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RESUMO

MELO, K. C. M. Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) atipica sorotipo
O55:H7: descricdo da antifagocitose a partir de um fator secretado. 2010. 112 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, S&do Paulo, 2011.

Escherichia coli enteropatogénica atipica (EPECa) € uma bactéria extracelular
responsavel por causar diarréia em criancas e adultos que apresenta alta
heterogeneidade quanto aos fatores de viruléncia. O aumento dos casos de diarréia
causados por EPECa evoca a capacidade de adaptacdo e patogenicidade desta
subcategoria, que atualmente é considerada um patdgeno emergente. O objetivo
aqui foi estudar o comportamento de EPECa na interacdo com fagdcitos
profissionais afim de esclarecer os mecanismos que |he conferem tamanhas
adaptabilidade e patogenicidade. Macrofagos de cultura primaria, derivados de
medula 6ssea de C57/BL6 ou de linhagem J774.A1 foram infectados com diversas
amostras bacterianas. A amostra 7 (O55:H7) foi a Unica a apresentar menor
interacdo com os macrofagos. Na deteccdo das bactérias fagocitadas, através da
determinagdo da UFC/mL, a amostra 7 foi menos fagocitada nos diferentes pulsos
de infeccdo (10, 30 e 60min). A pré-incubacdo de macréfagos com o sobrenadante
da amostra 7 reduziu a fagocitose de uma amostra controle, sugerindo que o fator
responsavel pelo efeito antifagocitico estava presente no sobrenadante. O
sobrenadante de cultivo da amostra 7, crescida em meio TSB, foi submetido ao
fracionamento por SPE e HPLC e a fragdo que manteve o efeito antifagocitico (25%
ACN - 7) mostrou-se capaz de: i) inibir 100% a fagocitose de bactérias; ii) reduzir a
fagocitose de Saccharomyces cerevisiae e iii) reduzir a adesdo da EPEC tipica
E234869 as células HEp-2 e Caco-2. Resultados semelhantes foram obtidos com a
fracdo 25% ACN obtida da EPECa 320 (O55:H7). Os perfis cromatograficos das
fracdes 25% ACN — 7 e 320 originarios do meio TSB mostraram-se extremamente
complexos, impossibilitando a identificacdo do fator responsavel pelo efeito
antifagocitico. No fracionamento do sobrenadante da amostra 7, crescida em meio
minimo, também foi identificado uma fracdo com capacidade de reduzir a fagocitose.
Como esperado, o perfil cromatografico desta fracdo mostrou-se mais simples, ja
gue este meio € composto apenas de sais e glicose. Assim, a partir deste meio sera
mais facil purificar e identificar o fator antifagocitico. Conseguimos com este trabalho
encontrar um mecanismo que, embora talvez ndo sozinho, provavelmente exerce
papel importante na adaptabilidade e patogenicidade das EPECa. Ainda, iniciamos a
caracterizacdo de um fator antifagocitico secretado por EPECa (O55:H7) e que é
solivel em meio aquoso, € termoestavel, € uma molécula pequena, menor que
2kDa, ndo é microbicida ou citotdéxico e, por ultimo, ha indicativos de que possa
apresentar uma regido glicosidica. Resta agora continuar o trabalho de purificagéo e
caracterizacéo a fim de identificar o fator antifagocitico.

Palavras-chave: EPEC atipica. Macrofago. Antifagocitose.



ABSTRACT

MELO, K. C. M. Atypical enteropathogenic Escherichia coli (aEPEC) serotype
O55:H7: description of anti-phagocytosis from a secreted factor. 2010. 112 p. Master
thesis (Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, Sdo Paulo, 2011.

Atypical enteropathogenic Escherichia coli (aEPEC) is an extracellular bacterium
causing diarrhea in children and adults and presenting a high heterogeneity
regarding its virulence factors. The increasing number of cases of diarrhea caused
by aEPEC denotes the high capacity of adaptation and pathogenicity of this E. coli
sub-category, which is now considered an emergent pathogen. The objective here
was to study the interaction between aEPEC and professional phagocytes in order
to understand the mechanisms that generate such adaptability and pathogenicity.
Primary cultured, Bone marrow derived (C57/BL6) or J774.A1 macrophages were
infected with several bacterial samples. Sample 7 (O55:H7) presented a significantly
lower level of interaction with the macrophages. Sample 7 (O55:H7) was also the
least phagocyted sample as determined by counting the number of CFU/mI, after
different 10’, 20" and 30’ of infection. Pre-incubation of the macrophages with the
supernatant from sample 7 reduced phagocytosis of a control sample, suggesting
that an anti-phagocytic soluble factor, secreted by sample 7, is present in the
supernatant. The culture supernatant from sample 7, grown in TSB, was fractionated
by SPE and HPLC, and the active fraction was able to: i) inhibit bacteria
phagocytosis by 100 %; ii) reduce phagocytosis of Saccharomyces cerevisiae and
i) reduce adhesion of typical EPEC E234869 to HEp-2 and Caco-2 cells. Similar
results were obtained with the culture supernatant of aEPEC 320 (O55:H7). The
HPLC profiles of samples 7 and 320 TSB -culture supernatants, previously
fractionated by SPE were still too complex, so that no single peak could be identified
as the one responsible for the anti-phagocytic effect. An active fraction was also
obtained from the culture supernatant of bacteria grown in minimum medium. As
expected the profile obtained with the supernatant from this medium was much
simpler, since it is constituted only of salts and glucose. Thus, it should be much
easier to purify and identify the anti-phagocytic factor from this medium. In this work
we found a mechanism that, though possibly not alone, is very likely responsible for
the adaptability and pathogenicity of aEPEC. Furthermore, we initiated the
characterization of an anti-phagocytic factor secreted by aEPEC (O55:H7) that is
thermo-stable, is smaller than 2 kDa, is not microbicide or cytotoxic and, finally, that
possibly presents a glycoside. We now have to continue the purification and
characterization work in order to identify the aEPEC anti-phagocytic factor.

Key words: Atypical EPEC. Macrophages. Anti-phagocytosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Impacto da diarréia infantil

Diarréia € um dos maiores problemas de saude publica que acarreta um
enorme impacto econémico nos paises em desenvolvimento. A diarréia aguda,
sozinha, € responsavel por aproximadamente 20% de todas as mortes infantis.
Anualmente, cinco mil casos de diarréia sdo relatados em todo o mundo levando a
1,8 milhdes de Obitos em criancas com menos de cinco anos de idade (Programa
das Nacbes Unidas para o Desenvolvimento, 2006). A diarréia mata mais criancas
do que a malaria e a tuberculose, seis vezes mais do que conflitos armados e cinco
vezes mais do que a AIDS (PNED, 2006; BLACK et al., 2010). A presenca de
saneamento bésico e agua potavel podem reduzir significativamente os casos de
diarréia, porém estudos epidemiolégicos demonstraram que 80% da populacédo da
América Latina ndo tém acesso a sistemas de esgoto ou agua tratada (PNED,
2006). Isso se deve ao alto custo financeiro para implantagcdo de sistemas de
saneamento basico. Segundo dados relatados pela PNED, para se universalizar o
acesso a esgoto no planeta é estimado um custo anual de cerca de 10 bilhdes de
ddlares americanos ao longo de duas décadas.

Devido ao impacto universal causado por patdgenos entéricos a saude
publica e a grande dificuldade e demora na implantacao de sistemas de saneamento
bésico em paises em desenvolvimento, um grande esfor¢co tem sido direcionado no
entendimento da patogenia causada por microrganismos potencialmente

diarreiogénicos.

1.2 Escherichia coli diarreiogénica

Ha diferentes agentes etioldgicos responsaveis por causar a diarréia, entre
eles, encontram-se as E. coli diarreiogénicas que associam-se as gastroenterites e
sdo classificadas em seis patétipos: E. coli enterotoxigénica (ETEC); E.coli
enteroinvasora (EIEC); E. coli enteroagregativa (EAEC); E. coli que apresentam
padrdo de adeséao difusa as células epiteliais (DAEC); E. coli produtora da toxina de

Shiga (Stx) (STEC) e E. coli enteropatogénica (EPEC). Estes patétipos foram
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classificados de acordo com o mecanismo de patogenicidade, sindrome clinica,
caracteristicas epidemiologicas e/ou fenétipo de adesdo a linhagens celulares
(NATARO; KAPER, 1998). Atualmente, varios estudos demonstraram que em um
patotipo pode haver amostras com diferentes perfis de viruléncia, sendo assim, tanto
as EPEC como as EAEC foram subdivididas em tipicas e atipicas, enquanto as
STEC apresentam uma subcategoria conhecida como E. coli enterohemorragica
(EHEC) (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

O primeiro patétipo a ser identificado foi a EPEC, atualmente ela esta entre
as bactérias mais estudadas devido ao sequienciamento genbmico da amostra
protétipo E2348/69 (KAPER; NATARO:; MOBLEY, 2004).

O mecanismo central da patogenia da EPEC é a capacidade de induzir uma
lesdo histopatolégica denominada lesdo A/E (attaching and effacing) nas células
epiteliais do intestino (Figura 1). Esta lesdo € caracterizada pelo apagamento das
microvilosidades locais, aderéncia intima da bactéria ao epitélio intestinal,
polimerizacdo da actina e outros componentes do citoesqueleto, logo abaixo do sitio
de ligagdo da bactéria, resultando na formacdo de uma estrutura em forma de
pedestal (MOON et al., 1983). Estas alteracdes nos enterécitos resultam na reducao
da capacidade de absorcdo da mucosa intestinal, o que desencadeia a interrupgao
do balanco eletrolitico nas células epiteliais do intestino, levando a diarréia. Este
mecanismo de patogenia ndo é exclusivo da EPEC, sendo detectado também em
EHEC, além de outras espécies bacterianas como Citrobacter rodentium (CLARKE
et al., 2003).

Figura 1- Microscopia eletrénica mostrando a Lesdo A/E, destruicao das microvilosidades (mv) e a
formacé&o do pedestal ().
Fonte: Pedroso et al. (1993).
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Os determinantes genéticos para a producéo da lesdo A/E estdo localizados
em uma ilha de patogenicidade, denominada LEE (Locus of enterocyte effacement)
(McDANIEL et al., 1995). A regido LEE de EPEC contém 5 operons denominados
LEE 1, LEE 2, LEE 3, LEE 4 e LEE 5.

Os operons LEE 1, LEE 2 e LEE 3 contém os genes que codificam o0s
componentes do Sistema de Secrecao Tipo Il (SST3) (genes esc e sep) (ELLIOTT
et al., 2000), LEE 4 codifica as proteinas secretadas Esp (EPEC secreted protein):
EspA, EspB, EspD, EspF entre outras (ELLIOTT et al.,1998), LEE 5 codifica as
proteinas intimina (gene eae), e a proteina Tir (Translocated intimin receptor) (gene
tir) (SANCHEZ-SANMARTIN et al., 2001). Intimina é uma proteina de membrana
externa com funcdo de adesina, responsavel pela adeséo intima da bactéria a célula
hospedeira (JERSE; KAPER, 1991; DONNENBERG; YU; KAPER, 1993) cujo
receptor € a proteina Tir, o qual é translocado para o enterdécito pela propria bactéria
atraves do SST3 (KENNY et al.,1997).

Em EPEC o SST3 (Figura 2) é composto por cerca de 20 proteinas
diferentes, o que inclui as proteinas efetoras, regulatérias, estruturais e as
chaperoninas (HUECK, 1998; BLATTNER; BONAS, 2002). Para as proteinas
efetoras alcancarem o citoplasma da célula hospedeira, h4 a formacdo de uma
estrutura complexa denominada translocon, que se assemelha a uma seringa,
estendendo-se desde a membrana interna da bactéria até a membrana externa
(GARMENDIA; FRANKEL; CREPIN, 2005). O canal transmembréanico que liga a
bactéria a célula ocorre pela extensdo da proteina EspA por onde passam as
proteinas EspB e EspD, responsaveis por formar o poro na membrana do enterécito
(KENNY et al., 1997; KNUTTON et al., 1998; HARTLAND et al., 2000).
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Figura 2- Esquema representando o Sistema de Secrecéo do Tipo 3 (SST3) em EPEC.
Fonte: Garmendia, Frankel e Crepin (2005).
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Apés a formacdo completa deste aparato, a bactéria injeta para dentro da
célula hospedeira varias proteinas efetoras, entre elas, a proteina Tir (receptor da
intimina) que é inserido na membrana do enterécito, possibilitando a ligacdo da
intimina o que garante a adesao intima da bactéria a célula hospedeira. Em seguida,
Tir é fosforilado dando inicio a polimerizagdo da actina e formacdo do pedestal
(KENNY et al., 1999; CAMPELLONE et al., 2002).

EspB além de se associar a EspD para formar o poro ha membrana da célula
(FRANKEL et al, 1998), também é secretada para o interior da célula, participando
do rearranjo do citoesqueleto, polimerizacdo da actina e conseqientemente na
formacdo do pedestal (TAYLOR; LUTHER; DONNENBERG, 1999). Além disso,
EspB também se associa a outras proteinas do hospedeiro como a miosina que se

liga a actina-F (I1ZUMI et al., 2007).

21



McNamara et al. (2001) demonstraram que a proteina efetora EspF é capaz
de alterar a permeabilidade das juncbBes oclusivas da célula epitelial, enquanto a
proteina Map (mitochondrion-associated protein) no estagio inicial da infecgéo,
parece ser responsavel pela formacao de um filopddio no local da interacdo (KENNY
et al., 2002). Além disso, foi demonstrado que a proteina Map também é capaz de
desestabilizar a barreira intestinal, por alterar a permeabilidade das juncdes
oclusivas, porém, atraves de um mecanismo independente de EspF (DEAN; KENNY,
2004).

1.2.1 EPEC atipica

EPEC é dividida em duas subcategorias denominadas tipica e atipica. O
termo EPEC atipica foi criado em 1995 para diferencia-las das EPEC tipicas por ndo
apresentarem o plasmidio EAF (EPEC adherence factor) (pEAF) que codifica a
fimbria BFP (Bundle forming pilus), a qual interconecta as bactérias dentro das
microcolonias e por ndo produzirem a toxina de Shiga (Stx) diferenciando-se das
EHEC (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002). Porém em comum, as EPEC tipicas e
atipicas possuem o gene eae (EPEC attaching and effacing) importante na formacao
da lesdo A/E (KAPER, 1996).

No entanto, outra importante diferenca esta relacionada aos fatores de
viruléncia. As EPEC tipicas sdo mais homogéneas em suas propriedades de
viruléncia, pois expressam basicamente os fatores de viruléncia codificados pela
regido LEE e pelo pEAF (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002). Por outro lado as
EPEC atipicas sdo altamente heterogéneas, embora apresentem também a regido
LEE, podem expressar fatores de viruléncia adicionais ndo codificados por esta ilha
de patogenicidade. Dados da literatura mostram que as EPEC atipicas possuem
fatores inicialmente descritos em outros patétipos, como a expressdo da toxina
EAST-1 (toxina termo-estavel de EAEC) (VIEIRA et al., 2001; TRABULSI; KELLER;
GOMES, 2002); a expressdo de enterohemolisinas E-hly (EHEC hemolysin)
(CAMPOS et al., 1994; TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002); a expressao da toxina
Pet (plasmid-encoded toxin de EAEC) (SOARES et al., 2008) e a identificacdo de
genes que codificam as das toxinas Pic (protein intestinal colonization de EAEC), Sat
(secreted autotransporter toxin de DAEC), EspC (autotransportadora de EPEC) e
EspP (autotransportadora de EHEC) (ELIAS et al., 2008).
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Os sorotipos de EPEC atipica podem ou ndo pertencer aos chamados
sorogrupos (O) classicos de EPEC (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002). Quando
apresentam 0 mesmo sorogrupo (tipagem do antigeno somatico O, que corresponde
a porcao polissacaridica do LPS), elas se diferem dos sorotipos (O:H) de EPEC
tipica, basicamente pelos antigenos H que correspondem as proteinas flagelares
(Tabela 1).

Tabela 1- Principais sorotipos de EPEC tipica e atipica.

EPEC Sorotipos

Tipica Ob55:[H6], 086:H34, O111:H2], O114[H2], O119:H6], O127:Hs,
0142:H6, 0142:H34

Atipica 026:[H11], O55:[H7], O55:H34, 086:H8, 0111:[H9], O111:H25, O119:H2,
O125ac:H6, 0128:H2

Fonte: Trabulsi, Keller e Gomes (2002).
Nota: [ ] indica a ocorréncia freqiiente de amostras imoveis.

EPEC tipica é conhecida por aderir-se as células epiteliais de linhagens
HEp-2 e HelLa produzindo um padrdo de aderéncia caracteristico, denominado
adesao localizada (AL) (SCALETSKY et al., 1984). Este padréo é caracterizado pela
adesdo bacteriana em areas localizadas na superficie da célula, formando
microcoldnias compactas (Figura 3), que tem sido atribuido & fimbria BFP (GIRON;
HO: SCHOOLNIK, 1991).

