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RESUMO

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) constitui um importante
patotipo de E. coli envolvido com doenca diarréica. EPEC € dividida em dois
sub-grupos, EPEC tipica (tEPEC), portadora do plasmidio EAF (EPEC
adherence factor), e EPEC atipica (aEPEC), desprovida desse plasmidio.
EPEC produz leséo attaching-effacing (A/E) em células intestinais, determinada
por genes contidos no locus of enterocyte effacement (LEE). LEE codifica um
sistema de secrecdao tipo 3 (SST3), a adesina de membrana externa Intimina e
varias proteinas efetoras que incluem Tir (receptor translocado de intimina).
Entre as amostras de aEPEC isoladas em nosso meio, aquelas pertencentes
ao sorotipo O51:H40 tém sido as mais frequentes. Em estudo anterior,
analisamos 11 amostras de E. coli do sorotipo O51:H40 que apresentavam a
regido LEE aparentemente completa, 70% das quais foram capazes de
produzir a lesdo A/E, conforme indicado pela positividade em um teste in vitro,
gue avalia o acumulo de actina decorrente da lesdo A/E. Para ampliar o
conhecimento do potencial enteropatogénico dessas amostras, neste estudo,
foram investigadas diversas propriedades genotipicas e fenotipicas, bem como
0 comportamento in vivo de amostras selecionadas em coelho e em rato.
Foram pesquisados genes recém descritos em E. coli (IpfAl, cifA, IdaG, espJ,
toxB, espM e espT) e a ocorréncia de fosforilacdo de residuos de tirosina na
molécula Tir, em cultivos de células HelLa e células intestinais diferenciadas
T84. Os resultados obtidos confirmam que o sorotipo O51:H40 contém
amostras com potencial enteropatogénico, uma vez que 75% das amostras

testadas produziram lesdo A/E em alga ileal de coelhos in vivo. Além disto, a



aEPEC 1711-4, como a tEPEC E2348/69, apresentou capacidade significativa
de translocar a mucosa intestinal em ensaios de translocacéo bacteriana (TB)
em ratos, sendo que a aEPEC 1711-4 provocou também danos a perfusao
tecidual. A auséncia de translocacdo observada com mutante defectivo na
montagem do SST3 (1711-4:escN’) sugeriu que proteinas efetoras secretadas
sdo importantes para a ocorréncia do fenbmeno. Em conclusdo, o sorotipo
0O51:H40 de E. coli compreende amostras potencialmente enteropatogénicas, a
maioria das quais deve ser classificada como aEPEC; o sobrecrescimento de
pelo menos uma amostra de aEPEC, em intestino de rato, pode levar a

translocacgéo e a danos a microcirculagéo sistémica.



ABSTRACT

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is an important pathotype of
E. coli involved in diarrheal disease. EPEC is divided into two groups, typical
EPEC (tEPEC), carrier of plasmid EAF (EPEC adherence factor), and atypical
EPEC (aEPEC), devoid of the plasmid. EPEC produces injury attaching-
effacing (A/E) in intestinal cells, determined by genes in the locus of enterocyte
effacement (LEE). LEE encodes a type 3 secretion system (SST3), the outer
membrane adhesin of Intimin and several effector proteins including Tir
(translocated receptor for intimin). Among aEPEC strains of isolated in our
midst, those belonging to serotype O51: H40 have been the most frequent. In a
previous study, we analyzed 11 strains of E. coli of serotype O51: H40 that had
an apparently LEE region complete, 70% of which were of them was able to
produce the lesion A/E, as indicated by a positive in vitro assay, which
assesses the accumulation of actin due to the injury A/E. To increase the
knowledge of the enteropathogenic potential of these strains in this study, we
investigated several genotypic and phenotypic properties and the behavior of
strains selected in vivo in rabbit and rat. We studied genes recently described in
E. coli (IpfAl, cifA, IdaG, espJ, toxB, espM and espT) and the occurrence of
residues of tyrosine phosphorylation in Tir molecule in cultures of HelLa cells
and T84 intestinal cells differentiated. The results confirm that serotype O51:
H40 includes strains with enteropathogenic potential, since 75% of the strains
tested produced lesion A/E in the rabbit ileal loop in vivo. Moreover, the aEPEC

1711-4/89, as tEPEC E2348/69, showed significant ability translocation of the



intestinal mucosa in bacterial translocation (BT) assays in rats, and the aEPEC
1711-4/89 also caused damage to tissue perfusion. The lack of translocation
observed with mutant defect in the assembly of SST3 (1711-4: escN)
suggested that secreted effector proteins are important for the occurrence of the
phenomenon. In conclusion, serotype O51:H40 of E. coli includes potentially
enteropathogenic strain, most of which should be classified as aEPEC; the
overgrowth of at least one strain of aEPEC in intestine of rats, can lead to

damage to the translocation and systemic microcirculation.



INTRODUCAO

Escherichia coli € um bastonete anaerdbio facultativo, membro da familia
Enterobacteriaceae, que coloniza o trato gastrointestinal humano e de outros
animais. Amostras comensais de E. coli podem causar doenca apenas em
individuos imunodeprimidos e em imunocompetentes, quando ha quebra da
barreira gastrointestinal, sendo geralmente desprovidas de marcadores
especificos de viruléncia (RUSSO; JOHNSON, 2000). Algumas amostras de E.
coli, no entanto, sdo ditas patogénicas, pois possuem um conjunto especifico
de genes de viruléncia que as capacitam a causar infeccfes intestinais ou
extra-intestinais, como infec¢cdo urinaria, septicemias ou meningite, dentre
outros quadros infecciosos (NATARO; KAPER, 1998). Esses fatores sao
frequentemente codificados por elementos genéticos com capacidade de se
mover dentro da propria bactéria ou entre bactérias diferentes, criando novas
combinacgdes, das quais apenas aquelas bem sucedidas irdo persistir e, em
consequéncia, determinar os designados patotipos de E. coli (KAPER et al.,
2004).

