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Resumo

A principal diferença entre Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) típica

(tEPEC) e atípica (aEPEC) é a presença do plasmídeo EAF (EPEC adherence

factor) apenas em tEPEC. Apesar de os dois grupos promoverem uma lesão

denominada attaching and effacing (lesão A/E) no epitélio intestinal, algumas

diferenças em relação aos demais mecanismos de virulência podem existir.

Neste estudo, duas amostras selvagens de aEPEC (1711-4, sorotipo O51:H40,

e 3991-1, O não tipável, não móvel) foram analisadas quanto à capacidade de

aderir, invadir, persistir e induzir a produção de IL-8 em células intestinais T84

e Caco-2, diferenciadas in vitro. Os resultados foram comparados com os

obtidos com a amostra protótipo de tEPEC E2348/69. O papel do flagelo nos

processos de adesão, invasão e indução da produção de IL-8 e de um sistema

de secreção tipo III (SST3) na indução da produção de IL-8 foram também

investigados com aEPEC 1711-4, utilizando-se mutantes isogênicos deficientes

em flagelina ou EscN, respectivamente. As amostras aEPEC 3991-1 e 1711-4

aderiram significativamente mais às células T84 do que em Caco-2. Entretanto,

aEPEC 1711-4 foi mais invasiva do que aEPEC 3991-1 e tEPEC E2348/69.

Além disso, as amostras de aEPEC persistiram em ambas as linhagens

celulares por um mínimo de 48 h, mas o índice de persistência foi maior para

aEPEC 3991-1 em células Caco-2. Nesta linhagem celular, a produção de IL-8

foi significativamente maior nos tapetes celulares infectados com a amostra

selvagem aEPEC 1711-4 em 3 h do que naqueles infectados com as demais

amostras. Além disso, o mutante aEPEC 1711-4 ΔfliC induziu menor



xix

estimulação da produção de IL-8 em fase precoce (3 h), mas não no período

tardio (24 h) após infecção. O mutante aEPEC 1711-4 ΔescN estimulou níveis

de IL-8, em três horas, significativamente mais elevados do que a amostra

selvagem, o que sugere um papel antiinflamatório dos efetores injetados pelo

SST3 durante a fase inicial da interação bactéria-célula hospedeira. Nossos

achados indicam que aEPEC é um patotipo heterogêneo quanto a sua

habilidade de aderir, invadir, persistir e induzir a produção de IL-8, e sugerem

que algumas aEPEC podem ser mais eficientes em induzir resposta

inflamatória do que a tEPEC protótipo E2348/69. Na infecção de enterócitos

in vitro, a integridade do flagelo da aEPEC 1711-4 é necessária para adesão e

invasão eficientes e estimulação precoce, mas não tardia, da produção de IL-8.
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Abstract

The main difference between typical (tEPEC) and atypical (aEPEC)

enteropathogenic Escherichia coli is the presence of EPEC adherence factor

(EAF) plasmid in tEPEC. Although both groups can promote attaching and

effacing lesions in the intestinal epithelium, some differences concerning

virulence mechanisms may exist. In this study two wild type aEPEC strains

(1711-4, serotype O51:H40 and 3991-1, O non typeable non motile) were

analyzed concerning their capacity to adhere to, invade, persist and stimulate

IL-8 production by differentiated epithelial intestinal cells Caco-2 and T84 in

vitro. Results obtained with aEPEC strains were compared to those obtained

with the tEPEC prototype strain E2348/69. The role of flagellum in adhesion,

invasion and stimulation of IL-8 production and that of a type III secretion

system (T3SS) were also investigated with aEPEC 1711-4, using isogenic

mutants deficient in flagellin or EscN, respectively. aEPEC strains 3991-1 and

1711-4 adhered significantly more to T84 than to Caco-2 cells. On the other

hand, aEPEC 1711-4 was more invasive than aEPEC 3991-1 and tEPEC

E2348/69. Besides that, aEPEC strains persisted in both cell lineages for a

minimum of 48 hours, although this index was higher for aEPEC 3991-1 in

Caco-2 cells. In this cell lineage, IL-8 production was significantly higher in

monolayers infected with the wild type aEPEC strain 1711-4 in 3 hours after

infection than in those monolayers infected with other strains. Moreover, the

aEPEC mutant 1711-4 ΔfliC induced lower IL-8 levels in early phase (3 h) but

not at late phase (24 h). The aEPEC mutant 1711-4 ΔescN stimulated IL-8

levels, in early phase, significantly higher than that induced by the wild type
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strain, indicating an anti-inflammatory role for the effectors injected by the T3SS

during the initial interaction between bacteria and host cell. Our findings indicate

that aEPEC is a heterogeneous group of pathogens concerning their ability to

adhere to, invade, persist and stimulate IL-8 production and suggests that some

aEPEC are more prone to induce inflammatory response than the prototype

tEPEC strain E2348/69. In the in vitro infection model of enterocytes, the

integrity of flagella of aEPEC 1711-4 is necessary for efficient adhesion,

invasion and early but not late stimulation of IL-8 production.
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                                                                                      1 INTRODUÇÃO

Escherichia coli é um bastonete gram-negativo, anaeróbio facultativo,

membro da família Enterobacteriaceae, que coloniza o trato digestório humano,

sendo a espécie mais comumente isolada nos laboratórios de microbiologia clínica.

As E. coli de importância biológica para os humanos podem ser classificadas em

três grandes grupos, considerando-se características moleculares e critérios

clínicos: amostras comensais não patogênicas, amostras patogênicas extra-

intestinais (ExPEC) e amostras diarreiogênicas. As amostras não patogênicas

usualmente não causam danos ao hospedeiro se o epitélio intestinal estiver

íntegro. As infecções por amostras não patogênicas podem ocorrer quando a

integridade do epitélio intestinal está comprometida, a exemplo da mucosite

observada em pacientes submetidos à quimioterapia e em pacientes

imunocomprometidos [1-3]. As amostras de E. coli patogênicas possuem genes de

virulência que as capacitam a causar infecções intestinais ou infecções extra-

intestinais, como infecção urinária, sepse ou meningite, dentre outros quadros

infecciosos [4]. As amostras de E. coli envolvidas em infecções intestinais são

coletivamente denominadas E. coli diarreiogênicas (DEC), sendo classificadas em

seis patotipos de acordo com o conjunto de marcadores de virulência e os sinais e

sintomas que determinam no hospedeiro: E. coli enteropatogênica (EPEC), E. coli

produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli

enterotoxigênica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC) e E. coli difusamente

aderente (DAEC) [3]. Embora os fatores e mecanismos de virulência destes

enteropatógenos afetem o hospedeiro de formas distintas, a principal manifestação

clínica é a diarréia, que pode ser branda, moderada ou intensa. Alguns genes que
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codificam fatores de virulência das DEC localizam-se em plasmídeos, enquanto

outros se encontram integrados ao cromossomo bacteriano.

1.1 EPEC

EPEC causa síndromes diarréicas, principalmente em lactente,

compreendendo diarréia aquosa com muco, febre e anorexia, podendo levar o

indivíduo ao óbito. Sua maior incidência é observada nos países em

desenvolvimento [5]. Por décadas, as características de virulência destes patotipos

foram totalmente desconhecidas, sendo as EPECs identificadas somente por

sorotipagem, baseando-se nos antígenos O - somáticos - e H - flagelares.

Tradicionalmente, as EPECs são classificadas dentro de sorotipos específicos

(combinações de antígenos O:H), pertencentes a 12 sorogrupos bem definidos

(O26, O55, O86, O111, O114, O119, O125, O126, O127, O128, O142 e O158) [6].

1.2 Lesão Attaching and Effacing (A/E).

O mecanismo principal da patogenicidade de EPEC é a formação da lesão

attaching-effacing (A/E). Esta lesão histopatológica caracteriza-se pela ocorrência

de uma ligação íntima entre a célula bacteriana e a membrana do enterócito,

formando-se, no local, uma projeção da membrana celular (pedestal) de tamanho

variável, rica em filamentos de actina. Na lesão A/E, observam-se ainda

desorganização e apagamento das microvilosidades da região apical do enterócito,

nos sítios de ligação das bactérias [7, 8] Fig.1. Além disto, EPEC é capaz de

formar, na superfície de linhagens celulares HeLa e HEp-2, agrupamentos

compactos que caracterizam um padrão de aderência localizada (AL) [9]. Este

fenótipo é também um determinante na identificação de EPEC [10].
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Fig.1 – Representação esquemática do mecanismo de formação da lesão Attaching

and Effacing (A/E). Reproduzido de Vallance et al., 2000.

1.3 Plasmídeo EAF

As EPECs possuem um plasmídeo de virulência denominado EPEC

adherence factor ( pEAF ) o qual alberga o operon bfp, que codifica um pilus tipo IV

responsável pelo fenótipo adesão localizada (adesão compacta), denominado

bundle forming pilus (BFP). Em pEAF, localiza-se ainda o operon plasmid encoded

regulator ( per ) composto pelos genes perA, perB, perC. perA codifica para uma

proteína de 30 kDa que atua como ativador transcricional do gene eae, localizado

no cromossomo bacteriano, e liga-se à região promotora de bfpA. Apesar de não

haver evidências definitivas quanto às funções especificas de perB e perC, as

proteínas por eles codificadas são necessárias para uma máxima ativação da

transcrição de bfpA [11, 12]. Além disto, este plasmídeo alberga uma seqüência

genética críptica (EAF) que é utilizada como sonda (sonda EAF) na identificação

de EPEC [13].
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1.4 Ilha de patogenicidade LEE

Genes de virulências que codificam toxinas, adesinas, invasinas e outros

fatores de virulência bacterianos podem estar localizados em elementos móveis e

transmissíveis, como transposons, plasmídeos e bacteriófagos. Além disto, alguns

genes que codificam fatores de virulência podem fazer parte de uma região

particular do cromossomo bacteriano. Essas regiões são conhecidas como ilhas de

patogenicidade (PAI) e estão relacionadas com loci de tRNA, os quais podem

representar um sítio alvo para integração de elementos móveis. Portanto, estes

elementos podem ser adquiridos por transferência horizontal [14-16]. McDaniel et

al, 1995 [17] demonstraram que EPEC E2348/69 continha uma PAI cromossômica

de aproximadamente 35,5 kb, denominada locus of enterocyte effacement (LEE),

um determinante essencial para formação da lesão A/E. Regiões similares podem

ser encontradas em outros patógenos produtores de lesão A/E, como EHEC (sub-

grupo de STEC), Hafnia alvei, Citrobacter rodentium e RDEC-1 [4]. McDaniel e

Kaper, 1997 [18] demonstraram que os genes contidos na região LEE de EPEC

são necessários para indução da lesão A/E em cultura de células epiteliais. A

região LEE da amostra EPEC protótipo E2348/69 foi clonada em um plasmídeo

que, posteriormente, foi inserido em uma amostra de E. coli K12 (não patogênica),

que passou a secretar proteínas de virulência e ativar vias de sinalização,

conferindo a capacidade de produzir lesão A/E. Zhu et al, 2001 [19] compararam

as seqüências de nucleotídeos da região LEE de E. coli diarreiogênica de coelho

(RDEC-1), EPEC e EHEC, e demonstraram que o conteúdo G+C da região LEE

de EPEC é menor (38,3%) do que o de seu cromossomo (50,8%). Este achado é

sugestivo de que a região LEE de E. coli tenha sido adquirida de outra espécie

bacteriana por transferência horizontal.
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A região LEE de EPEC E2348/69 alberga 41 fases de leitura aberta que

codificam polipeptídios com 50 ou mais aminoácidos. Estes genes estão

organizados em cinco principais operons: LEE1, LEE2, LEE3, LEE5 e LEE4,

respectivamente [20] (fig.2). Nessas regiões, encontram-se o gene eae, que codifica

a proteína intimina, proteína de membrana externa de 94 kDa com papel

fundamental na colonização intestinal, responsável pela aderência íntima observada

na lesão A/E [21, 22], genes que codificam proteínas efetoras secretadas Esp

(EspA, EspB e EspD), e o gene tir (que codifica Tir, translocated intimin receptor,

receptor para intimina). Na região à montante do gene eae encontram-se os genes

que codificam proteínas que formam um sistema de secreção do tipo III (SST3);

alguns desses genes codificam proteínas homólogas àquelas dos SST3 de Yersinia,

Shigella, e Salmonella [20, 23, 24]. Além desses elementos, LEE codifica proteínas

efetoras (Map, EspF, EspG, EspH, EspZ), chaperones (CesAB, CesD, CesD2, e

CesF) e proteínas reguladoras (Ler, GrlA, GrlR) [20] .

