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RESUMO

A Shigella é um dos agentes patogénicos comumente associado a doencas
diarreicas, sendo classificada em 4 espécies de acordo com a estrutura presente na
superficie do antigeno O, as quais sdo: Shigella flexneri, Shigella sonnei, Shigella boydii
e Shigella dysenteriae. Na regido Norte existe poucos estudos sobre esse patdgeno, no
entanto, em Manaus-Amazonas foi realizado um estudo epidemiologico durante o
periodo de 2007 a 2009 que identificou a Shigella como a quinta causa de diarreia.
Neste estudo, foram selecionadas duas amostras com perfis de invasdo opostos, a
SB183 e SF201, com o objetivo de avaliar o potencial inflamatério em macréfago J774
observando a expressao génica das citocinas pro-inflamatorias IL-1 e TNF-o. Além de
comparar a capacidade invasiva destes isolados com as cepas padrdes Shigella flexneri
MOOT 5a e Escherichia coli enteroinvasora EIEC. Como resultado, foi observado que
nos testes de invasdo celular em HEp-2, as cepas apresentavam perfil de invasao
progressivo, no entanto, a M90T foi a cepa que originou 0 nimero maior de UFC/mL.
Em relacdo, ao teste de fagocitose foi observado que houve reducdo da quantidade de
células conforme o aumento do tempo de exposi¢do. Quanto a expressdo génica das
citocinas pro-inflamatérias, as maiores taxas de expressdo de IL-1p ocorreram nos
periodos de 30 e 120 minutos. A EIEC e a Shigella SB183 demonstraram uma baixa
regulagdo da IL-1 ap6s 180 minutos, sugerindo uma progressdo mais lenta na interacao
com macréfagos para ambas estas bactérias. Para TNF-a, a EIEC e a Shigella SB183
agruparam-se com a Shigella M90T, isto, associado com as crescentes taxas UFC e 0
decréscimo de macréfagos por campo, sugerem o sucesso dos isolados em promover a
necrose do macrofago, com baixo clearance bacteriano, devido a associacdo de TNF- a
com producdo de NOS. As associa¢des encontradas neste estudo com SB183 e EIEC
sugerem um padrdo de invasdo e escape do macrofago com uma progressao mais lenta e
infeccdo mais branda para SB183, similar ao encontrado em EIEC. Para a SF201, o
perfil de expressdo génica associado ao controle negativo, apesar das altas taxas de
invasdo, sugere a habilidade deste isolado em manipular o macr6fago em determinados
pontos da infeccdo. Ambas, SF201 e SB183, isoladas de fezes de criangas no
Amazonas, possuem grande potencial ainda ndo explorado. Investigacbes mais
profundas s&o necessarias para elucidar as diferengas entre a manipulacéo do hospedeiro

e os fatores de viruléncia envolvidos nestas duas amostras.

Palavras chave: Shigella, citocinas pré-inflamatorias, invaséo celular.



ABSTRACT

Shigella is one of the pathogens commonly associated with diarrheal diseases, being
classified into 4 species according to the structure present on the surface of antigen O,
which are: Shigella flexneri, Shigella sonnei, Shigella boydii and Shigella dysenteriae.
In the northern region there are few studies on this pathogen, however, in Manaus-
Amazonas was carried out an epidemiological study during the period 2007-2009 that
identified Shigella as the fifth cause of diarrhea. In this study, two samples with
opposite invasion profiles, SB183 and SF201, were selected in order to evaluate the
inflammatory potential in J774 macrophage observing the gene expression of pro-
inflammatory cytokines IL-1p and TNF-a. In addition to comparing the invasive
capacity of these isolates with the standard strains Shigella flexneri M90T 5a and
Escherichia coli enteroinvasora EIEC. As a result, it was observed that in the cell
invasion tests in HEp-2, the strains presented progressive invasion profile, however, the
M9O0T was the strain that originated the highest number of CFU / mL. Regarding the
phagocytosis test, it was observed that there was a reduction in the amount of cells as
the exposure time increased. As for the proinflammatory cytokine gene expression, the
highest IL-1p expression rates occurred in the 30 and 120 minute periods. EIEC and
Shigella SB183 demonstrated downregulation of IL-1 after 180 minutes, suggesting a
slower progression in macrophage interaction for both these bacteria. For TNF-a, EIEC
and Shigella SB183 were grouped with Shigella M90T, which, associated with
increasing CFU rates and decreasing macrophages per field, suggest the success of
isolates in promoting low clearance macrophage necrosis due to the association of TNF-
a with NOS production. The associations found in this study with SB183 and EIEC
suggest a pattern of macrophage invasion and escape with slower progression and
milder infection to SB183, similar to that found in EIEC. For SF201, the gene
expression profile associated with the negative control, despite the high invasion rates,
suggests the ability of this isolate to manipulate the macrophage at certain points of
infection. Both SF201 and SB183, isolated from feces of children in the Amazon, have
great untapped potential. Further investigation is needed to elucidate the differences

between host manipulation and virulence factors involved in these two samples.

Keywords: Shigella, proinflammatory cytokines, cell invasion.
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1 INTRODUCAO

As doengas diarreicas sdo a segunda causa de mortalidade infantil em paises em
desenvolvimento, onde as condi¢bes soOcio-econémicas e higiénico-sanitarias sao
precarias (LIU et al., 2012; THE et al., 2016; ZAIDI; ESTRADA-GARCIA, 2014). Este
panorama é fortificado com a insuficiéncia de fatores nutricionais, como por exemplo,
deficiéncia de zinco e vitamina A, e a falta de tratamento de qualidade adequado,
contribuindo com episddios frequentes de diarreia que podem afetar em longo prazo o
crescimento da crianca e o surgimento de infec¢bes secundarias (FISCHER WALKER
etal., 2012).

Em 2012, a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) estimou que 3,6% da carga
global de doencas era atribuida as doencas diarreicas (THE et al., 2016). Em 2010, a
incidéncia de diarreia em criangcas com idade inferior a 5 anos em paises de média e
baixa renda foi de 2,9 episddios. Em 2015, cerca de 499 mil mortes de criangas menores
de 5 anos no mundo ocorreram ocasionadas por doencas diarreicas (FISCHER
WALKER etal., 2012; KOTLOFF et al., 2017).

Entre os agentes etiol6gicos mais comuns relacionados & diarreia estd o
Rotavirus que corresponde a 25% dos casos em criancas menores de dois anos, seguida
pela Escherichia coli e a Shigella, que sdo os patdgenos mais prevalentes entre criangas
de 24 meses a 59 meses de idade (KOTLOFF et al., 2017; UDDIN; WAHID, 2014).

A Shigella é um patogeno transmitido pela via fecal-oral e invasivo ao nivel do
célon e do ileo do intestino. O processo invasivo inclui a interiorizagdao das células
epiteliais, a multiplicagao intracelular e disseminacao para células adjacentes e tecidos
conectivos (PROSSEDA et al., 2004). No processo invasivo, a Shigella adere a
membrana da célula do epitélio intestinal e em seguida invade as células M. Estas
células sofrem um desarranjo no citoesqueleto facilitando o escape da bactéria as células
fagociticas presentes nos agregados linfoides localizados abaixo do epitélio
(HATHAWAY; KRAEHENBUHL, 2000; WASSEF; KEREN; MAILLOUX, 1989).

Apods a invasao, as Shigellas sao liberadas na lamina propria, onde elas sao
fagocitadas por macrofagos residentes. A Shigella, no entanto, possui a capacidade de
escapar dos macrofagos através de um mecanismo mediado por proteinas de seu
plasmideo de invasao (ipa). Como resposta, os macrofagos liberam IL-1p e IL-8

produzindo uma resposta inflamatoria acentuada e provocando recrutamento dos
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neutréfilos (PHALIPON; SANSONETTI, 2007). Esta resposta celular inicial aumenta
acentuadamente a medida que o naumero de bactérias e invasdes subsequentes ocorrem,
sendo responsavel pela manifestagdo clinica da doenga (JENNISON; VERMA, 2004;
JENSEN; HARTY; JONES, 1998; SANSONETTI, 2001; SASAKAWA, 2001).

Apesar da reducdo da taxa de mortalidade causada por infecgdes diarreicas nas
ultimas décadas, a sua incidéncia ainda continua alta (THE et al., 2016). Estudos
recentes estimam que cerca de 165 milhdes de casos diarreicos que ocorrem anualmente
sdo ocasionados por Shigella, sendo este patdgeno responsavel por 108 mil mortes por
ano (VUBIL et al., 2018).

Esses dados tornam-se mais preocupantes quando se observa que ainda existem
poucos estudos com o intuito de compreender a interacdo patdgeno-hospedeiro, elaborar
estratégias que fornecam dados capazes de aprimorar o controle epidemiolégico e,
consequentemente, possibilitar o desenvolvimento de diagndstico rapido e eficaz

resultando em um tratamento adequado.