Doencas extra-intestinais por E. coli s&o comuns em varias faixas etarias
e podem envolver qualquer 6rgdo ou sitio anatdmico. Para causar doenca, as
E. coli envolvidas com infeccédo extra-intestinal (EXPEC) (RUSSO; JOHNSON,
2000) devem apresentar uma combinacdo de genes que codificam adesinas,
sistemas de aquisicdo de ferro, toxinas e mecanismos de escape (capsulas,
resisténcia ao soro) (FINLAY; FALKOW, 1997; DONNENBERG; WELCH,

1996). Entretanto, nenhuma linhagem, contendo um conjunto de genes



determinados ou fator de viruléncia de EXPEC é restrito ou indispensavel para
infeccdo em um determinado sitio extra-intestinal.

Amostras de E. coli constituem os principais patégenos associados a
doencas entéricas em diversas partes do mundo (NATARO; KAPER, 1998),
embora haja diferencas geogréaficas na ocorréncia dos diferentes patotipos
diarreiogénicos dessa espécie bacteriana. As E. coli que causam infeccbes
intestinais sdo raramente encontradas na microbiota fecal de hospedeiros
sadios e podem ser agrupadas em cinco diferentes patotipos de acordo com o
mecanismo de viruléncia e 0s sinais e sintomas que provocam. Esses patotipos
compreendem: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli produtora de toxina
Shiga (STEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroinvasora (EIEC) e
E. coli enteroagregativa (EAEC) (NATARO; KAPER, 1998). Um sexto patotipo,
de papel ainda controverso como agente etiolégico de diarréia, compreende a
E. coli produtora de adeséo difusa (DAEC) (NATARO; KAPER, 1998).

Embora existam algumas amostras de E. coli que albergam marcadores
de mais de um patotipo, de modo geral, cada patotipo enteropatogénico possuli

uma combinacdo de marcadores de viruléncia (KAPER et al., 2004).

1. EPEC

Em 1955, NETER et al. criaram o termo “E. coli enteropatogénica-EPEC”
para nomear determinados sorogrupos de E. coli associados a diarréia,
distinguindo-os assim dos sorogrupos de E. coli encontrados em individuos
sem diarréia.

EPEC foi inicialmente caracterizada como um grupo de amostras

pertencentes a sorotipos especificos dentro de 12 sorogrupos (classificacdo



baseada no antigeno O) de E. coli: 026, 055, 086, 0111, 0114, 0119, 0125,
0126, 0127, 0128, 0142 e 0158 (W.HO, 1987). Posteriormente, por meio de
andlises utilizando a técnica de Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE), as
amostras de EPEC foram divididas em dois grupos principais de clones
relacionados, denominados clone 1 (amostras de EPEC que expressam
tipicamente os antigenos flagelares H6 e H34) e clone 2 (amostras de EPEC
gue expressam antigeno H2) (WHITTAM; McGRAW, 1996).

As EPEC foram responsaveis por um grande numero de casos de
diarréia infantil no Brasil por vérias décadas (TOLEDO et al., 1983; TRABULSI
et al., 1985; GOMES et al., 1991; ROSA et al., 1998; SCALETSKY et al., 1999)
e em varios paises em desenvolvimento (NATARO; KAPER, 1998). A diarréia
por EPEC é tipicamente aquosa e normalmente acompanhada de vomito e

febre (BLAKE et al, 1993).

2. Lesao Attaching and Effacing (A/E)

A patogenicidade das EPEC é desencadeada por um mecanismo que
promove a formacdo da lesdo A/E, na qual se observam aderéncia bacteriana
intima ao epitélio intestinal, destruicdo das microvilosidades do enterdcitos e
acumulo de actina polimerizada e de outros elementos do citoesqueleto. Esses
eventos levam a formacéo de estruturas semelhantes a pedestais na superficie
apical dos enterdcito, sobre as quais se encontram bactérias aderidas e onde
podem ser observados desorganizacdo e apagamento das microvilosidades
(MOON et al, 1983; DONNENBERG et al.,1997; VALLANCE;FINLAY, 2000)
(Figura 1). Essas lesGes foram primeiramente observadas e descritas por

STALEY et al. (1969) e MOON et al. (1983), em modelos animais, e



posteriormente, em culturas de células (KNUTTON et al., 1989), bem como em
fragmentos de bidpsias intestinais mantidas in vitro (KNUTTON et al., 1987,
HICKS et al., 1996). Uma identificagc&o indireta da expressao da lesdo A/E pode
ser realizada pelo teste de FAS (Fluorescent-actin staining). Esse teste detecta
o0 acumulo de actina (F-actina) polimerizada, no local onde ocorrem as lesfes
A/E, por meio de faloidina marcada com isotiocianato de fluoresceina (FITC),

gue se liga especificamente a esses filamentos (KNUTTON et al., 1989).

Figura 1. Microscopia eletrbnica ilustrativa da lesdo A/E (PEDROSO et al., 1993).

mv, microvilosidade.

3. llha de patogenicidade LEE (locus of enterocyte effacement)

No cromossomo bacteriano podem existir determinadas regides que
contém genes que codificam fatores de viruléncia e sdo conhecidas como llhas
de patogenicidade (PAl). Em 1995, Mc DANIEL et al. demonstraram a
existéncia de uma PAI cromossdmica de aproximadamente 35 kb na amostra
prototipo E2348/69, a qual foi denominada locus of enterocyte effacement

(LEE) (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo esquematica dos genes que compde a regidao LEE

(adaptado de Dean et al., 2005).