1.5 Genes de virulência localizados fora da região LEE

EPEC expressa outros fatores de virulência codificados por genes fora da

região LEE. A proteína EspC é uma auto-transportadora, translocada para o

citoplasma da célula hospedeira, via SST3 durante a infecção por EPEC e seu

principal efeito citopático é a desestruturação do citoesqueleto [25]. Outro exemplo

é a proteína NleA também denominada EspI, que desempenha papel relevante na

colonização do cólon em modelo murino com Citrobacter rodentium [26] infectado

por E. coli O157:H7 [27]. O gene espI está localizado em um profago e tem sido

detectado em EPEC [28]. Outros efetores, como NleB, C, E e H, ainda com função

indefinida, e NleD, que atua na colonização do intestino de bezerros, têm sido
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descritos em EHEC [29]. Outros exemplos são a proteína LifA, uma toxina

bacteriana que tem ação inibitória sobre a proliferação linfócitos [30], EspG2, que

atua na célula hospedeira desestruturando a malha de microtúbulos [31], e CIF,

que bloqueia a divisão celular de enterócitos impedindo a ativação de quinase

ciclina-dependente [32].

Fig.2 – Diagrama esquemático da região Locus of Enterocyte Effacement (LEE).

Reproduzido de Dean et al., 2005.

1.6 Sistema de Secreção do Tipo III (SST3)

O SST3, encontrado em diversas bactérias Gram-negativas patogênicas, foi

descrito inicialmente em espécies do gênero Yersinia. Os experimentos que

permitiram a caracterização desse sistema foram delineados para elucidar o fato

de que proteínas Yops não eram secretadas por via sec-dependente [33].

Atualmente, sabe-se que o SST3 funciona como uma verdadeira ponte protéica
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permitindo a passagem de proteínas efetoras diretamente para o citoplasma de

células eucarióticas [34].

Estudos demonstraram que existe uma homologia significativa entre a

estrutura do SST3 e o corpo basal flagelar em procariotos, o que sugere uma

ligação evolutiva entre os dois sistemas [33, 35]. Em EPEC foi observada a

mesma homologia entre esses sistemas, mas algumas proteínas estruturais como

EscC, EspA ou EscF, que são secretadas pelo SST3 não flagelar e montadas na

superfície bacteriana como um complexo protéico, não possuem homologia com o

sistema flagelar. Este conjunto de evidências sugere uma origem comum, mas

distante, desses sistemas, ou seja, os aparatos de secreção têm grande

homologia, mas diferem quanto às moléculas transportadas Fig.3 [36, 37]. Isto

sugere que, apesar de evolutivamente distantes, estes sistemas têm origem

comum.

O conjunto de genes que determinam os componentes do SST3 de EPEC

codifica proteínas estruturais necessárias para formação de um complexo em

forma de agulha que serve de canal para translocar outras proteínas para o interior

da célula hospedeira. EspA, juntamente com EscV, EscJ, EscF, EspB e EspD,

forma o canal de conexão bactéria-célula do hospedeiro [20, 24, 38]. Os genes esc

(E. coli secretion- escRSTU, escCJ e escN) e sep (secretion of E. coli proteins),

codificam proteínas que formam o complexo responsável pela montagem do

aparato de secreção do SST3. Mutações no gene escN anulam a secreção de

EspA, EspB, e EspD, e, conseqüentemente, a transdução de sinal e o

estabelecimento da lesão A/E. A proteína EscN é considerada um energizador

deste sistema, pois possui homologia com F0F1 ATPase e apresenta um sítio de

ligação de ATP [36]. Em um SST3 funcional, Tir é translocado para o interior da
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célula hospedeira, através de EspA, e insere-se na membrana eucariótica,

servindo de receptor para intimina. A ligação entre Tir e intimina ativa as vias de

sinalização que levam ao acúmulo de proteínas do citoesqueleto e ativação de

quinases, tais como proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) e IKK [3, 24].

Recentemente, têm sido descritas novas proteínas que utilizam a maquinaria do

SST3 para alcançar a célula hospedeira, assim como a participação destas na

patogenicidade bacteriana. Exemplos são as proteínas Map e EspF que têm

função redundante, pois, na ausência de uma, mas não de ambas, EPEC mantém

a habilidade de romper a barreira epitelial alterando as junções oclusivas, levando

à diminuição da resistência elétrica trans-epitelial e culminando em morte celular

por apoptose [39, 40]. Outro exemplo é EspH que, como Tir, tem a capacidade de

estimular a formação de projeções citoplasmáticas, agindo como um modulador do

citoesqueleto na interação com enterócitos [41].

Fig.3 – Diagrama esquemático do sistema de secreção do tipo III (SST3).

Reproduzido de Gauthier et al., 2003.
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1.7 Sistema de secreção do tipo III flagelar.

O flagelo é uma estrutura bacteriana filamentosa, longa e fina, que se

projeta para o exterior do corpo celular. Pode estar presente em bactérias Gram-

positivas ou Gram-negativas. É constituído por três partes principais: um corpo

basal que inclui o gancho e o motor, ambos embebidos na membrana

citoplasmática; uma haste que atua como um eixo motor se estendendo para fora

do gancho, e uma estrutura filamentar, constituída por monômeros da proteína

flagelina (FliC), que é translocada, formando a parte distal do gancho que se

projeta para fora da membrana externa fig.4 [42-44]. Além dos monômeros de

flagelina, a proteína FliD (ou Cap) também é translocada através desse sistema e

posiciona-se na sua extremidade distal, ocluindo-a e atuando na incorporação das

moléculas de flagelina ao flagelo nascente. Além dessa função, a proteína Cap

pode funcionar como adesina específica para mucina [45, 46]. Esta maquinaria

funciona como um SST3 facilitando a exportação de proteínas e montagem do

flagelo. A flagelina atua como EspA, principal proteína do SST3 de EPEC e EHEC,

que está envolvida diretamente na translocação de proteínas efetoras, mas não na

motilidade, como a flagelina [47, 48]. Algumas espécies bacterianas necessitam do

flagelo para alcançar o sítio de infecção, como primeiro passo para a colonização e

estabelecimento da doença [49]. Vários autores têm demonstrado a contribuição

do flagelo para virulência de bactérias patogênicas, mediando adesão, invasão de

células epiteliais, formação de biofilme e indução da resposta imune [50-54]. Giron

et al, 2002 [52] demonstraram que o flagelo de EPEC medeia adesão e formação

de microcolônias em células epiteliais. Tasteyre et al, 2001 [55] demonstraram que

o flagelo de Clostridium difficile se liga especificamente ao muco e pode contribuir

para colonização. Kirov et al, 2004 [56], estudando cepas de Aeromonas spp.,
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demonstraram que mutantes deficientes em flagelina têm capacidade diminuída de

formação de biofilmes em pelo menos 30%, quando comparados com a amostra

selvagem. Zhou et al. e Steiner et al. [50, 57] demonstraram que a flagelina de

EPEC e EAEC estimula a produção de IL-8 em linhagens enterocíticas, enquanto

que EPECs deficientes em flagelina têm capacidade diminuída de estimular a

produção desta citocina. Há um acúmulo crescente de evidências de que o flagelo

bacteriano é um importante fator de virulência.

Fig.4 – Diagrama esquemático do flagelo bacteriano. Reproduzido de Yonekura et

al., 2002

1.8 Imunidade da mucosa

A superfície da mucosa intestinal é constituída por células epiteliais que

formam uma barreira potencial entre células de tecidos subjacentes e

microrganismos presentes no lúmen intestinal. A ação local de agentes

enteropatogênicos pode ativar uma resposta inflamatória aguda, legitimada por

síntese de quimiocinas e acúmulo de leucócitos polimorfonucleares. As
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quimiocinas pertencem a uma família de pequenos polipeptídios que têm como

propriedade recrutar células inflamatórias para o local da infecção. Um dos

membros mais bem estudados desta família é a Interleucina-8 (IL-8), que é

secretada por vários tipos de células, incluindo monócitos e macrófagos,

fibroblastos, células endoteliais e queratinócitos [58-61].

Nas infecções por EPEC, foi descrito o recrutamento de neutrófilos e de

outros leucócitos polimorfonucleares para o sítio da infecção [62]. Saliente-se que

a produção de IL-8, uma das quimiocinas recrutadoras de neutrófilos, por

enterócitos infectados por EPEC já foi anteriormente descrita [63, 64]. Em modelo

que empregava a linhagem T84, foi verificado que a infecção por EPEC conduzia à

ativação do fator de transcrição NF-B, com conseqüente liberação de IL-8.

Savkovic et al., 1996 [63], utilizando células intestinais da linhagem T84 desafiadas

com EPEC, demonstraram um grande acúmulo de leucócitos polimorfonucleares

no local da lesão A/E, atraídos pelas citocinas quimiotáticas. Contudo,

experimentos realizados com amostras mutantes em espB não resultavam na

transmigração de neutrófilos devido à ausência de atividade do SST3. Este achado

demonstrou que o acúmulo de neutrófilos polimorfonucleares é dependente da

habilidade de EPEC na transdução de sinais que, por conseguinte, induz a

produção de quimiocinas nas células do intestino. Contudo, há divergências quanto

à relevância do SST3 de EPEC para a indução de IL-8 em células epiteliais,

dividindo-se os autores em atribuir-lhe ou não esse papel [63-66].

Rogers et al., 2003 [67] verificaram que a flagelina H21, extraída de uma

amostra do patotipo STEC, estimulava a produção de IL-8 na linhagem enterocítica

HCT-8, enquanto Zhou et al., 2003 [50], verificaram o mesmo fenômeno, em células

T84, para as flagelinas H6 e H34 de EPEC, H7 de EHEC e a flagelina de E. coli K12
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(não patogênica). Estes autores reconhecem a existência, em EPEC e Salmonella

Typhimurium, de pelo menos dois mecanismos distintos de indução de IL-8, pela

interação da flagelina com receptores situados na superfície celular e pela secreção

de proteínas efetoras via SST3. As evidências experimentais acumuladas até o

momento indicam que a interação com os Toll-Like Receptors (TLRs) - receptores de

células eucarióticas envolvidos com a resposta imune inata - é uma etapa essencial

na interação com enterócitos. Esses receptores reconhecem uma gama de

estruturas bacterianas, incluindo LPS, lipoproteína, peptidoglicano e flagelina [68]. A

ligação da flagelina ao seu principal receptor - TRL-5 - ativa vias de sinalização que

resultam na ativação da transcrição do gene que codifica IL-8, induzindo uma

resposta inflamatória [69].

Gewirtz et al. (2001) [70] caracterizaram TLR-5 como receptor de flagelina em

células T84. TLR constituem uma família de receptores protéicos trans-

membrânicos, com domínio externo composto por repetições ricas em leucina, e

uma ou duas regiões ricas em cisteína. O domínio intracelular destes receptores

fornece o sítio de ancoragem para as proteínas das cascatas de sinalização. A

ligação a TLR culmina com a ativação de NF-B, que normalmente encontra-se

seqüestrado em forma inativa no citoplasma. Uma vez ativado, NF-B migra para o

núcleo, onde estimula a transcrição de mais de 60 genes que participam da resposta

inflamatória. Já foram descritas 5 proteínas do tipo NF-B em mamíferos: Rela,

RelB, c-Rel, NF-B1 e NF-B2, que formam uma variedade de homodímeros e

heterodímeros, cada um dos quais ativando um conjunto característico de genes.

Proteínas inibitórias denominadas IB ligam-se aos dímeros e mantêm-nos em um

estado inativo em grandes complexos protéicos no citoplasma. A ligação de algumas

substâncias a receptores TLR (Fig.5), como DNA CpG, LPS e flagelina, induz a
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fosforilação - a fosforilação de IB é realizada por uma serina-treonina quinase

específica denominada IB quinase (IKK) - ubiquitilação e conseqüente degradação

de IB. A degradação de IB expõe um domínio de localização nuclear em NF-B,

que permite a sua migração para o núcleo e estímulo da transcrição de genes

específicos, por exemplo, IL-8. Além de seus genes alvo, NF-B ativa a transcrição

do gene IB, permitindo uma retro-alimentação negativa.