Na regido Norte, 0 nosso grupo de pesquisa, Diagnostico e Controle de Doengas
Infecciosas da Amazodnia (DCDIA), realizou um estudo epidemioldgico entre o periodo
de 2007 a 2009, coletando amostras fecais de 1339 criancas que apresentavam um
quadro diarreico severo e que foram atendidas nos hospitais publicos de Manaus (AM).
Entre esses isolados clinicos foram identificadas 36 amostras positivas para a Shigella
(CRUZ et al., 2014). Ao realizar a analise genotipica e fenotipica observaram-se perfis
heterogéneos de genes de viruléncia carreados por estes isolados selvagens (CRUZ et
al., 2014). Dentre essas amostras, a cepa S.flexneri 201 (SF201) demonstrou maior
habilidade para invaséo celular, danos morfoldgicos ao tecido infectado ocasionando a
destruicdo de epitélios bronquiais e alveolares resultando em resposta imunologica
maior ao ser comparada com a cepa padrdo Shigella flexneri M90T5a (SERRA, 2013).
Desde entdo, estes isolados de Shigella tém sido extensivamente estudados pelo grupo
DCDIA como potenciais alvos vacinais.

Estes isolados, demonstraram um espectro de habilidades que foram desde uma
intensa multiplicacdo dentro do citoplasma de linhagens celulares HEp-2 (célula do tipo
2 humano, considerada originaria de carcinoma de laringe humana) e J774 (macrofagos
de origem murina, originaria de sarcoma de células reticulares), como também isolados

gue ndo invadiram estas células (REZENDE, 2015). Os isolados mais invasivos e
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menos invasivos foram entdo alvos de diversos estudos: expressao génica dos genes de
viruléncia (BARROS, 2016), polimorfismo dos genes ipaH (DANTAS, 2016),
sequenciamento dos sistemas de secrecdo (VERCOSA, 2018) e proteoma em
mimetizacdo de contato (BATALHA, 2019). Todos estes resultados direcionam a
continuacdo na caracterizacdo dos isolados de Shigella flexneri 201 (SF201) e S. boydii

183 (SB183), os quais sdo os isolados clinicos de Shigella alvos do atual estudo.

O grande responsavel por essa capacidade invasiva da Shigella esta localizado
dentro de um grande plasmideo de viruléncia, chamado pINV (MARTEYN; GAZI;
SANSONETTI, 2012; NIU et al., 2017). Acredita-se que a Shigella adquiriu este
plasmideo de uma Escherichia coli ndo patogénica, logo, a presenca dele é uma das
principais diferencas entre 0s géneros, porém estas espécies dividem uma grande

semelhanca genética, dificultando sua diferenciacdo (NIU et al., 2017).

Por esta semelhanca, neste estudo propomos a avaliacdo da inflamacdo de dois
isolados clinicos em cultura de macrofagos J774, em comparacdo com o padrdo de
Shigella flexneri M90T e de Escherichia coli enteroinvasiva EIEC. Acreditamos que
este estudo ird elucidar aspectos da patogénese de isolados clinicos de Shigella da
regido Norte e direcionar estudos futuros que visem uma abordagem vacinal, ou

probidtica, com estes isolados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Shigella spp.

A Shigella é um patdgeno intracelular, bacilo gram-negativo, ndo mdvel e
anaerobio facultativo (KOTLOFF et al., 2017). Pertencente a familia
Enterobacteriaceae, o género Shigella compreende 4 espécies classificadas de acordo
com o perfil bioguimico e a estrutura do antigeno O presente no lipopolissacarideo
(LPS) da membrana externa da célula bacteriana, as quais sdo: Shigella dysenteriae,
Shigella flexneri, Shigella sonnei e Shigella boydii (MARTEYN; GAZI;
SANSONETTI, 2012; THE et al., 2016). A variabilidade existente nos componentes da
cadeia lateral do antigeno O presente no LPS, resulta em sorotipos diversos entre as
espécies, divididos em S. flexneri (15 sorotipos), S. dysenteriae (15 sorotipos), S. boydii
(19 sorotipos) e S. sonnei (1 sorotipo) (Figura 1) (LIVIO et al., 2014) sendo seus
reservatorios naturais os humanos e grandes primatas (DEKKER; FRANK, 2015).

Diversidade do antigeno
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Figura 1: Modelo do LPS da Shigella flexneri 5a (M90T) e a diversidade do antigeno O.

Fonte: (MARTEYN; GAZI; SANSONETTI, 2012)

A Shigella flexneri 5a (M90T) possui em seu antigeno O, as subunidades

Trirahmnose (Rha), N-acetil-glicosamina (N-ag) e O-glicose, que ao sofrer o processo
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de glicolisacdo tem essas subunidades alteradas no LPS, ocasionando um fator de
protecdo maior da bactéria contra o hospedeiro (MARTEYN; GAZI; SANSONETTI,
2012).

A Shigella possui alta carga de viruléncia, necessitando apenas de 10 a 100
bactérias para ocasionar a shigelose (ZAIDI; ESTRADA-GARCIA, 2014). A shigelose
¢ uma disenteria bacilar caracterizada por febre, dor e/ou cdlica abdominal e diarreia
com muco e sangue. A doenca € auto-limitante, raramente se torna sisttémica e possui
como via principal de contaminacdo a fecal-oral, com a ingestdo de alimentos e agua
contaminados (LAMPEL; FORMAL; MAURELLI, 2018). O periodo de incubacdo da
doenca é de 1 a 4 dias, podendo aparecer no segundo ou terceiro dia de infeccdo muco e
sangue nas fezes (DEKKER; FRANK, 2015).

O género Shigella foi descoberto em 1897 pelo médico Kyoshi Shiga e
inicialmente, nomeado como Bacillus coli (atualmente, chamada de Escherichia coli).
No entanto, ao realizarem mais estudos com as amostras dos pacientes de Shiga, foi
possivel observar que havia diferencas entre os dois patdgenos, 0 que ocasionou a
alteracdo para esta Gltima denominacdo do nome do género para Shigella
(SASAKAWA, 2010, LIMA;HAVT,; LIMA, 2015).

Uma das principais diferencas da Shigella é o Sistema de Secrecdo do Tipo 3, 0
SST3. Esse sistema concede a ela a capacidade de invadir a mucosa intestinal,
contornando a imunidade inata do hospedeiro (ANDERSON; SANSONETTI;
MARTEYN, 2016). O grande responsavel por essa capacidade invasiva esta localizado
dentro de um grande plasmideo de viruléncia, chamado pINV. Nesse plasmideo, que
contém cerca de 200kb, é encontrado o SST3 (MARTEYN; GAZI; SANSONETTI,
2012; NIU et al., 2017). Acredita-se que a Shigella evoluiu ao adquirir esse plasmideo
de uma Escherichia coli ndo patogénica, o que explica sua semelhanca com a E. coli,
dificultando até mesmo a identificacdo e diferenciacdo entre estas espécies
(MARTEYN; GAZI; SANSONETTI, 2012; NIU et al., 2017).

Geralmente, a identificacdo de Shigella € realizada através de testes bioquimicos
ou sorotipagem por aglutinacdo com anti-soro especifico. No entanto, tornam-se
inviaveis quando se tem necessidade de diferenciar amostras de Shigella e E.coli

enteroinvasora (EIEC), pois pode ocorrer reacdo cruzada, surgindo necessidade da
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utilizacdo de técnicas de biologia molecular para uma melhor identificacdo (SAHL et
al., 2015).

2.2 Epidemiologia

Em 2008, Ram e colaboradores fizeram um levantamento bibliografico global de
casos de shigelose em paises com baixo e médio indice de desenvolvimento humano
(IDH), entre os anos de 1984 a 2005, onde verificaram dados de morbidade e
mortalidade, faixa etéria, distribuicdo geogréafica e temporal da shigelose, isolamento de
Shigella frente a outros agentes patogénicos causadores de diarreia e também a
frequéncia dos quatro subgrupos existentes de Shigella. Nesse estudo, a frequéncia dos
subgrupos de Shigella foi de 57% de S. flexneri, 17% S.sonnei, 10% S. dysenteriae e 8%
S. boydii (Figura 2).

. Alta incidéncia (> 100 episédios/ 1000 populagio) /"\‘ Regido com paises predominantemente de IDH baixo ou
Incidéncia média (> 10-100 episodios/ 1000 populagio) médio (sem dados deincidéncia disponiveis)
Baixa incidéncia (10 episodios/ 1000 populagio) I:l Regido com paises com alto IDH

Figura 2: Incidéncia de Shigelose de acordo com a regido geografica.

A cor escura no mapa representa a regido onde foi verificada alta incidéncia de shigelose na
populacdo, com mais de 100 episdédios em 1000 habitantes. A cor cinza escura representa a regido
onde se observou entre 10 a 100 casos de shigelose em 1000 habitantes e a cor cinza claro representa
regides com baixa incidéncia de shigelose contendo menos de 10 episddios em 1000 habitantes. A cor
branca representa paises com IDH alto e que ndo foram inclusos no estudo. Fonte: (RAM et al., 2008).

Um estudo realizado por Zaidi & Estrada-Garcia, (2014) demonstrou que 0s
subgrupos de Shigella variavam de acordo com a regido de estudo, sendo a S.

dysenteriae do tipo 1 endémica na india, a S. flexneri predominante na América Latina,



22

Africa e Sudeste Asiatico e a S. sonnei encontrada em paises que sofreram mudancas na

economia recentemente, como Tailandia, China e Vietna.