Os genes que compreendem a regido LEE estdo organizados em cinco
principais regides com func¢des determinadas: LEE 1, LEE 2, LEE 3, LEE 4 e
LEE 5 (MELLIES et al., 1999; SANCHES-SANMARTIN et al., 2001). As regides
LEE 1, LEE 2 e LEE 3 contém genes que codificam um Sistema de Secrecao
tipo 3 (SST3), enquanto LEE 4 codifica diversas proteinas efetoras (EPEC-
secreted proteins ou Esps), secretadas por esse sistema (DONNENBERG et
al., 1993; FOUBISTER et al., 1994; KENNY et al., 1996; LAI et al., 1997,
SEKIYA et al., 2001). Em LEE 5, encontram-se os genes eae (E. coli attaching-
and-effacing), tir e ces T, os quais codificam as proteinas intimina, Tir
(Translocated intimin receptor) e CesT, respectivamente (SANCHES-
SANMARTIN et al., 2001). As regifes LEE 1, LEE 2 e LEE 3 estéo localizadas
upstream em relacdo ao gene eae enquanto LEE 4 localiza-se downstream a
esse gene. A ativacdo da regido LEE 1 por uma proteina heterodimérica que se
liga ao DNA (IHF, Integration host factor) resulta na expressdao de ler, o
primeiro gene do operon LEE 1 (FRIEDBERG et al., 1999). Ler € um regulador

positivo de outros genes da regidao LEE ( MELLIES et al., 1999).



Intimina € uma proteina de membrana externa de 94 kDa (JERSE et
al.,1990), muito bem caracterizada, responsavel pela aderéncia intima
observada na lesdo A/E. Ela é constituida por 939 aminoacidos (aa) altamente
conservados na regido N- terminal (aa 330 a 659) (YU ; KAPER, 1992), embora
a atividade de ligacdo a célula hospedeira esteja localizada nos 280 residuos
de aminoacidos da sua porcdo carboxi-terminal (Int280) (FRANKEL et al.,
1994). Foram descritos pelo menos 21 variantes do gene eae, que codificam 27
diferentes subtipos de intimina (al, a2, 1, B2, v1, y2, 9, €1, €2, €3, €4, €5 (&), ¢,
nl, n2, 61, 62,11, 2, k, A, u, v, 0, T, p, o) (ABU-BOBIE et al.,1998; BLANCO et
al., 2004; BLANCO et al., 2004a; BLANCO et al., 2005; BLANCO et al., 2006;
GARRIDO et al, 2006; JENKINS et al., 2006; OSWALD et al.,, 2000;

RAMACHANDRAN et al., 2003; TARR et al., 2002; ZHANG et al., 2002).

Tir (78 kDa), por sua vez, é secretada pela bactéria pelo SST3 e
translocada para o citoplasma da célula hospedeira, onde é fosforilada de
maneira tirosina-quinase independente e inserida na membrana celular
(KENNY et al.,1997). Além do papel de receptor para intimina, Tir tem uma
importante funcdo sinalizadora em células epiteliais. Sua porcdo exposta ao
citosol (dominio citoplasmatico) induz a nucleacdo das proteinas do
citoesqueleto, ligando-se inicialmente a proteina adaptadora Nck (1 e 2) que,
por sua vez, se liga a porcdo amino-terminal de N-WASP (Wiskott-Aldrich
syndrom protein) e ao complexo Arp 2/3 (Actin related protein 2/3), resultando
na nucleacao de filamentos de actina e de outros elementos do citoesqueleto, e
culminando com a formacdo do pedestal caracteristico (KALMAN et al.,1999;
KENNY, 1999; DeVINNEY et al., 2001). GARMENDIA et al. (2004) mostraram

gue, alternativamente, amostras de EHEC translocam, além de seu receptor



Tir, uma proteina com funcéo adaptadora semelhante a Nck, denominada TccP
(“Tir  cytoskeleton coupling protein”), também denominada EspF,,
(CAMPELLONE et al., 2004). Depois de translocada, TccP/EspF, ativaria N-
WASP, estimulando a polimerizagdo de actina. A polimerizacdo de actina
dependente de TccP/EspF, foi, inicialmente, descrita apenas para amostras de
EHEC (um sub-grupo de STEC) do sorotipo O157:H7. Posteriormente, a
ocorréncia de tccP foi também demonstrada, em amostras de EHEC né&o-
0157:H7 e em algumas amostras de EPEC tipica e atipica (GARMENDIA et al.
2005b; WHALE et al. 2007; OOKA et al. 2007). Outra variantes do gene tccP foi
descrita: aléem de tccP, carreado pelo profago CP-933/Spl14 foi descrito tccP2,
carreado pelo profago Sp4/CP-933M. A presenca de tccP e tccP2 em amostras
de EPEC demonstra que a polimerizacdo de actina nessas amostras pode
ocorrer pelas 2 vias (Tir-Nck e/ou Tir-TccP) (GARMENDIA et al., 2005b;

WHALE et al., 2006; WHALE et al., 2007; OOKA et al., 2007).

4. Sistema de Secrecdao Tipo 3 (SST3) e formacéao de lesdo A/E

O SST3 é complexo, estando nele envolvidas proteinas presentes na
membrana interna, no espaco periplasmatico, na membrana externa, no
espaco extracelular e na membrana da célula do hospedeiro (GERLACH,;
HENSEL, 2007). A montagem desse complexo protéico depende de um
conjunto de genes que sao responsaveis pela formacdo de um canal (agulha)
gue conecta a célula bacteriana a célula do hospedeiro (EspA, EscV, EcsJ,
EscF, EscB e EscD), e da montagem do aparato de secrecdo determinado
pelos genes esc (E. coli secretion - escRSTU, escCJ e escN) e sep (secretion

of E. coli proteins) (DEAN et. al., 2005; FRANKEL et. al., 1998).