Fig.5 – Diagrama esquemático da ativação, pela flagelina, das vias de sinalização

de NFkB e p38MAPK. Reproduzido de Khan et al., 2008.

1.9 EPEC Típica e EPEC atípica

O patotipo EPEC é atualmente subdividido em dois grupos: EPEC típica

(tEPEC) e EPEC atípica (aEPEC). As tEPEC produzem lesão A/E, carreiam pEAF

e não são portadoras dos genes stx, que codificam as toxinas Shiga no patotipo

EHEC. As aEPEC, por sua vez, apresentam as mesmas propriedades, exceto a

presença de pEAF [5, 71].
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As tEPEC induzem a rápida formação do fenótipo de aderência localizada

(agrupamentos bacterianos compactos na superfície de células HeLa /HEp-2,

mediados por BFP), enquanto as aEPEC requerem períodos mais prolongados de

interação (6 horas) e produzem a aderência localizada - like (LAL), com

grupamentos bacterianos mais frouxos do que na AL, ou ainda manifestam outros

fenótipos de adesão, como a aderência difusa (AD) ou a aderência agregativa (AA)

[71]. As evidências relacionadas à virulência destes microrganismos foram

recentemente revistas por Trabulsi et al.,[71].

Amostras de aEPEC têm sido isoladas de crianças com diarréia e de

adultos, na ausência de outro enteropatógeno conhecido. Na literatura científica

anterior ao ano 2000, verificava-se marcante diferença no que diz respeito à

distribuição geográfica de tEPEC e aEPEC, sendo estas últimas predominantes em

países desenvolvidos [72-74]. Evidências recentes, no entanto, indicam que as

aEPEC têm sido isoladas em maior freqüência em algumas regiões do nosso país

[75-80]. A virulência destes microrganismos, como das tEPEC, parece decorrer da

existência de uma região LEE funcional. No entanto, é comum que as aEPEC

carreiem outros genes de virulência localizados fora de LEE, como aqueles

codificando a enterotoxina EAST-1 e enterohemolisina (E-hly) [71].

Nosso grupo estudou o perfil de genes de virulência de um grande número de

amostras de aEPEC isoladas em São Paulo [75]. Nesse estudo, verificou-se que

todas as amostras tinham a região LEE completa, embora demonstrassem

diferentes fenótipos de aderência e diversas combinações de genes de virulência

presentes em outros patotipos de DEC, o que sugere que este grupo heterogêneo

tenha adquirido a região LEE por transferência horizontal [71, 75, 78]. Algumas

dessas amostras foram capazes de interagir eficientemente com células em
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cultura, incluindo a linhagem intestinal Caco-2, produzindo lesões A/E e invadindo-

as [81]. Posteriormente, seis dessas amostras foram extensamente analisadas em

células HeLa e em alças ileais de coelhos in vivo, sendo que algumas delas se

mostraram mais invasivas do que a amostra protótipo de tEPEC E2348/69 [75, 82].

Além disto, embora nenhuma das aEPEC tenha induzido acúmulo de fluido nas

alças ileais, em alguns casos foram detectados lesão A/E, destruição do epitélio

intestinal e acúmulo de uma secreção muco-purulenta no lúmen das alças [82]. Em

células Caco-2, a invasão mostrou-se mais eficiente para enterócitos não

diferenciados, em decorrência de interação preferencial com a região basolateral

[81].

Estudando uma amostra (E. coli 042) pertencente ao patotipo diarreiogênico

EAEC, em linhagens Caco-2 e T84, Nataro et al., 1996 [83] demonstraram efeitos

diferentes entre as duas linhagens. Essas diferenças podem ser atribuídas às

características fenotípicas de cada linhagem de enterócitos. Células T84 são

fenotipicamente semelhantes às células das criptas do cólon, enquanto as células

Caco-2 expressam em suas microvilosidades enzimas que estão presentes em

enterócitos das vilosidades do intestino delgado. Estas diferenças fenotípicas

podem resultar em diferenças significativas na interação bactéria-célula

eucariótica, como observado por Phillips et al. 2000 [84].

Estudos, realizados em três cidades distintas da região sudeste do Brasil,

evidenciaram que os sorotipos mais freqüentes de aEPEC foram O51:H40 -

10,1%- e aEPEC não móveis ou com antígenos O e/ou H não tipáveis - 25,2%.

[78].

Em um estudo prévio, selecionamos duas amostras de aEPEC representando

cada um desses sorotipos - 1711-4 (sorotipo O51:H40) e 3991-1 (O não tipável e
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não móvel = NT:NM)- para avaliar sua capacidade de invadir células Caco-2. Os

dados obtidos foram comparados com os da amostra protótipo de tEPEC

(E2348/69) e com os de um enteropatógeno reconhecidamente invasor,

Salmonella Typhimurium [85]. Nesse trabalho, concluímos que 1711-4 e 3991-1

são capazes de invadir tapetes pós-confluentes de células Caco-2 com intensidade

igual ou superior àquela da amostra protótipo de tEPEC E2348/69. Além disso, um

estudo da cinética da infecção dessas amostras indicou que a população

bacteriana intracelular permaneceu estável até 24 horas após infecção para 1711-

4 e até 48 horas, para a amostra 3991-1. Esta residência intracelular poderia

conferir vantagens a essas amostras de aEPEC em relação à resposta imune inata

do hospedeiro, podendo ser um fator de grande relevância no estabelecimento do

estado de portador, ao permitir a colonização de outros pontos do epitélio intestinal

pelas bactérias que escapam do compartimento intracelular de enterócitos

infectados. Entretanto, a capacidade de estimular a produção de IL-8 a partir da

residência intracelular só foi observada com a aEPEC 1711-4. Este estímulo

ocorreu em níveis cerca de 300% acima daqueles observados em tapetes não

infectados, em contraste com a amostra protótipo de tEPEC, que elevou estes

níveis para apenas cerca de 30%. É interessante salientar que 1711-4 é móvel

(H40) enquanto que a amostra 3991-1 é imóvel (H-). Em estudos anteriores de

nosso grupo, nos quais a amostra 1711-4 foi inoculada em alça ileal de coelho in

vivo, observou-se que ela é capaz de formar lesão A/E, invadir e destruir o epitélio

intestinal, enquanto a amostra 3991-1, nas mesmas condições, apresentou

alterações estruturais discretas no epitélio, com abundante secreção muco-

purulenta [82]. Portanto, as evidências experimentais obtidas por nosso grupo, até

o momento, sugerem que o patotipo aEPEC é heterogêneo e deve incluir amostras
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efetivamente capazes de produzir diarréia, interagindo em sítios preferenciais do

intestino ainda não conhecidos e empregando mecanismos de virulência

(adicionais à região LEE) ainda não descritos. A identificação de novos

mecanismos de virulência ou do conjunto dos mecanismos de virulência

empregados por diferentes amostras de aEPEC deverá contribuir para se verificar

a potencial diversidade genética das E. coli como um todo bem como para

identificar as amostras verdadeiramente enteropatogênicas dentro do patotipo.

É interessante salientar que tanto a amostra 1711-4 (O51: H40) quanto a

3991-1 (não móvel e não tipável), em estudos com alça ileal de coelho, induziram

acúmulo de leucócitos polimorfonucleares, evidenciado por microscopia eletrônica

de transmissão [82]. Na literatura, IL-8 tem sido descrita como principal marcador

de um processo inflamatório in vitro. Em tEPEC existem divergências quanto ao

estímulo da indução de IL-8 e ativação de vias de sinalização, porque alguns

autores atribuem este papel ao SST3. Contudo, o papel do flagelo na indução de

uma resposta inflamatória em tEPEC vem sendo elucidado. Em aEPEC, até o

momento, não foi descrito o envolvimento do flagelo na colonização in vivo ou in

vitro. Sendo assim este estudo poderá contribuir na elucidação do papel da

flagelina H40 quanto à adesão, invasão e indução de produção de IL-8 in vitro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade de aEPEC de aderir, invadir, persistir e estimular a produção

de IL-8 durante interação com as linhagens de enterócitos humanos T84 e Caco-2,

polarizadas e diferenciadas.

2.2 Objetivos específicos

- Avaliar a capacidade de adesão e de invasão das amostras aEPEC 1711-4

(móvel) e aEPEC 3991-1 (imóvel), nas linhagens intestinais T84 e Caco-2.

- Avaliar a capacidade de persistência intracelular da aEPEC 1711-4 e aEPEC

3991-1 nessas mesmas linhagens.

- Avaliar a capacidade de aEPEC 1711-4 e aEPEC 3991-1 de estimular a produção

de IL-8 nas linhagens intestinais T84 e Caco-2 .

- Avaliar o envolvimento do flagelo na capacidade de aEPEC 1711-4 em aderir,

invadir, persistir e estimular a produção de IL-8 por meio do uso de mutante

deficiente em FliC.

- Avaliar a capacidade da amostra 1711-4 e seu mutante isogênico deficiente no

SST3 quanto indução da produção de IL-8 na linhagem celular Caco-2.

- Analisar, por microscopia eletrônica, a localização das amostras 1711-4 e seus

mutantes isogênicos, e da amostra 3991-1, bem como as eventuais modificações

ultra-estruturais, durante a interação com a linhagem Caco-2.
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3 MÉTODOS

3. 1 Amostras bacterianas, conservação e cultivo.

Foram utilizadas duas amostras de aEPEC: 1711-4 (sorotipo O51:H40) e

3991-1, sorotipo NT:NM (não tipável, não móvel). Essas amostras foram isoladas

de crianças com diarréia, na cidade de São Paulo [75], nas quais nenhum outro

enteropatógeno bem estabelecido foi identificado. Foram também empregados

mutantes da amostra 1711-4 deficientes em fliC ou escN, e uma amostra mutante

complementada com plasmídeo pZKmR contendo o gene fliC, os quais foram

construídos durante este estudo (Tabela 1).

Amostras que albergam genes de resistência a antibióticos foram cultivadas

em meio Luria Bertani (LB, Difco) contendo 50 μg/mL de Kanamicina (Km, Sigma),

60 μg/mL de zeocina (Zeo, Invitrogen) e/ou 100 μg/mL de apramicina (Apra,

Sigma). As amostras foram estocadas em meio LB com 20% de glicerol, a -80ºC.

3.2 Condições de cultivo e preparo dos tapetes de células Caco-2 e T84

Estas linhagens celulares diferenciam-se in vitro, apresentando

características funcionais e morfológicas similares àquelas das células normais do

intestino humano. A linhagem Caco-2 (ATCC HTB37), originária de

adenocarcinoma intestinal humano (cólon), foi cultivada em meio Dulbecco´s

Minimal Eagle Medium (D-MEM-GIBCO-BRL) suplementado com 20% de soro

fetal bovino inativado (SFB; GIBCO -BRL), 1% de aminoácidos não essenciais

(GIBCO -BRL) e 1% de penicilina-estreptomicina. O cultivo foi feito em frascos

plásticos com faces planas contendo 10 mL do meio, os quais foram incubados a
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37ºC, em atmosfera com 10% de CO2, por cerca de 6 a 7 dias, sendo o meio

trocado a cada 48 horas.

Células T84 originárias de carcinoma intestinal do cólon humano (European

Collection of Animal Cell Cultures - EACC) foram cultivadas em meio

DMEM/NUT.MIX F12 Glutamax-1 (GIBCO-BRL) suplementado com 10% de SFB

inativado, 1% de penicilina-estreptomicina e tampão Hepes a 10 mM (GIBCO-

BRL). As células foram incubadas a 37ºC em atmosfera com 5% de CO2. Para

preparação dos tapetes celulares, em meio de cultura apropriado para cada uma

das linhagens, o procedimento foi o mesmo descrito acima. A suspensão celular foi

diluída a 1:20, de modo a obter-se suspensão com aproximadamente 105

células/mL. Alíquotas de 2 mL foram distribuídas nos poços de placas para cultura

de células (placas de 6 poços; Falcon), colocadas a 36 ± 1ºC em atmosfera com

5% de CO2, e incubadas por 10 dias, de forma a obter tapetes celulares pós-

confluentes e diferenciados. Durante o cultivo, o meio de cultura foi trocado a cada

48 horas.