Vubil e colaboradores (2018) realizaram um estudo caso-controle de diarreia e
coletaram amostras de fezes de criangas menores de 5 anos no periodo de 2007 a 2012,
no sul de Mogambique, com o intuito de avaliar a resisténcia a antibioticos e a
epidemiologia molecular destes isolados. Neste estudo, o total de isolados analisados foi
67, sendo 59 isolados de casos de diarreia e 8 controles. A espécie mais frequente foi
Shigella flexneri que correspondia 70,7% dos isolados, seguida por Shigella sonnei que
correspondia 23,9% dos casos. A resisténcia antimicrobiana foi positiva para 0s

antibidticos trimetoprim / sulfametoxazol, tetraciclina, cloranfenicol e ampicilina.

A variedade de cepas dentro de um mesmo pais foi observada por Lima e
colaboradores (2015) que inferiu que a existéncia dessas diferencas entre as espécies

estdo relacionadas as condi¢bes socio-econdmicas de cada regido.

O estudo de Cruz e colaboradores (2014) e de Sousa e colaboradores (2013)
validam esses dados, uma vez que dentro do Brasil conseguiram resultados distintos
entre as espécies mais prevalentes de Shigella, sendo a S. flexneri prevalente em

Manaus e S. sonnei prevalente em Belo Horizonte.

Na regido Norte destacam-se trés estudos: o estudo realizado por Orlandi e
colaboradores (2001) em Porto Velho no Estado de Rond6nia, no qual 130 casos de
diarreia foram analisados e destes 10 casos (7,7%) foram positivos para Shigella spp.,

o0s quais 8 foram identificados como Shigella flexneri e 2 como Shigella sonnei.

O segundo estudo foi realizado por Bastos & Loureiro (2010) no Para, onde
foram isoladas 50 amostras de Shigella, destas 32 amostras (64%) foram identificadas

como Shigella flexneri e 18 amostras (36%) como Shigella sonnei.

O terceiro estudo foi realizado no Instituto Evandro Chagas, no Para, por Bastos
e colaboradores (2012), onde coletaram amostras fecais de criangas menores de 5 anos,
no periodo de 1979 a 2009 e obtiveram 122 casos positivos para Shigella spp., dos quais

66,4% correspondiam a Shigella flexneri e 32,8% correspondiam a Shigella sonnei.
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Diante de poucos estudos com dados atuais sobre a epidemiologia de casos de
shigelose no mundo, o grupo DCDIA realizou um levantamento de estudos com dados
epidemioldgicos entre 0s anos de 2012 a 2017 provenientes de 178 paises (Figura 3).
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Figura 3: Estimativa de casos de Shigelose provenientes de 178 paises entre os anos de 2012 a
2017.

A cor escura no mapa representa a regido onde foi verificada alta incidéncia de Shigelose na populagéo,
com mais de 100 episodios em 1000 habitantes. A cor cinza escura representa a regido onde se observou
entre 11 a 100 casos de Shigelose em 1000 habitantes e a cor cinza claro representa regides com baixa
incidéncia de Shigelose contendo menos de 10 epis6dios em 1000 habitantes. A cor branca representa
paises que ndo foram obtidos dados de casos de Shigelose no periodo de 2012 a 2017. Fonte: Grupo
DCDIA.

Para a realizacdo do mapa foram coletados os dados semelhantes ao que Ram e
colaboradores (2008) listaram. Ao compara-los observa-se que houve uma alteracéo de
padrdo de frequéncia de casos em algumas regides. Na Argentina, Peru, Nigéria, Quénia
e China apresentaram mais de 100 casos de shigelose enquanto no periodo de 1984 a

2005 os casos ndo passavam de 100 em cada 1000 habitantes.

2.3 Mecanismo de invasdo da Shigella

A patogénese da Shigella € caracterizada por trés etapas: invasdo de células
epiteliais do intestino, propagacdo dentro dos enterdcitos através do contato célula a
célula e a ruptura da mucosa, ocasionando inflamagéo intensa no colon e reto (Figura 4)
(AGAISSE, 2016; SCHROEDER; HILBI, 2008; ZAIDI; ESTRADA-GARCIA, 2014).
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Figura 4: Processo da patogénese de Shigella spp.

Fonte: Mattock & Blocker, 2017.

O processo se inicia com as bactérias que se encontram no limen
gastrointestinal sendo translocadas através das células epiteliais membranosas (células
M) para o tecido linfoide da mucosa subjacente que contém varias células do sistema
imune inato, principalmente macréfagos. Este processo € conhecido como transcitose
(Figura 4) (HATHAWAY; KRAEHENBUHL, 2000).

As bactérias sdo fagocitadas por macrofagos residentes das células M que sdo
induzidos ao processo de apoptose. Com 0 processo de apoptose, ocorre a ativacdo da
Caspase-1 que faz a clivagem das citocinas pro-inflamatérias IL-1p e IL-18, as quais
possuem papel importante no controle do processo de inflamagdo aguda e resposta
imune exacerbada (ASHIDA; KIM; SASAKAWA, 2014). A IL-18 é responsavel por
ativar as células natural-Killer (NK), ocasionando a producéo de interferon—y (IFN-y) e
promovendo uma resposta antibacteriana eficaz, enquanto que a IL-1p esta associada
com o recrutamento de neurofilos (leucdcitos polimorfonucleares - PMN’s) para a
regido da inflamacdo. Além disso, ha o estimulo do fator de expressdao NF-xf,
envolvido no processo de regulacdo e secreg¢do da quimiocina IL-8 que ao ser secretada
proporciona recrutamento de mais PMN’s para o local da infecgdo, resultando em um
processo inflamatério maior do tecido e facilitando a transmigragdo das bactérias
externas para a submucosa devido ao desarranjo causado no epitélio (SCHROEDER;
HILBI, 2008; UDDIN; WAHID, 2014).
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A imunidade inata gerada pela Shigella ¢é caracterizada pela indugdo de
inflamagcao aguda, podendo persistir por meses. Em estudos sobre as citocinas
relacionadas com os sintomas clinicos e controle da infec¢do em humanos, temos a
expressao de citocinas pro-inflamatorias 1L-1p, IL-6, IL-8, TNF-o e TNF-B; e anti-
inflamatorias: 1L-10 e TGF-p (JENNISON; VERMA, 2004; PHALIPON;
SANSONETTI, 2007).

As bactérias liberadas ap0s o processo apoptotico do macréfago se direcionam
para os enterocitos e sdo englobadas para o interior das células dentro de vacuolos,
iniciando o processo denominado invasdo basolateral. Dentro do citoplasma, ha a
ruptura do vacuolo e liberagcdo das bactérias que, imediatamente, inicia a sintese de
actina em um dos polos da prépria célula bacteriana, permitindo sua locomogéo por
protrusdo e auxiliando a sua disseminacdo entre as células epiteliais adjacentes sem que
sejam detectadas pelo sistema imune do hospedeiro. Todos estes processos sdo
regulados pelas proteinas do sistema de secrecdo tipo 3. Devido ao processo de
protrusao, sdo feitos pequenos “orificios” na lateral da célula que permite sua entrada na
célula vizinha onde se multiplicard e recomecara o processo para invadir a proxima
célula (Figura 4) (SCHROEDER; HILBI, 2008).

2.4 Invasdo com Shigella em fagécitos e ndo fagdcitos

Uma das metodologias mais utilizadas em estudos sobre os mecanismos de
patogénese de Shigella € a invasdo em cultura de célula. Esta permite a investigacdo dos
fatores que levam ao processo de sobrevivéncia, disseminacdo e sintomatologia em um
ambiente controlado (CRUZ et al., 2014).

Para o estudo de células em Shigella, Bernardini e colaboradores (1989)
observaram que as células HeLa e Henle ndo se assemelham as células epiteliais
intestinais por ndo apresentarem confluéncia necessaria na monocamada durante o
processo de invasdo. Para estudar o processo de entrada da S. flexneri em um sistema
que refletia a situacdo in vivo, foi utilizada a célula Caco-2, que apresentou um

revestimento epitelial confluente.

Quanto ao tempo, a S. flexneri expressa uma capacidade limitada para
interromper as juncdes celulares, sendo entdo pouco invasiva em ensaio celular. Apos
testar com periodos de 1, 2, 4 horas, observou-se um grau limitado de invasdo apés 1

hora e de uma forma mais significativa apds 2 horas de incubacdo (HIGH et al., 1992).
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Em células HEp-2, estudos demonstraram que a enterotoxina sigA, que reside na ilha de
patogenicidade de S. flexneri, possui um efeito citopatico desempenhando um papel na
acumulacdo de fluido intestinal associado a infeccdo pela S. flexneri (AL-HASANI et
al., 2000).

Quanto a fagocitose por celulas fagociticas, Nonaka e colaboradores (2003)
utilizaram as células U937 e a J774 induzindo o contato com cepas de Shigella flexneri
YSH6000. Como resultado, observaram que a cepa utilizada promovia dois tipos de
morte celular: a apoptose e a necrose, as quais ocorreram em células hospedeiras
diferentes. As células infectadas semelhantes aos macrofagos perderam rapidamente a
integridade da membrana plasmatica devido a formacdo de poros realizados pela
bactéria por meio dos genes de viruléncia ipaBCDA que aceleram o processo de
inducdo a necrose. Enquanto que, 0 processo apoptotico ocorreu independente dos
genes ipaBCDA e ndo necessita de internalizacdo bacteriana, sugerindo que a morte
celular rapida depende da viruléncia da S. flexneri e da expressdo dos genes ipaBCD e

outras proteinas.
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3 JUSTIFICATIVA

Apesar da reducéo da taxa de mortalidade causada por infec¢des diarreicas nas
ultimas décadas, a sua incidéncia ainda continua alta (THE et al., 2016). Mesmo com
estudos visando a compreensdo do processo patolégico da Shigella, ainda ndo se tem
uma vacina eficaz devido a variabilidade existente no antigeno das cepas o que ainda
afeta na taxa de mortalidade infantil (YANG ET AL., 2014; HOSANGADI ET AL.,
2017).