No caso da EPEC atipica, além de apresentar o padrdo AL, mesmo na
auséncia da fimbria BFP (HERNANDES et al., 2008), pode apresentar também os
padrdes: i) de adeséao localizada like (ALL), caracterizado pela presenca de bactérias
também em areas localizadas, porém dispostas de maneira frouxa (Figura 3)
(SCALETSKY et al., 1999; PELAYO et al., 1998; VIEIRA et al., 2001; ABE et al.,
2009); ii) padréo de adesédo difusa (AD), onde as bactérias aderem-se de maneira
uniforme em toda superficie da célula (Figura 3) (VIEIRA et al., 2001; DULGUER et
al., 2003; NUNES et al., 2003; ROBINS-BROWNE et al., 2004; ABE et al., 2009)
caracteristico de DAEC (NATARO; KAPER, 1998); iii) padrédo de adesao agregativa
(AA), onde as bactérias encontram-se empilhadas na superficie celular ou na
laminula (Figura 3) (VIEIRA et al., 2001; DULGUER et al., 2003; NUNES et al., 2003;
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ROBINS-BROWNE et al., 2004; ABE et al., 2009) caracteristico de EAEC (NATARO;
KAPER, 1998).

Além disso, foram também detectadas amostras de EPEC atipica que nao
apresentam um padrdo de adesdo determinado sendo classificado como padréo
indefinido ou até amostras que ndo se aderem as células, denominadas néao
aderentes (NA) (ROBINS-BROWNE et al., 2004; ABE et al., 2009). Em EPEC atipica
0s padrdes de adesdo sao melhores observados apds 6h de incubacdo com células
epiteliais de cultura (VIEIRA et al., 2001; DULGUER et al., 2003; NUNES et al.,
2003; ROBINS-BROWNE et al., 2004; ABE et al., 2009). Diferente das EPEC tipicas
onde o padrdo AL é claramente visualizado ap6s 3h de incubagdo (SCALETSKY et
al., 1984).

o o e

. Lt . YR . Tad '

Figura 3- Padrédo de Adesdo de amostras de Escherichia coli enteropatogénica (EPEC).
Adesdo Localizada (AL); Adesdo Localizada Like (ALL); Adesdo Difusa (AD);
Adeséo Agregativa (AA). Aumento 100x.
Fonte: Trabulsi, Keller e Gomes (2002).

; -~ .
Sdam

EPEC tipica era freqlentemente relacionada a surtos de diarréia nos paises
desenvolvidos, onde estiveram, durante muitos anos, associadas a diarréia aguda

infantil, a partir da década de 1960 esta categoria foi raramente isoladas nestes
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paises. Ja nos paises em desenvolvimento, na década de 1990, a EPEC tipica era o
patdgeno mais prevalente associado a casos de diarréia em criancas de até 2 anos
de idade (NATARO; KAPER, 1998).

Nos ultimos anos, diferentes estudos epidemiolégicos demonstraram uma
significativa diminuicAo da prevaléncia de EPEC tipica em paises em
desenvolvimento, incluindo o Brasil (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002; CHEN,;
FRANKEL, 2005; OCHOA et al., 2008).

Juntamente com o desaparecimento de EPEC tipica nos paises em
desenvolvimento, houve uma maior prevaléncia de sorotipos de EPEC atipica nestes
paises como também em paises desenvolvidos (FRANZOLIN et al., 2005; ORLANDI
et al.,, 2006; ARAUJO et al., 2007; BUERIS et al., 2007; HERNANDES et al., 2009;
SCALETSKY et al., 2009; MORENO et al., 2010).

Alguns estudos tém demonstrado que EPEC atipica pode estar associada a
diarréia aguda infantil (SCALETSKY et al., 1999; FRANZOLIN et al., 2005; ARAUJO
et al., 2007) ou a diarréia persistente (AFSET et al., 2004; NGUYEN et al., 2006),
podendo ser encontrada em pacientes de varias idades e em pacientes
imunocomprometidos pelo HIV (GASSAMA-SOW et al., 2004; GOMES et al., 2004).

O estudo e identificagdo de fatores de viruléncia € um importante aspecto
para o entendimento da interacdo patdgeno-hospedeiro, porém, até o momento,
nenhum fator de viruléncia exclusivo para EPEC atipica foi identificado. Ao contrario
disto, varios estudos tem demonstrado que EPEC atipica apresenta fatores de
viruléncia muitas vezes, mais semelhantes a EHEC, responsavel por causar uma
diarréia potencialmente mais grave, do que com a prépria EPEC tipica (TRABULSI;
KELLER; GOMES, 2002).

Estes achados reforcam a idéia de que a distribuicdo dos fatores de viruléncia
em EPEC atipica é altamente heterogénea (VIEIRA et al.,, 2001; GOMES et al.,
2004; ABE et al., 2009).

1.3 Fagocitose

Fagocitose € um processo conservado evolutivamente utilizado pela maioria
das células para ingerir patégenos microbianos, células senescentes ou danificadas

e antigenos particulados, como poluentes (STOSSEL, 1999). Esta via nao
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constitutiva engloba ligantes com mais de 1 um e é fundamental ao remodelamento
de tecido, inflamagé&o e morte de microrganismos patogénicos que sao englobadas a
partir da interacdo com receptores presentes na superficie da célula hospedeira
(ALLEN; ADEREM, 1996).

Os receptores descritos para a identificacdo de patdégenos sdo conhecidos
como PRRs (Pattern Recognition Receptores), os quais se ligam especificamente
aos chamados PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns) que sdo moléculas
conservadas presentes na superficie do microrganismo, por exemplo, os acidos
lipoteicoicos, peptideoglicanas, lipopolissacarideos e flagelina presentes na
superficie de bactérias Gram + e Gram - (JANEWAY, 1992).

A partir do englobamento de um patégeno microbiano a morte do
microrganismo pode ser decorrente da fusdo do fagossoma ao lisossoma, o qual é
rico em enzimas hidroliticas e pela formacéo de ions superdxidos reativos (DELEO
et al., 1999).

A partir de 1995, Rabinovitch classificou as células em fagodcitos néo
profissionais e profissionais. Os fagécitos ndo profissionais incluem diferentes tipos
celulares, tais como fibroblastos, células epiteliais e endoteliais que apresentam
baixa capacidade microbicida e, portanto sdo altamente explorados por patdgenos
intracelulares. Por outro lado os fagocitos profissionais sdo células especializadas
tais como macrofagos, neutrofilos e células dendriticas, assim denominadas, por
apresentarem uma maior diversidade de receptores transmembranicos e uma maior
capacidade microbicida (RABINOVITCH, 1995).

Diferentes receptores presentes em um fagécito podem ser simultaneamente
utilizados. Este reconhecimento pode acontecer por ligacdo direta como, por
exemplo, através dos receptores de manose, lixeira, Toll-R (Toll-like receptor) e de
outras integrinas ou ligacdo indireta que inclui as opsoninas como: IgG, moléculas
do complemento ou proteina A, que sdo reconhecidas pelos receptores Fc e CR
(UNDERHILL; OZINSKY, 2002).

Apés o reconhecimento da particula estranha pelo receptor especifico, o
processo fagocitico inicia-se através do rearranjo do citoesqueleto, polimerizacédo da
actina e conseqientemente a formacao de pseuddpodes logo abaixo da regido de
contato ligante — receptor (GREENBERG, 1999). A particula aderida € englobada
dentro de um fagossomo, independente de clatrina. Logo ap0s a internalizacdo, a

actina F é despolimerizada do fagossoma e a membrana vacuolar se torna acessivel
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aos endossomas recentes (SWANSON; BAER, 1995). Através de uma série de
eventos de fusdo a membrana vacuolar, tanto a membrana como o conteudo
vacuolar matura, fusionando-se com os endossomas tardios, antes da fusdo com o
lisossomo. A proporcdo da fusdo lisossomo-fagossomo varia drasticamente
dependendo da natureza da particula ingerida (PITT et al., 1992), bem como do
receptor envolvido. Enquanto fagossomas contendo particulas de latex podem
demorar horas até a formacédo do fagolisossoma, ligantes englobados via receptor
Fc ou manose podem, apdés 30 min, ser encontrados nos fagolisossomas
(CHASTELLIER; THILO, 1997).

A fagocitose, principalmente a desencadeada por células dendriticas €
responsavel por direcionar o antigeno, dependendo da sua origem, ao
compartimento MHC de classe | ou Il funcionando desta forma como uma efetora da
imunidade inata, bem como, uma importante ponte entre imunidade inata e resposta
imune adquirida (ADEREM; UNDERHILL, 1999).

No entanto, tem-se descrito diferentes estratégias que tem sido utilizadas por
diversos patogenos a fim de burlar a interacdo com os fagoécitos profissionais

visando prevenir ou retardar a imunidade inata.

1.4 Mecanismo antifagocitico

A capacidade de interferir no processo de fagocitose j& foi descrita para
Yersinia sp (ROSQVIST,; BOLIN; WOLF-WATZ, 1988; WIEDERMANN et al., 2001);
Pseudomonas aeroginosa (GARRITY-RYAN et al., 2000); Klebsiella pneumoniae
(ALVAREZ et al.,, 2000); Staphylococcus aureus (THAKKER et al., 1998);
Streptococcus pneumoniae (CLAVERYS et al.,, 2000); Neisseria meningitidis
(VOEGEL et al., 1997); Helicobacter pylori (ALLEN et al., 2000; RAMARAO et al.,
2000); Mycobacterium tuberculosis (FLYNN; CHAN, 2003) e EPEC tipica
(GOOSNEY et al., 1999). Embora o resultado final da interacdo por estes patégenos
seja o retardamento ou a prevencdo da fagocitose, as estratégias utilizadas para
desencadear o mecanismo antifagocitico sdo diversas (CELLI; FINLAY, 2002;
COOMBES; VALDEZ; FINLAY, 2004).

Em geral, os patdbgenos mostram-se capazes de subverter a fagocitose por:
1°) inibir a adesdo aos macrofagos como € o caso do Staphylococcus aureus
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(ROOIJAKKERS; KESSEL; STRIJP, 2005) e Streptococcus pyogenes (FISCHETTI,
1989); 2°) aderirem-se aos macrofagos, interferindo na internalizacdo como € o caso
da Yersinia (ROSQVIST et al., 1990), Pseudomonas aeroginosa (GARRITY-RYAN,
et al.,, 2000) e EPEC tipica (CELLI; OLIVIER; FINLAY, 2001); 3° uma vez
fagocitados subvertem os mecanismos de destruicdo intracelular por: i) escapar do
fagossoma como € o caso da Listeria monocytogenes (DRAMSI; COSSART, 2002) e
Trypanossoma cruzi (NOGUEIRA; COHN, 1976); i) impedir a formacdo do
fagolisossomo classicamente descrito para Mycobacterium tuberculosis (DERETIC;
FRATTI, 1999) e Toxoplasma gondii (CHARRON; SIBLEY, 2002); iii) sobreviver
dentro de um ambiente indspito como o fagolisossomo observado tanto nos
macroéfagos infectados por Coxiella burnetti (BACA; LI; KUMAR, 1994) e Leishmania
sp (ALEXANDER; VICKERMAN, 1975).

Uma das estratégias antifagociticas mais bem conhecida é a utilizada pela
Yersinia sp. Estudos demonstraram que ap6s a adesdo ao macréfago, o SST3 €
estabelecido e diferentes proteinas efetoras conhecidas como Yops (Yersinia outer
membrane proteins) sao injetadas na célula. Pelo menos 4 proteinas efetoras ja
foram descrita como importantes no bloqueio do englobamento por fagocitos
profissionais (Figura 4).

YopH é uma proteina tirosina fosfatase (PTPase) que interrompe 0s sinais
fagociticos por desfosforilar proteinas sinalizadoras importantes na fagocitose via
receptor Fcy (ROSQVIST; BOLIN; WOLF-WATZ, 1988; FALLMAN et al.,, 1995;
ANDERSSON et al., 1996), a YopE ativa as GTP-ases da familia Rho (RhoA, Rac e
Cdc42) (BLACK; BLISKA, 2000), que induz a despolimerizacdo do citoesqueleto da
célula hospedeira, impedindo o englobamento da bactéria (ROSQVIST et al., 1990;
ROSQVIST; FORSBERG; WOLF-WATZ, 1991), a Yop T é uma cisteina protease
gue depolimeriza filamentos de actina, por clivar as Rho GTPase (RhoA, Rac e
Cdc42) diretamente na cisteina da por¢cdo C-terminal, liberando-as da membrana
(SHAO et al., 2003) e a Yop P que foi demonstrada como importante na inibicdo da
fagocitose de células dendriticas e que também é capaz de inibir a apresentacéo de
antigeno no contexto do MHC de classe |, para as células T CD8+ (TRULZSCH et
al., 2005; ADKINS et al., 2007).

Pseudomonas aeruginosa também utiliza o SST3 para secretar as proteinas
efetoras (ExoS e ExoT) dentro do macréfago. Muito semelhante a YopE de Yersinia,

ExoS e ExoT também tem atividade GAP e portanto afeta RhoA, Racl e Cdc42,
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impedindo sua internalizacao (Figura 4) (GOEHRING et al., 1999; COWELL et al.,
2000).

Pseudomonas

Hoiaisgp. aeruginosa
l

Type Il

Dephosphorylation effectors
of focal adhesion proteins
Inhibition of
PI3K signalling
) O Actln
Stress fibres polymerization
YopT
- @1@ Rac dc4 -» Rho
Modification ‘ Inactivation of GTPases ‘

of RhoA

Figura 4- Mecanismos pelo qual patogénos bacterianos inibem o seu englobamento.
Fonte: Knodler, Celli e Finlay (2001).

A estratégia de interferir na polimerizagdo de actina sob o sitio de adesao da
bactéria foi também descrita como estratégia de prevencdo da fagocitose para
EPEC tipica (Figura 4). Goosney et al. (1999) mostraram que o efeito antifagocitico é
dependente do SST3 e das proteinas EspA, EspB, EspD, apresentando
dependéncia intermediaria de intimina e Tir. Este mecanismo ocorre a partir de 2h
de contato com a célula hospedeira e parece ser maior, quanto maior for o nimero
de bactérias aderidas ao macrofago (GOOSNEY et al., 1999).

Anos depois se demonstrou que a diminuicdo do englobamento era devido a
inibicdo da fosfatidilinositol 3 quinase (PI3-K), importante para a polimerizacdo da
actina, via receptor Fc (CELLI; OLIVIER; FINLAY, 2001). A ativagdo da PI3-K é
essencial para a formacao do fagossomo, devido o seu envolvimento no rearranjo da
actina-F e consequentemente o englobamento pelo macrofago (COX et al., 1999).

Em seus estudos Celli, Olivier e Finlay (2001) demonstraram que macrofagos
J774.Al1 infectados com EPEC ndo fagocitavam zimosam opsonizados com IgG,
enquanto a fagocitose de zimosam opsonizado com C3bi permanecia inalterada,
comprovando que o receptor CR3 continuava funcional. Entretanto, Marcheés et al.
(2008), mostraram que EspJ, outra proteina secretada por EPEC tipica, é importante
na inibicdo da fagocitose de globulos vermelhos de carneiro opsonizados, tanto com
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IgG como com C3bi, mostrando o envolvimento dos receptores Fc e CR3.
Interessantemente, EHEC também bloqueia a internalizacdo de particulas
opsonizadas, igualmente como descrito para EPEC (Marchees et al. 2008).

Quitard et al. (2006) demonstraram que a proteina efetora EspF, inicialmente
descrita como responsavel pela destruicdo da barreira epitelial (DEAN; KENNY,
2004) bem como morte celular através da mitocondria (NAGAI; ABE; SASAKAWA,
2005) é também responsavel pela inibicdo da PI3-K em macrofagos J774.A1, por
vias independentes desses processos.

Um mecanismo ndo dependente de PI3-K também foi descrito como
importante no impedimento do englobamento de EPEC tipica. Neste trabalho os
autores mostraram que a proteina Esp B, também injetada pelo SST3, liga-se a
miosina impedindo a ligagdo a actina- F e consequentemente a formacdo de
pseudopodes (I1ZUMI et al., 2007).

O fato de estudos epidemiolégicos demonstrarem aumento na incidéncia de
casos de diarréia por EPEC atipica (FERNANDES-FILHO, 2004; FRANZOLIN et al.,
2005; ARAUJO et al., 2007; BUERIS et al., 2007; ABE et al.,, 2009) aliado a
heterogeneidade na distribuigdo dos fatores de viruléncia descrita nesta “sub-
categorias” (VIEIRA et al., 2001; GOMES et al., 2004; ABE et al., 2009) despertou o
interesse em investigar a interacdo de EPEC atipica com fagocitos profissionais, até

0 momento, totalmente desconhecido.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar o comportamento de EPEC atipica na interacdo com fagocitos
profissionais.