3.3 Infecção das células e determinação dos índices de adesão, invasão e

persistência intracelular

Os tapetes pós-confluentes de T84 e Caco-2, cultivados em placas de 6

poços, foram lavados 3 vezes com PBS (phosphate-buffered saline, pH7,4) e

cobertos com 2 mL de D-MEM/NUT.MIX F12 ou DMEM sem antibióticos,

suplementados com 10% ou 20% de SFB. Em seguida, cada poço foi inoculado

com 40 L de uma diluição 1:100 com PBS, proveniente da suspensão bacteriana

após 18 horas de incubação a 37ºC, com objetivo de obter uma densidade

bacteriana de ~107 UFC/mL.
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Após infecção, as placas contendo os tapetes celulares foram centrifugadas por 5

min a 730 x g (centrífuga- Jouan GR412) e incubadas por 3 h a 36 ± 1ºC, em

atmosfera com 5% de CO2. Após incubação, os tapetes foram lavados 3 vezes

com PBS para remover as bactérias extracelulares não aderidas. Para avaliar a

capacidade da adesão bacteriana, após 3 h, os tapetes celulares foram lavados 3

vezes com PBS e tratados com 1% de Triton X-100 e incubados na temperatura

ambiente para lise completa das células eucarióticas (~ 30 min).

Para avaliar a habilidade da bactéria de invadir e persistir no compartimento

intracelular, o mesmo procedimento foi adotado, exceto que após 3 h, as

preparações foram lavadas. Foi acrescentado meio contendo 100 g/mL de

gentamicina (Sigma) para eliminação de bactérias extracelulares aderidas. Após

2 h de incubação na presença de gentamicina, os tapetes celulares foram lavados

3 vezes com PBS e lisados com 1% de Triton X-100. Os tapetes destinados para

avaliação da persistência bacteriana foram lavados 3 vezes com PBS e incubados

com 2 mL de D-MEM suplementado com 10% (T84) ou 20% (Caco-2) de SFB e

10 g/mL de gentamicina, por período de 48 horas. Após incubação, foi utilizado o

mesmo procedimento de lise descrito acima [86].

Para contagem do número de unidades formadoras de colônias (UFC) por

tapete celular, foi feita uma diluição seriada (1/10) do lisado total e 100 L de cada

diluição foram cultivados em placas de LB Agar para obtenção de colônias

isoladas. As culturas foram incubadas a 37ºC por 18 horas. Os valores foram

obtidos em três ensaios independentes, realizados em triplicata.

Para calcular o índice de adesão (IA), foi utilizada a seguinte fórmula:

IA= Número de bactérias viáveis após lavagem com PBS X 100
Inóculo inicial
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Optamos por utilizar para este cálculo o número de bactérias viáveis após lavagem

com PBS, pois este representa de modo mais fidedigno o total de bactérias que

aderiram, considerando-se que a adesão é uma etapa essencial para a invasão.

O índice de invasão (IINV) foi calculado segundo a formula abaixo, e expressa a

porcentagem de bactérias intracelulares (após 3 horas de infecção e 2 h de

tratamento com gentamicina) em relação à população bacteriana aderida

(calculada como descrito no parágrafo anterior) x 100.

IINV= UFC intracelular X 100
Número de bactérias viáveis após lavagem com PBS

Os índices de persistência intracelular (IPI) ( 48 h) representam a porcentagem da

população bacteriana intracelular no tempo de infecção (48 h), em relação à

população intracelular em 3 horas, e segue a seguinte fórmula:

IPI 48 h = UFC intracelulares ( 48 h) X 100
UFC intracelulares (3h)

3.4 Construção do mutante isogênico da amostra 1711-4 deficiente em FliC.

A metodologia utilizada para deleção do gene fliC foi baseada na

recombinação da região cromossômica de interesse e uma seqüência de DNA do

gene de resistência a zeocina (ble) de Streptoalloteichus hindustanus [87] (Fig. 6).

A ocorrência de eventos de recombinação foi facilitada por proteínas codificadas

por genes do fago -red, contidos no plasmídeo pKOBEG [88], inserido na amostra

selvagem pela técnica de eletroporação. O gene de resistência à zeocina foi

amplificado por uma reação em cadeia da polimerase (PCR), na qual foram

empregados oligonucleotídeos contendo, em suas regiões 5´, seqüências

homólogas àquelas do gene fliC e, em sua porções 3´, seqüências específicas do
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gene que codifica resistência a zeocina: 5’ (fliCH40:zeo-5) e 3’ (fliCH40:zeo-3)

(Tabela 2). O DNA contendo o gene completo de resistência à zeocina foi extraído

da E. coli MC4160-maltΔ224::zeo-(F+). Para cada reação foram empregados 50 ng

de DNA, em 50 µL de reação de PCR, contendo 2,5 mM MgCl2, dNTP (2,5 mM

cada), 10X LA PCR buffer II, 1 µM de cada oligonucleotídeo, e Takara LA TaqTM

DNA polimerase (5 U/L-Takara Bio Inc-Japan). Esta reação foi incubada em um

termociclador GeneAmp System 9700 (Applied Biosystems), nas seguintes

condições: 5 min a 94ºC, e 35 ciclos: 94ºC por 30 s, 50ºC por 30 s, 72ºC por 1 min

45 s, 72ºC por 7 min. Os produtos amplificados foram separados por eletroforese

em gel de agarose e recortados do gel sob luz UV, após coloração com brometo

de etídio. Para purificação do produto da PCR incluído no gel, foi utilizado o Kit

QIAquick Gel extraction (QIAgen). O DNA foi submetido a uma segunda PCR

utilizando os mesmos oligonucleotídeos, com um volume final de 100 µL. A reação

foi incubada em termociclador nas seguintes condições: 5 min a 94ºC e 35 ciclos:

94ºC por 30 s, 55ºC por 30 s, 72ºC por 1 min e 45 s, e 72ºC por 7 min. O produto

da PCR foi purificado utilizando o Kit GeneClean turbo Kit (Q-Biogene-France). O

DNA purificado foi inserido, por eletroporação, em um vetor contendo o plasmídeo

pKOBEG com marcador de resistência para apramicina. Os transformantes foram

incubados a 30ºC por 45 min e, a seguir, foram semeados em ágar LB contendo

zeocina. Os cultivos foram incubados a 37ºC por 18 a 24 h para obtenção de

clones livres de pKOBEG. Clones capazes de crescer em meio contendo zeocina,

e que não cresceram em meio contendo apramicina, foram selecionados e

armazenados a -80ºC. Para verificar a ocorrência da recombinação homóloga,

oligonucleotídeos flanqueando o gene fliC verif:fliCH40-5 / verif:fliCH40-3, foram

usados na reação da PCR como descrito anteriormente. O produto da PCR foi

separado por eletroforese em gel de agarose a 1% e visualizado sob luz UV após

coloração com brometo de etídio.
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3.5 Construção do mutante isogênico da amostra 1711-4 deficiente em EscN.

A metodologia utilizada para construção e verificação do mutante EscN foi a

mesma aplicada para construção do mutante deficiente em FliC, exceto quanto às

seqüências dos oligonucleotídeos (Tabela2).

Fig. 6 – Diagrama esquemático da estratégia de mutagênese utilizando o sistema

Lambda-Red.

3.6 Complementação do mutante deficiente em FliC

A complementação foi realizada utilizando-se o vetor pZE, resistente à

canamicina (Fig. 7). Este vetor contém uma região promotora, um sítio de

clonagem múltipla (SCM) e um terminador transcricional. O DNA foi extraído da

amostra E. coli 1711-4 por lise térmica. O gene fliC foi amplificado por PCR,

utilizando-se os oligonucleotídeos PrfliCH40F e PrfliCH40R (Tabela 2). Um

micrograma do produto da PCR foi digerido com as enzimas de restrição XhoI e

XbaI (Roche Diagnostics GmbH- Germany), em volume final de 25 µL, contendo

2,5 µL de tampão H e 1 U de enzima. As reações foram incubadas por 18 h a
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37ºC. Após este período, a reação foi interrompida por aquecimento a 65ºC. O

produto de reação foi purificado e ligado ao pZE linearizado, utilizando T4 DNA

ligase (Roche) a 16ºC, e a reação foi incubada por 18 h. Após este período, o

plasmídeo quimérico foi inserido na célula competente MC1061 por choque

térmico. Os transformantes foram selecionados em meio LB ágar contendo 50

µg/mL de canamicina. Os plasmídeos foram extraídos das células MC1061

utilizando o Kit QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAgen) e inseridos por eletroporação

na amostra 1711-4 deficiente em fliC. Os transformantes foram selecionados em

meio LB ágar contendo 50 µg/mL de canamicina e 60 μg/mL de zeocina. A amostra

selvagem 1711-4 e seu mutante deficiente em fliC foram transformadas com o

plasmídeo pZEGFP e utilizados como controles.

Fig. 7 - Diagrama esquemático da construção dos vetores para complementação,

contendo o gene fliC ou gfp.
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3.7 Avaliação da motilidade

Os mutantes e a amostra selvagem foram testados quanto à motilidade. Foi

aplicado um inóculo de 2 μL da suspensão bacteriana, no centro de uma placa

contendo meio LB acrescido de 0,35% de ágar. O meio foi incubado a 37ºC por

18 h. A motilidade foi evidenciada pelo espalhamento bacteriano entorno do

inóculo inicial, evidenciada pelo aumento da turbidez. Amostras que cresceram

somente no ponto de inóculo foram consideradas imóveis.

3.8 Teste de FAS (Fluorescent actin-staining)

Este ensaio consiste na avaliação da capacidade dos patógenos que

causam a lesão A/E em induzir a nucleação de actina, sob o sítio de ligação

bacteriana nas células hospedeiras [89]. Bactérias foram cultivadas em 5 mL de

LB, por aproximadamente 18 h, em atmosfera a 37ºC. Células HeLa foram

cultivadas em placas de 24 poços (Corning) contendo lamínulas de vidro. As

células foram colocadas a 36 ± 1ºC em atmosfera com 5% de CO2 até atingir 80%

de confluência. Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes com PBS e foi

acrescentado DMEM suplementado com 10% de SFB contendo 40 L da

suspensão bacteriana. Após 3 horas de infecção, as células foram lavadas com

PBS e fixadas com solução de formaldeído a 3%, e, a seguir, foram

permeabilizadas com Triton X-100 a 1% durante 4 minutos. Após este período as

células foram lavadas, acrescidas de 5 g/mL de faloidina marcada com

fluoresceína (FITC; Sigma-Aldrich) e a preparação foi incubada, sob abrigo de luz,

por período de 20 minutos. Após este período, foram realizadas três lavagens, a

cada 10 minutos. As lamínulas foram removidas e, quando bem enxutas, foram

colocadas invertidas sobre lâminas de vidro contendo 10 L de glicerol a 80%

(diluído em PBS). Esta preparação foi analisada por microscopia de fluorescência.
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3.9 Ensaios de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)

Células Caco-2 foram lavadas duas vezes em tampão 1X PBS-D, fixadas

em 2,5% de glutaraldeído em 0,1M de tampão cacodilato (pH 7,2) e incubadas por

30 minutos em temperatura ambiente. As células foram lavadas 3 vezes com

tampão cacodilato por 5 minutos. O tampão cacodilato foi retirado, as células foram

tratadas por 1 hora com 1% (p/v) ósmio (contendo 0,2 M de tampão cacodilato) e,

a seguir, foram lavadas com água destilada. As células foram desidratadas com

gradiente seriado de etanol (25, 50, 75, 95 e 100%), sendo lavadas a cada cinco

minutos. A seguir, foi realizada secagem de ponto crítico com CO2. As células

foram recobertas com partículas de ouro/paládio e submetidas a um evaporador

BALTEC MED 010. As imagens foram examinadas e fotografadas utilizando-se

microscópio eletrônico de varredura JEOL JSM 6700F.