Na regido Norte, 0 nosso grupo de pesquisa, Diagndstico e Controle de Doencas
Infecciosas da Amazonia (DCDIA), realizou um estudo epidemioldgico entre o periodo
de 2007 a 2009. Neste estudo, foram identificadas isolados de Shigella (CRUZ et al.,
2014). Desde 2007, vérias caracterizacOes tém sido realizadas nestes isolados: avaliacdo
de taxas de invasdo (REZENDE, 2016); expressdo génica dos genes de viruléncia
(BARROS, 2016); polimorfismo dos genes ipaH (DANTAS, 2016); sequenciamento
dos sistemas de secrecdo (VERCOSA, 2018) e proteoma em mimetizacdo de contato
(BATALHA, 2019). Todos estes resultados direcionam a continuacdo na caracterizacao
dos isolados de Shigella flexneri 201 (SF201) e S. boydii 183 (SB183), os isolados

clinicos de Shigella alvos do atual estudo.

Neste estudo propomos a avaliacdo da inflamagdo destes dois isolados clinicos
em cultura de macréfagos J774, em comparacdo com o padrdo de Shigella flexneri
MO9O0T e de Escherichia coli enteroinvasiva EIEC, o ultimo devido a semelhanca
genética que estas espécies dividem. Acreditamos que este estudo ir& elucidar aspectos
da patogénese de isolados clinicos de Shigella da regido Norte e direcionar estudos

futuros que visem uma abordagem vacinal ou probidtica, com estes isolados.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial inflamatério dos isolados clinicos Shigella flexneri 201
(SF201) e Shigella boydii 183 (SB183) em macrdfago J774.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a suscetibilidade de células HEp-2 a invasdo pelos isolados clinicos
SF201 e SB183;

- Avaliar expressdo génica de citocinas pro-inflamatérias em cultura de

macrofago J774 em contato com os isolados clinicos SF201 e SB183;

- Comparar o potencial inflamatério dos isolados clinicos de Shigella pela

habilidade invasiva e inducédo de citocinas pré-inflamatérias em macrofago.



29

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Fluxograma de atividades

As atividades realizadas neste estudo foram executadas de acordo com o
fluxograma a seguir (Figura 5). Os isolados foram selecionados baseados em resultados
de estudos anteriores e foram realizados dois tipos de cultivos celulares, em células
epiteliais HEp-2 e macrdfagos J774. Os intervalos de tempo de analise foram em 30, 60,
120 e 180 minutos. O teste de contato dos isolados clinicos com macréfagos, de cada
intervalo, foi submetido a extracdo de RNA, transcricdo em cDNA e expressdo génica

em PCR em tempo real de citocinas pro-inflamatdrias.

SELECAO DAS AMOSTRAS

|
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| |
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\ Y V

A
[ |
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TRANSCRICAO cDNA

PCR EM TEMPO REAL

Figura 5: Fluxograma de atividades

5.2 Selecéo e reativagédo das amostras em estudo

Neste estudo, foram selecionadas amostras de Shigella spp. a partir da
bacterioteca do grupo de Diagndstico e Controle de Doencas Infecciosas da Amazonia —
DCDIA, do Instituto Lebnidas e Maria Deane, Fundagdo Oswaldo Cruz (ILMD -
FIOCRUZ — Amazo6nia), que foram isoladas de amostras fecais de criancas de 0 — 10
anos de idade, com diarreia, coletadas no periodo de 2007 a 2009 em hospitais infantis
de Manaus localizados nas zonas leste, norte e oeste. Tais amostras estdo inclusas

dentro de um projeto maior submetido ao Comité de Etica em Pesquisa sob a
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numeracdo: CEP/UFAM 266/2006 (Anexo 1). Os isolados selecionados para este estudo
séo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Lista dos isolados de Shigella e cepas padroes

Quantidade Identificacdo Cepa/Bacterioteca
FIOCRUZ — ILMD
Shigella boydii 183 (SB183)
Shigella flexneri 27 (SF201)
ATCC 12022-152 (Shigella flexneri 5a M90T)
ATCC 1381 (Escherichia coli enteroinvasora EIEC)

AW NP

A reativacdo das amostras foi realizada por meio da inoculagdo destas em 3 mL
de caldo LB (Luria Bertani) por 24 horas a 37°C, de acordo com as orientacdes
fornecidas pela ATCC (do inglés, American Type Culture Collection) para amostras
microbioldgicas congeladas a longo prazo. Em seguida, as amostras foram cultivadas
em placas de Petri contendo os meios de cultura Agar SS, Agar XLD e Agar
MacConkey. Uma coldnia isolada foi utilizada para identificacdo em testes bioquimicos
da galeria EPM, MILI e Citrato de Simmons. As amostras positivas para a identificacdo
bioguimica de Shigella foram extraidas por calor (col6nia bacteriana ressuspendida em
30 pL de tampédo TE, aquecida em banho seco a 100°C por 15 minutos e rapidamente
congelada em nitrogénio liquido), e tiveram sua identificacdo confirmada em nivel de
espécie por meio da PCR padronizada por Ojha e colaboradores (2013). Apds
confirmacdo da identidade, as amostras foram armazenadas em &agar nutriente em tubo

de criopreservacdo com 6leo mineral na superficie até o uso.

Como controles selecionados para este estudo, tem-se as cepas padrdo
Escherichia coli enteroinvasora — EIEC (ATCC1381) e Shigella flexneri 5a M90T
(ATCC12022-152) (Tabela 1).

5.3 Linhagem celular

A célula utilizada para o teste de invasdo celular qualitativo e quantitativo foi a
HEp-2, obtida de carcinoma de laringe humana, seguindo a técnica descrita por
(FRANCIS et al., 1991) com modificacdes.
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5.3.1 Cultivo das células HEp-2

As células HEp-2 foram cultivadas em 3 frascos plasticos de 25cm? de superficie
de crescimento (Corning) TPP, contendo 3 mL de meio de cultivo DMEM — SFB 10% e
mantidas em estufa a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO., por trés a quatro dias. Apos
este periodo, 0 meio de cultivo foi removido e a monocamada celular lavada com 1 mL
de solucgdo tampéo salina — fosfato (PBS 1X), pH 7,4 (PBS - V). O PBS 1X foi retirado,
deixando os frascos bem secos e adicionou-se em cada frasco 1 mL da solugéo de
tripsina a 0,25% mantendo contato por 6 minutos no interior da estufa para desprender
as células do frasco. Logo apds, foi agitado manualmente e levemente, cada frasco para
que as células se desprendessem por completo. O conteddo dos frascos foi transferido
para um tubo tipo falcon estéril de 15 mL, respectivamente. Em cada tubo tipo falcon,
foram adicionados 3 mL de DMEM - SFB 10% (afim de inibir a agdo da tripsina na

célula) e centrifugados por 4 minutos a 1500 rpm.

Apb6s a centrifugacdo, os sobrenadantes foram descartados, os pellets
ressuspendidos com o restante de meio que sobrou no falcon e transferidos para apenas
um tubo falcon de 15 mL. Foram retirados 10 pL da solu¢cdo homogénea para o
procedimento de contagem do numero de células viaveis da ressuspensdo celular
utilizando-se do método de exclusdo pelo corante Azul Tripan (SCHREK, 1936). Em
seguida, foi realizada a diluicdo apropriada em DMEM — SFB 10% (v/v) de modo a se

obter uma concentragdo de 1x10° células/mL.

Para a realizacdo do teste de invasdo celular, uma aliquota de 1 mL da solucéo
diluida foi distribuida em cada uma das laminulas colocadas em cada orificio das placas

de cultura de células de 24 orificios (Costar).

Em seguida, os cultivos celulares foram incubados em estufa a 37°C, sob
atmosfera de 5% de CO., por 24 horas para se obter uma monocamada celular em cada

laminula com confluéncia entre 60 a 70%.

5.3.2 Cultivo das células J774

O cultivo de células J774 foi realizado para o teste de fagocitose sob as mesmas
condicdes descritas para o cultivo de células HEp-2, com apenas uma modificacao: para
o desprendimento das células J774 foi utilizado um scrapper, uma vez que este tipo de

célula se adere mais ao frasco de cultura que a célula HEp-2.
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5.4 Cultivo e preparo das amostras bacterianas

A partir do estoque em agar nutriente, as amostras bacterianas foram semeadas
em 3 mL de caldo LB e incubadas a 37°C por 16/18 horas. Em seguida, foi medida a
densidade Optica de cada crescido bacteriano, no comprimento de onda de 600 nm, por
meio do espectrofotdbmetro. Cada isolado crescido foi diluido em caldo LB para atingir
a concentracio de aproximadamente de 1,5x10% bactérias/mL. Esta diluicdo foi
realizada até 15 minutos antes de cada ensaio, devido & habilidade das bactérias se
multiplicarem rapidamente ap6s este tempo.