2.2 Objetivo especifico

Investigar se a EPEC atipica € capaz de induzir um mecanismo

antifagocitico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras bacterianas

Para o estudo da interacdo de EPEC atipica com macrofagos, foram
utiizadas amostras bacterianas pertencentes a colecdo do Laboratorio de
Bacteriologia do Instituto Butantan e amostras provenientes de um estudo
epidemioldgico realizado em Salvador, Bahia (FRANZOLIN et al., 2005) (Tabela 2).

Tabela 2- Amostras bacterianas utilizadas neste estudo.

Amostra Sorotipo Categoria Referéncia
7* O55:H7 EPEC atipica RODRIGUES et al.,1996
320* O55:H7 EPEC atipica BUERIS et al., 2007
2517 O11:H10 EPEC atipica BUERIS et al., 2007
84 * 086:H11 EPEC atipica BUERIS et al., 2007
268" 049:H6 EPEC atipica BUERIS et al., 2007
E2348/69 * 0126:H7 EPEC tipica LEVINE et al., 1978
C600 * K12 E. coli SAMBROOK; FRITSCH;
(ndo patogénica) MANIATIS, 1989
Staphylococcus aureus * ATCC 25923
Escherichia coli * ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa* ATCC 27853
Micrococcus luteus * ATCC 10240

* Cole¢do do Laboratério de Bacteriologia, Instituto Butantan;
# Projeto Bahia, Franzolin et al. (2005).

3.2 Cultivo de bactérias

As amostras bacterianas estocadas em meio TSB (caldo de soja tripticaseina)
(BD, EUA) acrescido de 80% de glicerol foram mantidas a -20 °C. Para o uso, as
amostras foram cultivadas em TSB e semeadas em agar MacConkey (Merck,
Alemanha). Para os ensaios, colénias isoladas foram retiradas e cultivadas em meio
TSB durante 18h a 37 °C em condi¢cdes estaticas, antes do uso, as culturas
bacterianas foram ajustadas para a densidade éptica (DO) 0,6 (550 nm) (Spectronic
20 Genesis, USA).
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3.3 Manutencao das células

3.3.1 Cultura de macré6fagos derivados de medula 6ssea

Para a obtencdo de macrofagos de cultura primaria, camundongos isogénicos
C57/BL6 foram sacrificados em camara de CO,, em seguida, os fémures foram
retirados e a medula 0ssea extraida assepticamente. Estas células foram mantidas
em placas de Petri para cultivo celular, em meio RPMI 20% Soro Fetal Bovino (SFB)
(Cultilab, Brasil) e 30% de meio condicionado por células L-929 (R 20/30), contendo
M-CSF (fator estimulador de col6nias de mondcitos), durante 7 dias em atmosfera de
5% de CO, até a diferenciacéo celular. No 4° dia de cultura adicionou-se 10 mL de
meio R 20/30 (BOLTZ-NITULESCU et al., 1987; SURESH; SODHI, 1991; GERSUK;
HIRAOKA; MARR, 2005).

O descolamento dos macréfagos foi realizado no 7° dia de cultivo incubando-
se as células por cerca de 20min a 4 °C em meio Hank’s (Cultilab, Brasil). As células
resgatadas foram centrifugadas a 259 x g (Centrifuge 5804 R, Eppendorf, EUA), por
5min a 4 °C e distribuidas em placas de cultura de células contendo 24 pocos, na
concentracdo de 1,5x10° células/poco, em meio RPMI 10% SFB mais 5% de meio
condicionado (R 10/5).

3.3.2 Cultura de Macréfagos de Linhagem J774.A1

Macréfagos de murinos da linhagem J774.A1 foram cultivados em meio RPMI
10% SFB. Apo6s a formacdo da monocamada, as células aderidas foram retiradas
por raspagem, centrifugadas e distribuidas na concentracdo de 2x10°
macrofagos/poco em placas de cultura contendo 24 pocos. As culturas foram
mantidas sob atmosfera de 5% de CO, a 37 °C e utilizadas nos ensaios 24h ap6s o

plagueamento.

3.3.3 Cultura de células epiteliais

Células origindrias de carcinoma de laringe humana (HEp-2) e células

originarias de adenocarcinoma intestinal humano (Caco-2), ambas provenientes do
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Instituto Adolf Lutz, foram mantidas em meio Dulbecco Mem (DMEM) contendo 4,5 g
de glicose (Cultilab, Brasil) com 10% de SFB, para HEp-2 ou 15% SFB para Caco-2.

Para o ensaio, as culturas foram tripsinizadas acrescentando-se 2 mL de
solucdo Tripsina/ETDA 2,5 g/L (Cultilab, Brasil) por aproximadamente 2min. Apés o
descolamento celular, a tripsina foi inativada com DMEM 10% SFB e as culturas
centrifugadas e distribuidas em placa de cultura na concentracdo de 5x10* células
HEp-2/poco ou 2x10° células Caco-2/pocos. As células HEp-2 foram utilizadas 48h
apos o plaqueamento, enquanto as culturas de células Caco-2 s6 foram utilizadas
apos 10 dias de cultura, tempo necesséario para obter-se a polarizacdo celular.
Durante este periodo o meio de cultura das células Caco-2 foi substituido a cada
48h.

3.4 Cinética de interacdo das bactérias com macrofagos

Os ensaios de cinética de interacdo foram realizados com macréfagos de
cultura primaria e de linhagem J774.A1. As amostras 7, 251, 84, 268 de EPEC
atipica e a amostra controle E2348/69 de EPEC tipica foram utilizadas. As laminulas
contendo células aderidas foram lavadas 1 x com PBS (tampéo fosfato salina)
estéril, em seguida, acrescentou-se 960 uL de meio RPMI 2% SFB e 40 uL de
cultura bacteriana (DO 0,6) incubando-se durante 10, 30 e 60min. Apos cada um dos
diferentes pulsos de infeccdo, as células foram lavadas 3 x com PBS, fixadas com
metanol 100% (Sigma, EUA) durante 30min a temperatura ambiente (Ta) e coradas
com May-Grinwald (Merck, Alemanha), diluido 1:2 em tamp&o Sgrensen, durante
5min e com o corante Giemsa (Merck, Alemanha) diluido 1:3, no mesmo tampao, por
20min. Apos a coloracéo, as laminulas foram lavadas com agua destilada, secas em
Ta e montadas sobre laminas de vidro com auxilio de Entellan (Merck, Alemanha).

A porcentagem de macréfagos contendo bactérias associadas (aderidas e
internalizadas) foi determinada contando-se ao microscopio de luz (objetiva 100 X)
(Alphaphot-2 YS2, Nikon, China) 300 células/laminula em diferentes campos. Este

experimento foi sempre realizado em triplicatas.

Para os ensaios que visavam avaliar a interacao das bactérias em diferentes

DO, culturas bacterianas com DO 0,6 foram diluidas para 0,06; 0,006. Para a
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obtencdo da DO 1,2, a cultura foi concentrada. Para isso, 6 mL do caldo bacteriano
foram centrifugados e 3 mL do sobrenadante foi desprezado, sendo o pellet
ressuspenso nos 3 mL restantes. Posteriormente a absorbancia foi ajustada para
1,2. As culturas bacterianas em diferentes DOs foram adicionadas sobre macrofagos

J774.A1 nos pulsos de infecgédo 10, 30 e 60min.

A determinacdo do numero de bactérias/macrofagos foi obtida apds a
contagem de no minimo 100 células contendo bactérias, nos 3 pulsos de infeccéo,
classificando-as em 3 grupos: Grupo A: células contendo de 1 a 5

bactérias/macrofagos; Grupo B: de 6 a 15 bactérias/macrofagos e Grupo C: de 16

ou mais bactérias/macrofagos. Este experimento foi sempre realizado em triplicatas.

Paralelamente a este experimento, a determinacdo da porcentagem de
fagocitose foi obtida lavando-se as culturas, apds o pulso de infec¢do e incubando-
as com 100 ug/mL de sulfato de gentamicina (Cultilab, Brasil), durante 1h a 37 °C,
para a eliminacdo de bactérias extracelulares. Em seguida, as células foram lavadas
mais 3 x com PBS e rompidas com 100 uL de detergente Triton-X 100 (Merck,
Alemanha) a 0,1%. Esta solucdo foi diluida a 102, 10° e 10® em salina 0,85% e
plagueada em agar LB. Apds 18h a 37 °C, a unidade formadora de colénia
(UFC/mL) foi determinada. Como controle da eficiéncia do antibidtico, o
sobrenadante das culturas, ap0s a incubacdo com gentamicina, também foi

plagueado.

3.5 Investigacdo da acdo do sobrenadante da cultura da amostra 7 de EPEC

atipica na fagocitose

a) Obtencao do sobrenadante da amostra 7

O sobrenadante da amostra 7 foi obtido apos o crescimento bacteriano
durante 18h em meio TSB ou Meio Minimo (M9). A cultura bacteriana foi

centrifugada 10min a 3214 x g (Centrifuge 5804 R, Eppendorf, EUA) e o

sobrenadante foi resgatado e utilizado;
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b) Preparo da amostra de EPEC tipica

A amostra E2348/69 foi submetida a0 mesmo procedimento descrito acima,
porém, a DO da cultura foi ajustada para 0,6. Apos a centrifugacédo, o sobrenadante
foi desprezado e o pellet lavado 2 x com TSB ou M9, em seguida, o material foi

ressuspenso no mesmo volume inicial a fim de manter-se a DO 0,6.

c) Ensaio fagocitico

Macréfagos plaqueados como descrito na secdo 3.3.2 foram pré incubados
com 100 uL do sobrenadante de cultura bacteriana da amostra 7, mais 860 puL de
meio RPMI 2% SFB durante 30min. Para descartar a possibilidade do sobrenadante
da amostra E2348/69 conter algum fator que interferisse na fagocitose, a cultura
bacteriana foi centrifugada e o pellet foi ressuspenso em meio novo. Em seguida, os
macrofagos foram infectados com 40 uL da amostra E2348/69, durante os pulsos de
10, 30 e 60min.

Como controle positivo do efeito antifagocitico, as células foram infectadas
com a amostra 7, como controle negativo as células foram infectadas com a amostra
E2348/69.

3.6 Caracterizagao do “fator antifagocitico” secretado pela EPEC atipica
(O55:H7)

3.6.1 Obtencao do sobrenadante

As amostras 7, 320 de EPEC atipica e C600 (ndo patogénica) foram
crescidas por 18h em meio TSB ou M9 a 37 °C, sob agitacdo de 150 rpm. Em
seguida, as culturas foram centrifugadas a 9870 x g (Hitachi high speed refrigerated
centrifuge CR21, Japao) a 4 °C, por 10min. Os sobrenadantes obtidos foram

separados e fracionados como descrito abaixo.
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3.6.2 Fracionamento do sobrenadante

a) Técnica de extracdo em fase solida (SPE)

Os sobrenadantes das amostras obtidas na se¢ao 3.6.1 foram submetidos a
extracdo em fase sdlida (Solid-phase extraction (SPE)) em cartucho C18 2g Sep-Pak
de 20 mL (Waters, USA). A resina foi ativada com 3 volumes de metanol e
equilibrada com 3 volumes de Acido Trifluoroacético 0,1% (TFA) (Sigma-Aldrich,
USA). Em seguida, foram passados 200 mL de sobrenadante e o material ndo retido
foi coletado. Foram entdo passados em sequéncia 3 volumes de Acetonitrila (ACN)
(J.T.Baker, EUA) 25%, 50%, 75% e 90%, sempre contendo 0,1% TFA. As fracbes
eluidas com cada concentracdo de ACN foram liofilizadas e ressuspensas em meio
RPMI.

Cada fracdo foi analisada quanto a capacidade de inibir a fagocitose da
amostra de EPEC tipica (E2348/69) que ndo apresenta efeito antifagocitico nestas
condi¢cdes. O meio de cultivo TSB foi também submetido a SPE para ser utilizado
como controle negativo nos ensaios. Concomitantemente as fracfes eluidas do
cartucho de SPE foram liofilizadas e ressuspensas em TFA 0,1% a concentracdo de
até 8 mg/mL para analise por HPLC.

As fracfes obtidas da SPE utilizadas nos ensaios foram originadas a partir de

2 lotes de sobrenadantes bacterianos obtidos conforme descrito na seg¢ao 3.6.1.

b) Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Todas as andlises por HPLC foram realizadas em um sistema 20A binéario da
Shimadzu (Jap&o) em coluna ACE C8 de 5 um, 4,6 x 250 mm (ACE, Escdcia). O
material ressuspenso em solvente A (TFA 0,1%) foi injetado no sistema e submetido
a um gradiente de 0 a 100% de solvente B (90% ACN em TFA 0,1%) em 20min, sob
fluxo constante de 1 mL min™®. O material foi fracionado por intervalos de tempo
variando de 2 a 5min e as diferentes fracdes foram liofilizadas, ressuspensas em
meio RPMI e investigadas quanto a capacidade de inibir a fagocitose conforme
descrito na se¢ao 3.7.1.
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c) Espectrometria de massas

As analises de espectrometria de massas foram realizadas em um
espectrometro de massas ESI (LCQDuoTM, ThermoFinnigan, USA) equipado com
uma fonte nanospray e conectado a um sistema nano-HPLC (UltiMate 129 HPLC
System, LC Packings, Dionex, USA). As amostras foram diluidas em 5% ACN, 0,2%
acido formico e introduzidas no espectrdmetro a um fluxo de 1uL min™. A voltagem
do spray foi mantida a 1,8 kV, a voltagem do capilar a 46 V, a temperatura do capilar
a 180° C e o “offset” da lente do tubo foi mantido a -5 V. Os espectros de massas
foram coletados na regiao de 50 a 2000 m/z. Controles dos instrumentos, aquisicéo

e andlise de dados foram realizados com a suite de programas Xcalibur.

d) Dialise

Com a finalidade de se diminuir a complexidade do perfil da fragdo 25% ACN
da amostra 7, o material foi submetido a dialise utilizando-se uma membrana com
cut-off de 1000 Da (Spectrum, Canada). Cerca de 30 mL da fracdo foram dialisados
contra 500 mL de 4gua destilada, com a realizagdo de 2 trocas ao longo de 18h, a 4
°C, sob agitacdo, sendo a agua da troca reservada. Tanto a agua utilizada na dialise
contendo moléculas menores que 1000 Da, como o material retido na membrana

foram liofilizados e testados quanto a capacidade de inibir a fagocitose.

3.7 Investigacdo da capacidade antifagocitica das fracdes geradas

3.7.1 Fagocitose de bactérias

Macrofagos J774.A1 pré-incubados com 300 puL das fragdes resultantes da
SPE ou HPLC, durante 30min. Em seguida, 40 uL da amostra E2348/69 (DO 0,6)
foram adicionados as culturas que permaneceram incubadas, durante 60min a 37
°C.

ApoOs a incubagédo, as células foram lavadas 3 x com PBS e posteriormente
incubadas com 100 ug/mL de sulfato de gentamicina por 1h a 37 °C. Os macrofagos

foram novamente lavados 3 x com PBS, lisados com 100 uL de Triton-X 100 & 0,1%,
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diluidos a 107? 10° e 10" e plaqueados em &gar LB, para a determinacdo da
UFC/mL. Como controle da efetividade do antibidtico, o sobrenadante das culturas
resultante da incubagdo com a gentamicina, também foi plaqueado.

Paralelamente ao experimento em que as células foram lisadas para a
determinagédo da UFC/mL, o mesmo experimento foi realizado corando-se as células
com os corantes May e Giemsa para a analise por microscopia de luz.

Ensaios fagociticos também foram realizados com a fracdo 25% de ACN (7

em TSB) que foi aquecida por 10min a 100 °C.

3.7.2 Fagocitose de leveduras (Saccharomyces cerevisiae)

Macréfagos J774.A1 foram pré-incubados com 300 pL das fragdes 25% ACN
por SPE (7 ou 320), durante 30min. Em seguida, as células foram infectadas com
6x10° leveduras/poco na proporcdo de 3:1, durante 60min. Apds a incubacdo as
células foram lavadas, fixadas, coradas com May e Giemsa e analisadas ao
microscopio de luz (objetiva 100 x).

A porcentagem de macrofagos contendo levedura foi determinada pela
contagem de 200 células em diferentes campos, ja a determinacdo da porcentagem
de leveduras aderidas ou internalizadas foi obtida contando-se 100 células
infectadas. Como controles, macréfagos foram infectados com leveduras na

auséncia ou presenca da fragdo 25% ACN (TSB).