3.10 Ensaios de Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM)

Células confluentes da linhagem Caco-2 foram infectadas como descritas

para ensaios de adesão e invasão. Após infecção, a preparação foi lavada 3 vezes

com tampão 1X PBS-D, fixadas em 2,5% de glutaraldeído em 0,1 M de tampão

cacodilato (pH 7,2) e deixadas durante 16 horas a 4ºC. Após tratamento com 0,1 M

de tampão cacodilato, a preparação foi pós-fixada com 1% de tetróxido de ósmio e

as células foram desidratadas com gradiente seriado de etanol e tratadas com

óxido de propileno. Em seguida, a preparação foi embebida em resina Araldite.

Blocos foram polimerizados a 60ºC por 48 h. Cortes ultrafinos foram corados com

2% de solução aquosa de acetato de uranila e citrato de chumbo a 2,5%. O

material foi examinado por microscópio eletrônico de transmissão (LEO 906E,

Zeiss) operando a 80KV.
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3.11 Avaliação da produção de IL-8

Sobrenadantes foram coletados após 3 ou 48 horas, durante os ensaios de

adesão, invasão e persistência, respectivamente, e centrifugados por 5 min a

12.000 x g. Os sobrenadantes foram coletados, transferidos para um novo tubo de

1,5 mL e estocados -80ºC. Para determinação da concentração de IL-8 foi utilizado

o kit “Human IL-8 Duo Set Elisa Development System” (R&D Systems). Os

resultados foram expressos em pg/mL.

3.12 Locais de realização dos testes

Os ensaios de interação com tapetes de enterócitos foram realizados no

Brasil e na França. Visando maior fidedignidade nas conclusões, os dois grupos de

resultados foram analisados separadamente. No primeiro grupo de ensaios foram

utilizadas apenas as amostras de aEPEC selvagens e a tEPEC protótipo

E2348/69. No segundo grupo de ensaios, foram utilizados os mutantes deficientes

em FliC ou EscN, e aqueles complementados com o vetor contendo fliC ou gfp.

3.13 Análises Estatísticas

Para avaliar se as variáveis apresentavam uma distribuição normal, foi

aplicado o teste de Shapiro-Wilk. Para verificar a ocorrência de diferenças

estatisticamente significantes foram aplicados os testes de Kruskal-Wallis para

dados cuja distribuição não se aproxima da normalidade, e ANOVA e Tukey para

os dados com distribuição normal. Todos os testes foram realizados utilizando-se o

software Analyse-it versão 2.07 da Analyse-it Software Ltd.
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4 RESULTADOS

4.1 EPEC adere mais eficientemente a células T84 do que a células Caco-2

Quanto ao IA, as amostras 1711-4, 3991-1 e a protótipo de tEPEC E2348/69

mostraram maior interação com células T84 do que com células Caco-2. O IA

apresentado pela amostra 3991-1 em células T84 (28,2%) foi aproximadamente 16

vezes aquele observado na interação com Caco-2 (1,7%) (p = 0,0043). Em células

T84, os IAs para as amostras 1711-4 (8,1%) e E2348/69 (5,6%) foram de

aproximadamente 3 a 5 vezes aqueles observados em Caco-2 (1,5% e 1,7%,

respectivamente) (p = 0,0066 e 0,0223, respectivamente). O IA obtido com a

amostra 3991-1, em células T84, foi significativamente maior do que aqueles

observados com 1711-4 e E2348/69 (p = 0,0374) (Fig.8). Não houve diferença

estatisticamente significante quando comparamos os IAs obtidos para cada uma

das três amostras com células Caco-2 (p ≥ 0,6547) (Fig.8).

Fig. 8 – Adesão das amostras de aEPEC e tEPEC a monocamadas de

células intestinais diferenciadas Caco-2 e T84. As barras de erro indicam desvio

padrão. * Indica diferença estatisticamente significante entre as linhagens de
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enterócitos; † indica diferença estatisticamente significante entre as amostras

3991-1 e E2348/69; p = 0,0374; ¥ indica diferença estatisticamente significante

entre as amostras 3991-1 e 1711-4; P = 0,0374. Os valores foram obtidos em três

ensaios independentes, realizados em triplicata.

4.2 aEPEC são heterogêneas quanto à habilidade de invadir células T84 e

Caco-2:

Os IINVs observados em células Caco-2 foram mais elevados do que

aqueles observados em células T84, mas diferença estatisticamente significante foi

encontrada apenas para amostra 3991-1 (P = 0,0125) (Fig. 9). Em células Caco-2,

a amostra 1711-4 exibiu um alto IINV (11,2%), cerca de 3,5 vezes e 6,2 vezes

aqueles das amostras E2348/69 (3,13%) e 3991-1 (1,35%), respectivamente.

Entretanto, diferença estatisticamente significante foi somente encontrada quando

o índice foi comparado com aquele obtido com a 3991-1 (P = 0,0088) (Fig. 9).

Quanto ao IINV em células T84, a amostra 1711-4 também apresentou uma

porcentagem mais elevada (4,78%) do que as amostras 3991-1 (0,18%) e E2348/69

(1,82%). Todas as diferenças foram estatisticamente significantes (P ≤ 0,0104)

(Fig.9). Os dados obtidos nos ensaios de proteção com gentamicina, indicando a

localização intracelular das aEPECs e da tEPEC foram confirmados por MET, 3

horas após infecção. As amostras 3991-1, 1711-4 e E2348/69 foram visualizadas no

interior de células Caco-2 (Fig. 10).
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Fig. 9- Invasão de células intestinais diferenciadas Caco-2 e T84 por

amostras de aEPEC e tEPEC. As barras de erro indicam desvio padrão. * Indica

diferença estatisticamente significante entre as linhagens enterocíticas; † indica

diferença estatisticamente significante entre as amostras 3991-1 e 1711-4 em

Caco-2; P = 0,0088; ¥ indica diferença estatisticamente significante entre as

amostras em T84; P ≤ 0,0039. Os valores foram obtidos em três ensaios

independentes, realizados em triplicata.
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Fig. 10- Microscopia eletrônica de transmissão em células intestinais Caco-2. Após

3 h de infecção ou não infecção, as células foram fixadas como descrito em

material e métodos. A – aEPEC 3991; B – aEPEC 1711-4; C – tEPEC E2348/69; D

– células não infectadas. As setas brancas indicam bactérias intracelulares. A

formação do pedestal pela amostra E2348/69 é indicada pela seta preta na

imagem C.

4.3 aEPEC e tEPEC persistem no interior de enterócitos pelo menos 48 horas:

Os IPIs 48 horas após infecção (IPI 48 h) em células Caco-2 foram 12,00%

± 7% para a amostra 1711-4, 56,01% ± 31,37% para a 3991 e 10,07% ± 11,77%

para a E2348/69. Os IPI48 h em células T84 foram menores do que aqueles

obtidos em Caco-2 (Fig. 11). Não houve diferença estatisticamente significante

entre os IPIs 48 h das amostras em células Caco-2 (P ≥ 0,1797). Quando

comparados os índices de uma mesma amostra, nas duas linhagens de

enterócitos, índices mais elevados foram observados em Caco-2, mas diferença
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estatisticamente significante foi observada apenas com a amostra 1711-4

(P = 0,0321), embora os resultados da amostra 3991-1 tenham apresentado uma

tendência à significância com valor de p próximo a 0,05 (P = 0,0629) (Fig. 11). Não

houve diferença estatisticamente significante entre os IPI48 h das diferentes

amostras analisadas com a linhagem T84 (P ≥ 0,5211).

Fig. 11 – Persistência das amostras de aEPEC e tEPEC em células

intestinais Caco-2 e T84, 48 horas após infecção. As barras de erro indicam o

desvio padrão. * indica diferença estatisticamente significante entre as linhagens

celulares. Os valores foram obtidos em três ensaios independentes, realizados em

triplicata.
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4.4 aEPEC 1711-4 é capaz de induzir níveis de IL-8 superiores àqueles

induzidos por aEPEC 3991-1 ou tEPEC E2348/69.

As linhagens enterocíticas diferem acentuadamente quanto à produção

basal de IL-8. Os níveis de produção de IL-8 variaram de 8 pg/mL a 26 pg/mL e de

114 pg/mL a 156 pg/mL, respectivamente, em Caco-2 e T84.

Em monocamadas de células Caco-2, a amostra 1711-4 estimulou níveis de IL-8

(416 ± 115 pg/mL em 48 h) pelo menos três vezes aqueles estimulados pelas

amostras 3991-1 ou E2348/69, em todos os períodos testados (3, 24 ou 48 horas).

Estas diferenças foram estatisticamente significantes (P ≤ 0,0059). A amostra

3991-1 estimulou níveis de IL-8 inferiores àqueles induzidos pela amostra

E2348/69 em todos os períodos avaliados; no entanto, diferença estatisticamente

significante somente foi encontrada apenas em 3 horas após infecção (P = 0,0038;

IC 95% = 7,0 a 27,6). Os níveis mais elevados de IL-8 foram observados após 24 e

48 horas após infecção para todas as amostras (Fig.12).. As maiores

concentrações de IL-8 foram detectadas em monocamadas de células T84

infectadas com a amostra 1711-4 em todos os períodos analisados (Fig.13). Três

horas após infecção, houve diferença estatisticamente significante apenas quando

comparados os resultados obtidos com as amostras 1711-4 (181 ± 52 pg/mL) e

3991-1 (47 ± 13 pg/mL) (P = 0,0025; IC 95% = 9,7 a 259,6). Vinte e quatro horas

após infecção, a amostra 3991-1 induziu níveis de IL-8 (130 ± 52 pg/mL)

semelhantes àqueles observados em tapetes não infectados (119 ± 41 pg/mL),

pois não houve diferença estatisticamente significante entre estes dois valores (P =

0,7512). Este achado contrasta com o nível de IL-8 induzido pela amostra 1711-4

(484 ± 130 pg/mL), significativamente maior que aqueles induzidos pelas demais

amostras (P ≤ 0,0017; IC 95% = 191,7 a 516,2) quando comparadas as amostras
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1711-4 e 3991-1). Resultados semelhantes foram observados 48 horas após

infecção, sendo as concentrações de IL-8 induzidas pela amostra 1711-4 (501 ±

164 pg/mL), significativamente maiores que aquelas observadas com as outras

amostras (P ≤ 0,0432; IC 95% = 107,6 a 512,6).

Fig. 12 – Concentração de IL-8 em sobrenadantes de células intestinais

diferenciadas Caco-2 após 3, 24 ou 48 horas após infecção com as amostras

aEPEC, tEPEC ou em células não infectadas. NI significa monocamadas de

células Caco-2 não infectadas. Os valores foram obtidos em três ensaios

independentes, realizados em triplicata.
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Fig. 13 – Concentração de IL-8 em sobrenadantes de células intestinais

diferenciadas T84 após 3, 24 ou 48 horas após infecção com as amostras aEPEC

e tEPEC ou células não infectadas. NI significa monocamadas de células T84 não

infectadas. Os valores foram obtidos em três ensaios independentes, realizados

em triplicata.

4.5 Testes fenotípicos e amplificação por PCR confirmam a deleção dos

genes fliC ou escN nos mutantes:

Os mutantes foram construídos utilizando a estratégia de recombinação

facilitada por proteínas codificadas por genes do fago -red, contidos no plasmídeo

pKOBEG, inserido pela técnica de eletroporação na amostra selvagem (Item 3.4).

A troca alélica foi realizada pela deleção dos genes fliC ou escN e substituição pelo

gene que codifica resistência a zeocina (ble) (Fig. 6). A troca alélica foi verificada

pela técnica da PCR com iniciadores fliCH40.ext-5 e fliCH40.ext-3 ou ESCN-verf-5 e

ESCN-verf-3 (Tabela 2), seguida de eletroforese em gel de agarose. O gel foi
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visualizado e fotografado em um transiluminador UV (Fig. 14). Os fragmentos

foram comparados utilizando como padrão a escala 1 kb DNA Ladder (Invitrogen).

Os produtos da PCR das amostras que continham o gene fliC ou escN

apresentaram aproximadamente 1700 pb, enquanto o produto da PCR das

amostras que continham o gene ble apresentaram aproximadamente 900 pb (Fig.