5.5 Teste de invasdo quantitativo em HEp -2

Inicialmente, foi retirado o meio de cultura das placas e foram feitas trés
lavagens com PBS 1X para a retirada das células que ndo aderiram as laminulas. Em
seguida, foram adicionados 950uL de meio DMEM — SFB 10% estéril em todos os
pocos. Nos pogos usados como controle ndo se adicionou cultura bacteriana e nos pocos
que foram reservados para a interacdo da bactéria com a célula foram adicionados 50
pL de cultura bacteriana (conforme descrito no item 5.4) que foram incubadas por 30,
60, 120 e 180 minutos a 37°C sob atmosfera de 5% de CO.. Cada amostra foi feita em

triplicata.

Apds cada tempo de incubacao, foi retirado o meio de cultura dos poc¢os da placa
e realizadas 4 lavagens com PBS 1X para retirar as bactérias que ndo invadiram as
células dos pocos reservados para a interacdo da bactéria e a célula. Foi acrescentado 1
mL de meio DMEM - SFB 10% com gentamicina na concentracdo de 100 pg/mL, que
foi incubado por 1 hora na estufa de 5% CO; a 37°C. O restante do meio de cultura foi
retirado, seguido de outra etapa de lavagens com PBS 1X (4 vezes) para retirada das
bactérias que ndo foram internalizadas. Apos isso, foram adicionados 400uL de Triton
X-100 a 1%, para que ocorresse 0 rompimento da membrana da célula e a placa foi
incubada por 10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado 1,6 mL
de caldo LB liquido em cada pogo e foi realizada a homogeneizacdo. De cada solugéo
homogeneizada, foram transferidos 100 uL de cada poco para um microtubo contendo
900 pL de solucéo salina (0,85%) e homogeneizados. Desta solucéo, foram transferidos
50 pL para placas de Petri contendo agar Mueller Hinton (HiMedia), que foram
incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. Ao término das 24 horas, as placas de Petri

foram retiradas da estufa e se fez a contagem de colénias crescidas em cada placa.
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As cepas ATCC de Escherichia coli e Shigella flexneri M90T foram utilizadas
como controle positivo. Para controle negativo, foi utilizado PBS 1X para substituir a
solucéo de cultura bacteriana.

5.6 Teste de invasdo qualitativo em HEp-2 e J774

O teste foi realizado conforme descrito no item 5.5, com a seguinte modificacéo:
apos o periodo de 1 hora, 0 meio DMEM — SFB 10% com gentamicina (100 pug/mL) foi
descartado e realizaram-se 4 lavagens com PBS 1X para retirar as bactérias que nédo
invadiram a célula. Em seguida, foi realizado o processo de fixacdo e coloragdo das
células com a adicéo de 200 uL de solucdo fixadora Bowin por 10 minutos. Apos este
tempo, foi retirada a solucdo fixadora, realizada 4 lavagens com PBS 1X para retirar o
excesso da solucdo e cada laminula foi corada com 200 pL das solugdes do Kit de
coloracdo Pandtico Rapido (Laboclin), sendo 45 segundos para o corante vermelho e 15
segundos para o corante azul. Imediatamente, as laminulas foram lavadas 2 vezes com
agua destilada para retirada do excesso de corante e fixadas em laminas, que foram

postas para secar a temperatura ambiente.

Assim como 0s ensaios com a célula HEp-2, os ensaios realizados com as
células J774 foram realizados em duplicata, na qual uma placa de cultura era
direcionada para o teste qualitativo e a segunda placa era direcionada para o teste
quantitativo (HEp-2) e para extragdo de RNA (J774). Como controle negativo das
células, foi reservada uma laminula em cada ensaio com cada tipo de célula sem

bactérias.

Para a leitura, as laminas foram observadas em microscopio Optico, com 0S
aumentos de 400 e 1000 vezes. Foram contadas as bactérias internalizadas de 300
células para cada membro da triplicata, perfazendo uma média de 21 campos por
laminula. Os resultados foram anotados e a média retirada. Graficos e analises

estatisticas foram feitos no programa Graphpad Prisma vers&o 5.

5.7 Extracéo de RNA em cultura de J774

A extracdo de RNA foi realizada pelo método de Trizol® (Invitrogen, Life
Technologies, USA), conforme a orientacdo do fabricante. Apds o tempo de contato das
bactérias com a celula J774, o meio foi descartado e os pogos foram lavados 3 vezes

com PBS 1X. Foram acrescentados 750 pL de Trizol® em cada poco e a placa foi
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armazenada a -20°C. No dia seguinte, fez-se a homogeneizacdo em cada poco para que
as células se desprendessem do fundo da placa e cada replicata foi transferida para um
microtubo. Em cada microtubo, foram adicionados 200 pL de cloroférmio e
homogeneizados por 15 segundos no vortex para que ocorresse 0 rompimento da célula.
Em seguida, foi feita a centrifugacdo a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C. Apos a
centrifugacdo, a solucdo aquosa de cada replicata foi transferida para um novo
microtubo, adicionou-se 500 pL de isopropanol 100% e foi homogeneizado por 15
segundos no vortex. Os microtubos foram incubados por 10 minutos em temperatura
ambiente e ao término do tempo, a solucdo foi centrifugada a 12000 x g por 10 minutos

a 4°C, sendo descartado o sobrenadante ao final do processo.

O pellet foi lavado com 1 mL de etanol 75%, homogeneizado no vortex e
centrifugado a 7500 x g durante 5 minutos a 4°C. Novamente, se descartou o
sobrenadante e foi colocado para secar o pellet de RNA retido em cada microtubo
dentro do fluxo até total evaporacdo do etanol. Ap6s a secagem, foram adicionados 30
puL de RNAse-free em cada pellet, feita a ressuspensdo em cada tubo e incubados a

60°C por 15 minutos.

A andlise para a pureza da extracdo foi realizada pela quantificacdo em
espectrofotdbmetro Biodrop através dos valores obtidos pela razdo 260/230 para verificar
se havia residuos do composto fendlico utilizado durante o processo de extracdo de
RNA.

5.8 Transcri¢éo do cDNA

A sintese da fita complementar de DNA (cDNA) foi realizada conforme descrito
por Guerreiro e colaboradores (2013). A transcricdo do cDNA foi realizada pelo Kit
High — Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Thermo Fisher Scientific, EUA),
conforme a orientacdo do fabricante. Nos tubos com as amostras descongeladas de
RNA, foram adicionados os reagentes listados na Tabela 2. Apés este procedimento, foi
realizada uma centrifugacdo breve para retirada de bolhas e a solugéo foi incubada em
um termociclador com a seguinte configuracdo 25°C/10min, 37°C/120 min, 85°C/5 min
e 4°C/o. O cDNA transcrito foi quantificado para que fosse feito o ajuste da

concentracdo das amostras de cDNA em 10 ng/uL.
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Tabela 2 - Mix da Reacéo de Transcricdo do cDNA

Componentes Volume
10X RT Buffer 2.0pL
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8uL
10X RT Random Primers 2.0pL
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1.0puL
Nuclease-free H20 4.2uL
RNA 10uL
Total por Reacédo 20pL

5.9 Selecéo de genes da resposta imune

Para este estudo, foram selecionados os genes IL-1B e TNF-a, citocinas pro-
inflamatorias e que sdo produzidas principalmente por macréfagos ativados (MURPHY
et al., 2010), para se realizar a analise da expressdo génica dos isolados clinicos

selecionados.

Os genes selecionados foram utilizados da biblioteca de genes de resposta imune
que se encontra no Laboratdrio de Imunologia Celular Aplicada a Satude na FIOCRUZ
de Ronddnia, os quais tém as sequéncias disponiveis no banco de dados online Yenbank

e estdo listados na tabela abaixo:

Tabela 3 — Sequéncia dos genes de resposta imune IL-1p e TNF-a

N Ampli Primer
Gene Sequéncia Comp. TM  Local. (pb) GenBank Bank
IL-1B F: GCAACTGTTCCTGAACTCAACT 22 60.7 4-25
(Mouse) R: ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT 21 61.4  92-72 89 NM_008361 6680415a1
230-
TNF-a F: CCCTCACACTCAGATCATCTTCT 23 60.9 252
(mouse)  R: GCTACGACGTGGGCTACAG 19 621 290 61 NM_013693  7305585al

A verificagdo da expressdo génica nas amostras foi avaliada em conjunto com o
normalizador de expressao, um gene constitutivo e que deve ser expresso da mesma
forma, independente da condigédo que o experimento for realizado. O gene selecionado
para normalizador foi o GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase),
frequentemente utilizado como gene de controle interno para explicar diferencas entre a
quantidade de RNA expressa (SCHMITTGEN; ZAKRAJSEK, 2000), listado na tabela

a sequir.
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Tabela 4 — Sequéncia do gene normalizador

A Ampli. Primer
Gene Sequéncia Comp. TM Local. (pb) GenBank Bank
. 8-28
GAPDH F: AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 21 62.6 130- 123 NM_008084 66799372l

(Mouse) R: TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 23 60.2 108

5.10 PCR em Tempo Real

O procedimento de PCR em Tempo Real foi realizado por meio do equipamento

Rotor-Gene Q com 72 microtubos pogos contendo os reagentes listados na Tabela 5.