3.8 Investigacao da capacidade microbicida da fracdo 25% ACN

A capacidade microbicida da fracdo 25% ACN da amostra 7 crescida em meio
TSB foi avaliada por dois diferentes ensaios de microbicidade. No primeiro ensaio
utilizou-se Staphylococcus aureus (Gram +), Escherichia coli (Gram -) e a amostra
E2348/69 semeadas em placas de agar PB (caldo pobre). Em seguida, 10 yL da
fracdo 25% ACN da amostra 7 ou esta fracdo 10x concentrada foram adicionados ao
agar. As placas foram incubadas a 37 °C, durante 18h. Como controles, bactérias
foram incubadas com as fracées 25% ACN obtidas da amostra ndo-patogénica
(C600) e com apenas 0 meio TSB.
No segundo ensaio utilizaram-se, além das amostras anteriores, as espécies
bacterianas, Pseudomonas aeruginosa (Gram -) e Micrococcus luteus (Gram +).
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A DO das bactérias crescidas em PB ajustada para DO 0,001 foram
distribuidas no volume de 90 pL/poco em placa de cultura de células com 96 pocos,
juntamente com 10 pL da fracdo 25% ACN da amostra 7 (1x ou 10x concentrada).
Como controles, as bactérias foram incubadas na auséncia ou presenca das fracdes
25% ACN obtidas, da amostra C600 e do meio TSB. As culturas foram incubadas
durante 18h a 150 rpm e a DO foi determinada a 595 nm em leitor de ELISA
Multiskan® EX (Thermo Isher Scientific, EUA).

3.9 Acdo da fracdo 25% ACN na adeséo bacteriana as células epiteliais

Os ensaios de adesdo bacteriana foram realizados em culturas de células
HEp-2 ou Caco-2, conforme descrito por Cravioto et al. (1979), com modificacdes.
As células foram previamente incubadas com 300 uL das fragées 25% de ACN (7 ou
320), mais 180 pL de DMEM 2% SFB e 1% de D-manose (Inlab, Brasil), durante
30min. Em seguida, 20 puL da cultura da amostra E2348/69 foram adicionados
(diluicdo final de 1:25) as células HEp-2 incubadas por 3h, apds 4 x lavagens com
PBS estéril, para a remocao das bactérias ndo aderidas, as culturas permaneceram
incubadas por mais 3h, quando foram novamente lavadas.

Nos ensaios realizados com as células Caco-2, as culturas foram incubadas
com as bactérias por apenas 2h. Apés as lavagens laminulas contendo células HEp-
2 ou Caco-2 foram fixadas e coradas com May e Giemsa.

Como controles, tanto as culturas de HEp-2 como as de Caco-2 foram ou ndo
previamente incubadas com as fracbes 25% ACN (C600 ou TSB), antes da adicao

das bactérias.

3.10Investigacdo da capacidade citotoxica da fragdo 25% ACN da amostra 7

A investigacdo sobre a capacidade citotoxica da fracdo 25% ACN (amostra 7)
foi realizada com as fracdes obtidas de culturas crescidas em meio TSB, fracionada
por SPE.

Para o ensaio de citotoxicidade foram utilizadas duas metodologias, cujos
principios diferem. O primeiro ensaio visou a incorporacdo do vermelho neutro que

por ser solivel em agua, atravessa a membrana de células viaveis, concentrando-se
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nos lisossomos. A segunda metodologia visou avaliar o descolamento celular
através da coloracdo por Cristal Violeta, que é incorporado ao DNA. As duas
metodologias foram avaliadas pela medida de intensidade de cor em leitor de ELISA
Multiskan® EX (Thermo Isher Scientific, EUA).

3.10.1 Incorporacédo do vermelho neutro

Este ensaio foi realizado segundo Ciapetti et al. (1996), com modificacfes.
Para isto, células HEp-2 distribuidas na concentracdo de 2x10%/poco em placas de
96 pocos foram incubadas durante 24h. No dia seguinte, a fracdo 25% ACN
(amostra 7) (diluida 1:10 em DMEM 5% SFB) foi adicionada e a cultura permaneceu
por mais 24h a 37 °C, em estufa de CO,. Apds este periodo, as culturas celulares
receberam 20 pL da solugdo de vermelho neutro 1% /poco e permaneceram
incubadas a 37 °C, durante 4h. Em seguida, o sobrenadante das culturas foi
removido e o corante presente nas células foi solubilizado com 200 uL/pogo da
solucdo descorante para o vermelho neutro. A absorbancia foi determinada em 620
nm em leitor de ELISA Multiskan®EX (Thermo Isher Scientific, EUA).

3.10.2 Coloragéo por cristal violeta

Células HEp-2 foram distribuidas na concentracéo de 5x10%/poco em placas de
96 pocos, 24h antes do ensaio. As culturas celulares foram incubadas com a fragéo
25% ACN da amostra 7 (diluida 1:2 em meio DMEM 5% SFB) por 24h a 37 °C, em
estufa de CO,. Apds o periodo de incubacdo a placa foi lavada 2 x com PBS e
fixadas com metanol, por 10min. Posteriormente as células foram lavadas 2 x com
PBS, coradas com solugédo de cristal violeta, durante 10min. Apés 2 novas lavagens,
as culturas foram descoradas administrando-se 100 yL da solugcé&o descorante que
permaneceu durante 30min. A absorbancia foi detereminada em 550 nm em leitor de
ELISA Multiskan®EX (Thermo Isher Scientific, EUA) (ITAGAKI et al., 1991).

Os controles para ambas metodologias foram: células incubadas com as
fracdes 25% ACN (C600 ou TSB) e com Triton X 100 (0,1%), neste caso, durante

apenas 0s ultimos 15min do ensaio.
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3.11 Pesquisa de fatores de viruléncia na amostra 7 (O55:H7) de EPEC atipica

Marcadores de viruléncia pesquisados na amostra 320 por PCR (Tabela 3)
(PORANGABA et al., 2006, 2008; SANTOS et al.; 2008) foram também investigados
na amostra 7, que compartilha 0 mesmo sorotipo. Como controle negativo para as
reacoes de PCR foi utilizado a amostra C600.

Para as reacoes o lisado da amostra 7 (O55:H7) foi preparado a partir de 1
mL do caldo bacteriano, crescido em meio LB por 18h. A cultura foi centrifugada a
15700 x g (centrifuge 5415 D, Eppendorf, EUA) durante 5min, o sobrenadante foi
desprezado e o pellet ressuspenso em 300 L de agua miliQ estéril. Esta suspenséo
foi submetida a fervura por 10min e apds este periodo o produto foi incubado a 0 °C,
durante 10min. O lisado foi centrifugado novamente, o sobrenadante aliquotado e
armazenado a — 20 °C, até o momento do uso. O mesmo procedimento foi realizado
para as amostras utilizadas como controles positivos (Tabela 4).

Algumas reagdes foram preparadas na forma de “multiplex-PCR” (sat, toxB,
pic, pet, hly e efal/lifA) ou simples PCR (epeA, ehlyl, espC e espP).

Para cada reacdo de PCR foram utilizados: tampdo para PCR 10x
concentrado; 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl,); 200 mM da mistura de dNTPs
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP); 2,5 U de Tag DNA Polymerase (Invitrogen, EUA);
primers na concentracdo indicada (Tabela 3), 2 yL do lisado de cada amostra e agua
deionizada estéril para um volume final de 25 pL. Com exceg¢fes, para o multiplex
(pic, pet) foi utilizado 1,25 U de Tag DNA Polymerase e para a deteccdo do gene
eatA, 2,5 mM de MgCl,.

As PCRs foram realizadas no termociclador Gene Amp PCR System 9700

(Applied Biosystems, EUA).
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Tabela 3- Marcadores de viruléncia, seqiiéncias e concentracdo dos primers, ciclos de amplificagdes e tamanho dos fragmentos amplificados utilizados para

a pesquisa de fatores de viruléncia da amostra 7 (O55:H7).

Genes Seqiiéncia dos primers Concentracgéo Ciclo de Amplificacéo Tamanho Referéncia
dos primers fragmento
(pmol) (PB)
pet (F) 5-GTGTTTCAACCAGGTTCAACA-3’ 20 594 °C; 25 x (30" 94 °C, 1’ 55 °C, 1037 GIOPPO et al., 2000
(R) 5-CCTTCACCAATTTTATGCAGT-3 130" 72°C)e 7' 72°C
pic (F) 5- GGGTATTGTCCGTTCCGAT-3 20 594 °C; 25 x (30" 94 °C, 1’ 55 °C, 1175 HENDERSON et al., 1999
(R) 5- ACAACGATACCGTCTCCCG-3 1730"72°C)e 7" 72°C
hly (F) 5-GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG-3 40 5 94°C; 30 x(45”94°C, 45" 57 1551 YAMAMOTO et al., 1995
(R) 5- TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA-3’ °C,130"72°C)e 8 72°C
efal (F) 5-CGGAACAGTAGGTTCACCTTC-3 40 594 °C; 30 x (45" 94 °C, 45” 57 2226 KLAPPROTH et al., 2000
(R) 5-AGTGCCCGTGTTCTTGAACTG -3’ °C,130"72°C)e 8 72°C
sat (F) 5-AGGTCGGTGCGGATAACAAACA-3 40 594°C; 35x(1'94°C, 130" 64 549 PORANGABA et al., 2008
(R) 5’- CACCGGACGCATCACGCAGTA-3 °C,2°72°C)e 8 72°C
toxB  (F) 5-CTACGAGTGAAGCGGCGAACA-3 80 5 94°C; 35 x(194°C, 130" 64 1138 PORANGABA et al., 2006
(R) 5-ATAACCACAACCCCACCACCAT-3 °C,272°C)e 8 72°C
ehlyl (F)5-GCCGGGCACGTCTGTTC-3 20 594 °C; 30 x (45" 94 °C, 30" 62 712 SANTOS et al., 2008
(R) 5-GCGCGGTGCCGTTTCCTG-3 °C,272°C)e 8 72°C
epeA (F) 5- CACCCTGTAGAATCTTA -3’ 40 594°C;30x(1"94°C,1"46°C, 1 1360 LEYTON et al., 2003
(R) 5-CTGAATAAATCCAGCCC-3 72°C)e 8 72°C
espP  (F) 5-GTCCATGCAGGGACATGCCA-3 40 594°C; 30 x(1°94°C, 1"55°C, 1’ 547 PORANGABA et al., 2008
(R) 5-TCACATCAGCACCGTTCTCTAT-3 72°C)e 8 72°C
espC (F) 5-TAGTGCAGTGCAGAAAGCAGTT-3 40 594 °C; 25 x (30" 94 °C, 1’ 55 °C, 301 PORANGABA et al., 2008

(R) 8-AGTTTTCCTGTTGCTGTATGCC-3’

17"72°C)e 8 72°C

(F) iniciador forward; (R) iniciador reverse
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Tabela 4— Amostras utilizadas como controles das reacdes de PCR neste estudo.

Amostra Sorotipo Deteccdo dos genes (C+) Referéncia
042 (EAEC) 044:H18 pet, pic, sat NATARO et al., 1985
E2348/69 (t-EPEC) 0127:H6 efa/lifA, espC LEVINE et al., 1978
3077-88 (EHEC) 0O157:H7 hly, toxB REID; BETTING;
WHITTAM, 1999
(a-EPEC) 026:H11 ehlyl SCALETSKY et al., 2005
EDL933 (EHEC) O157:H7 espP WELLS et al., 1983
C600 K12 controle negativo SAMBROOK; FRITSCH;
(E.coli ndo-patogénica) MANIATIS, 1989

3.12 Eletroforese em gel de agarose

Apoés as amplificacdes dos genes, os produtos foram analisados através da
eletroforese em gel de agarose. Os géis foram preparados por aquecimento
dissolvendo-se a agarose (Invitrogen, EUA) em tampéo TBE 0,5 X, na concentracao
final de 1%.

Os produtos da PCR foram acrescidos de tampdo de amostra 1x. Como
marcador de tamanho foi utilizado o 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen, EUA). Depois da
corrida eletroforética, realizada sob corrente constante de 75 V, em tampao TBE 0,5
X.

Os géis foram corados em solucdo de brometo de etidio na concentracdo de
10 pg/mL, durante 10min e observados em transiluminador de luz ultravioleta.

As imagens foram registradas através do sistema de captacdo de imagem
Alphalmager 2200 (Alpha Inntech, EUA).

3.13 Andlises estatisticas

O teste de Lilliefors foi utilizado para verificar a normalidade das amostras
analisadas. Para as amostras que demonstraram distribuicdo normal, a analise foi
realizada pelos testes paramétricos: i) ANOVA: 1 critério, com o teste Tuckey; ii)
teste t de student. Para as amostras que ndao demonstraram distribuicdo normal
utilizou-se os testes ndo-paramétricos: i) Kruskal-Wallis com o método de Dunn; ii)

Mann-Whitney.
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Os resultados foram significativos quando: ***p < 0,001; ** p < 0,01; * p <
0,05. Como ferramentas foram utilizadas os programas: GraphPad Prism versao 5 e

o BioEstat versao 5.
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4 RESULTADOS

4.1 Determinacdo da cinética de interagdo das bactérias com macréfagos

Macrofagos de cultura primaria, originarios da medula 6ssea de camundongos
isogénicos da linhagem C57/BL6 foram infectados com as amostras 7, 251, 84 e 268
de EPEC atipica e a amostra protétipo de EPEC tipica E2348/69, nos pulsos de
infeccdo de 10, 30 e 60min. Os macrofagos infectados com a amostra 7
apresentavam pouquissimas bactérias associadas, entretanto, quando infectados
com as outras amostras observou-se que a maioria dos macréfagos apresentou
inimeras bactérias associadas, nos 3 pulsos de infeccéo (Figura 5).

Resultados semelhantes foram obtidos utilizando-se macrofagos de linhagem
J774.A1, infectados com as mesmas amostras e pulsos de infeccdo. Os dados
mostrados na figura 6 representam a média de 4 experimentos independentes
realizados em triplicata.

Todas as amostras, exceto a amostra 7, apresentaram altos indices de
interacdo com os macréfagos J774.A1, a partir de 10min de contato. A porcentagem
de bactérias das amostras 251, 84, 268 e E2348/69 associadas aos macrifagos foi
de 91%, 73,2%, 80,4% e 91,2%, respectivamente, enquanto a interacdo da amostra
7 foi de apenas 20% (Figura 6).

No pulso de 30min de infecgdo observou-se um aumento no namero de
macréfagos contendo bactérias da amostra 7. No entanto, ainda assim, o nimero de
células infectadas foi significativamente menor do que o observado nas demais
amostras. Apenas no pulso de 60min a interagdo da amostra 7 foi semelhante as
demais (Figura 6).

Como a menor interacdo da amostra 7 ocorreu tanto nos macrofagos
derivados da medula como nos de linhagem, optou-se por dar continuidade ao
estudo utilizando-se os macréfagos de linhagem J774.A1, devido as facilidades na

obtengéo e manutengéo.
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Figura 5- Comparacao da interagcdo da amostra 7 de EPEC atipica com a amostra 251, no pulso de
10min; com a amostra 268, no pulso de 30min; com a amostra E2348/69, no pulso de
60min. Apds a infeccdo, os macréfagos de cultura primaria foram lavados, fixados e
corados com May e Giemsa. As setas indicam as bactérias. Visualizagdo através da
microscopia de luz (objetiva 100x).
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Figura 6- Comparacdo da interagdo das amostras de EPEC atipica: 7, 251, 84 e 268 e EPEC tipica
E2348/69 com macréfagos J774.A1, nos pulsos de infecgao 10, 30 e 60min. As contagens
referem-se & média de 4 experimentos independentes, realizados em triplicatas.* Diferenga
significativa quando comparada as outras amostras no pulso de 10 e 30min de infecgéo.
Andlise obtida pelo teste paramétrico ANOVA de 1 critério, com teste de Tuckey. *** p <
0,001.

As amostras 251, 84 e 268 utilizadas neste estudo haviam sido na época do
inicio deste trabalho, caracterizadas como EPEC atipica (BUERIS et al., 2007). No
entanto, Monteiro (2008) no estudo da caracterizagcdo da proteina dispersina em
diferentes amostras de EPEC atipica, investigou também a presenca do gene eae a
partir da utilizacdo de diferentes iniciadores, entre eles, iniciadores para a regido
conservada (BATCHELOR et al. 1999). O fato de nenhum destes iniciadores terem
amplificado o gene eae das amostras 251, 268 e 84 indica que elas ndo séo EPECa.
Em funcdo disso, a amostra escolhida para ser utilizado nos experimentos
posteriores foi a amostra E2348/69.

Como a menor interacdo com os macrofagos foi descrita utilizando-se cultura
bacteriana na DO 0,6 (Figuras 5 e 6), 0 passo seguinte foi investigar se a menor
interacdo também ocorria quando os macrofagos eram submetidos a diferentes
concentracdes bacterianas. Para isto, as células foram incubadas com o dobro da
concentracdo utilizada inicialmente (DO 1,2) e com concentracBes 10 e 100 vezes
menores (DO 0,06 e 0,006) que a concentracdo cuja menor interacao foi observada
(DO 0,6). Como controle negativo do efeito, a amostra E2348/69 foi utilizada, nas

mesmas concentragoes.
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A figura 7 mostra que a interacdo da EPEC atipica amostra 7 com o0s
macroéfagos foi significativamente menor do que a observada na amostra E2348/69,
nas diferentes DOs testadas. A interacdo da amostra 7, apds 10min de infeccéo,
esta mostrada na Figura 8. Resultados semelhantes foram encontrados também
nos pulsos de 30 e 60min de infeccéo (dados ndo mostrados), 0 que sugere que a

menor interacdo da amostra ndo dependa da concentracao bacteriana.