Na formacdo do SST3, EscF é polimerizada, formando uma estrutura
semelhante a uma agulha na membrana externa da bactéria (SEKIYA et al.,
2001; WILSON et al., 2001) (Figura 3). EspA, entdo, € secretada e montada
sobre EscF, formando uma estrutura filamentosa que ligara a bactéria a célula
hospedeira (KNUTTON et al.,, 1998; FRANKEL et al.,1998). O aparato é
completado com a translocacdo de EspB e EspD para a membrana da célula
do hospedeiro, através de EspA; nesse local, essas proteinas formam um
complexo, sob a forma de poro. A proteina EscN é uma ATPase citoplasmética
de 49 kDa, associada com a membrana interna, que atua como um importante
componente do SST3, fornecendo energia para 0 processo da secrecéo, ja que
possui homologia com FoF; ATPase e apresenta um sitio de ligacdo de ATP
(GAUTHIER, et al., 2003; ZARIVACH et al., 2007). Aléem disso, muta¢cdées no
gene escN anulam a secrecao de EspA, EspB e EspD, e, consequentemente,
interferem na transducdo de sinal e o estabelecimento da lesdo A/E

(ZARIVACH et al., 2007).
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Figura 3. Diagrama esquematico do SST3 de EPEC/EHEC (Garmendia et al., 2005a).

Diversas proteinas efetoras, translocadas pelo SST3 foram descritas até
o momento. EspH é um regulador da formacdo de filopodio e atua
positivamente na formacdo do pedestal (TU et al., 2003), pois modula a
dindmica das moléculas de actina do citoesqueleto, produzindo alteracdes
(DEAN; KENNY, 2009). Além desses elementos, LEE codifica outras proteinas
efetoras também translocadas pelo SST3 (Map, EspF, EspG, EspH, EspZ),
chaperoninas (CesAB, CesD, CesD2 e CesF) e proteinas reguladoras (Ler,
GrlA, GrlR) (DEAN et al.,, 2005; DENG et al., 2004). A proteina Map
(Mitochondrial-associated protein) atua na mitocéndria da célula hospedeira
causando uma alteracdo no potencial da membrana (KENNY; JEPSON, 2000).
EspF é secretada no interior da célula hospedeira e atua induzindo apoptose
(CRANE et al.,2001), alterando as juncdes oclusivas do epitélio intestinal e,
consequentemente, levando a perda de resisténcia elétrica trans-epitelial,

culminando com a morte celular por apoptose (McNAMARA et al., 2001). Além



disso, Map e EspF atuam sinergicamente, alterando a mitocondria, causando
disfuncbes nesta organela, tais como a permeabilizacdo e morte celular por
apoptose (DEAN; KENNY 2009), A proteina EspG atua interagindo com a
proteina tubulina, estimulando a desestabilizacdo de microtabulos in vitro
(GARMENDIA et al., 2005a) e o papel da proteina secretada EspZ ainda nao
esta esclarecido (CLARKE et al., 2003; KAPER et al., 2004 ; KANACK et al.,
2005, DEAN; KENNY, 2009).

CLARKE et al. (2003) descreveram um modelo de quatro estagios para a
formacdo da lesdo A/E de EPEC. No primeiro estagio, sob condi¢cbes
apropriadas, EPEC expressaria uma fimbria tipo 1V, denominada Bundle-
forming pilus (BFP), intimina e alguns filamentos de EspA. No segundo estagio,
a bactéria aderiria de uma forma néo intima a célula epitelial por meio de BFP e
filamentos de EspA e um numero indeterminado de moléculas efetoras, como,
Tir, Esps, e Map, seria injetado pelo SST3 para o interior da célula hospedeira.
Essas moléculas efetoras transmitiiam sinais, causando alteracbes no
citoplasma da célula hospedeira, 0 que resultaria na despolarizacéo da actina e
na destruicdo das microvilosidades. Tir seria, entdo, fosforilada e inserida na
membrana da célula epitelial. No terceiro estagio, os filamentos de EspA
seriam eliminados da superficie bacteriana, a adesina intimina ligar-se-ia a
porcdo central, extracelular, de Tir fosforilada, resultando na adeséo intima
entre EPEC e célula epitelial e no acimulo de actina e de outros elementos do
citoesqueleto, sob o sitio no qual a bactéria se encontra aderida. Durante o
guarto estagio, haveria um grande acumulo de proteinas do citoesqueleto,
nesse local, resultando na formac¢éo da do pedestal.

5. Plasmideo EAF (EPEC adherence factor)



As amostras de EPEC apresentam um plasmideo de viruléncia
denominado EAF (pEAF), que contém os genes envolvidos com a biogénese
da fimbria BFP, que se localizam em uma regido de 11 kb de pEAF
(DONNENBERG, 1996; DONNENBERG et al., 1997), responsavel pelo
fenétipo de aderéncia localizada (adesdo em grupos compactos) (SCALETSKY
et al., 1984), e ainda o operon per (plasmid encoded regulator), o qual codifica
um complexo regulador de varios genes de viruléncia de EPEC (per A, B, C)
(TOBE et al., 1999). Recentemente, foi descrito que o sistema de transporte de
fosfato estd envolvido na regulacdo positiva da colonizagdo de EPEC, por
aumentar a expressao de perA e perC. Como consequéncia, determina um
aumento na transcricdo dos genes que codificam BFP e Intimina (FERREIRA,;
SPIRA, 2008).

Portanto, embora o plasmidio EAF ndo seja essencial para a formacéao
das lesdes A/E, sua presenca aumenta a eficiéncia com que elas ocorrem,
possivelmente por influéncia do operon per (GOMEZ-DUARTE; KAPER, 1995).
Além disto, este plasmidio alberga uma sequéncia genética criptica (EAF)
(NATARO et al., 1985) que é utilizada como sonda genética (sonda EAF) na

identificacdo de EPEC tipica (KAPER, 1996; TRABULSI et al., 2002).

