da EPEC (estrutu-
ra bacteriana relevante na adesdo da
EPEC as células do intestino), com
peso molecular de 94 kDa (quilodal-
tons), chamada de intimina”, relata a
pesquisadora, que hacercade 15 anos
dedica-se ao estudo daimunologia do
leite materno.

Nesta fase da pesquisa ainda fo-
ram caracterizados anticorpos contra
outraadesina dabactéria, chamada de
Bundle forming pilli (BFP), e também
anticorpos daclasse IgA contra prote-
inas da bactéria sinalizadoras das cé-
lulas epiteliais (EspA e EspB). Sdo
elas que induzem alteragdes metabo-
licas nas células do hospedeiro.

Células epiteliais
humanas de
linhagem de
cultura (Hep-2)
apds incubagdo
com cultura

de E. coli
enteropatogénica:
observa-se

a aderéncia

das bactérias

a praticamente
100% das
células epiteliais.



Magda Cameiro
Sampaio: o leite
matemo ainda é a
melhor arma contra
a Escherichia coli
enteropatogénica

A base de uma vacina

Observou-se ainda que todas as
amostrasdecolostroeleitetestadascom
técnicas de western blotting (método
usado para identificar os componentes
contra os quais o anticorpo esta dirigi-
do) apresentavam intensa reagéo dos
anticorpos contra a intimina. Além dis-
so, constatou-se que os anticorpos con-
traaintimina seriam capazes de inibira
aderéncia da bactéria a célula epitelial.

A principal conclus@o desta fase
dapesquisa éque, sendoaintiminaum
potente imundgeno e, 20 mesmo tem-
po, um importante fator de viruléncia
bacteriana, revela-se um bom candi-
dato a antigeno vacinal. Para se che-
gar 4 vacina, ensina Magda Cameiro
Sampaio, seria necessério inserir em
uma bactéria ndo-patogénica o gene
que codifica a intimina, que ja esta
muito bem caracterizado. Os estudos
para desenvolvé-la estdo sendo reali-
zadosemassociagdo comum grupo de
pesquisadores ingleses do Imperial
College of London.

Os pesquisadores fazem ques-
tdo deressaltar que, na fase de carac-
terizagdo dos anticorpos reativos,
foram utilizados, como controles,
além das bactérias patogénicas, bac-
térias mutantes com deficiéncia de
expressao dos fatores citados. Estas
bactérias (modificadas em laborato-
rio por técnicas de engenharia gené-
tica) foram cedidas por pesquisado-
res do Center for Vaccine Develop-
ment, da Universidade de Maryland,
nos Estados Unidos.

Paralelamente a esta pesquisa,
dentro do mesmo projeto tematico, os
professores da USP estudaram o de-
senvolvimento do repertorio de anti-
corpos contra EPEC em sangue e sa-

liva de criangas normais, também de
baixa renda. Com isso, verificaram
que uma bateria (repertorio) de anti-
corpos equivalente & de um adulto &
alcangada entre um e dois anos de
vida, confirmando a presenga de an-
ticorposanti-intimina emtodas as cri-
angas com mais de um ano, tanto no
sangue como na saliva. A presenga
deste repertério de anticorpos neste
periodo da vida das criangas coinci-
de com a fase de redugdo da susceti-
bilidade das mesmas 4 infecgao pela
EPEC.

O pesquisador Luiz Trabulsi &
professor emérito do Departamento
de Microbiologia do Instituto de Ci-
éncias Biomédicas da USP. Especia-
lista na area de bacteriologia médica,
seu grande mérito é ter dado a maior
contribui¢do em dmbito mundial no
estudodaE. colienteropatogénica. Ja
apesquisadora Magda Carneiro Sam-
paio ¢ professora titular do Departa-
mento de Imunologia do ICB e dedi-
ca-se a drea de imunologia aplicada a
pediatria. Elatambém estdestudando
outrosaspectos de imunologia do leite
humano, como a resisténcia do orga-
nismo as demais bactérias causadoras
de diarréia.

A importante pesquisa que am-
bos realizam conjuntamente ganhou
o reconhecimento internacional e
contacom o apoio financeiro da FA-
PESP, equivalente a R$ 100 mil. O
trabalho ja deu origem a varias pu-
blicagdes em veiculoscomo o Scan-
dinavian Journal of Inmunology,
de Oslo, ¢ 0 Journal of Pediatric
Gastroenterology and Nutrition,
da Filadélfia. Os resultados desta
fase jainspiraramuma tese de dou-
torado e duas de mestrado, defendi-
das em 1997.
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Estudos sobre
imunidade dos

lactentes

Desde temposremotosjd se sabia
que a crianga é protegida contra infec-
¢oes pelo leite materno. No entanto, foi
s6 recentemente, na década de 50, que
apareceram os primeiros estudos clini-
co-epidemioldgicos realizados com mé-
todos cientificos rigorosos, demonstran-
doamenorfreqliénciade doengasinfec-
ciosas, especialmente diarréia, emcrian-
¢as amamentadas.

A pesquisadora Magda Cameiro
Sampaio relata que, a partir da década
de 60, comegaram a surgir na literatura
médica os primeiros dados sobre osme-
canismos responséveis pela protecéo
antiinfecciosa conferidapeloaleitamen-
to matero. Foi entdo que o desenvolvi-
mento de novas técnicas para o estudo
da respostaimune fomou possivel ade-
tecgdode anticorpos e outrosfatoresan-
tiinfecciosos presentes no leite.

Elaexplica que, devido aimaturi-
dade do seu sistema imune, o recém-
nascido é mais vulneravel s infecgdes
deummodo geral.Anatureza, entretan-
to, desenvolveu mecanismos de prote-
céoadotiva, representados pela passa-
gemtransplacentdria de anticorpos, pe-
los fatores de resisténcia do liquido am-
niético e, na vida extrauterina, pelo co-
lostro e leite. Neste caso, o leite huma-
no representa um verdadeiro suple-
mento imunolégico durante o periodo
de imaturidade do recém-nascido e do
lactente. Dai a grande importancia da
amamentagdo.

Com o leite do peito, a crianga fica
protegida contra a diarréia aguda, que
continua sendouma causaimportante de
mortalidade infantil entre as populagdes
que vivem em baixas condigdes sdcio-
econdmicas nos paises em desenvolvi-
mento. Segundo a pesquisadora, a Es-
cherichia colienteropatogénica tem sido
oagente etiologico mais comumente iso-
lado de casos de lactentes (denominagao
das criangas entre 30 dias e doisanos in-
completos) com diarréia aguda.

“Estudos realizados na Escola
Paulista de Medicina, pelo grupo do pro-
fessor Luiz Trabulsi, na década de 80 e
primeiros anos da década de 90, de-
monstram a presenca desta bactéria
em 27% dos mais de 1.000 casos ana-
lisados”, afirma a médica. Ja nos pai-
ses desenvolvidos e entre as popula-
c0es mais favorecidas dos paises em
desenvolvimento, “esta triste lideranga
é assumida pelo rotavirus, para o qual
j& foram iniciados os testes clinicos de
uma vacina’, completa.