1201
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Figura 7- Porcentagem de macréfagos J774.A1 contendo bactérias incubados com diferentes DOs
bacterianas das amostras 7 e E2348/69, durante de 10min de infeccdo. As contagens
referem-se a média de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas. * Diferenca
significativa quando comparada a amostra controle, andlise obtida pelo teste paramétrico t
de student, ** p < 0,001, ** p < 0,01.
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Amostra 7

Figura 8- Comparacao da interacdo da amostra 7 e E2348/69 (diferentes DOs) com macroéfagos
J774.Al, durante 10min de infeccdo. Apos a infecgdo as células foram lavadas, fixadas e
coradas com May e Giemsa. As setas indicam as bactérias. Visualizagdo através da
microscopia de luz (objetiva 100x).
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4.2 Estabelecimento do numero de bactérias / macréfagos infectado

Em funcdo dos resultados obtidos pela analise por microscopia de luz que
mostrou uma quantidade inferior de bactérias da amostra 7/macrofago quando
comparada a quantidade de bactérias no controle, a diferenca entre elas foi
guantificada. Para isto, o numero de bactérias por célula foi determinado
classificando-se as células infectadas em 3 grupos: grupo A: contendo de 1 a 5
bactérias/macrofago; grupo B: 6 a 15 bactérias/macréfago e grupo C: 16 ou mais
bactérias/macréfago (Figura 9).

Interessantemente, apés 10min de infeccdo, 96,6% das células infectadas
com a amostra 7 apresentavam no maximo 5 bactérias/célula, enquanto 68% dos
macrofagos infectados com a amostra E2348/69 apresentavam mais de 16
bactérias/células (Figura 9). Mesmo nos pulsos de 30 e 60min macrofagos
classificados no grupo A foram predominantes quando a infec¢ao foi com a amostra
7. Por outro lado os macréfagos infectados com a amostra E2348/69 foram
classificados predominantemente no grupo C, ja a partir de 10min de infeccéo
(Figura 9).
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Figura 9- Numero de bactérias (aderidas e/ou internalizadas) / macréfagos J774.A1 da amostra 7 de
EPEC atipica e da amostra E2348/69 de EPEC tipica, nos pulsos de infeccéo de 10, 30 e
60min. Parametros adotados: macrofagos com 1 a 5 bactérias; 6 a 15 bactérias; 16 ou
mais bactérias. As contagens referem-se a média de 3 experimentos independentes
realizados em triplicatas. * Diferenca significativa quando comparada a amostra controle,
andlise aobtida pelo teste paramétrico t de student, *** p < 0,001, ** p < 0,01.

Devido as limitacdes na observacdo por microscopia de luz, ndo era possivel
em muitos casos diferenciar bactérias aderidas de bactérias internalizadas, desta
forma, era possivel que bactérias apenas aderidas, tivessem sido incluidas nas
contagens de células infectadas. Em funcdo disto, o experimento foi repetido,
eliminando-se bactérias extracelulares, com o tratamento com gentamicina, € em
seguida, lisando-se os macrofagos para a determinacdo do nimero de bactérias
fagocitadas através da determinacdo de UFC/mL. Conforme mostra a figura 10, nos
pulsos de 10, 30 e 60min de infeccdo, a amostra 7 foi significativamente menos
fagocitada do que as bactérias da amostra E2348/69, sugerindo a existéncia de um

mecanismo antifagocitico.
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Figura 10- Quantidade de bactéria fagocitada das amostras 7 e E2348/69, fagocitadas por
macrofagos J774.A1, apos os pulsos de infeccdo de 10, 30 e 60min. As contagens
referem-se & média de 3 experimentos independentes realizados em ftriplicatas. *
Diferenca significativa quando comparada a amostra controle, andlise obtida pelo teste
ndo paramétrico Mann-Whitney, *** p < 0,001.

Visto que, até o momento, todos os resultados indicavam a menor fagocitose
da amostra 7, partiu-se para a procura do fator indutor do mecanismo antifagocitico.
Neste momento haviam-se duas hipéteses que eram: i) o mecanismo poderia
depender de algum fator secretado no meio de cultura; ii) depender do contato direto

da bactéria com a célula. Iniciamos os estudos investigando-se a primeira hipétese.

4.3 Estudo da acdo do sobrenadante da amostra 7 na fagocitose

Na tentativa de investigar se o(s) fator(s) capaz(es) de induzir a antifagocitose
estava(m) presente(s) no sobrenadante de cultivo da amostra 7, ensaios de
interacdo com macréfagos J774.A1 foram realizados incubando-se previamente as
células com o sobrenadante da cultura por 30min. Apés a incubacgéo, os macréfagos
foram infectados com a amostra E2348/69.

Os resultados mostram que a interacdo da E2348/69 com os macrofagos
incubados com o sobrenadante da amostra 7 foi reduzida em relagdo a interacao
das mesmas bactérias com macrofagos na auséncia do sobrenadante (Figura 11).
Este resultado sugeriu pela primeira vez que o fator responsavel pela antifagocitose

poderia estar presente no sobrenadante do cultivo da EPEC atipica amostra 7.
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Figura 11- Interacdo de macréfagos J774.A1 com amostra E2348/69 em presenga ou auséncia do
sobrenadante de cultivo da amostra 7, no pulso de 10min de infec¢do. Apds a infec¢éo as
células foram coradas com May e Giemsa. As setas indicam as bactérias. Visualizagdo
através da microscopia de luz (objetiva 100X). Os resultados referem-se a 3 experimentos
realizados em duplicata.

A partir deste resultado iniciaram-se 0s ensaios com 0 objetivo de isolar e
caracterizar o fator indutor da antifagocitose, presente no sobrenadante do cultivo da
amostra 7 de EPEC atipica.

Os achados gque sugerem que o fator responsavel pela antifagocitose possa
estar presente no sobrenadante bacteriano, corroboram os resultados apresentados
na figura 8 A, onde mesmo nos ensaios em que uma maior concentracao de bactéria
foi utilizada, a diminuicdo da fagocitose foi observada, sem o aumento do nimero de

bactérias aderidas.

4.4 Fracionamento do Sobrenadante obtido do cultivo bacteriano

O fracionamento do sobrenadante através da extracdo por SPE, em cartucho
C18 Sep-Pak, foi realizado com diferentes concentragcdes de ACN (0%, 25%, 50%,
75% e 100%) em meio acido (TFA 0,1%). As fracOes obtidas foram liofilizadas,
ressuspensas em TFA 0,1% e analisadas por HPLC em coluna de C8, submetido a
um gradiente de 0 a 100% de solvente B. A figura 12 mostra o perfil cromatogréfico
obtido por HPLC resultante do fracionamento do sobrenadante da amostra 7 nas
concentracoes de 0, 25 e 50% de ACN por SPE. Paralelamente, para efeito de

comparacdo, foi utilizada outra amostra de EPEC atipica do mesmo sorotipo
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(amostra 320). Como controles foram fracionados os sobrenadantes da E. coli ndo

patogénica (C600) e o meio TSB.

3,0 Detector A- 1 (214nm) Detector A- 1 (214nm) Detector A- 1 (214nm) Detector A- 1 (214nm) Detector A- 1 (RB4@m)
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Figura 12- Perfil cromatogréafico das fragbes obtidas do sobrenadante da amostra 7 eluido com 0, 25
e 50% de ACN por SPE liofilizadas, ressuspensas em TFA 0,1% e analisadas por HPLC
em coluna de C8 submetido a um gradiente de 0 a 100% de solvente B (90% ACN em
TFA 0,1%).

Fracdes das amostras 7, 320, C600 e o meio TSB eluidas com ACN em
diferentes concentracdes (0, 25, 50, 75 e 100%) foram coletadas. A presenca do
efeito antifagocitico foi investigada nas diferentes fracdes através dos ensaios de

Inibicdo da fagocitose.

4.5 Investigacdo da capacidade das fragdes obtidas por SPE inibir a fagocitose

As fracdes 25, 50, 75, e 100% ACN obtidas por SPE das amostras 7, 320 e
C600 foram testadas quanto a capacidade de inibir a fagocitose da amostra
E2348/69, que ndo apresenta efeito antifagocitico nestas condi¢cdes. Macrofagos
J774.A1 pré-incubados 30min com as diferentes fracdes, foram infectados, durante
60 min. ApoOs este periodo, as células foram lavadas, tratadas com gentamicina e
lisadas com triton X 100. As bactérias fagocitadas foram resgatadas e plaqueadas
em 4gar LB para a determinacdo de UFC/mL.

A fracdo eluida da amostra 7 com 25% de ACN (25% ACN 7) foi capaz de

inibir 100% a fagocitose (Figura 13). Uma reducao significativa da fagocitose foi
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também obtida quando se utilizou a fracdo 50% de ACN. Por outro lado, o nimero
de UFC/mL obtido das fracdes 75 e 100% de ACN foi semelhante a dos controles
negativos (sO bactéria), fracdo 25% da C600 e meio TSB, conforme mostra a figura
13. Interessantemente, o sobrenadante da amostra 320 eluida com 25% de ACN
(25% ACN 320), foi igualmente a fragcdao 25% ACN 7 capaz de inibir a fagocitose
(dados ndo mostrados).

EZE n° de bactérias fagocitadas

1.0x1071

T

UFC/mL

Controles

; Fracbes — SPE amostra 7
Negativos

Figura 13- Investigacdo da capacidade das fragdes obtidas a partir do sobrenadante da amostra 7
eluidas com 25, 50, 75 e 100% de ACN inibir a fagocitose. Como controles negativos
foram utilizados somente a bactéria (sem fragdo), sobrenadante da C600 ou meio TSB
eluidos em 25% de ACN. As contagens referem-se a 1 experimento realizado em
triplicata. * Diferenca significativa quando comparada a amostra controle, analise obtida
pelo teste paramétrico t de Student, *** p < 0,001.

Paralelamente ao experimento para a determinacdo de UFC, culturas
celulares incubadas com as diferentes fracbes foram fixadas e coradas para a
observacao por microscopia de luz. A auséncia da fagocitose nas células incubadas
com as fracdes 25% ACN — 7 e 25% ACN - 320 foi confirmada por microscopia de
luz (Figuras 14 A e B). Interessantemente o mesmo efeito foi observado quando a
fracdo 25% ACN - 7 foi submetida a fervura, sugerindo que o fator responsavel pela

antifagocitose seja uma molécula termo-estavel (Figura 14 C).
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A presenca de bactérias nas células incubadas com as fracdes obtidas da
amostra C600 e do meio TSB (Figuras 14 D e E) foi semelhante a observada nas
células incubadas com as bactérias na auséncia de quaisquer fragdes (Figura 14 F),
0 que sugere que o fator responsavel pela inibicdo da fagocitose € uma molécula

solavel em meio aquoso e termo-estavel.
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Fracdo 25% ACN da amostra 7 Fracdo 25% ACN da amostra 320 Fracao 25% ACN da amostra 7- fervida

v

Auséncia da fracao

Y r.,""

Figura 14- Investigagcdo da capacidade da fragdo contendo 25% de ACN, obtida por SPE, inibir a fagocitose da amostra E2348/69. Macrofagos J774.A1
foram pré-incubados 30min com as fragdes 25% ACN da amostra 7; amostra 320; amostra 7 fervida; C600; meio TSB e na auséncia da fracéo.
Em seguida, as bactérias foram adicionadas e incubadas por 60min. As células foram lavadas, fixadas e coradas com May e Giemsa.
Visualizagdo através da microscopia de luz (objetiva 100x). As setas indicam as bactérias.
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4.6 Investigacdo da capacidade microbicida da fragcdo 25% ACN

Como o desaparecimento das bactérias observado nos ensaios em que as
células foram pré-incubadas com as fracdes 25% ACN - 7 e 25% ACN - 320 (Figuras
14 A e B), poderia ser atribuida a uma acado microbicida das fracbes e ndo pelo
impedimento da fagocitose, resolveu-se submeter as fragcdes 25% ACN - 7, C600 e
meio TSB a dois ensaios de microbicidade.

O primeiro ensaio foi realizado plaqueando-se uma espécie de bactéria
Gram +, Staphylococcus aureus (ATCC 25923), uma Gram -, Escherichia coli (ATCC
25922) e a amostra E2348/69, utilizada nos ensaios de inibicdo da fagocitose, em
presenca da fracdo 25% ACN — 7 e 25% ACN — 7 10x concentrada, a placa de agar
PB. Como controle, as bactérias foram incubadas com as fra¢cdes 25% do meio TSB
e C600. A figura 15 mostra a auséncia de halo, que indicaria efeito microbicida, tanto

na fracdo 25% ACN - 7 como nas fracdes controles (meio TSB e C600).
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Figura 15- Ensaio de microbicidade realizado com Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), e amostra de EPEC tipica (E2348/69) na presenga das fragdes
25% ACN a partir do: meio TSB (A); C600 (B); 7 (C), e 7, 10x concentrada (D), em placas
de agar PB.
Foto: Porto, 2010 (utilizacdo da imagem, com permiss&o)®.

O segundo ensaio de microbicidade foi realizado com duas amostras Gram -,
duas Gram + e a amostra E2348/69. Neste ensaio Escherichia coli (ATCC 25922),

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Micrococcus luteus (ATCC 10240) e a E2348/69 foram incubadas na auséncia ou
presenca das fracbes 25% ACN — 7, 25% ACN — 7 10x concentrada, C600 ou TSB.
ApOs 18h de incubagdo a DO foi determinada. Em nenhuma das espécies

! PORTO, Rafael Marques. Séao Paulo, 2010.
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bacterianas ensaiadas observou-se alteracdo do crescimento bacteriano, o que
confirma a auséncia de efeito microbicida das fracbes 25% ACN (Figura 16). Os

resultados de microbicidade referem-se a 1 experimento realizado em triplicata.

10 = Bactéria
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Figura 16- Ensaio de inibicdo de crescimento das bactérias Micrococcus luteus (ATCC 10240),
Staphilococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) e E2348/69 em presenca das fracdes 25% ACN da amostra 7
ou esta 10x concentrada, C600 ou TSB, apds 18h de crescimento em meio PB. Leitura
da absorbancia em 595 nm.

4.7 Investigacao sobre a capacidade das fracdes 25% ACN — 7 e 25% ACN -

320 interferir na fagocitose de levedura

A capacidade da fracdo 25% ACN 7 e 320 inibir praticamente 100% a
fagocitose de bactéria despertou o interesse em investigar se este fator
antifagocitico poderia interferir na fagocitose de outro microrganismo, que nado
bactéria. Para isto, macréfagos de cultura pré-incubados com a fracédo 25% de ACN
7 e 320 foram infectados com Saccharomyces cerevisiae. Apos 60min de infecgao,
as ceélulas foram lavadas, fixadas, coradas e analisadas por microscopia de luz.
Como controle, macrofagos infectados com levedura na auséncia da fracdo 25%
ACN, originaria da EPEC atipica, ou em presenca da fracdo 25% ACN TSB foram

testados.
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Neste experimento, determinou-se inicialmente a porcentagem de macrofagos
contendo leveduras. Conforme mostra a figura 17, a porcentagem de macréfagos
infectados com levedura em presenca das fracdes 25% ACN 7 e 320 foi 6,1% e
4,8% respectivamente, enquanto a infeccdo do grupo controle, sem fracdo ou com a
fragdo 25% ACN do meio TSB, foi 24,5% e 22% respectivamente. Estes resultados
indicam que o fator antifagocitico secretado pelas EPEC atipica sorotipo O55:H7 é
capaz também de reduzir a fagocitose de microrganismo nao bacteriano. Além disso,
a maioria das leveduras do grupo experimental encontrava-se aderidas as células e
ndo internalizadas (Figuras 18 A e B), ao contrdrio do que se observam nos
controles (Figuras 18 C e D). Para quantificar esta diferenca, os macrofagos
infectados foram recontados a fim de se determinar a porcentagem de macrofagos
contendo apenas leveduras aderidas, em oposicdo as células com leveduras
internalizadas, nos diferentes grupos ensaiados (Figura 19).

Os resultados mostram que além da peguena porcentagem de macréfagos
contendo levedura nos grupos tratados com a fragao 25% ACN 7 e 320 (Figura 17),
aproximadamente 87% das células quantificadas apresentavam apenas leveduras
aderidas, enquanto nos grupos controles apenas 6% das células tinham leveduras
aderidas (Figura 19). Com isso, a fracdo 25% ACN 7 e 320 mostraram-se capaz de

interferir também na fagocitose de leveduras.
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Figura 17- Fagocitose de levedura por macréfagos J774.A1 pré-incubados com a fragdo 25% ACN 7
e 320. Como controle, os macréfagos foram infectados com levedura na auséncia da
fracdo 25% ACN ou em presenca da fragdo 25% ACN TSB. O gréfico representa a
contagem de 300 células/laminula.
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Fra(;ao 25% ACN 7 Fracdo 25% ACN - 320

Figura 18- Fagocitose de Saccharomyces cerevisiae por macréfagos previamente tratados com a
fracdo 25% ACN - 7; 25% ACN - 320; 25% ACN - TSB; na auséncia da fracdo. Apds a
infeccdo de 60min, as células foram lavadas, fixadas e coradas com May e Giemsa.