6. Fatores de viruléncia cromossomais localizados fora daregido LEE

As EPEC possuem genes de viruléncia adicionais que sdo codificados
fora da regido LEE, utilizam o SST3 para serem translocadas e podem alterar
processos celulares quando da interacdo com as células hospedeiras. EspC,
uma proteina auto-transportadora, € translocada via SST3 para o citoplasma

da célula hospedeira, onde exerce efeito citopatico, destruindo o citoesqueleto



(VIDAL; NAVARRO-GARCIA, 2008). EspG2 é uma proteina que desestrutura a
rede de microtubulos na célula hospedeira (SHAW et al., 2005). Outro efetor,
NleA (non-LEE encoded factor A), também conhecido como Espl, possui um
importante papel na colonizacdo de c6lon em modelo murino com Citrobacter
rodentium (MUNDY et al., 2004); além disso, nas EPEC, o gene espl localiza-
se em um profago (MUNDY et al.,2004).

O efetor NleD desempenha papel importante na colonizacdo de intestinos
de bezerros (DENG et al.,2004), enquanto os demais efetores, NleB, NleC,
NleE, NleH, ndo possuem, até o0 momento, uma funcao esclarecida. A proteina
CIF (Cycle inhibiting factor) € uma molécula efetora, translocada através do
SST3, que bloqueia a transicdo G,/M do ciclo celular, impedindo a ativacao de
quinase ciclina-dependente (MARCHES et al.,, 2003). O efetor EspJ, atua
modulando a dinamica da infeccdo (DAHAN et al., 2005), e em um recente
estudo (MARCHES, et al., 2008), demonstrou atividade anti-fagocitica por
promover uma trans- inibicdo da fagocitose de macroéfagos opsonizados com
EPEC e EHEC. Outro fator também codificado fora da regido LEE, mas que
nao utiliza o SST3, denomina-se lymphostatin (LifA) e € uma proteina de ~ 385
kDa que age como toxina, inibindo a ativacéo de linfécitos (KLAPPROTH et al.,

2000).

7. Barreira do Trato Gastrointestinal

A barreira intestinal representa a principal interface entre o hospedeiro e
0 meio ambiente. O trato gastrointestinal € exposto a incontaveis antigenos
estranhos e esta embebido em uma complexa e exclusiva rede de mecanismos

imunolégicos e nao imunoldgicos (barreira mucosa gastrointestinal) que



protege o0 hospedeiro de microorganismos potencialmente patogénicos,
enquanto tolera outros microbios residentes e permite absorgéo e utilizacao de

nutrientes.

O muco € uma secrecao epitelial composta de uma variedade de
proteinas e sais, ancorados dentro de um gel viscoso formado por uma Unica
proteina rica em carboidratos, com propriedades que permitem emaranhar
bactérias e facilitar a limpeza pelo peristaltismo intestinal. Os constituintes do
muco podem mudar durante a inflamacéo (SAVKOVIC et al, 1997) e o estado
de individuos secretores e néo secretores é de interesse particular em relacéo
a susceptibilidade a infec¢des (OFEK et al., 2003). Outros eventos fisioldgicos,
como a acidez gastrica (pH < 4,0), atuam como uma linha de defesa inicial
contra bactérias ingeridas e a propagacao peristaltica de contetdos luminais,
em um fluxo distal estavel em direcdo ao colon, sdo de grande importancia na
reducdo do crescimento bacteriano no intestino proximal (SHERMAN et al.,
1987). Assim, o epitélio intestinal tem importante papel como uma barreira que
inibe a translocacdo de microorganismos no hospedeiro. A habilidade de certos
patdgenos em escapar ou superar as defesas imunologicas e/ou utilizar essas
respostas do hospedeiro a seu favor, ditara seu sucesso em promover doenca
e em sobreviver (ACHESON et al., 2004; GUARNER et al., 2003).

Baseado nos conhecimentos atuais da interacdo entre o sistema de
defesa e 0s microorganismos, sabe-se que a partir de um estimulo o
hospedeiro ativa o sistema de amplificacdo pré-inflamatério gerando variados
mediadores indutores da resposta imune, tais como citocinas especializadas e

guimiocinas.



O termo translocacao bacteriana (TB) foi criado por WOLOCHOW et al.
(1966) para descrever a passagem de bactérias do trato intestinal para os sitios
extra-intestinais (BERG; GARLINGTON, 1979). Posteriormente, BERG e
GARLINGTON (1979) usaram este termo para descrever a passagem de
microbios viaveis e ndo viaveis bem como de seus produtos (ex. endotoxinas)
do Iumen intestinal para os linfonodos mesentéricos e migracdo para outros
orgaos.

O mecanismo de espalhamento sistémico de bactéria luminal pelo
processo de TB tem sido relacionado a trés condi¢gdes principais:
sobrecrescimento bacteriano intestinal, rompimento da barreira intestinal e
deficiéncia imunoldgica do hospedeiro (BERG; GARLIGNTON,1979). Embora
essas trés condicbes tenham sido delineadas durante algum tempo, necessita-
se ainda de um melhor conhecimento entre TB e seu papel patolégico
relacionado a instalacdo de sepse, choque séptico e faléncia multipla de
orgaos. Além disto, crescentes evidéncias cientificas tém alertado para uma
resposta imune deficiente contra antigenos nao proprios em pacientes com
infeccdo severa ao invés de uma resposta imune exacerbada (TRIANTAFILOU;
TRIANTAFILOU, 2004; HOTCHKISS; KARL, 2003). Em vigéncia de TB, as
bactérias alcancariam a via sistémica por dois caminhos: via sanglinea e via
linfatica. A via sangliinea da TB ocorreria pela passagem das bactérias da luz
intestinal para a microcirculacdo intestinal e desta para a veia porta,
alcancando a circulacéo sistémica (KOH et al., 1996 ; MOORE et al., 1991). A
via linfatica da TB ocorreria pela passagem das bactérias da luz intestinal para
os ductos linfaticos aferentes e destes até os linfonodos mesenteriais (LNM),

processo este amplamente estudado e aceito por diversos autores (DEITCH,



1989; MAINOUS et al, 1991; WOLOCHOW et al, 1966; BERG;
GARLIGNTON, 1979; KOH et al.,, 1996). Uma vez alcancado o LNM, as
bactérias seguiriam pela linfa mesentérica, pelos ductos linfaticos eferentes, e
destes para o ducto toracico e circulacdo sistémica (MAINOUS et al., 1991;
KOH et al., 1996; SANCHES-GARCIA et al., 1997).

