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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 patégeno 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
determinagédo 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 purificacéo 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/ml, 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.



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 implantacdo 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¢o 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 patotipos 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 patotipo a ser identificado foi a EPEC, atualmente ela esta entre
as bactérias mais estudadas devido ao seqienciamento gendmico 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 Leséo 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 adesao 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 transmembranico 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 enterdécito
(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).

~7 nm

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 formagdo do pedestal
(KENNY et al., 1999; CAMPELLONE et al., 2002).

EspB além de se associar a EspD para formar o poro na 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).
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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 infeccéo,
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 sao 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 pat6tipos, 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 € 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); i) padrdo de adesdo 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 adesdo 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 ndo
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 apds 3h de incubacéo (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).
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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 identificacdo de fatores de viruléncia é 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
25



constitutiva engloba ligantes com mais de 1 um e é fundamental ao remodelamento
de tecido, inflamacgé&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 &cidos
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 patégenos
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 sao 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 é englobada
dentro de um fagossomo, independente de clatrina. Logo apés 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 patdgenos a fim de burlar a interacdo com os fagocitos 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 formagdo 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 apés a adesdo ao macréfago, o SST3 é
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 fagdcitos
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 porcdo 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 internalizacdo (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 polimerizacdo de actina sob o sitio de adesao da
bactéria foi também descrita como estratégia de prevencao 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 macréfago (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 formagao 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 conseqientemente 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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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 ;ii) 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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