Visualizagdo através da microscopia de luz (objetiva 100x). As setas indicam as
Leveduras.
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Figura 19- Porcentagem de macréfagos contendo Saccharomyces cerevisiae. Macrofagos
previamente tratados com as fragbes 25% ACN (amostra 7, 320 e do meio TSB) foram
infectados com levedura (3 leveduras/macréfago), durante 60min. O grafico representa
a contagem de 100 células contendo leveduras.

4.8 Investigacdo da possibilidade das fragdes 25% ACN (7 e 320) inibirem a
adesdo bacteriana as células epiteliais

O fato da fracdo 25% ACN da amostra 7 e 320 inibir a fagocitose de
bactérias (Figura 13) e leveduras (Figura 17), interferindo particularmente na adesao
de ambos microrganismos aos macrofagos (Figuras 14 e 19), despertou o interesse
em investigar se as fracfes 25% ACN 7 e 320 eram capazes de interferir na adesao
de EPEC tipica que apresenta um fendtipo de adesdo bastante conhecido (AL) a
partir de 3h de incubacéo (SCALETSKY et al., 1984).

Para este estudo células HEp-2 pré-incubadas com a fracdo 25% ACN (7 e
320) foram infectadas com a amostra de EPEC tipica E2348/69, durante 3h. Apds
este periodo, as células foram lavadas e reincubadas por mais 3h. Conforme mostra
a figura 20, as células incubadas com a fracdo 25% ACN (7 e 320) apresentaram
uma extraordinaria reducdo da quantidade de bactérias aderidas (Figuras 20 A e B),

em relagéo aos controles (Figuras 20 C e D).

A reducdo da quantidade de bactérias aderidas também foi obtidas quando

utilizou-se células epiteliais intestinais humana polarizada, da linhagem Caco-2,
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guando incubadas com EPEC tipica, na presenca das fragcdes 25% ACN 7 e 320,

por apenas 2h (Dados ndo mostrados).
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Figura 20- Adesdo da amostra de EPEC tipica E2348/69 em células HEp-2 previamente incubadas

com as fragdes 25% ACN - 7; 25% ACN - 320; 25% ACN - TSB; na auséncia da fracéo,
infectadas por 6h e sO células HEp-2. Apds o periodo de incubacdo as células foram
lavadas, fixadas e coradas com May e Giemsa. As setas indicam as bactérias.
Visualizagcdo através da microscopia de luz (objetiva 100x). Foram analisados 3
experimentos realizados em duplicata.
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4.9 Investigacédo da citotoxicidade da fracdo 25% ACN-7

Os achados relacionados a inibicdo da adeséo bacteriana as células epiteliais
mostraram-se extremamente promissores, pois levantaram a possibilidade de se
interferir na adesdo de bactérias patogénicas a célula hospedeira, o que poderia
evitar o estabelecimento da infeccdo. No entanto, havia a necessidade de se
investigar se a fracdo responsavel por tal efeito, ndo exercia efeito citotdxico. Para

isso, dois métodos distintos de avaliacdo de citotoxicidade foram realizados.

4.9.1 Incorporacéao de vermelho neutro

A incorporacdo de vermelho neutro nos lisossomas € uma medida de
viabilidade celular, visto que ela ocorre apenas em células viaveis. Desta forma,
células HEp-2 previamente incubadas com a fracdo 25% ACN - 7 foram
posteriormente incubadas com o vermelho neutro. Como controles as células foram
incubadas com as fracdes 25% ACN (C600 e TSB) e com Triton X 100 (0,1%). Em
seguida, as células foram lavadas, o vermelho neutro solubilizado e a absorbancia
da solugdo determinada a 620 nm. Nenhuma das fragbes ensaiadas mostrou-se

citotoxicas conforme mostra a figura 21.

4.9.2 Coloracéo por cristal violeta

O descolamento celular foi o parametro citotoxico avaliado pela coloracédo por
cristal violeta, que é um corante incorporado ao DNA de células viaveis. Células
HEp-2 incubadas com a fragdo 25% ACN - 7, durante 24h, foram lavadas, fixadas e
coradas com a solucao de cristal violeta. Em seguida, o corante foi solubilizado com
a solucéo descorante e a absorbancia determinada em 550 nm. Conforme mostra a
figura 22 todas as fragcbes testadas ndo induziram um descolamento celular

significativo mostrado através da anélise obtida pelo teste t student.
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Figura 21- Investigacdo do efeito citotoxico da fragdo 25% ACN - 7 através da incorporagdo do
vermelho neutro pelos lisossomos. Absorbancia em 620 nm. Os resultados mostrados
referem-se a 1 experimento realizado em triplicata.

Descolamento Celular

4.0
‘c 3.54
c
o
Yo}
)
©
‘©
c
«C
=
o
0
o]
<
) A
S
_/
gl
Controles Frac&o 25% ACN

Figura 22- Investigacdo do descolamento celular a partir da incubacao de células com a fragdo 25%
ACN - 7 através do método de coloracéo por cristal violeta. Absorbancia em 550 nm. Os
resultados mostrados referem-se a 1 experimento realizado em triplicata.
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4.10 Pesquisa de fatores de viruléncia da amostra 7 (O55:H7)

Os marcadores de viruléncia para E. coli diarreiogénica: pet (plasmid-encoded
toxin de EAEC); pic (protein intestinal colonization); hly (enterohemolisina); efal/lifA
(EHEC factor for adherence/lymphocyte inhibitor factor); sat (secreted
autotransporter toxin); toxB (relacionada com aumento da adesdo e inibicdo da
ativacdo de linfocitos em EHEC); ehly 1 (enterohemolisina 1); espC (toxina
autotransportadora de EPEC); espP (toxina autotransportadora de EHEC); epeA
(toxina autotransportadora), ja investigados na amostra 320 por Porangaba et al.
(2006; 2008) e Santos et al. (2008), foram investigados na amostra 7.

Apos a reacdo de PCR, os produtos foram analisados por eletroforese em gel
de agarose. Conforme mostra a Tabela 5 o Unico fator de viruléncia amplificado, em

ambas as amostras, foi efal/lifA.

Tabela 5- Fatores de viruléncia presentes nas amostras 7 e 320 de EPEC atipica.

Amostra Hly toxB efalllifA pet pic sat ehlyl epeA espP espC
320 - - + - - - - - - -

728

4.11 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) da fracdo 25% ACN -7

Concomitantemente aos estudos de interacdo, iniciou-se a caracterizacao
bioquimica do(s) fator(s) presente(s) na fracdo de 25% de ACN — 7.

Como em todos os ensaios de inibicdo da fagocitose os resultados obtidos
com as fracbes 25% ACN 7 e 320 foram idénticos, optou-se por seguir a
caracterizagdo apenas com a fragdo 25%. Inicialmente, realizou-se o fracionamento
por HPLC em coluna de C8, monitorado nos comprimentos de onda 254 nm e 214
nm (Figura 23 A). Devido a complexidade do perfil, que ndo apresentava picos bem
definidos, o material foi fracionado por diferentes intervalos de tempo (Tabela 6).
Este fracionamento originou 9 fracdes (Tabela 6 e Figura 23 A) que foram
liofilizadas, ressuspensas em meio RPMI e testadas quanto a capacidade de inibir a
fagocitose da amostra E2348/69 (secéo 3.7.1).
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Macrofagos pré-incubados, com cada uma das fracfes foram infectados com
a amostra E2348/69, durante 60min. Apos as lavagens, as células foram rompidas e
plagueadas para determinacdo de UFC/mL. A fracdo 6, que corresponde ao
intervalo de tempo de 15 a 20min, foi a Unica capaz de interferir na fagocitose,

inibindo 100% a entrada das bactérias nos macrofagos (Figura 23 B).

Tabela 6- Fra¢cdes obtidas por HPLC monitorado pelos comprimentos de onda 254nm e 214 nm.

Fragcdes Tempo (min)
1 25-5
5-8
8-10
10-125
125-15
15-20
20-25
25-30
30-35

© 00 N oo o b~ WD
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indicativo de

submetida ao HPLC em coluna de C8 com gradiente de 0 a 90% de ACN em TFA 0,1%
em 20min, monitorada a 214 nm (azul) e 254 nm (vermelho) (A); investigacdo da

da extracdo de fase soélida, com 25% ACN - 7 que apresenta efeito antifagocitico foi
capacidade antifagocitica das diferentes fragfes obtidas por HPLC (B).

Figura 23- Investigacéo da capacidade antifagocitica das fragcdes obtidas por HPLC. A fragdo obtida

Como a fragdo 6 que corresponde ao material coletado, no intervalo de 15 a
apresenta um perfil extremamente complexo

HPLC, em outros intervalos de tempo. Este fracionamento originou 6 novas fracoes

(Tabela 7) que foram testadas quanto a capacidade de inibir a fagocitose da amostra

componentes (Figura 23 A), o material foi submetido a um novo fracionamento, por
E2348/69.

20min,



Apenas os macrofagos incubados com as fracbes 5 e 6 que correspondem a
um intervalo de tempo de 18 a 22min (Tabela 7) foram capazes de inibir
significativamente a fagocitose (Figura 24 B). Embora se tenha reduzido o intervalo
de tempo em que o efeito antifagocitico foi identificado, ainda assim, o perfil

cromatografico continuava complexo (Figura 24 A).

Tabela 7- Fragdes obtidas por HPLC monitorado pelo comprimento de onda 214 nm.

Fracbes Tempo (min)
1 5-10
10-15
15-16,5
16,5-18
18-20
20-22

o a A~ WDN
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Os experimentos de HPLC para fracionamento da fracdo 25% ACN - 7,
obtida por SPE, foram também realizados com Metanol, ao invés da ACN. Porém,
interessantemente, nenhuma das fragcdes originarias do fracionamento com metanol

apresentou efeito (Figura 25).

1.0x108- n° de bactérias fagocitadas

1.0x10°+

1.0x10%

UFC/mL

1.0x102+

1.0x10°

Figura 25- Investigagcdo da capacidade antifagocitica das diferentes fragGes obtidas por HPLC. A
fracdo obtida por SPE, com 25% de ACN - 7 foi submetida ao HPLC em coluna de C8
com gradiente de 0 a 90% de metanol em TFA 0,1% em 20min.

4.12 Avaliacdo da capacidade antifagocitica da fracdo 25% ACN — 7 submetida

a dialise

O fato do sobrenadante da cultura bacteriana da amostra 7, utilizado no
fracionamento, ter sido obtido do meio TSB que é rico em proteinas e outras
moléculas, muito provavelmente contribuia na complexidade do perfil cromatogréafico
gerado, o que dificultava o isolamento do fator.

Para diminuir a complexidade do perfil e facilitar a identificacdo e isolamento
do(s) fator(es) antifagocitico(s), a fracdo 25% ACN - 7 foi dialisada utilizando-se uma
membrana com cut-off de 1000 Da. Apos a dialise, a solugédo retida na membrana,
contendo moléculas maiores que 1000 Da e a solugdo de dialise contendo
moléculas menores foram liofilizados e testados quanto a capacidade de inibir a
fagocitose.

Os resultados mostraram que somente o produto da didlise contendo

moléculas menores que 1000 Da foi capaz de induzir o efeito antifagocitico em
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macréfagos, enquanto o material contendo as moléculas maiores que 1000 Da ndo

exerceu nenhum efeito (Figura 26).

1.0x108- n° de bactérias fagocitadas
1.0x10°4
-
£
O 1.0x10%1
LL
D
1.0x102A
1.0x100°-

Bactérias 25% ACN 7 25% ACN 7

AN J . J
Y Y

Moléculas > que  Moléculas < que
1000 Da 1000 Da

Figura 26- Investigagcdo da capacidade dos produtos obtidos da didlise da fragdo 25% ACN - 7,
contendo moléculas maiores ou menores que 1000 Da inibir a fagocitose da amostra
E2348/69 em macrofagos J774.A1.

4.13 Andlise da fracdo 25% ACN — 7 por espectrometria de massas

Uma analise preliminar da fracdo 25% ACN — 7 por Espectrometria de Massa,
realizada pelo Dr Daniel Carvalho Pimenta, corrobora os dados anteriormente
obtidos ja que indicam uma alta complexidade e grande predominio de moléculas

monocarregadas e com massa menor do que 2000 Da (Figura 27).
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Figura 27- Espectro de massas da fragdo 25% ACN da amostra 7 em TSB, mostrando alta
complexidade e grande predominio de moléculas monocarregadas e com massa menor
do que 2000 Da.

4.14 Comparacao do perfil cromatogréfico da fracdo 25% ACN — 7 por HPLC

Desta forma, o passo seguinte foi comparar o perfil cromatografico da fracao
25% ACN, com a fracdo 25% ACN 7 apos dialise, que contem apenas moléculas
menores que 1000 Da e que apresentou efeito antifagocitico (Figura 27). A andlise
comparativa mostrou que o perfil cromatografico do produto da dialise da fracdo 25%
ACN 7 apresentou uma pequena melhora na definicdo dos picos, mas ndo o
suficiente para viabilizar o prosseguimento da caracterizagdo deste material (Figura
28).
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Figura 28- Comparacéo do perfil cromatogréafico da fragdo 25% ACN - 7, com a fragdo 25% ACN - 7
contendo moléculas menores que 1000 Da submetida ao HPLC em coluna de C8 com
gradiente de 0 a 90% de ACN em TFA 0,1%, monitorado a 214 nm.

4.15 Investigacdo da capacidade da fragcdo 25% ACN - 7 (em M9) inibir a

fagocitose

A permanéncia da complexidade do perfil cromatografico do produto da
dialise da fragdo 25% ACN — 7 apontou para a necessidade de se buscar um outro
meio de cultivo bacteriano, mais pobre, mas que nao interferisse na secrecdo do
fator pela amostra 7 de EPEC atipica.

Para isto, a amostra 7 foi cultivada em meio minimo (M9), como descrito na
secdo 3.5 e o0 sobrenadante foi utilizado em ensaios fagociticos. O efeito
antifagocitico obtido com o sobrenadante originario do M9 foi semelhante ao
detectado com meio TSB (Dados ndo mostrados).

ApGs estas observacdes, o sobrenadante do cultivo bacteriano da amostra 7
proveniente do M9 foi submetido ao mesmo fracionamento por SPE e HPLC, como
descrito na secédo 3.6.2 (A e B) e posteriormente as fracdes foram submetidas ao
ensaio fagocitico como descrito na se¢éo 3.7.1.

Os resultados mostraram que a fracdo 25% ACN — 7 (M9) originaria da SPE,
também foi capaz de inibir 100% a fagocitose da amostra E2348/69 (Figura 29).
Paralelamente, macréfagos pré-incubados com a fragdo 25% ACN — 7 (M9), foram
fixados, corados e analisados por microscopia de luz (Figura 30). A analise destas
culturas corrobora a auséncia de UFC, ja que raras bactérias foram encontradas nas
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culturas incubadas com a fracdo 25% de ACN — 7 (M9) analisada por microscopia de
luz (Figura 30).

1.0x108- n° de bactérias fagocitadas

1.0x10°+

1.0x10%+

UFC/mL

1.0x102A

1.0x10°

Bactéria 25% ACN 7 (M9)

Figura 29- Investigacdo da capacidade antifagocitica da fracao eluida, por SPE, com 25% de ACN —
7 cultivada em M9 inibir a fagocitose da amostra E2348/69. Como controle negativo foi
utilizado somente a bactéria (sem fragdo). As contagens referem-se a 1 experimento
realizado em triplicata.

Fracédo 25% ACN (7 \ Auséncia da Fracdo 25% ACN (7 M9)

\ ‘ : i
v 4 A - 3 L j
s [

Figura 30- Investigacdo da capacidade da fracdo 25% ACN — 7 obtida a partir do M9, em inibir a
fagocitose da amostra E2348/69. Macréfagos J774,Al pré-incubados 30min com a fracdo
25% ACN — 7 (M9) foram infectada durante 60min com a amostra E2348/69. Presenca da
fracdo; auséncia da fragdo. Visualizagdo através da microscopia de luz (objetiva 100x).
As setas indicam as bactérias.

Como a fracdo 25% ACN - 7 (M9) apresentou a mesma capacidade
antifagocitica da fracdo 25% ACN — 7 (TSB) realizou-se uma comparacao do perfil
cromatografico, destes materiais, por HPLC monitorado no comprimento de onda de

214 nm em coluna C8 (Figura 31).
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Chama a atencédo a enorme diminuicdo da complexidade do perfil da fracédo
25% ACN — 7 (M9) quando comparado a fracdo 25% ACN — 7 (TSB) (Figura 31).
Além disso, o perfil apresentado pela fragcdo 25% ACN — 7 (M9) apresenta apenas
produtos de secrecdo bacteriana, uma vez que 0s sais e a glicose (Unicos

componentes do meio minimo) foram eliminados com 0% de ACN na SPE.