Diversas desordens gastrointestinais, tais como obstrucdes intestinais,
estados inflamatérios avancados, doencas hepaticas colestaticas bem como
intoxicacBes alimentares e terapias prolongadas com antibioticos, tém sido
relacionadas com o desequilibrio da microbiota intestinal com consequente
promocéo de TB (WIEST; RATH, 2003). A literatura mostra que a correlagéo
entre microbiota intestinal e agente infeccioso isolado em pacientes com sepse
€ de 30 a 80% (MACFIE et al.,1999).

Os principais agentes infecciosos relacionados com a sepse sao as
bactérias Gram-negativas, sendo a E. coli a mais freqlientemente encontrada
(MARSHALL et al.,, 1988; O'BOYLE et al., 1998, MACFIE et al.,1999).
Entretanto, os mecanismos ou vias que as bactérias utilizam no processo de
translocacdo ainda nao estdo claramente elucidados e, até onde se conhece, o
fendbmeno nao foi pesquisado em amostras de E. coli relacionadas com
diarréia.

Embora o entendimento atual seja de que o0s patotipos
enteropatogénicos sdo incapazes de causar doenca fora do trato intestinal
(NATARO; KAPER, 1998) muito pouco se conhece sobre a ocorréncia de
capacidade de translocacdo bacteriana entre as E. coli ditas patogénicas,

particularmente entre aquelas que promovem infec¢des intestinais, muitas das



quais sabidamente evocam processos inflamatérios como parte da génese das

diarréias.

8. EPEC Tipica (tEPEC) e EPEC Atipica (aEPEC)

As amostras de EPEC podem ser divididas em dois grupos: EPEC tipica
(tEPEC) e EPEC atipica (aEPEC). Pode-se definir as tEPEC como amostras
gue apresentam o plasmidio EAF e ndo produzem a toxina Shiga (Stx)
(KAPER,1996), esta ultima sendo uma caracteristica do patotipo EHEC. As
aEPEC sédo desprovidas desse plasmidio.

Varios estudos epidemiolégicos mostram que as aEPEC sdo muito
heterogéneas em relacdo aos sorotipos e fatores de viruléncia que apresentam
(SCALETSKY et al., 2002; DULGUER et al.,, 2003; VIEIRA et al., 2001;
GOMES et al., 2004; ROBINS-BROWNE et al., 2004., AFSET et al., 2008). As
aEPEC podem ou nao pertencer aos denominados sorogrupos classicos de
EPEC (CAMPOS et al.,, 2004) e quando o sorogrupo pertence agueles
classicos de EPEC, geralmente diferem das tEPEC em relacdo ao antigeno H
(HERNANDES et al., 2009).

Atualmente, aEPEC tem apresentado um maior significado na etiologia da
diarréia em paises desenvolvidos (TRABULSI et al., 2002; HERNANDES et al.,
2009), pois estudos vém sugerindo que uma variedade de amostras de E. coli
podem ser enquadradas como aEPEC e ja estdo entre os principais agentes
causadores de diarréia em nosso meio e em outros paises (GOMES et al.,
2004; DULGUER et al., 2003; REGUA-MANGIA et al., 2004; SCOTLAND et al.,
1996; AFSET et al.,, 2003; COHEN et al., 2005; FRANZOLIN et al., 2005;

ORLANDI et al., 2006). Recentes estudos epidemiolégicos tém demonstrado



um maior niumero de casos de aEPEC em relagdo as tEPEC (AFSET et al.,
2004; ROBINS-BROWNE et al., 2004; FRANZOLIN et al., 2005; BUERIS et al.,
2007), posicionando as aEPEC como patégenos emergentes.

EPEC tipicas e atipicas também apresentam padrdes de aderéncia
distintos quando em contato com células HeLa e HEp-2. Enquanto as tEPEC
apresentam o padrado de aderéncia localizada (AL), que se caracteriza pela
formacdo de microcolénias bacterianas compactas em um periodo de 3 horas
de ensaio (SCALETSKY et al., 1984), as aEPEC podem apresentar padrdes de
adesédo semelhantes a AL (localizada-like ou ALL), no qual as bactérias aderem
a superficie das células epiteliais, formando microcolénias com aspecto frouxo.
Alem disto, algumas amostras de aEPEC apresentam aderéncia agregativa ou
aderéncia difusa (TRABULSI et al., 2002; HERNANDES et al., 2009).

O padréo AL esta associado com a producdo de BFP, que promove a
agregacao bactéria-bactéria dentro das microcol6nias (GIRON et al., 1991) e a
aderéncia que precede a aderéncia intima mediada pela intimina. Em um
estudo que utilizou fragmentos de bidpsia intestinal humana mantidos em
cultura, foi demonstrado que BFP ndo inicia a colonizacdo na superficie da
mucosa (HICKS et al.,1998). Por outro lado, CLEARY et al., (2004)
demonstraram que BFP parece ser um fator predominante na adeséo inicial em
células Caco-2, embora em sua auséncia, filamentos de ESpA possam assumir
esse papel, mas com uma menor eficiéncia. Além disso, um estudo realizado
com voluntarios mostrou que, independentemente do mecanismo de acédo de
BFP na colonizacgéao, este é um importante fator de viruléncia in vivo (LEVINE et

al., 1985).