Tabela 5 - Mix da reagdo gPCR.

Reagente Concentragéo Final
2X SYBR® Green PCR Master Mix 12,5uL
Iniciador sense (Spmol/uL) 0,5pL
Iniciador anti-sense (5pmol/uL) 0,5uL
cDNA 1,0uL
Agua Milli Q 10,5uL

Cada reacdo continha 25 pL finais e a ciclagem foi utilizada conforme
instrucdes do fabricante. A desnaturacéo inicial foi de 95°C durante 10 minutos, seguida

de 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos, 60°C durante 1 minuto.

5.11 Analises dos dados do PCR em tempo real

O método 2 - 24T foi utilizado para se obter uma quantificacdo relativa dos
dados obtidos por meio da PCR real time. Este método permite que os niveis de
expressao génica relativos possam ser calculados entre as condi¢fes de tratamentos as
quais as amostras foram submetidas. A partir do ciclo limiar (cT) gerados pelo sistema
foi realizada a quantificagdo relativa, no qual o valor normalizado para AACT foi a

diferenca entre o ciclo limiar dos genes-alvo e do gene de referéncia da célula J774.

Os dados foram apresentados usando mapas de calor (Heatmaps) em 2D para
demonstrar a intensidade de expressdo, gerados pelo programa BioVinci versdo 1.1.5
desenvolvido por BioTuring Inc. (San Diego, California, EUA).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, avaliamos o potencial inflamatério de dois isolados clinicos
provenientes de criangas com diarreia em Manaus. Estes isolados de Shigella tém sido
extensivamente estudados pelo grupo DCDIA como potenciais alvos vacinais ou de
probidticos. Desde o ano de 2007, temos caracterizacao de viruléncia por PCR (CRUZ
et al., 2014), expressao génica in vivo (SERRA, 2013), expressdo génica dos genes de
viruléncia (BARROS, 2016), polimorfismo dos genes ipaH (DANTAS, 2016),
sequenciamento dos sistemas de secrecdo (VERCOSA, 2018) e proteoma em
mimetizacdo de contato (BATALHA, 2019). Todos estes resultados direcionam a
continuagdo na caracterizagdo dos isolados de Shigella flexneri 201 e S. boydii 183, 0s
isolados clinicos de Shigella alvos do atual estudo.

6.1 Teste de invaséo celular com a linhagem HEp-2

Alguns estudos como o de Pupo e colaboradores (2000) apontaram, através de
analises filogenéticas que a Shigella tem uma possivel ancestralidade com a bactéria
Escherichia coli, uma vez que diferentes cepas de Shigella foram originadas inumeras
vezes de diferentes ramos de Escherichia coli. Os dois patdgenos possuem um sistema
de secrecdo do tipo 11 (SST3), um plasmideo de viruléncia que possibilita a codificacdo
de proteinas que d&o caracteristicas invasivas para estas cepas (BLIVEN; MAURELLI,
2012; DI MARTINO et al., 2013). No entanto, a habilidade de disseminacdo de EIEC é
menor que Shigella facilitando o controle da patogénese pelo sistema imune (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004). Por isso, para fins de comparagdo, neste estudo
decidimos manter, ndo s6 a cepa padrdo de Shigella flexneri 5a M90T, como também a

cepa padrdo de EIEC.

O teste de invasao celular em célula HEp-2 foi realizado com os dois isolados
clinicos SB183 e SF201 nos intervalos de tempo de 30, 60, 120 e 180 minutos. Apesar
de seguir como base o experimento dos estudos de Francis e colaboradores (1991) e
Omidi e colaboradores (2017) que realizaram seus experimentos em 2 horas somente,
optou-se por estes tempos para que fosse possivel avaliar a capacidade invasiva de cada
cepa de forma continua para observar se existiam diferencas entre as mesmas. O teste de
invasdo divide-se em qualitativo e quantitativo. No ensaio qualitativo, foi possivel

observar que a invasdo iniciou no periodo de 30 minutos para todos os isolados de
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Shigella (SB183 e SF201), seguindo o resultado encontrado na cepa padrdao M90T
(Figuras 6 e 7)

Para EIEC, no entanto, a invasdo qualitativa iniciou em 120 minutos, ndo sendo
observadas  células com  vaclUolo endocitico até este periodo (
Figura 6). Moreno e colaboradores (2009) observaram que a EIEC, durante os tempos
de contato com a célula Caco-2 (células do epitélio intestinal humano), expressava
menor quantidade de genes de viruléncia que a Shigella flexneri, dentre os quais
estavam os genes virF responsavel por ativar a transcricdo do gene regulador virB, e
este por sua vez ativa 0s promotores de transcricdo de invasinas (ipa), Mxi e Spa,
responsaveis por codificar sistema de secrecdo do tipo Il (KANE et al., 2002)

ocasionando um processo de invasao celular mais lento de EIEC.

No ensaio quantitativo, foram realizados dois procedimentos distintos: a
contagem de bactérias internalizadas por meio de visualizacdo no microscopio em 300
células e outra contagem feita apds o rompimento celular. Em um total de 300 células

por triplicata, verificou-se a quantidade de bactérias invasoras (Grafico 1).
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Figura 6: Ensaio de invasdo em célula Hep-2 com padrédo de Shigella flexneri 5a M90T (ATCC 12022-152) e E. coli enteroinvasora EIEC (ATCC 1381), nos
tempos de 30, 60, 120 e 180 minutos. Setas brancas evidenciam a presenca bacteriana e invasao.
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Figura 7: Ensaio de invasao em célula Hep-2 com isolados clinicos Shigella boydii 183 (SB183) e Shigella flexneri 201 (SF201), nos tempos de 30, 60, 120 e 180
minutos. Setas brancas evidenciam a presenca bacteriana e invaséo.
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Dentre todos os intervalos de tempo estudados, a cepa padrdo M90T foi a Unica
que apresentou correlacéo significativa com as demais amostras, sendo P<0.05 para a
relagcdo entre M90T e EIEC, P<0.05 para M90T e SB184 e P<0.01 para M90T e SF201
(Grafico 1). De modo geral, as amostras apresentaram um aumento de concentracédo de
bactérias internalizadas com o decorrer do tempo, sendo o pico em 180 minutos. A
MOOT teve as maiores taxas de internalizacdo em todos os tempos, seguida da SB201.
EIEC e SB183 tiveram perfis similares.

Ensaio quantitativo de invasao em HEp-2
100

Bactérias

Minutos
= MooT Em EIEC @ SB1s3 =3 sF201

Gréfico 1: Ensaio semi-quantitativo com células HEp-2. Teste estatistico T-test. Todos os intervalos
de tempo apresentam relacédo significativa com o padréo de Shigella M90T. * P<0.05 **P<0.01

Além da contagem de bactérias internalizadas por meio de visualizacdo no
microscopio, foi realizado o rompimento da membrana celular para a contagem de
unidades formadoras de col6nia (UFC) em agar Mueller Hinton. Os resultados deste

ensaio encontram-se no Grafico 2.

Da mesma forma que no microscopio, as amostras apresentaram um aumento
de concentragdo de bactérias internalizadas com o decorrer do tempo, a excecdo da
EIEC e SB183, cujo pico de invasdo ocorreu em 120 minutos. A M90T teve as maiores

taxas de internalizacdo em todos os tempos, seguida da SB201. Os intervalos de tempo
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do padrdo M9OT apresentaram correlacdo estatistica com o isolado SF201 (P<0.05) e a
EIEC com o isolado SB183 (Gréfico 2).

Nos trabalhos realizados por Francis e colaboradores (1991), Omidi e
colaboradores (2017) e Moreno e colaboradores (2009), investigando processos
diferentes da patogénese de Shigella , demonstraram que ocorre um aumento do nimero
de unidades formadoras de col6nias conforme o tempo decorria sendo compativel com

os resultados deste estudo.
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Grafico 2: Ensaio quantitativo com células HEp-2 de UFC/mC. Teste estatistico T-test * P<0.05

6.2 Teste de fagocitose celular com a linhagem J774

O teste de fagocitose qualitativo possibilitou observar a capacidade fagocitica
da célula J774 por meio da visualizagdo das bactérias internalizadas e rompimento do

macrofago, conforme o periodo de tempo progredia (Figura 8 e Figura 9).

Uma das principais células do sistema imune para eliminagdo de patdgenos é o
macrofago que tem capacidade de englobar e eliminar bactérias ao mesmo tempo em

que ativa a resposta do sistema imune. Na shigelose, o macréfago é o primeiro
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obstaculo a ser encontrado pela bactéria, que ao translocar as células M séo fagocitadas
por macrofagos residentes. Para prosseguir com a invasao de enterdcitos, as Shigellas
precisam escapar do fagossomo e ter tempo para se direcionar para o citoplasma ou
invadir as células epiteliais vizinhas antes que o sistema imune seja ativado e a resposta

inflamatdria ndo permita sua disseminacdo (SANSONETT]I, 2001).

Neste ensaio foi observado que, conforme o tempo de contato foi aumentando, o
numero de macrofagos visiveis por campo diminuiu para todas as amostras testadas

(Figura 8 e Figura 9).