4UDUUUU? Time 14.061 Inten. 3,698,630
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SDDDDDDf
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Figura 31- Comparacéo do perfil cromatogréfico da fragdo 25% ACN - 7, crescida em meio minimo,
com as fragfes 25% ACN - 7 crescida em TSB e apds dialise (somente moléculas
menores que 1000 Da) submetida ao HPLC em coluna de C8 com gradiente de 0 a 90%
de ACN em TFA 0,1%, monitorado a 214 nm.
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5 DISCUSSAO

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que os surtos de diarréia ocorridos
no Brasil e em outros paises tém sido freqientemente causados por sorotipos de
EPEC atipica (SMITH et al., 1996; GIRAO et al., 2001; TRABULSI; KELLER;
GOMES, 2002; FERNANDES-FILHO, 2004; FRANZOLIN et al., 2005; BUERIS et al.,
2007; ARAUJO et al., 2007; HERNANDES et al., 2009). Até o momento, nenhum
fator de viruléncia especifico para esta categoria foi descrito. Em geral, amostras de
EPEC atipica carregam genes que codificam fatores de viruléncia encontrados em
outros patétipos (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002).

O estudo e identificacdo de fatores de viruléncia € um importante aspecto no
entendimento da interacdo patogeno-hospedeiro, intensamente investigado em
EPEC tipica e EHEC (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004) e praticamente
desconhecido em EPEC atipica.

Sabendo-se que um aspecto que contribui para a viruléncia de diversos
patdgenos € o desenvolvimento de mecanismos cuja finalidade € “burlar” o
mecanismo fagocitico, uma estratégia de subversédo da primeira linha de defesa do
hospedeiro conferiria vantagens a bactéria, jA que preveniria ou retardaria a ativacao

da resposta imune.

No estudo do comportamento de EPEC atipica em macrofagos, a amostra 7
sorotipo O55:H7, isolada de uma crianca com diarréia no Chile (RODRIGUES et al.,
1996) apresentou uma pequena interagdo com 0s macrofagos de cultura priméria
derivados de medula éssea de camundongos da linhagem C57/BL6 (Figura 5), como
nos macroéfagos da linhagem J774.A1 (Figura 6).

Embora na determinacédo da porcentagem de macrofagos contendo bactérias,
a diferencga significativa tivesse sido mostrada nos pulsos de infeccdo de 10min e
30min (Figura 6), a observacédo das células por microscopia de luz mostrou que 0s
macréfagos incubados com a amostra 7 apresentavam uma quantidade muito
inferior de bactéria/célula nos pulsos de infeccdo de 10, 30 e 60min, quando
comparado a amostra de EPEC tipica E2348/69, cuja interacdo com o macroéfago foi
elevada a partir do pulso de 10min (Figura 6).

A quantificacdo desta diferenca foi realizada classificando os macrofagos
infectados conforme o nimero de bactérias por célula, como descrito por Goosney et
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al. (1999). Na andlise dos resultados observou-se que a maioria das células
infectadas com a amostra 7 classificava-se no grupo com menor quantidade de
bactéria (de 1 a 5 bactérias/célula). No pulso de 10min, 97% das células infectadas
com a amostra 7 apresentavam de 1 a 5 bactérias, o elevado nimero de macrofagos
contendo poucas bactérias também foi observado nos pulsos de 30 e 60min com
80% e 60% de células respectivamente. Por outro lado, ja no pulso de 10min, 92%
dos macréfagos infectados com a amostra E2348/69 apresentavam mais de 16
bactérias/macrofago (Figura 9). A discrepancia do nimero de bactérias da amostra 7
comparada a amostra E2348/69, por macréfago, nos pulsos de 10, 30 e 60min, foi
confirmada também pela analise por microscopia de luz (Figura 8).

Ensaios de interacdo, a fim de avaliar se a menor interacdo dependia da
concentracdo bacteriana, foram realizados utilizando-se o dobro da DO (DO 1,2)
cuja menor interacdo foi descrita (DO 0,6) e DO 10 e 100 vezes menor (DO 0,06 e
0,006). Os resultados mostraram que mesmo utilizando-se duas vezes mais
bactérias (DO 1,2) ou até 100 vezes menos bactérias (DO 0,006) a menor interacao
foi demonstrada, quando comparada a amostra E2348/69 utilizada nas mesmas

condicbes (Figura 7).

O fato do estabelecimento da porcentagem de células infectadas nao ser um
bom paréametro para a avaliacdo da fagocitose, ja que na microscopia de luz é dificil
diferenciar, bactéria aderida de bactéria internalizada, ensaios para a determinac&o
de UFC/mL foram realizados. Nestes ensaios, verificou-se que a amostra 7 de EPEC
atipica é significativamente menos internalizada nos pulsos de infeccéo de 10, 30 e
60min (Figura 10), confirmando os indicios observados na determinagdo da
porcentagem de interacdo (Figuras 6 e 7) e que sugeriam a reducao da fagocitose.

Do ponto de vista bacteriano a indugcdo de um efeito antifagocitico rapido
(Figura 10) e independente da concentragdo bacteriana é extremamente
interessante, ja que a bactéria poderia escapar logo apos o primeiro contato. No
entanto, o mecanismo antifagocitico descrito para EPEC tipica difere destes
achados, ja que foi descrito ocorrer apés 2h de contato com a célula. Além disso, um
maior efeito antifagocitico é observado quanto maior for o nuamero de
bactérias/célula (GOOSNEY et al., 1999).

Vale lembrar que o mecanismo descrito para EPEC tipica depende do SST3,

gue sO é estabelecido ap6s 1h de contato com a célula hospedeira (BUERIS, 2008)
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e de proteinas efetoras EspF (QUITARD et al., 2006), EspB (IIZUMI et al., 2007) e
EspJ (MARCHES et al., 2008) injetadas na célula através do SST3.

A completa auséncia de efeito antifagocitico da amostra E2348/69 nas
condicbes descritas para a amostra 7 de EPEC atipica permitiu que a amostra
E2348/69 fosse utilizada como controle negativo do efeito aqui descrito. O fato dos
achados para a amostra 7 de EPEC atipica ser diferente dos descritos para tipica,
gue depende de um longo contato da bactéria com a célula (GOOSNEY et al., 1999)
suscitou o interesse em investigar se o componente importante na inducdo da
antifagocitose observada na amostra 7, diferentemente da EPEC tipica, estava
presente no sobrenadante do cultivo bacteriano.

Desta forma, macréfagos previamente incubados ou ndo com O
sobrenadante da cultura da amostra 7 foram infectados com a amostra E2348/69.
Conforme mostra a figura 11 as células pré incubadas com o sobrenadante
apresentaram menos bactérias, do que as células do grupo controle, ndo tratadas
com o sobrenadante, sugerindo ineditamente que a EPEC atipica poderia estar
secretando o(s) fator(es) responsavel(s) pelo mecanismo antifagocitico observado.

A evidéncia de que o fator antifagocitico esta presente no sobrenadante do
cultivo bacteriano permitiu correlacionar dados anteriormente obtidos. Vale lembrar
gue a reducdo da interacdo da bactéria com os macrofagos, observada nos ensaios
em que as células foram infectadas com culturas bacterianas com DO 1,2, foi
semelhante (diferenca ndo significativa pelo teste t de student) a obtida quando as
células foram infectadas com bactérias & DO 0,6 (Figuras 7 e 8). E importante
destacar que para a obtencdo da DO 1,2 as culturas bacterianas foram
centrifugadas e parte do sobrenadante do cultivo descartado, conforme descrito na
secao 3.4, o que reduziu a concentracao do fator secretado.

Estes resultados também séo indicativos de que o mecanismo antifagocitico
desencadeado pela amostra 7 ndo depende do contato bactéria-célula, ja que nos
macroéfagos infectados com o dobro da concentracdo (DO 1,2) nao foi observado
aumento de bactérias aderidas as células (Figuras 7 e 8) o que estd de acordo com
os resultados que apontam que o “fator antifagocitico” esta presente no
sobrenadante de cultivo desta amostra (Figura 11).

No inicio da caracterizagdo de moléculas presentes no sobrenadante do

cultivo da amostra 7, outra amostra de EPEC atipica (amostra 320), com 0 mesmo
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sorotipo da amostra 7 (O55:H7) e bem caracterizada pelo nosso grupo, foi também
submetida a analise a SPE. Como controles negativos foram também fracionados o
sobrenadante do cultivo da amostra C600, E.coli ndo patogénica e o proprio meio
TSB. Todas as fracbes obtidas foram testadas quanto a capacidade de inibir a
fagocitose da amostra E2348/69.

Interessantemente apenas as fragdes eluidas com 25% de ACN da amostra 7
e também da amostra 320 (25% ACN - 7 e 320) inibiram a fagocitose Nenhuma
fracdo obtida da amostra C600 ou do meio TSB exerceram interferéncia na
fagocitose de bactérias (Figuras 13 e 14). A reducdo de 100% da fagocitose so foi
vista nas células tratadas com as fracdes 25% ACN - 7 ou 320, embora a fracédo
50% de ACN tenha reduzido também significativamente a fagocitose, esta reducao,
pode ser decorrente de alguma(s) molécula(s) que nao foram eluidas com 25% de
ACN, permanecendo retida na coluna da SPE, sendo eluida apenas com a fracéo
50% (Figura 13).

Estes resultados indicam que o aumento da concentracao do fator presente
no sobrenadante fracionado por SPE e liofilizado potencializou enormemente o
mecanismo antifagocitico inicialmente descrito (Figura 10), passando a inibir
totalmente a fagocitose (Figura 13). Além disto, os resultados obtidos no
fracionamento por SPE apontam a amostra 320 de EPEC atipica também como
secretora de um fator capaz de reduzir a fagocitose (Figura 14), semelhante ao
descrito para a amostra 7.

Outro fato interessante € que a fracdo 25% de ACN da amostra 7 ndo perdeu
sua atividade quando submetida ao aquecimento, sugerindo que o fator responsavel

pela inibicdo da fagocitose seja termo-estavel.

Frente a estes resultados, um aspecto importante foi verificar se as fragdes
25% de ACN - 7 e 320 eram microbicidas, jA que os macrofagos tratados com
ambas as fracdes, praticamente ndo apresentavam bactérias (Figura 14).

No entanto, os resultados obtidos em dois diferentes ensaios de
microbicidade mostram auséncia de efeito microbicida, inclusive na fracdo 25% ACN
- 7 10x concentrada (Figuras 15 e 16). A auséncia de acao microbicida na fracao
25% ACN - 7 demonstra que o desaparecimento de bactérias em macrofagos

contendo a fracdo deve-se a interferéncia na fagocitose, e ndo a lise bacteriana, o
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gue poderia ser atribuido, por exemplo, a colicina, uma bacteriocina com massa
molecular entre 40 a 80 kDa (SCHWARTZ; HELINSKI, 1971) e que esta presente no

meio de cultivo de algumas amostras de Escherichia coli (GRATIA, 1925).

Como estes resultados mostram a interferéncia na fagocitose de bactérias, foi
interessante investigar se o fator presente na fracdo 25% ACN - 7 e 320,
responsaveis pelo efeito antifagocitico de bactérias, era também capaz de interferir
na fagocitose de outro microrganismo.

Para avaliar esta hip6tese, macrofagos pré incubados ou ndo com as fracdes
25% ACN - 7 e 320 receberam Saccharomyces cerevisiae durante 1h. A
porcentagem de infeccdo dos macréfagos incubados com as fracdes 25% ACN - 7 e
320 foi cerca de cinco vezes menor do que a porcentagem de células infectadas no
grupo controle, incubadas com a fracdo 25% - TSB ou que ndo recebeu a fracéo
(Figura 17). Além disso, a analise por microscopia de luz permitiu verificar que além
do grupo de macrofagos que receberam a fracdo ativa apresentarem uma reducao
de células infectadas, quando havia levedura, a maioria encontrava-se apenas
aderida.

Para quantificar esta diferenca apenas as células infectadas foram recontadas

e classificadas conforme a localizacédo da levedura, isto porque pela microscopia de
luz é possivel diferenciar S. cerevisiae internalizado, através da visualizagdo da
membrana vacuolar envolvendo o S. cerevisae (Figuras 18 A e B) do S. cerevisiae
aderido a célula (Figuras 18 C e D).

A figura 19 mostra que das poucas células infectadas, ap6s o prévio
tratamento com as fragcdes 25% ACN - 7 e 320, apenas 13% apresentavam
leveduras internalizadas, enguanto nos controles, a porcentagem de células
contendo levedura internalizada foi de cerca de 90% (Figura 19). A interferéncia na
entrada de leveduras nos macréfagos pré-incubados com as fragdes 25% ACN - 7 e
320 sdo extremamente interessantes, visto que € sabido que os levedos aderem-se
facilmente aos macréfagos e sao rapidamente internalizados.

Com estes resultados é possivel especular que o fator presente na fracédo
25% ACN - 7 e 320 poderiam interferir em receptores dos macréfagos, ou de alguma
forma menos especifica, atravessar a membrana celular, interferindo na transducéo

de sinal como, por exemplo, de alguma via importante para a reorganizacdo do
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citoesqueleto e formacdo de pseuddépodes, o que culminaria na inibicdo da
fagocitose.

Helicobacter pylori é conhecido por interferir na fagocitose através de
proteinas secretadas pelo Sistema de Secrecéo do tipo 4 (SST4) (RAMARAO et al.,
2000). Interessantemente mondcitos infectados pelo H. pylori fagocitam menos
Neisseria gonorrhoeae, que envolve proteoglicanas de heparan sulfato, e menos
particulas de latex que depende do receptor CD66. Estes achados indicam que o
fator responsavel pela antifagocitose de H. pylori afeta uma via sinalizadora comum
a diferentes receptores de fagécitos (RAMARAO et al., 2000).

Neste trabalho a fracdo 25% ACN - 7 e 320 capaz de inibir a fagocitose de
bactérias (Figura 13) e de levedura (Figura 17), parecia interferir particularmente na
adesao de ambos os microrganismos, aos macrofagos (Figuras 14 e 19).

Estes achados foram importantes para delinear um experimento a fim de se
investigar se a fracdo 25% ACN - 7 e 320 eram capazes de interferir na adesdo de
bactéria diarreiogénica a fagocitos ndo profissionais. Para isto, células epiteliais
HEp-2 e células epiteliais intestinais polarizadas Caco-2 foram infectadas com a
amostra de EPEC tipica E2348/69, que apresenta o fendétipo de adeséo localizada,
classicamente descrito como importante fator de viruléncia (BALDINI et al., 1983;
SCALETSKY et al., 1984).

A analise dos ensaios de adesdo bacteriana realizados com células HEp-2,
durante 6h de incubacdo, e em células Caco-2 com 2h de incubacdo mostra que
células HEp-2 incubadas com as fracbes 25% ACN - 7 e 320 apresentaram uma
extraordinaria reducdo da quantidade de bactérias aderidas em relacdo aos
controles (Figura 20), também visualizada nas células Caco-2 (dados né&o
mostrados).

Vale ressaltar que o tempo de 6h de incubacdo s6 é utilizado em amostras
gue na 3% hora de incubacdo ainda ndo apresentam um fendtipo de adeséo
determinado (RODRIGUES et al., 1996; ABE et al.,, 2009). No caso da amostra
E2348/69, o tempo de 6h é considerado um exagero, mas como o0 objetivo deste
experimento era investigar a inibicdo de adesdo, optou-se propositalmente por
incubar as células infectadas por um periodo mais longo. Considerando que EPEC é
uma bactéria extracelular e que a sua transmissdo ocorre por via oral, a
possibilidade de se interferir na adeséo, etapa fundamental ao estabelecimento da

infeccdo, torna-se extremamente promissor, visto que 0s enterocitos sdo o primeiro
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passo para a instalacdo e desenvolvimento da patogenia das bactérias
diarreinogénicas (FINLAY; FALKOW 1997; NOUGAYREDE et al., 2003; TORRES et
al., 2005).

Devido ao potencial que as fragcbes ACN 25% - 7 e 320 abriram para o
estudo da interacao, também em fagocitos ndo profissionais, a capacidade citotdxica
destas fracbes foi avaliada por dois métodos. Os dois métodos utilizados
comprovaram a auséncia de efeito citotdxico em todas as fracdes testadas (Figuras
21 e 22).

O fato dos resultados obtidos até este momento mostrarem que o(S)
elemento(s) presente(s) nas fragdes 25% - 7 e 320: i) inibbem a fagocitose de bactéria
e levedura; ii) sdo secretados, termoestaveis e sollveis em meio aquoso; iii) nao
exercem acao microbicida ou citotdxica e iiii) reduzem de forma contundente a
adesdo de EPEC tipica as células epiteliais, justificaram a importancia da
continuidade do trabalho no sentido de direcionar os estudos a caracterizacdo do
fator antifagocitico secretado. No entanto, como os resultados obtidos com as
fracoes 25% ACN - 7 e 320 foram sempre idénticos, inclusive na semelhanca dos
fatores de viruléncia testados (Tabela 5), optou-se em prosseguir a caracterizacéo
utilizando-se apenas a fracado 25% ACN - 7.