As relacdes entre as caracteristicas genotipicas e fenotipicas de amostras
de EPEC tém sido estudadas por meio de analises de estrutura clonal,
utilizando-se diversas técnicas de tipagem bacteriana, tais como a andlise de
fragmentos de DNA amplificados correspondentes as sequéncias repetitivas
ERIC (ERIC-PCR), por ribotipagem e por multilocus enzyme electrophoresis
(MLEE) (CAMPOS et al., 1994, GONCALVES et. al., 1997, DALLA-COSTA et
al., 1998; PEIXOTO et al., 2001; GUILARD et al., 2003). O uso dessas técnicas
tem demonstrado a existéncia de uma estreita relagdo clonal em EPEC
relacionada aos sorotipos que compdem o sorogrupo. Esses clones, que foram,
de modo geral, definidos pelo sorotipo, séo homogéneos com relacdo aos
fatores de viruléncia que apresentam (TRABULSI et al., 2002).

Estudos epidemiolégicos sobre a diarréia endémica, conduzidos em
nosso laboratdrio, permitiram o isolamento de amostras de E. coli ndo
pertencentes a sorogrupos de EPEC, mas que eram portadoras do gene eae e
desprovidas das sequéncias das sondas EAF e stx (E. coli eae+ EAF- stx).
Desse modo, essas amostras foram provisoriamente caracterizadas como
aEPEC. Apesar de seus sorotipos serem muito diversificados, um deles
(sorotipo O51:H40) havia sido identificado em nosso laboratério em 4 criancas
com e 2 sem diarréia (VIEIRA et al., 2001). A importancia desse sorotipo foi
ainda mais evidente quando detectamos, na colecdo de nosso laboratério, uma
amostra isolada em 1985 e, em estudos mais recentes, outras 5 amostras
isoladas de pacientes com diarréia em Ribeirdo Preto, S.P., e no Rio de
Janeiro, R.J. pertencentes a esse mesmo sorotipo (GOMES et al., 2004). Mais

recentemente, amostras do sorotipo O51:H40 foram isoladas de criancas



diarréicas em Salvador, B.A (BUERIS, 2007) e em céaes, no Rio de Janeiro
(Cerqueira, A., comunicacao pessoal).

Em uma avaliagao preliminar da atividade de culturas totais em modelo
de alca ileal de coelhos in vivo, que foi conduzida com uma das amostras do
sorotipo O51:H40 (amostra 1711-4/89), Vieira (VIEIRA, 2001) verificou que,
além de produzir lesdo A/E, essa amostra invadiu e desorganizou o epitélio
intestinal; além disto, sugestiva presenca de bactérias no interior de células
fagocitarias foi também verificada. Estas ultimas observagfes ndo foram
detectadas na infeccéo pela amostra prot6tipo de tEPEC (E2348/69), sugerindo
gque a amostra 1711-4/89 tem potencial enteropatogénico, com mecanismos
adicionais ao da lesédo A/E.

A capacidade invasora da aEPEC 1711-4/89 foi também detectada in
vitro, em cultivos de células HelLa (VIEIRA, 2000) e em células Caco-2
polarizadas e diferenciadas (SAMPAIO, 2004). O estudo da cinética da
infeccdo da amostra 1711-4/89 indicou que a populacdo bacteriana intracelular
permaneceu estavel até 24 horas de infeccdo, sugerindo que a residéncia
intracelular poderia lhe conferir vantagens em relacdo a resposta imune inata
do hospedeiro (SAMPAIO, 2004). Entretanto, ndo sabemos se esta bactéria
poderia translocar pela mucosa intestinal e ganhar sitios mais profundos do
hospedeiro.

Recentemente, realizamos um estudo inicial com as 11 amostras do
sorotipo O51:H40 de nossa colecdo (MOREIRA, 2004; MOREIRA et al., 2008).
Nesse estudo, identificamos e comparamos alguns aspectos da interacao
dessas amostras com células intestinais cultivadas in vitro (Caco-2 e T84), a

presenca de 24 genes de viruléncia descritos nos diferentes patotipos de E.



coli, bem como suas relacdes genéticas por meio de técnicas de fingerprinting.
Os padrdes de aderéncia encontrados foram um pouco diversificados: apenas
1 amostra apresentou AL, enquanto as demais apresentaram variagoes de AL,
detectadas apenas em experimentos mais prolongados (ensaios de 6 horas).
Além disto, a capacidade de produzir a lesdo A/E, pesquisada pelo teste de
FAS, foi detectada em 8 amostras (~70%) que, consequentemente, se
mostraram potencialmente  enteropatogénicas. Naquele momento,
desconheciamos se essas lesGes ocorrem in vivo (exceto na amostra 1711-
4/89) e os fatores que impediram a formacao de lesdo A/E pelas amostras FAS
negativas.

Ainda como resultado desse estudo anterior, verificamos que apenas
uma amostra (0151-1/85), entre as 11 estudadas, apresentou as sequéncias
relacionadas ao pEAF, isto €, perA e bfpA, e 4 amostras apresentaram a
sequéncia shf, que codifica uma proteina criptica em Shigella e cujo papel na
patogenicidade bacteriana ainda n&o foi esclarecido. Como a amostra 0151-
1/85 expressou a pilina da fimbria BFP, conforme detectado por imunoblotting,
e AL em ensaios de 3 horas, foi classificada como tEPEC, enquanto as demais
foram classificadas como aEPEC.

Como as amostras de O51:H40 de nossa colecdo foram isoladas de
pacientes com e sem diarréia e este sorotipo foi 0 mais frequente entre
amostras de aEPEC isoladas em nosso meio, neste estudo, examinamos todas
as amostras de O51:H40 de nossa colecdo quanto a presenca de novas
propriedades e genes de viruléncia em E. coli, seu potencial enteropatogénico
in vivo, na tentativa de se obter uma visdo mais ampla do potencial de

viruléncia do sorotipo O51:H40.



Objetivo geral

Avaliar o potencial enteropatogénico de amostras de E. coli do sorotipo
0O51:H40 in vitro e in vivo.