A Shigella e a EIEC possuem uma magquinaria que permite a liberacdo de
proteinas efetoras que atuam na membrana do macrofago rompendo a sua estrutura e
que permite a bactéria adentrar para o citoplasma ou interior de outra célula
(SANSONETTI, 2001). Ensaios realizados por Moreno, Martinez & Moreira-Filho
(2010) demonstraram que as taxas de morte de macrofago por EIEC e Shigella flexneri
sdo opostas. No tempo de infeccdo de duas horas, a Shigella flexneri demonstrou ser
mais eficiente no processo de morte celular com 50% de macré6fagos a menos do que
EIEC. Nossos resultados foram compativeis com os citados anteriormente, sendo

facilmente visivel a diminuicéo de células J774 por meio do microscépio.

Em um estudo de Nonaka e colaboradores (2003) foi demonstrado que linhagens
semelhantes a macréfago infectadas com o isolado de S. flexneri YSH6000 sofriam
morte celular devido a rapida inducéo de necrose, que tem um mecanismo mediado por
uma formacdo de poro na membrana das células hospedeiras dependente dos genes de
viruléncia ipaABCD. Estas observacdes apontam a habilidade de Shigella de matar
celulas hospedeiras, comandando sua maquinaria e levando a necrose, papel essencial

na infeccédo, sobrevivéncia e escape de respostas imunes.
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180

Figura 8: Ensaio de fagocitose em macrofago J774 com padréo de Shigella flexneri 5a M90T (ATCC 12022-152) e E. coli enteroinvasora EIEC (ATCC 1381), nos
tempos de 30, 60, 120 e 180 minutos.
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SB183

SFK201

Figura 9: Ensaio de fagocitose em macréfago J774 com isolados clinicos Shigella boydii 183 (SB183) e Shigella flexneri 201 (SF201), nos tempos de 30, 60, 120 e 180
minutos.



43

6.3 Expressdo génica de mediadores inflamatérios de macréfago (J774) frente

aos isolados de Shigella

Foi realizada a extragdo de RNA da cultura celular da linhagem de macréfago
murino J774 apbs os intervalos de tempo de 30, 60, 120 e 180 minutos. Apds a
extracdo, foi realizada a quantificacdo de RNA em equipamento Biodrop para verificar
a pureza da amostra. Todas as extracdes encontravam-se na faixa de 1,5 a 1,8 na razédo
260/230. Apds esta confirmacdo, foi realizada a construcdo do cDNA e realizada a PCR

em tempo real.

Os genes selecionados para este estudo foram IL-1B e TNF-a. Estes genes séo
considerados pro-inflamatdrios, uma vez que sdo expressos pelo macrofago. A invasao
por Shigella regula varias citocinas pro-inflamatorias como IL-1f, IL-6, I1L-8, TNF-a,
TNF-B, IL-1p e IL-18 (YANG et al., 2014) responsaveis pela indugao de uma resposta
imune. Estes sinais liberados por macrofagos e a ruptura de células epiteliais levam ao
recrutamento de neutrofilos que também parecem ser dependentes das invasinas tipo ipa
(RENESTO; MOUNIER; SANSONETTI, 1996). Estas células sdo essenciais para a
caracteristica de dano tecidual severo da shigelose uma vez que é causada pela necrose
mediada pelas proteinas ipaB e ipaC (FRANCOIS et al., 2000; MANDIC-MULEC;
WEISS; ZYCHLINSKY, 1997). Os resultados da PCR em tempo real foram
normalizados com o gene housekeeping GAPDH e o AACT calculado. Os resultados da
expressao foram dispostos em um mapa de calor para melhor visualizacdo (Gréafico 3 e
Gréfico 4).

Para 0 gene IL-1PB, as amostras agruparam-se em dois clusters. A EIEC e a
Shigella SB183 agruparam-se num cluster Unico, enquanto a M90T e a Shigella SF201
agruparam-se num subcluster, juntamente com o controle negativo. Para todas as
amostras, as maiores taxas de expressdo de IL-1p ocorreram nos periodos de 30 e 120

minutos (Grafico 3).

Para a expressdo de IL-1B por macrofagos em Shigella flexneri, € necessaria
uma ativacao anterior de caspase-1, pois esta cliva IL-1B. Camundongos knockout para
caspase-1 falharam na producdo de IL-1 B (LI et al., 1995). Em um estudo sobre a
ativacdo de caspase-1 em macréfagos demonstrou que um isolado selvagem de S.
flexneri realizou a ativagéo de pro-IL-1p em sua forma de 18 kDa logo apds 30 minutos

de contato. Presenca ou auséncia de plasmideo de viruléncia ndo afetou esta primeira
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ativacdo, sendo a expressdo induzida por LPS (SCHROEDER; JANN; HILBI, 2007).
Este fato também foi observado neste estudo, onde todos os isolados e o controle
apresentaram expressdo apos 30 minutos, mas ndo o controle negativo (Gréfico 3).

IL-1B

Value

30

60

120

180

EIEC SB183 M90T SF201 Negativo

Gréfico 3: Mapa de calor dos valores de AACT para IL-1p. Quanto mais proximo de branco a
expressdo é negativa; quanto mais aumenta a escala de vermelho, mais alta a expressao positiva.

Apesar de a EIEC expressar 0s mesmos genes de viruléncia que Shigella, a dose
infecciosa necessaria para causar é 3 vezes maior (106 para EIEC contra 102 para
Shigella) e a infecgdo parece ser mais branda, sugerindo uma diferenga entre modulagéo
do hospedeiro (PASQUA et al., 2017).

Estudos de Moreno & Martinez & Moreira-Filho (2010) comparando infecgdes
de EIEC e Shigella flexneri em macrdfago J774 demonstraram que a S. flexneri realiza a
morte de macr6fagos mais rapidamente e intensamente que a EIEC.

Para o isolado SB183 e EIEC ap6s 180 minutos houve uma baixa regulacdo da
IL-1B (Gréfico 3). Este dado, somado a menor capacidade invasiva demonstrado no
ensaio quantitativo de invasdao em célula HEp-2 (Grafico 4), com uma associacao
positiva entre a SB183 e a EIEC de P<0.05, sugere uma progressdao mais lenta na
interacdo com macréfagos para ambas estas bactérias.
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Para TNF-o, as amostras agruparam-se em dois clusters. A EIEC e a Shigella
SB183 agruparam-se num subcluster, juntamente com a Shigella M90T, enquanto
Shigella SF201 agrupou-se em um cluster inico com o controle negativo (Gréfico 4).

TNF-a

30

60

120

180

Negativo SF201 sB183 EIEC M90T

Gréfico 4: Mapa de calor dos valores de AACT para TNF-a. Quanto mais proximo de branco a
expressdo é negativa; quanto mais aumenta a escala de vermelho, mais alta a expressdo positiva.

As amostras SB183 e EIEC provocaram uma alta regulacdo da expressao de
TNF-a logo no inicio da invasdo (30 minutos), porém apos este periodo, a expressao

desta citocina manteve-se proximo de zero.

As citocinas pro-inflamatorias IL-1B, IL-6 e TNF-a sao multifuncionais com
muitas possiveis fontes, sendo produzidas por macréfagos nos estagios primarios da
resposta antimicrobiana (AKIRA et al., 2018; SCHNUPF; SANSONETTI, 2012). Uma
das maneiras de realizar o clearance bacteriano por macrofagos ocorre pela producdo de
Oxido nitrico, presente nos vacuolos fagociticos. O oxido nitrico sintetase (NOS) é
produzido por células fagociticas como macrofagos, monoécitos e neutrofilos, é ativado
por um primeiro sinal de IFN-y, podendo ter o TNF-o como segundo sinal
(JENNISON; VERMA, 2004; PHALIPON; SANSONETTI, 2007).

A M9I0T, que se agrupou com SB183 e EIEC para a expressdo de TNF-q,

também apresentou uma baixa expressdo em todos os intervalos de tempo, a excecéao de
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180 minutos onde houve uma alta expressdo desta citocina. Nosso estudo abrangeu 0s
tempos de 30, 60, 120 e 180 minutos, ocorrendo expressdo visivel de TNF-a apenas a
partir de 180 minutos (3h), ainda com expressao aproximada de AACT 13. Em estudos
de Moreno, Martinez & Moreira-Filho (2010) em macrofagos J774 com Shigella e
EIEC foi demonstrado que a inducdo de TNF, IL-1 e IL-10 ocorreu apenas ap6s 6h de
infeccdo, no entanto, sem diferencas significativas na expressao de citocinas destas duas
bactérias. Estudos de Sanchez-Villamil, Tapia-Pastrana & Navarro-Garcia (2016)
também néo apontou diferenca entre a cinética de liberacdo das citocinas IL-8 e TNF-a

para Shigella e EIEC.

A associacdo entre TNF-a e producdo de oxido nitrico (NOS) pelo macrofago
explica esta auséncia de expressdo de TNF-a ou sua expressédo tardia, uma vez que o
NOS estd associado ao clearance bacteriano pela fagocitose. As crescentes taxas de
UFC com a progressao temporal (Gréafico 4) associada com o decréscimo de macrofagos
por campo (Figura 8 e Figura 9), sugerem o sucesso dos isolados em promover a
necrose do macrofago, com baixo clearance bacteriano. Uma analise com o periodo

maior de tempo seria necessaria para confirmar este comportamento.