14). O teste FAS foi utilizado para verificar o potencial dos mutantes deficientes em

flagelina ou sistema de SST3 em causar nucleação de actina em células HeLa, 3

horas após infecção. As amostras 1711-4 e 1711-4 ΔfliC foram capazes de induzir

o acúmulo de actina (Fig.15 - A e D). Apesar de o objetivo do teste não ser a

quantificação de bactérias aderidas, foi observada uma diminuição no número de

bactérias aderidas quando testados os mutantes deficientes em FliC ou EscN (Fig.

15 – C1 e D1). Não foi observado acúmulo de actina com mutante deficiente em

EscN (1711-4 ΔescN) ou nas células não infectadas (Fig. 15 – C e B).

Enquanto a amostra selvagem aEPEC 1711-4, apresentou motilidade, sua

derivada mutante 1711-4 ΔfliC não apresentou motilidade, o que comprova

fenotipicamente a ausência de FliC (Fig. – 16). A motilidade foi restaurada

parcialmente para amostra mutante complementada C1P1-8 que formou um halo

com diâmetro menor do que aquele observado para a amostra selvagem.

A amostra C1GFP, que contém o mesmo vetor de expressão utilizado para a

transformação de C1P1-8, mas contém o gene gfp (codifica para “green

fluorescent protein”) em vez do gene fliC, não apresentou motilidade. A cultura em

caldo LB do mutante carreando o plamídeo pZEKmGFP , quando examinada em

microscópio de fluorescência, apresentou fluorescência esverdeada confirmando a

expressão do gene gfp (Fig. – 17).
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Fig. 14 – Fotografia de gel de agarose a 1% contendo produtos das PCRs

realizadas com iniciadores para verificação da ocorrência da troca alélica. As

seqüências foram amplificadas a partir da aEPEC 1711-4 selvagem ou seus

mutantes isogênicos. Canaleta 1 – Escala de referência - 1 kb DNA Ladder

(Invitrogen); 2 - amostra selvagem contendo gene fliC ; 3 - mutante deficiente em

fliC, carreando gene de resistência a zeocina; 4 - amostra selvagem contendo

gene escN; 5- mutante deficiente em escN, carreando gene de resistência a

zeocina.

1717pb

1018pb
789pb
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Fig.15 – Fotomicrografias dos ensaios de FAS (Fluorescent actin-staining)

empregados para avaliar a capacidade da amostra aEPEC 1711-4 (A e A-1), assim

como seus mutantes isogênicos deficientes em EscN (C e C1) ou FliC (D e D-1) de

causar acúmulo de actina em células HeLa em 3 horas. A, B, C, D – imagens

obtidas por microscopia de fluorescência; A-1, B-1; C-1; D-1 – imagens obtidas

com microscopia de contraste de fase. As setas brancas indicam acúmulo de

actina (A e D), que não é observado nas células não infectadas (B) e naquelas

infectadas com o mutante 1711-4 ΔescN (C), em topografia correspondente a

região de contato bactéria/célula (C-1). As setas vermelhas indicam bactérias

aderidas (A-1, C-1 e D-1).
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Fig. 16 – Teste de motilidade utilizando ágar LB a 0,35%. aEPEC 1711-4 amostra

selvagem (A); 1711-4 ΔfliC (C) e a amostra complementada C1P1-8 (B). Notar que

a motilidade foi restaurada parcialmente para amostra C1P1-8 (B), enquanto a

ausência de motilidade foi evidenciada pela não turvação da placa com a amostra

1711-4 ΔfliC (C).

A

C
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Fig. 17 - Microscopia de fluorescência - Mutante deficiente em FliC carreando o

plasmídeo pZEKmRGFP - Green Fluorescent Protein. Notar as bactérias em verde

(setas brancas).
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4.6 O flagelo de aEPEC 1711-4 é necessário no processo de adesão em células

epiteliais intestinais (CEI).

Para investigar o envolvimento da flagelina H40 na adesão, as linhagens

intestinais Caco-2 e T84 foram infectadas com as amostras aEPEC 1711-4 e seu

mutante isogênico deficiente em FliC. O IA médio da amostra selvagem 1711-4 em

células T84 (IA = 4,9 ± 1,0 %) foi 4,08 vezes aquele observado em células Caco-2

(IA = 1,2 ± 1,7 %) (P < 0,0046). Este quociente é similar àquele de 5,4 obtido nos

ensaios realizados no Brasil. Apesar de a média dos os índices de adesão obtidos

nos ensaios no Brasil para cada linhagem ser mais elevada que aquela obtida com

os ensaios realizados na França, não houve diferença estatisticamente significante

entre eles quando comparada uma mesma linhagem (P ≥ 0,1052).

Contrastando com os resultados obtidos com a amostra selvagem 1711-4, não

houve diferença estatisticamente significante quando comparados os IA do

mutante 1711-4 ΔfliC às linhagens Caco-2 (0,6 ± 0,3 %) e T84 (0,9 ± 0,5 %) (P =

0,5186). No entanto, foi observada uma redução do IA quando tapetes celulares

Caco-2 foram infectados com 1711-4 ΔfliC (0,6 ± 0,3 %), em comparação à

amostra selvagem 1711-4. Esta redução não foi estatisticamente significativa,

provavelmente devido à maior dispersão dos valores obtidos nos ensaios com a

amostra selvagem 1711-4 (IA = 1,2 ± 1,7) (P = 0,3017) (Fig. 18). Por outro lado, o

mutante deficiente em FliC mostrou uma redução significativa nos IA em células

T84 (P = 0,0008) sugerindo assim, que o flagelo é necessário para o processo de

adesão da amostra aEPEC1711-4 nesta linhagem celular (Fig. 18).
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Fig.18 – Adesão da amostra selvagem 1711-4 e seu mutante isogênico deficiente

em FliC Em células intestinais diferenciadas Caco-2 (barras brancas) e T84 (barras

pretas). As barras de erro indicam desvio padrão. * Indica diferença estatisticamente

significante entre os IAs de aEPEC 1711-4 em células Caco-2 e T84 (P = 0,0046,

Kruskal-Wallis). † indica diferença estatisticamente significante entre os IAs das

amostras 1711-4 selvagem e seu mutante 1711-4 ΔfliC em células T84 ( P =

0,0008, Kruskal-Wallis).

A MEV foi utilizada para observar a interação das amostras aEPEC 1711-4

e seu mutante isogênico1711-4 ΔfliC com a superfície de células Caco-2. Quando

tapetes de células Caco-2 foram infectados com a amostra 1711-4, foi observado

um contato direto entre o corpo da célula bacteriana e a extremidade dos

microvilos (Fig.19 - A e B). Além disto, na amostra selvagem, foi observada a

interação entre a extremidade do flagelo bacteriano e a extremidade dos microvilos

(Fig 19. A e B). Quando o mutante deficiente em FliC (1711-4 ΔfliC ) foi analisado,
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uma interação direta da extremidade dos microvilos com o corpo celular bacteriano

também foi observada (Fig. 19 - C).

Fig.19 – Fotomicrografias Eletrônicas de Varredura de monocamadas de células

intestinais diferenciadas Caco-2, após 3 h de infecção, com a amostra aEPEC

1711-4 (A e B) ou seu mutante isogênico 1711-4 ΔfliC (C). Notar a interação entre

a extremidade do flagelo (setas brancas) com a extremidade dos microvilos (setas

pretas) e dos microvilos com o corpo bacteriano (A e B). Interação do mutante

isogênico 1711-4 ΔfliC com a superfície de células Caco-2 (C). Notar a interação

da extremidade dos microvilos com o corpo bacteriano (seta preta).
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4.7 O mutante aEPEC 1711-4 deficiente em flagelo tem capacidade diminuída

de invadir células T84 e Caco-2:

Foi observada uma intensa redução (99,3%) no índice médio de invasão

(IINV) de 15,8% na amostra selvagem aEPEC 1711-4 para 0,1% na 1711-4 ΔfliC

em linhagens celulares Caco-2 (P = 0,0019). Na linhagem T84, os valores da

média de IINV foram respectivamente 13,5% e 3,9%, representando uma redução

de 70,8% (P = 0,0046) (Fig. 20). Uma vez que a maior redução na capacidade de

invasão do mutante 1711-4ΔfliC foi observada em células Caco-2, os testes

subseqüentes foram efetuados somente com esta linhagem.

Fig.20- Índice de invasão de células intestinais Caco-2 e T84 três horas após

infecção. As barras de erro indicam desvio padrão. * Indica diferença

estatisticamente significante entre as amostras 1711-4 e 1711-4 ΔfliC em células

Caco-2 (P = 0,0019, Kruskal-Wallis). † indica diferença estatisticamente significante

entre as amostras 1711-4 e 1711-4 ΔfliC em células T84 (P = 0,0046 - Kruskal-

Wallis).



48

4.8 A complementação do mutante deficiente em FliC restaurou parcialmente

a capacidade de invadir células Caco-2.

Foram utilizadas as seguintes amostras: 1711-4 selvagem, 1711-4ΔfliC, C1P1-8

(mutante complementado com vetor que expressa flagelina H40) e C1GFP

(mutante complementado com vetor que expressa GFP). A amostra C1P1-8 (IINV

= 5,77 ± 3,38%) apresentou índice de invasão médio inferior àquele da amostra

selvagem, mas 6,2 vezes aquele da amostra 1711-4ΔfliC. Esta diferença foi

estatisticamente significante (P = 0,0019). Por outro lado, o IINV da amostra

C1GFP (IINV = 0,67 ± 0,31%) não apresentou aumento estatisticamente

significante quando comparado com o da amostra 1711-4ΔfliC (P = 0,7341)

(Fig.21).

Fig.21- Invasão em monocamadas de células Caco-2 por aEPEC 1711-4, 1711-4

ΔfliC , C1P1-8 ou C1GFP. As barras de erro indicam desvio padrão. * Indica

diferença estatisticamente significante quando comparada com aEPEC 1711-4

selvagem (P = 0,0019 - Kruskal-Wallis). † indica diferença estatisticamente

significante comparada com a amostra aEPEC 1711-4 ΔfliC (P = 0,0019 - Kruskal-

Wallis).
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4.9 A microscopia eletrônica evidencia a presença da aEPEC 1711-4 em

compartimento intracelular:

A MET evidenciou a presença das amostras 1711-4 e C1P1 em

compartimento intracelular (Fig.22 – A e C). Apesar de o mutante deficiente em

FliC ter sido detectado no ensaio de proteção com gentamicina, não foi possível

observar a amostra 1711-4ΔfliC por MET, provavelmente pelo baixo número de

bactérias intracelulares. No entanto, o mutante deficiente em FliC não perdeu a

capacidade de induzir a formação da lesão A/E (Fig. 22 - B).

Fig. 22- Microscopia eletrônica de transmissão em monocamadas de células

intestinais diferenciadas Caco-2 infectadas com aEPEC 1711-4 (A), 1711-4 ΔfliC

(B) ou C1P1-8 (C). aEPEC 1711-4 assim como o mutante complementado C1P1-8

foram observados em compartimento intracelular (A e C – setas pretas). O mutante

deficiente em FliC não foi observado em compartimento intracelular, mas mantém

a capacidade de induzir a formação do pedestal (B).

4.10 A estimulação da produção de IL-8 em células Caco-2 é dependente de

flagelina em fase precoce (3 horas), mas não na fase tardia (24 horas):

Para avaliar o papel do flagelo na capacidade de estimular a produção de IL-8

durante infecção de células Caco-2, a concentração deste mediador inflamatório foi

determinada em sobrenadantes de culturas celulares em três e 24 horas pós

infecção com as amostras aEPEC 1711-4, 1711-4ΔfliC, C1P1-8 ou C1GFP. Três
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horas após infecção, foi detectado um decréscimo no nível médio da produção de IL-

8 em tapetes infectados com amostra 1711-4ΔfliC (12 ± 2,6 pg/mL), quando

comparado com a amostra 1711-4 selvagem (47 ± 6,9 pg/mL). Esta diferença foi

estatisticamente significante (P < 0,0001 ; IC 95%- 26,2 a 44,2). A complementação

do mutante com o vetor de expressão contendo o gene que codifica flagelina H40

restaurou parcialmente a habilidade de estimular a produção de IL-8 (35 ± 16,1

pg/mL); esta diferença foi estatisticamente significante quando comparada com a

amostra 1711-4 ΔfliC (P = 0,0323; IC 95% -43,2 a -2,9). Por outro lado, não foi

observado aumento significativo (P = 0,2224; IC -9,7 a 2,9) quando a amostra

C1GFP (15 ± 3,8 pg/mL) foi comparada com a amostra 1711-4ΔfliC.