Com isso, a fragdo 25% ACN - 7 foi analisada e fracionada por HPLC, sendo
gue a fracdo coletada no intervalo de tempo de 15 a 20min inibiu 100% a fagocitose
da amostra E2348/69 (Figura 23 B). No entanto, na analise do perfil cromatografico
entre o intervalo de 15 a 20min ndo observava-se picos definidos (Figura 23A). Na
tentativa de se detectar o efeito antifagocitico em uma fragdo com picos melhor
definidos a fracdo ativa (intervalo 6) foi novamente fracionada.

A andlise das fragbes originarias do novo fracionamento identificou o efeito
antifagocitico nas fracdes correspondentes ao intervalo de 18 a 22min. No entanto,
embora significativa, a inibicdo nao foi de 100% (Figura 24 B). A andlise do perfil
cromatografico deste fracionamento mostra que mesmo nestas condicdes nao se
detectava picos isolados (Figura 24A) impossibilitando avangar no processo de
isolamento do fator antifagocitico. O fato de ndo ter havido reducdo de 100% da
fagocitose pode ser devido a separacao de moléculas efetoras entre as duas fracoes

ativas (Figura 24 B).
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Por outro lado, um indicio sobre a natureza do fator surgiu quando a
acetonitrila  foi substituida por metanol no fracionamento por HPLC.
Interessantemente nenhuma das fra¢des obtidas utilizando-se metanol foi capaz de
interferir na fagocitose (Figura 25). Sabe-se que em meio acido pode ocorrer
transferéncia do grupo metil do metanol para a hidroxila de um glicosideo. Como a
fase movel utilizada no HPLC apresenta estas condi¢cdes, podemos especular que o
fator antifagocitico possa apresentar um glicosideo envolvido no mecanismo de
inibicdo da fagocitose o que explicaria 0 desaparecimento do efeito antifagocitico
(Lebrun, 2009 (informac&o pessoal))?.

Na tentativa de reduzir a complexidade do perfil cromatogréafico das fracdes
contendo o fator de interesse, duas medidas foram tomadas: 1°) didlise da fracao
25% de ACN - 7 e 2°) emprego de um novo meio de cultivo, menos rico.

Embora a andalise do perfil cromatografico da fracdo 25% de ACN - 7
dialisada ndo tenha simplificado o perfil (Figura 28), permitiu mostrar que o fator
antifagocitico apresenta tamanho de até 2 kDa, visto que apenas na solucdo da
dialise realizada com membrana de 1000 Da foi detectado o efeito antifagocitico
(Figura 26). O predominio de moléculas de massa menor do que 2 kDa na fracdo
25% ACN - 7, também foi verificada em uma andlise preliminar por Espectrometria
de Massa, realizada pelo Dr Daniel Carvalho Pimenta (Figura 27).

Com a persisténcia do problema da complexidade do perfil cromatogréafico da
fracdo em TSB, um meio complexo elaborado a partir de um organismo inteiro, a
soja, a segunda medida foi adotada.

Felizmente a utilizacdo do meio minimo, composto apenas de sais e glicose,
permitiu a secrecdo do fator. A fragdo 25% ACN originaria do fracionamento do
sobrenadante da amostra 7 em SPE (25% ACN 7 M9) inibiu também 100% a
fagocitose (Figuras 29 e 30), de forma semelhante a observada com a fracdo 25%
25 % ACN 7 TSB (Figuras 13 e 14). E, como esperado, a complexidade do perfil
desta fragdo, em HPLC, foi consideravelmente menor do que quando o meio TSB
era usado (Figura 31). Ademais este perfil apresenta apenas componentes oriundos
da bactéria cultivada, os componentes do meio minimo, sais e glicose, sao

eliminados do cartucho de SPE na lavagem com 0% de ACN.

2 LEBRUN, Ivo. Sao Paulo: Laboratério de Bioquimica e Farmacologia do Instituto Butantan, 2009.
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A constatacdo de que a amostra 7 de EPEC atipica secreta o fator
antifagocitico em meio minimo viabilizard os estudos futuros de caracterizacdo e
identificacdo do fator antifagocitico, além de abrir perspectivas para novos estudos

sobre os produtos secretados pela EPEC atipica, nessas condicoes.

Além destas importantes perspectivas, interessantemente, na tentativa de se
isolar o fator antifagocitico, o qual prejudicaria o desenvolvimento da resposta celular
e contribuiria para a sobrevida bacteriana, detectou-se também um efeito adicional,
capaz de interferir na adesao da bactéria a célula epitelial, o que conferiria uma

desvantagem para a bactéria.

Com estes resultados surge a pergunta: Por que um patégeno produziria um

fator que tivesse acdes antagbnicas no processo de colonizacao?

Embora ainda ndo tenhamos a explicacdo para tal, € possivel levantar

algumas hipoteses:

1°) Em condigbes e concentragbes mais proximas das “naturais” apenas o
efeito antifagocitico é observado. Entretanto, somente quando o sobrenadante é
concentrado e o efeito antifagocitico potencializado, verificou-se o efeito adicional,

capaz de inibicdo a adeséo da bactéria ao epitélio intestinal,

2°) Durante a técnica de fracionamento pode ter havido a eliminacdo de
fatores que atuariam na promocao da adesdo das bactérias ao epitélio. Desta forma,
o efeito de inibir a adesdo pode ser decorrente da auséncia de componente,
perdidos durante o processo de fracionamento, e ndo propriamente pela secrecao

de um novo fator;

39 Na fracao 25% ACN (amostra 7 ou 320) ainda ha muitos componentes e
possivelmente o fator responsavel pelo efeito antifagocitico ndo seja 0 mesmo capaz

de interferir na adesao bacteriana as células epiteliais;

E a primeira vez que se descreve um mecanismo antifagocitico em EPEC
atipica. Além disso, este mecanismo difere de outros descritos por depender de um
fator secretado e solivel em meio aquoso. Esta descoberta abre a possibilidade da
identificacdo também de um fator que dificulte a adesdo bacteriana a fagocitos

profissionais e ndo-profissionais. Levantando, assim, a perspectiva de controle da
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colonizacdo bacteriana como forma de prevencdo da diarréia. Considerando o
crescente interesse econbmico em compostos secretados por microrganismos, de
interesse médico e patenteaveis, é de grande importancia a futura identificacéo e

caracterizacao deste fator.
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6 CONCLUSAO

No estudo do comportamento de EPEC atipica com macrofagos identificamos
duas amostras do sorotipo O55:H7 que foram capazes de induzir um efeito
antifagocitico inédito a partir de um fator secretado no meio de cultura. A fracao
ativa, obtida pelo fracionamento, a partir do sobrenadante do cultivo bacteriano do
sorotipo Ob55:H7 mostrou-se capaz de: i) inibir a fagocitose de outros
microrganismos como EPEC tipica e Saccharomyces cerevisiae ;i) reduzir de forma

contundente a adesdo de EPEC tipica as células epiteliais.

Este achado sugere que o fator antifagocitico possa, embora talvez néo
sozinho, possa exercer um importante papel na adaptabilidade e patogenicidade das
EPECa. Adicionalmente, iniciamos a caracterizacéo do fator antifagocitico secretado
gue é soluvel em meio aquoso, termoestavel, apresenta pequeno peso molecular
(menor que 2kDa), ndo é microbicida ou citotoxico e, por ultimo, h& indicativos de
gue possa apresentar uma regido glicosidica. Resta agora continuar o trabalho de
purificacdo e caracterizacdo a fim de identificar o fator antifagocitico o que

contribuird no entendimento deste importante mecanismo.
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APENDICE - Meios e Solu¢des Utilizadas

1 Meios de Cultura e Solugdes

Os meios de cultura, sais e reagentes utilizados foram de procedéncia Difco
(Difco laboratories, Michigan, EUA), Merck (Merck Chemical, New Jersey, EUA),
Synth (Labsynth, Produtos para Laboratoério Ltda, Diadema, SP), Cultilab (Meios
para cultivo celular, Campinas, Brasil), J.T.Baker (EUA) e Sigma (Sigma-Aldrich
Chemical, Missouri, EUA). Foram preparados conforme especificacbes dos

fabricantes de acordo com Sambrook et al (1989).

1.1 ACN- Solugéao B (SPE e HPLC)

TFA 1mL
ACN 900 mL
Agua deionizada q.s.p 1000 mL

1.2 Agar Luria-Bertani (agar LB) — pH 7,0

Bacto triptona (peptona) 10%
Extrato de levedura 5%
Cloreto de sodio (NaCl) 10%
Agua destilada (q.s.p) 100 mL

Todos os elementos foram dissolvidos em agua destilada, acrescido de 15%
de agar bacteriologico. O meio foi esterilizado, em autoclave a 121 °C por 15min, em

seguida, distribuido em placas de Petri.

1.3 Agar MacConkey
MacConkey agar 50 ¢

Agua destilada (g.s.p.) 1000 mL
O MacConkey foi adicionado a agua destilada e o meio esterilizado, em

autoclave a 121 °C por 15min.

1.4 Caldo Pobre (PB)
Cloreto de Sadio (NacCl) 2590
Bactotriptona 59
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Agua destilada (q.s.p.) 500 mL
Todos os elementos foram dissolvidos em agua destilada, para o meio sélido
foi adicionado 15% de agar bacteriologico. O meio foi esterilizado, em autoclave a

121 °C por 15min, em seguida, distribuido em placas de Petri.

1.5 Caldo de Soja Tripticaseina (Meio TSB)
Caldo de Soja Tripticaseina 30¢g
Agua destilada (g.s.p.) 100 mL
O caldo de Soja foi adicionado a agua destilada, esterilizado, em autoclave a
121 °C por 15min.

1.6 Cultivo de células L929 para obtencéo do fator de crescimento M-
CSF.

Para a obtencdo do meio condicionado, células L-929 foram cultivadas em
meio RPMI 1640 com 10% SFB, durante 7 dias a 37 °C, 5% de CO,. Apés este
periodo o sobrenadante da cultura celular foi centrifugado a 259 x g (Centrifuge 5804
R, Eppendorf, EUA), por 10 min a 4 °C, filtrado e estocado a —20°C até o momento

do uso.

1.7 Meio de Congelamento Bacteriano

Glicerina 80%
Agua destilada 20%
A glicerina foi adicionada a agua destilada, esterilizada, em autoclave a

121 °C por 15min e armazenada a Ta até o momento do uso.

1.8 Meio de congelamento celular

Meio de Cultivo celular (dependendo da célula) 30%
Soro Fetal Bovino 50%
Dimetil Sulfoxide (DMSOQO) 20%

A solucéo foi preparada no momento do uso.

1.9 Meio DULBECCO MEM (DMEM) low ou high glicose
O meio fornecido na forma desidratada, com L-Glutamina (584 mg/L), foi

dissolvido em agua destilada estéril, conforme as recomendacdes do fabricante.
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Apbs dissolver o po, foi acrescentado 2 g de bicarbonato de sédio 5,6%. O pH
foi acertado para 7,2 utilizando-se HCIl 1N, em seguida o meio foi esterilizado por
fitracdo em membranas GV (Durapore em PVDF) de 0,22 um, utilizando presséo
positiva e armazenado a 4 °C.

O meio foi utilizado sem antibidtico, acrescido de 10% ou 2% de SFB

dependendo da necessidade.

1.10 Meio Minimo (M9)
Para a solugdo de sais M9 5x concentrado foram adicionados 0s seguintes

compostos em agua destilada:

Fosfato de Sédio Dibasico Heptahidratado (Na,HPO,.7H,0) 64 g
Fosfato Monopotassio (KH,PO,) 15¢g
Cloreto de Sdédio (NacCl) 2,549
Cloreto de Amdénio (NH,4CI) 59

Dissolver os sais em 1 L de agua destilada e autoclavar a 121 °C por 15min.

Para preparar o Meio Minimo para solucédo de uso foram adicionados:

Sais M9 5x concentrado 200 mL
Meio acido casaminico a 15% 3,45 mL
Sulfeto de Magnésio (MgSQO4) —1 M 2 mL
Cloreto de Calcio (CaCl,) —1 M 0,1 mL
Glicose 20% 20 mL
Agua destilada estéril 750 mL

As solucdes de acido casaminico, MgSO, CaCl, foram autoclavadas
separadamente e adicionadas aos sais M9 diluidos em &agua estéril. A solucao de
glicose foi esterilizada por filtracdo em seguida também foi adicionada a nova

solucéo.

1.11 Meio RPMI 1640
O meio fornecido na forma desidratada, com L-Glutamina (300 mg/L), foi
dissolvido em é&gua destilada estéril, conforme as recomendacgbes do fabricante,

utilizando o0 mesmo processo descrito na secao 1.9.
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1.12 PBS (Tampéo fosfato salina) (1X) — pH 7,2

Cloreto de Sodio 8%
Fosfato de Sédio Dibasico heptahidratado 0,3%
1,15%

Fosfato monossaédico hidratado
Os sais foram dissolvidos em agua destilada e a solucéo foi autoclavada a

121 °C por 15min.

1.13 Solucéo balanceada de Hank’s
O meio fornecido na forma desidratada foi dissolvido em &gua destilada

estéril, conforme as recomendacdes do fabricante, utilizando o mesmo processo

descrito na secao 1.9.

1.14 Solucéo Cristal violeta

Cristal violeta 0,5%
Metanol 20%
100 mL

Agua destilada g.s.p.
O cristal violeta foi dissolvido em &gua destilada e metanol e a solucéo foi

armazenada a Ta.

1.15 Solucéo descorante Citrato de Sodio 0,1 M

Citrato de Sédio 29¢g

Agua destilada g.s.p. 100 mL

O sal foi dissolvido em 4gua destilada e a solugdo armazenada a Ta.

1.16 Solucéo descorante (vermelho neutro)

Acido acético 1%

Metanol 50%
100 mL

Agua destilada g.s.p.
A solucéo foi armazenada a Ta.
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1.17 Solucéo estoque de D-manose a 20%
A solucdo de D-manose foi preparada em agua destilada na concentracao
final de 20% foi esterilizada por filtracdo em membranas de 0,22 um, utilizando

presséao positiva e armazenado a 4 °C.

1.18 Solucéo estoque de Triton X-100 a 1%
O detergente Triton X-100 foi diluido em PBS (1X) esterelizado em filtro 0,22
Mm e armazenado a 4 °C.
Para os ensaios a solucdo estoque com 1% de Triton X-100 foi diluida para
0,1% do detergente em PBS.

1.19 Solucéo Fisiolégica (Salina 0,85%)

Cloreto de Sdédio 0,85¢

Agua destilada 100 mL

O sal foi dissolvido em agua destilada e a solucao foi autoclavada a 121 °C
por 15min.

1.20 Solucédo Giemsa (azur-eosin- azul de metileno segundo Giemsa)
No momento do uso a solucdo foi diluida na proporcéo de 1:3 em tampéao

Sgrénsen e filtrada em papel filtro comum.

1.21 Solucdo May-Grinwald (eosina-azul de metileno segundo May-
Griunwald)
A solucéo foi diluida na proporgédo de 1:2 em tampédo Sgrénsen e filtrada em

papel filtro comum.

1.22 Solugdo Tampéao Sdrénsen — pH 7,3

Solucéo A
Fosfato de Potassio monobasico 0,64 ¢
Agua destilada g.s.p 70 mL
Solucédo B
Fosfato de Sodio 2,39
Agua destilada g.s.p 250 mL
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Para a solucao final foram adicionados 69,6 mL da solugdo A em 230,4 mL da
solucdo B. O pH foi ajustado para 7,3 com a solucdo B, em seguida, autoclavada a

121 °C por 15min. e armazenada a 4 °C.

1.23 Solucgéo Tripsina/EDTA

Frascos com 40 mL com tripsina (2,5 g/L) com atividade 1:250

1.24 Solucado Vermelho neutro 1% em agua

Vermelho neutro lg
Agua destilada 100 mL
O vermelho neutro foi dissolvido em agua destilada, esterilizada por filtracao

em membranas de 0,22 uym, utilizando pressao positiva e armazenado a 37 °C.

1.25 Soro Fetal Bovino (SFB)

Soro fetal bovino inativado.
1.26 Sulfato de Gentamicina
O antibiético foi diluido em PBS 1x, sendo estocado na concentracdo de

5 mg/mL e armazenado a - 20 °C.

1.27 Tampao de amostra 1x

Azul de bromofenol 0,25%
xileno cianol 0,25%
glicerol 30%

1.28 Tampéo TBE 0,5 X 1%

Tris (hidroximetil) aminometano 44,5 mM
acido borico 44,5 mM
acido etilenodiaminotetracético [EDTA] 1 mM

1.29 TFA (0,1%) — Solucdo A (SPE e HPLC)
TFA 1mL
Agua deionizada 1000 mL
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