O segundo cluster abrangeu a SF201 e o controle negativo. Ambos tiveram uma
expressdo génica similar, sugerindo que a SF201 n&o influenciou na expressao basal de
TNF-a pelo macrofago. Em ambas as citocinas IL-1p e TNF-a a expressdo génica pelo
macrofago quando em contato com a bactéria SF201 manteve-se similar ou associada ao
controle negativo. Isto, aliada as altas taxas de invas@o evidenciadas neste estudo, é um
dado importante pois sugere um nao reconhecimento pelo macrofago da presenca desta
bactéria ou uma modulacdo na maquinaria proteica desta célula pela SF201 ao seu
favor. Como ja é descrito na literatura, a Shigella apos ser internalizada, realiza o escape
do vacuolo fagocitico dependente do sistema de secrecdo tipo I11. Os mecanismos pelo
qual a S. flexneri e a EIEC manipulam o ambiente intestinal do hospedeiro séo
diferentes, sugerindo que existem genes especificos atuando em cada caso e um
diferente final no curso da infeccdo por cada bactéria (UDDIN; WAHID, 2014). A
manipulacdo do hospedeiro pela Shigella para passar imperceptivel pode justificar este
comportamento. Esta tendéncia também foi acompanhada pelo padrdo M9OT para IL1-
[, mas nao para TNF-a. Estudos adicionais sobre a expressao de genes de viruléncia da

SF201 em macrdfago J774 sdo necessarios para confirmar esta tendéncia.
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O ponto chave para a invasdo epitelial de Shigella e EIEC encontra-se na
habilidade de escape de macrdéfagos e inducdo de morte depentente de caspase-1.
Atualmente, sabe-se que a EIEC é menos eficiente em promover a morte de macrofagos
nas primeiras 4h de infeccdo (MORENO; MARTINEZ; MOREIRA-FILHO, 2010)
provavelmente pela modulacdo de seus genes de viruléncia. Quanto a expressdo de
citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatérias (TNF-a, IL-1, e IL-10), Moreno,
Martinez & Moreira-Filho (2010) ndo encontraram diferengas para a linhagem J774,
porém em outros estudos foi observada uma maior expressdo para Shigella com a
linhagem celular THP-1 (PASQUA et al.,, 2017; SANCHEZ-VILLAMIL; TAPIA-
PASTRANA; NAVARRO-GARCIA, 2016).

Uma vez que muitos estudos sdo feitos com bactérias padrdes, aqui nds

evidenciamos dois isolados clinicos de criancas com diarreia da Manaus, AM.

A SB183 é uma Shigella da espécie boydii, descrita como responsavel pelos
menores numeros de casos de shigelose (1-2%) dos nUmeros totais e confinada ao
continente indiano, motivos pelo qual pouco se sabe sobre a sua viruléncia
(MATTOCK; BLOCKER, 2017). Apesar disso, estudos realizados pelo grupo DCDIA
com o sequenciamento completo desta bactéria, revelou a presenca de sistemas de
secrecdo adicionais. Além do sistema de secrecdo tipo Il (SST3), necessario para o
fenotipo invasivo, a SB183 possui 0 sistema de secrecdo tipo IV (SST6), de nicho
ocupacional (VERCOSA, 2018). Esta variacdo pode estar relacionada com a possivel
adaptabilidade desta bactéria a flora comensal do estdmago, principalmente porque a
SB183 foi isolada de uma crianca co-infectada com rotavirus, sendo o virus entérico a

causa da diarreia.

Isto, somado a correlacdo entre as taxas de invasdo em Hep-2 (Gréfico 4) e
expressdo de ambas IL1-B e TNF-a de forma similar entre SB183 ¢ EIEC, sugere um
padrdo de invasdo e escape do macrofago com uma progressao mais lenta e infeccao

mais branda, similar ao encontrado em EIEC.

Para a expressio de TNF-a, como a SB183 tem demonstrado um
comportamento similar a EIEC e estudos de Moreno, Martinez & Moreira-Filho (2010)
demonstram uma expressao em apenas 6h de contato acreditamos que mais tempo seria
necessario para ocorrer a expressao de TNF-a, uma vez que nossos dados sugerem uma

progressao lenta de infeccédo deste isolado.
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A SF201 é uma Shigella da espécie flexneri, a mais frequente em paises em
desenvolvimento no mundo todo (MATTOCK; BLOCKER, 2017). O plasmideo de
viruléncia de Shigella foi descoberto em uma flexneri, a S. flexneri 5a M90T, utilizada
como padrao neste estudo. O perfil de expressdo génica associado ao controle negativo,
apesar das altas taxas de invasdo, sugere a habilidade deste isolado em manipular o

macrofago em determinados pontos da infeccéo.

Ambas, SF201 e SB183, possuem grande potencial ainda ndo explorado.
Investigacbes mais profundas sdo necessarias para elucidar as diferencas entre a

manipulagédo do hospedeiro e os fatores de viruléncia envolvidos nestas duas amostras.
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7 CONCLUSOES

e No ensaio qualitativo de invasdo em célula HEp-2, foi possivel observar que a
invasdo iniciou no periodo de 30 minutos para os isolados de Shigella SB183,
SF201 e para o padrdo M90T. Para EIEC, no entanto, a invasdo qualitativa
iniciou em 120 minutos, ndo sendo observadas bactérias com vacuolo endocitico

até este periodo;

¢ No ensaio quantitativo de invasdo em célula HEP-2, contagem no microscopio
Otico, as amostras apresentaram um aumento de concentracdo de bactérias
internalizadas com o decorrer do tempo, sendo o pico em 180 minutos. A M90T
teve as maiores taxas de internalizacdo em todos os tempos, seguida da SB201.
EIEC e SB183 tiveram perfis similares. A cepa padrdo M90T foi a Unica que

apresentou correlacdo significativa com as demais amostras;

e No ensaio qualitativo de invasdo em célula HEP-2, contagem de UFC/mL, as
amostras apresentaram um aumento de concentracdo de bactérias internalizadas
com o decorrer do tempo, a exce¢do da EIEC e SB183, cujo 0 pico de invasao
ocorreu em 120 minutos. A M90T teve as maiores taxas de internalizacdo em
todos os tempos, seguida da SB201. Os intervalos de tempo do padrdo M90T
apresentaram correlacdo estatistica com o isolado SF201 (P<0.05) e a EIEC com
o0 isolado SB183 (P<0.05);

e No ensaio qualitativo de fagocitose por macrofago J774, conforme o tempo de
contato foi aumentando, o nimero de macréfagos visiveis por campo diminuiu

para todas as amostras testadas;

e As maiores taxas de expressdo de IL-1B ocorreram nos periodos de 30 e 120
minutos. Esta ativacdo imediata para todas as amostras apds o contato sugere

uma resposta ao LPS bacteriano, ndo a fatores de viruléncia da bactéria;
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e Parao gene IL-1B, a EIEC e a Shigella SB183 agruparam-se num cluster dnico,
ocorrendo uma baixa regulacdo da IL-1B ap6s 180 minutos. Este dado sugere
uma progressdo mais lenta na interacdo com macrdfagos para ambas estas

bactérias;

e Para TNF-a, a EIEC e a Shigella SB183 agruparam-se num subcluster,
juntamente com a Shigella M90T, ocorrendo expressdo visivel de TNF- a
apenas a partir de 3h para M90T. Uma vez que TNF- a estad associado a
producdo de 6xido nitrico (NOS) no macréfago e o clearance bacteriano, as
crescentes taxas de UFC com a progressdo temporal, associada com o
decréscimo de macrofagos por campo, sugerem o0 sucesso dos isolados em

promover a necrose do macréfago, com baixo clearance bacteriano;

e Para TNF-q, a Shigella SF201 agrupou-se em um cluster Gnico com o controle
negativo. Ambos tiveram uma expressdo génica similar, sugerindo que a SF201
ndo influenciou na expressdo basal de TNF-a pelo macréfago;

e As associacdes encontradas neste estudo com SB183 e EIEC - correlacdo entre
as taxas de invasdo em Hep-2 e expressdo de ambas IL1-p e TNF-o de forma
similar — sugerem um padrdo de invasdo e escape do macréfago com uma
progressao mais lenta e infeccdo mais branda para SB183, similar ao encontrado
em EIEC;

e Para a SF201, o perfil de expressdao génica associado ao controle negativo,
apesar das altas taxas de invasdo, sugere a habilidade deste isolado em

manipular o macrofago em determinados pontos da infec¢éo;

Ambas, SF201 e SB183 possuem grande potencial ainda ndo explorado. Investigacdes
mais profundas sdo necessarias para elucidar as diferencas entre a manipulacdo do

hospedeiro e os fatores de viruléncia envolvidos nestas duas amostras.
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ANEXO 1 - PARECER DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UFAM

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas
aprovou, em reunido ordindria realizada nesta data, por unanimidade de votos, o
Projeto de Pesquisa protocolado no CEP/UFAM com o numero 266/2006, intitulado:
“Caracterizacio fenotipica e genotipica dos enteropatogenos isolados de criancas
de 0-10 anos de idade, com diarréia aguda e de repeticio na regiio de Manauns-
Amaronas”. Tendo como Pesquisadora Responsavel Patricia Puccinelli Orland
Nogueira.

Sala de Reunido da Escola de Enfermagem de Manaus — EEM da Universidade

ederal do Amazonas, em Manaus/Amazonas, 15 de marco de 2007.
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