Vinte e quatro horas após a infecção todas as amostras foram capazes de estimular

a produção de IL-8, atingindo níveis de duas a cinco vezes aqueles observados em

sobrenadantes das células não infectadas (30 ± 4,5 pg/mL). Estas diferenças foram

estatisticamente significantes (p ≤ 0,0002). No entanto, não houve diferença

estatisticamente significante entre os níveis médios de IL-8 induzidos pelas amostras

1711-4 (157 ± 30,9 pg/mL) e 1711-4 ΔfliC (123 ± 4,0 pg/mL) neste período (p=

0,0708; IC 95% -4,0 a 72,3) (Fig. 23). As amostras C1P1-8 e C1GFP estimularam

níveis médios de IL-8 respectivamente 28,6% e 35,1% inferiores àqueles

estimulados pela amostra selvagem, mas estes níveis foram respectivamente

277,2% e 142,6% superiores ao nível médio de IL-8 em tapetes não infectados.

Estes dados sugerem uma estimulação da produção tardia de IL-8, independente de

flagelina.
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Fig.23 - Concentração de IL-8 (pg/mL) em sobrenadante de cultura de células

intestinais diferenciadas Caco-2 infectadas com as amostras aEPEC 1711-4, 1711-4

ΔfliC , C1P1-8, C1GFP ou não infectadas, após 3 h (barras brancas) ou 24 h de

infecção (barras pretas). * Indica diferença estatisticamente significante quando as

amostras foram comparadas com a 1711-4 (P ≤ 0,0009 - ANOVA). † Indica diferença

estatisticamente significante quando comparada com a amostra 1711-4 ΔfliC (P =

0,0323 - ANOVA). ‡ Indica diferença estatisticamente significante quando

comparada com cada um dos tapetes celulares infectados (P ≤ 0,0457 - ANOVA).
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4.11 O mutante deficiente em EscN foi capaz de induzir níveis de IL-8 mais

elevados do que aqueles induzidos pela amostra selvagem, em 3 horas após

infecção.

Neste terceiro conjunto de ensaios, observou-se o mesmo perfil de indução

de IL-8 – dependente de flagelina em 3 horas e independente em 24 horas – obtidos

nos experimentos anteriores. Contrastando com a menor indução de IL-8 pelo

mutante deficiente em flagelina, o mutante 1711-4ΔescN induziu níveis médios de

IL-8 (138 ± 27,7 pg/mL) maiores do que aqueles induzidos pela amostra selvagem

(47 ± 6,8 pg/mL) no período de 3 horas. Esta diferença foi estatisticamente

significante (P = 0,0007 – IC 95% 55,5 a 125,5). No entanto, no período de 24 horas,

não foi observada diferença estatisticamente significante entre os níveis de IL-8

induzidos por aEPEC 1711-4 e 1711-4 ΔescN (P = 0,2261 IC 95% -32,0 a 110,5).

Houve diferença estatisticamente significante quando comparados os níveis de IL-8

induzidos pelas amostras 1711-4 ΔescN e 1711-4 ΔfliC (P = 0,0254 - IC 95% 12,6 a

133,9) em 24 horas após infecção (Fig.24).
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Fig. 24 - Concentração de IL-8 (pg/mL) em sobrenadantes de culturas de células

Caco-2 não infectadas ou infectadas com as amostras aEPEC 1711-4, 1711-4 ΔfliC

ou 1711-4 ΔescN.
†

Indica diferença estatisticamente significante comparando cada

uma das amostras ou células não infectadas com 1711-4 ΔescN em 3 horas após

infecção (P ≤ 0,0007 - ANOVA). * Indica diferença estatisticamente significante

comparando 1711-4 ΔescN com 1711-4 ΔfliC (P = 0,0254) e NI (P = 0,0005) em 24

horas após infecção. Não foi observada diferença estatisticamente significante

quando aEPEC 1711-4 foi comparada com seu mutante isogênico 1711-4 ΔescN em

24 horas pós-infecção (P = 0,2261). Células não infectadas (NI).
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5 DISCUSSÃO

Inicialmente, comparamos a habilidade de duas aEPECs e da cepa tEPEC

protótipo E2348/69 de aderir, invadir, persistir e estimular a produção de IL-8 em

duas diferentes linhagens de enterócitos. As linhagens Caco-2 e T84 diferenciam-

se espontaneamente in vitro, mas assumem características funcionais e estruturais

distintas. Os tapetes celulares de Caco-2 mimetizam o epitélio do intestino delgado

[90] enquanto as células T84 diferenciadas comportam-se como células secretoras

da base das criptas intestinais [91]. Consequentemente, as culturas de Caco-2 e

T84 têm sido propostas como modelos para o estudo, respectivamente, do

intestino delgado e do intestino grosso, apesar do fato de ambas as linhagens

terem sido estabelecidas a partir de adenocarcinomas metastáticos de cólon.

Quando comparadas as amostras aEPEC e tEPEC, índices médios de adesão

significativamente maiores foram observados em células T84 para todas as

amostras analisadas, o que sugere que o cólon humano possa ser o sítio de

colonização preferencial. Esta pode ser uma característica comum às EPECs, pois

E. coli aderente invasora parece aderir mais eficientemente a células Caco-2 [92].

Dada a diversidade fenotípica das amostras atualmente classificadas como

aEPEC, há necessidade de avaliação de um maior número de amostras para que

esta característica possa ser atribuída a este grupo.

Contrastando com a similaridade dos IAs das aEPECs 1711-4 e 3991-1 e da

tEPEC E2348/69 em células Caco-2, nos ensaios com células T84, as aEPECs

apresentaram IAs significativamente maiores que aqueles obtidos com tEPEC

E2348/69. Várias estruturas de superfície têm sido reportadas como necessárias

para a adesão bacteriana a células eucarióticas. Considerando que aEPEC não
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expressam BFP, que é responsável pela aderência entre células bacterianas e em

grau relevante entre bactérias e enterócitos em tEPEC [10], nossos achados

indicam que outros fatores podem mediar a adesão de aEPEC a células epiteliais

intestinais, uma vez que não houve diferença estatisticamente significante entre os

índices de adesão de aEPEC e tEPEC. Apesar de a intimina ser essencial para

adesão íntima entre EPEC e enterócitos, mutantes que não expressam esta

proteína ainda são capazes de aderir e colonizar a mucosa intestinal humana [93].

EspA tem sido proposto como um dos fatores de adesão, uma vez que é detectado

precocemente durante o processo de infecção e forma uma ligação entre bactérias

e enterócitos, que é mediada por um complexo EspD/EspB inserido na membrana

da célula hospedeira [94]. Alguns autores têm proposto que outras fímbrias além

de BFP podem mediar a adesão entre tEPEC e a célula hospedeira [95]. Esses

autores demonstraram que anticorpos anti-fímbria de tEPEC O111:NM foi capaz

de inibir a adesão localizada e o uso simultâneo de anticorpo anti-BFP bloqueou de

modo eficiente a adesão localizada em uma amostra não móvel. Apesar de a

contribuição do flagelo na adesão a enterócitos não estar bem definida, a

heterogeneidade antigênica do flagelo e, consequentemente, suas propriedades

adesivas, poderia explicar a adesão preferencial a células T84. Girón et al. [52]

demonstraram que flagelo de tEPEC composto por flagelina H2 ou H6, mas não

aquele composto por flagelina H7, este purificado de STEC O157:H7, são capazes

de se ligar a células HeLa. Outros autores demonstraram que o flagelo de

Salmonella enterica [96], E. coli patogênica para aves [97], e E. coli invasiva

aderente [92] estão envolvidos na adesão a enterócitos in vitro.

Assim como esses autores, foi demonstrado neste estudo que o flagelo de

aEPEC 1711-4 contribui para uma adesão eficiente a células T84, uma vez que o
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mutante deficiente em FliC apresentou redução significativa no IA a células T84.

Adicionalmente, as imagens de MEV obtidas neste estudo sugerem que a

interação entre o flagelo de aEPEC 1711-4 e células Caco-2 ocorre

preferencialmente entre a extremidade distal do flagelo (proteína Cap) e a

extremidade distal do microvilo. Considerando que a área da superfície de cada

uma dessas extremidades é extremamente pequena em relação à área de

superfície total da célula Caco-2, é possível que haja uma afinidade preferencial

entre as duas estruturas. Estes achados estão de acordo com aqueles reportados

anteriormente por Tasteyre et al., 2001 [55] que demonstraram que culturas de

células Vero com marcação radioativa ligam-se com grande afinidade a proteínas

FliD recombinantes, mas ligam-se fracamente a preparações de flagelina ou

recombinantes FliC de Clostridium difficile. A proteína CAP (FliD) do flagelo é

essencial para montagem flagelar, pois forma uma tampa exposta na extremidade

distal do flagelo [98, 99]. Mutantes deficientes em FliC, como visto neste estudo,

ainda possuem a capacidade de montar a maquinaria flagelar (motor e gancho) na

ausência da flagelina e, provavelmente, expõem o CAP na superfície bacteriana,

uma vez que a montagem do gancho flagelar é independente de flagelina. Isto

pode explicar os resultados obtidos na MEV que evidenciaram a extremidade dos

microvilos em contato com o corpo bacteriano do mutante deficiente em FliC

(Fig.19 - C), em uma topografia que pode corresponder ao gancho flagelar. Nossos

achados preliminares sugerem que FliD e não FliC desempenha uma função de

adesina na interação de aEPEC 1711-4 com células intestinais in vitro. Este

achado é muito interessante, pois na literatura não há relatos a respeito do papel

de fliD de E. coli como uma adesina. Estudos adicionais utilizando anticorpos
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monoclonais anti-FliD e a determinação da seqüência de aminoácidos poderão

elucidar o papel dessa proteína durante a interação com células Caco-2.

Contrastando com os dados obtidos nos ensaios de adesão, os IINVs de

todas as amostras estudadas foram significativamente maior em células Caco-2 do

que em T84. A amostra aEPEC 1711-4, que expressa flagelina H40, apresentou

um IINV maior do que aquele obtido para a amostra não móvel 3991-1 em ambas

as linhagens. Estes achados sugerem que o flagelo é necessário para uma

invasão eficiente da amostra aEPEC 1711-4 e são concordantes com achados

recentes que demonstram a importância do flagelo na invasão de células

eucarióticas por EHEC O113:H21 [51]. Outros fatores de virulência podem estar

envolvidos na invasão de células eucarióticas, como reportado para intimina

omicron, fator necessário a amostras de aEPEC para a invasão de células HeLa

[100]. Apesar de neste estudo o IINV de aEPEC 1711-4 ter sido maior do que

aquele de tEPEC E2348/69, não houve diferença estatisticamente significante,

provavelmente devido à maior dispersão dos valores obtidos nos ensaios com

Caco-2 e E2348/69. O IINV em Caco-2, obtido com aEPEC 1711-4, foi

significativamente maior do que aquele observado com tEPEC E2348/69, enquanto

o IINV da aEPEC não móvel 3991-1 foi significativamente inferior àquele da

aEPEC móvel 1711-4 e da tEPEC protótipo E2348/69. Este achado de menor IINV

da amostra não móvel e as evidências experimentais deste estudo, de que o

mutante aEPEC 1711-4 ΔfliC tem sua capacidade de invadir enterócitos

significativamente reduzida, em comparação com a amostra 1711-4 selvagem, e

que o mutante complementado com vetor que expressa FliC teve sua capacidade

de invasão parcialmente restaurada, indicam que o flagelo é necessário para uma

invasão eficiente de Caco-2. Provavelmente, a ancoragem mediada pelo flagelo é
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necessária para uma invasão eficiente dos enterócitos por aEPEC 1711-4. De

modo similar, foi demonstrado que o flagelo é necessário tanto para a associação

quanto para a invasão de células do endotélio microvascular do cérebro humano

[101]. Outros autores demonstraram a adesão e invasão de células Caco-2 ou T84

por E. coli O83:H1 é dependente da integridade do flagelo [92].

Todas as amostras testadas persistiram no compartimento intracelular ao

menos 48 horas. Os IPs foi similar em ambas as linhagens celulares, exceto para

3991-1, que mostrou um elevado IP em células Caco-2. Esta persistência pode ser

relevante para estabelecimento do estado de portador, seja permitindo a

colonização de outros pontos do epitélio intestinal por bactérias que escapam do

compartimento intracelular de enterócitos infectados, ou tornando as bactérias não

acessíveis aos mecanismos da imunidade inata do hospedeiro. A habilidade de

algumas aEPECs de persistir no interior de enterócitos pode explicar o achado de

que crianças com diarréia por aEPEC têm tendência a apresentar quadro diarréico

prolongado [102, 103]. Os fatores que contribuem para a maior persistência da

amostra aEPEC 3991-1, quando comparada àquela da aEPEC 1711-4, não foram

investigados neste trabalho. Uma das possibilidades poderia ser a diferença na

expressão de um regulador global, que seja afetado por alterações ambientais

como disponibilidade de nutrientes. Um exemplo é o gene phoU, cuja deleção leva

a um estado de hiperatividade metabólica em E. coli. A diminuição da atividade

deste gene leva a uma maior susceptibilidade a escassez de nutrientes, pH baixo e

peróxidos, o que poderia diminuir a persistência intracelular [104].

As evidências obtidas neste estudo indicam que a estrutura flagelar

desempenha um papel significativo na indução da produção de IL-8 na fase

precoce após infecção (3 horas). Foram utilizadas duas amostras de aEPEC,
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sendo a 1711-4 móvel e a 3991-1 imóvel. Os níveis de IL-8 detectados nos

sobrenadantes 3 horas após infecção evidenciaram uma menor capacidade de

indução da produção desta citocina pela amostra aEPEC 3991-1. O mesmo

comportamento foi observado para o mutante deficiente em FliC (1711-4 ΔfliC). A

capacidade de indução de níveis de IL-8, semelhantes àqueles induzidos pela

amostra selvagem em 3 horas, foi parcialmente restaurada com a complementação

do mutante 1711-4 ΔfliC com vetor que expressa FliC. Outra evidência da

necessidade do flagelo para uma indução eficiente da produção de IL-8, em

estágio precoce da infecção, é a incapacidade do mutante complementado com o

vetor de expressão que expressa GFP, mas não FliC, de induzir níveis

semelhantes àqueles induzidos pela amostra selvagem. No entanto, 1711-4 ΔfliC

induziu, em 24 horas, níveis de IL-8 duas vezes mais elevados quando

comparados com tapetes celulares não infectados. Estes achados sugerem a

indução da produção de IL-8 por uma via flagelina- dependente na fase inicial da

infecção e por via flagelina-independente, nos estágios mais tardios (24 horas).

Estes achados condizem com os de Khan et al., 2008 [105] que demonstraram que

EPEC, mas não seu mutante isogênico deficiente em fliC, é capaz de ativar vias de

sinalização que culminam com a ativação da transcrição de vários genes, cujos

produtos têm atividade pró-inflamatórias, dentre eles o gene que codifica IL-8.

Segundo estes autores, o estímulo à produção de IL-8 por via flagelina-dependente

(em 3 a 4 horas após infecção) é iniciado pela ligação da flagelina ao TLR5 de

células Caco-2. Entretanto, quando os resultados são interpretados diante de

procedimentos experimentais que avaliam a concentração de IL-8 em células

cultivadas in vitro devemos considerar qual porção da camada celular foi exposta

diretamente à suspensão bacteriana. Gewirtz et al., 2001, demonstraram que TLR-
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5, o principal receptor de flagelina, é expresso predominantemente na porção

baso-lateral de células polarizadas T84. Além disso, estes autores demonstraram

que a flagelina é capaz de alcançar os receptores TLR-5 na porção baso-lateral

após a sua translocação através do citoplasma da célula hospedeira. Ruchaud-

Sparagano et al., 2007 [106] demonstraram que infecção da porção apical de

células Caco-2 por tEPEC E2348/69 induziu a secreção de IL-8 com menor

intensidade do que quando a porção baso-lateral era exposta diretamente à

suspensão bacteriana. Estes autores sugeriram que a flagelina atravessa a

barreira epitelial, alcançando a porção basolateral de células T84, e estimulando a

produção de IL-8 via TLR5. Na linhagem Caco-2 uma baixa produção de IL-8, 3

horas após-infecção, poderia ser devida ao potencial de EPEC de inibir a resposta

imune de modo dependente de LEE nos primeiros estágios da infecção. As

concentrações obtidas por esses autores, em duas, três, quatro e seis horas após

infecção com as amostras de tEPEC (E2348/69), estão de acordo com aquelas

obtidas neste estudo com E2348/69 em 3 horas de infecção.

Outra evidência obtida neste estudo, concordante com os dados publicados

por estes autores, é que o nível médio de IL-8 obtido em ensaios de infecção de

tapetes de células Caco-2 com o mutante deficiente em EscN (1711-4 ΔescN) foi

cerca de 2,9 vezes aquele obtido com a amostra selvagem 1711-4 em 3 horas.

Este achado indica uma provável ação antiinflamatória de um ou mais efetores

injetados através do SST3 pela aEPEC 1711-4. Nossos achados são compatíveis

com aqueles de Sharma et al. [107], e Khan et al. [105], que realizaram ensaios

com a amostra protótipo de tEPEC E2348/69. Esses autores observaram também

que o estímulo à produção tardia é independente de flagelina e que algum outro

mediador, ainda não descrito, desempenharia um papel significativo nessa
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estimulação. Conciliando nossos achados de persistência intracelular e

estimulação de IL-8, aventamos a possibilidade de que mediadores extraídos via

bombas de efluxo possam estimular a produção de IL-8.

O papel de fatores flagelina-independentes na indução de produção de IL-8

ainda não está bem estabelecido. Outros receptores TLRs podem estar envolvidos

na indução de IL-8, entre eles TLR-4, que reconhece lipopolissacarídeo (LPS)

bacteriano. Alterações nos níveis de IL-8, em sobrenadantes de culturas celulares

Caco-2 estimuladas com LPS, mostraram-se irrelevantes em 3 horas pós-infecção,

sendo que em 24 horas níveis significantes de IL-8 - 75 pg/mL - foram obtidos

[108]. Os dados desse estudo não foram comparados aos nossos, uma vez que as

condições utilizadas foram distintas, inclusive no tempo de cultivo das células.

Enquanto Huang et al., cultivaram as células por 14 a 15 dias antes da infecção,

em nosso protocolo, as células foram cultivadas por 7 a 10 dias para alcançar a

confluência e diferenciação. Este tempo de cultivo baseia-se nos experimentos de

Pinto et al.,[90] que descreveram que células Caco-2 alcançam confluência no

sexto dia e atingem a fase estacionária no nono dia após sub-cultivo. Além disto,

LPS é um potente estimulador de macrófagos e, como mostrado na literatura, as

células epiteliais intestinais não são responsivas a esta estrutura em condições

normais, o que provavelmente contribui para evitar uma resposta inflamatória

crônica dada a grande concentração de Gram-negativos no lúmen intestinal

humano [65]. Eckmann et al, 2004, [109] não encontraram MD-2, um fator

essencial para a ativação da produção de IL-8 via ligação de LPS a receptores

TLR-4 em células Caco-2. Esses autores sugeriram que a indução da produção de

IL-8 por LPS em culturas de linhagens enterocíticas in vitro, descrita por alguns

autores, é provavelmente um artefato experimental.
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Os níveis mais elevados de IL-8 foram observados em 24 e 48 horas pós-

infecção, quando as bactérias se encontravam em compartimento intracelular, pois

as bactérias extracelulares haviam sido eliminadas com gentamicina e lavagem

dos tapetes celulares. A expressão de flagelos durante os processos de adesão e

invasão tem sido objeto de estudo e os dados disponíveis são controversos. Yona-

Nadler et al. evidenciaram que, durante os processos de adesão e invasão, há

uma repressão da expressão de flagelos mediada pelo fator de integração do

hospedeiro [110], enquanto outros autores demonstraram que, na infecção por

Salmonella Typhimurium, a expressão da flagelina pode ocorrer nos estágios

precoces enquanto que, em estágios mais tardios da infecção, ocorre uma

repressão da expressão da flagelina [111]. Nossos achados de indução da

produção de IL-8 dependente de flagelina nas primeiras horas após infecção, e

ligação do flagelo com as microvilosidades, observada por microscopia eletrônica,

evidenciam de forma consistente o papel do flagelo na indução precoce da

produção de IL-8. Nossos achados são compatíveis com aqueles reportados por

Cummings et al.,2006 [111], mas contrastam com aqueles descritos por Yona-

Nadler et al., [110]. O uso de anticorpos monoclonais anti-flagelina H40 poderia

fornecer evidências adicionais para comprovar o papel da flagelina na indução

precoce da produção de IL-8. Se por um lado a indução precoce da produção de

IL-8 é mediada pelo flagelo, a indução tardia é independente de flagelina, pois

mutantes deficientes em fliC têm capacidade de indução de produção de IL-8

similar àquela da amostra selvagem. É provável que outro mediador, que não a

flagelina, secretado por aEPEC 1711-4 dentro de enterócitos, seja responsável

pela indução de IL-8 nos períodos mais tardios da infecção.
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Um dos mecanismos possíveis para explicar os níveis elevados IL-8 após

24 ou 48 horas poderia ser a heterogeneidade das amostras quanto à sua

capacidade de suprimir ou estimular a óxido nítrico sintase induzível (iNOS), uma

vez que patógenos invasores podem ativar a produção desta enzima na ausência

de estímulo por citocinas. A ausência de expressão de iNOS em células Caco-2

resulta na não ativação NF-κB [106]. Outra possibilidade seria a ativação de outros

receptores TLR que não TLR-5. O DNA CpG de bactérias mortas no interior de

endossomas poderia ser reconhecido por TLR3 ou TLR9, presentes na membrana

endossômica, e resultar na ativação de vias de sinalização com ativação de NF-κB 

[112, 113]. Outra hipótese seria a extrusão de mediadores via sistema de

secreção. E. coli possuem bombas de efluxo capazes de extruir substâncias

naturais produzidas pelas células hospedeiras, incluindo bile, hormônios e

peptídios com ação bactericida. Aventamos a possibilidade de que essas bombas

de efluxo possam exportar fatores de virulência como adesinas, toxinas ou outras

proteínas importantes no estímulo à resposta inflamatória pela célula hospedeira

[114].

Nossos achados demonstram que as amostras de aEPEC O51:H40 e

NT:NM estudadas diferem quanto a capacidade de aderir, invadir, persistir e

induzir a produção de IL-8 em diferentes linhagens celulares. Demonstramos que

FliC e/ou FliD podem desempenhar um papel fundamental na adesão bacteriana

em célula hospedeira, e que a indução da produção de IL-8 na fase inicial da

infecção por aEPEC, a exemplo do que ocorre com tEPEC, é dependente de

flagelina. A estimulação da produção tardia de IL-8, em aEPEC, é também

independente de flagelina, como já descrito para tEPEC. Nossos achados sugerem

um papel relevante do flagelo bacteriano da amostra 1711-4 tanto na adesão
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quanto na invasão de células epiteliais intestinais e na estimulação precoce, mas

não tardia da produção de IL-8.
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6 CONCLUSÕES

 As EPECs atípicas são heterogêneas quanto à sua capacidade de aderir,

invadir, persistir e induzir a produção de IL-8 em linhagens enterocíticas.

 O flagelo da amostra aEPEC 1711-4 é necessário para:

- adesão eficiente em células T84, mas não em células Caco-2.

- invasão eficiente em células T84 e Caco-2.

- estimulação eficiente da produção precoce de IL-8 na fase inicial após

infecção (3 horas), mas não na fase tardia (24 horas).

 Os achados de MEV sugerem que a interação entre a extremidade distal

da microvilosidade e do flagelo pode ocorrer de modo preferencial.

 Proteínas secretadas pelo SST3 da aEPEC 1711-4 devem contribuir para a

modulação da resposta inflamatória, uma vez que índices elevados de IL-8

foram obtidos com o mutante deficiente em EscN.
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