Objetivos especificos

1. Pesquisar a ocorréncia de marcadores de viruléncia descritos recentemente
em E. coli.

2. Pesquisar a necessidade de fosforilar a proteina Tir e a ocorréncia do gene
tccP para promover a leséo A/E.

3. Pesquisar as interactes das amostras do sorotipo com o epitélio intestinal in
Vivo, por meio de ensaios de alca intestinal ligada de coelhos.

4. Avaliar uma amostra selecionada aEPEC 1711-4/89 quanto ao potencial de
translocacdo bacteriana in vivo, assim como os efeitos produzidos na perfusao
tecidual em diferentes 6rgaos destes animais, comparando seu comportamento

com o da amostras prototipo de tEPEC E2348/69.



Material e Métodos

1. Amostras bacterianas

Foram analisadas 11 amostras de E. coli pertencentes ao sorotipo
0O51:H40, sendo 9 de pacientes com diarréia e duas de pacientes nao
diarréicos. A origem das amostras e os dados clinicos e microbiologicos dos
pacientes portadores de E. coli O51:H40 estdo apresentados na Tabela 1. Seis
amostras foram obtidas em dois estudos epidemioldégicos conduzidos no
laboratoério da Disciplina de Microbiologia da UNIFESP, em Sao Paulo (1985 a
1990), em colaboracdo com o Centers for Disease Control and Prevention,
Atlanta, Ga., USA (GOMES et al., 1998). Trés amostras foram isoladas no
Instituto de Puericultura e Pediatria Martagédo Gesteira, hospital publico ligado a
Universidade Federal do Rio de Janeiro (GOMES et al.,, 2004). As duas
amostras restantes foram isoladas e identificadas pelo Instituto Adolfo Lutz e
gentilmente cedidas pela Dra. Kinue Irino, uma delas tendo sido isolada de um
adulto aidético. Nesses estudos, todas as amostras foram identificadas como
portadoras do gene eae (eae+) e desprovidas de sequéncias genéticas
homélogas as sequéncias associadas a viruléncia de outras categorias
diarreiogénicas: ETEC (sondas STh, STp, LTI), EIEC (sonda Inv), STEC
(sondas stx1 e stx2), e, com excecdo de uma amostra (0151-2/85), EPEC
(sonda EAF). Além disto, a presenca de outro enteropatdgeno reconhecido foi
detectada em 5 das 9 amostras provenientes de fezes diarréicas (GOMES et
al.,, 2004; VIEIRA, et al., 2001). Em estudo posterior (MOREIRA, 2004),

verificou-se que todas as amostras sao desprovidas de 23 potenciais genes de



viruléncia, ja descritos nos patotipos de E. coli, sendo que 4 amostras eram
portadoras da seqiiéncia criptica shf.

Nos diversos experimentos, foram utilizadas, como controles, as seguintes
amostras: E. coli E2348/69 (tEPEC protétipo, produtora de AL) (LEVINE et
al.,1985), E. coli EDL 933 (EHEC/STEC prot6tipo), E. coli K12 711 (KELLER et
al., 1998), E. coli 39 R861 (Central Public Health Laboratory, Londres, Reino
Unido). A amostra E. coli R6 (KOH; SILVA, 1996), isolada de um rato
submetido a um experimento de translocagcdo in vivo, foi utilizada como
controle positivo de translocagéo bacteriana. Nesse estudo o animal foi tratado
durante nove dias com Tetraciclina a 0,5 mg/ml e Metronidazol a 2 mg/ml, por
via oral. Até o 3° dia, a coprocultura foi negativa. A partir do 4° dia da
administracdo dos antibidticos, verificou-se que o animal passou a ser
colonizado por uma amostra de E. coli resistente & Tetraciclina (Tet?). Nove
dias depois, o animal foi sacrificado e analisado quanto a presenca de
bactérias Gram negativas Tet® nos seguintes materiais: sangue da veia porta,
sangue da veia cava inferior, placas de Peyer, linfonodos do mesentério,
figado, baco e fezes. Observou-se a presenca de bactérias Gram negativas
Tet® nas fezes, em linfonodos e nas placas de Peyer. As bactérias isoladas se
apresentaram morfologicamente idénticas e foram identificadas como E. coli e
sorotipadas posteriormente no Instituto Adolfo Lutz como E.coli ONT:H2,
recebendo a denominacdo de Escherichia coli R6. As amostras néo
patogénicas, de E. coliHB101 (BOYER; ROULLAND-DUSSOIX,1969) e uma
amostra ndo patogénica, E. coli HS (sorotipo 0O9:H4) (LEVINE et al., 1983),
foram empregadas como controles negativos. Todas as amostras foram

conservadas a -70°C em meio LB, acrescido de glicerol a 15%.



Os cultivos bacterianos foram realizados em meio Luria-Bertani (LB, Difco
Laboratories Detroit, Ml), agar MacConkey (Difco Laboratories), Meio Essencial
de Eagle modificado por Dulbecco -DMEM- (Sigma Chemical Co., ST Louis,
MO, USA) conforme as necessidades experimentais. Os meios de cultura e os
sais utilizados, exceto quando especificados, foram de procedéncia Difco (Difco
laboratories), Merck (Merck S.A., Rio de Janeiro, RJ) ou Synth (Labsynth S.A,,
Diadema, SP), Sigma (Sigma Chemical Co.), Gibco (Life Technologies., Inc,
Gaithesburg MD, USA) e Eppendorf (Eppendorf AG, Hamburg, Germany). Os
meios sob a forma desidratada foram preparados conforme as especificacdes
dos fabricantes.

Os seguintes antibioticos foram utilizados, quando indicados: ampicilina
(Amp), 100 pg/ml; acido nalidixico (Nal) a 50 pug/ml e canamicina (Km) a 50
pg/ml. Os reagentes 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-d-galactosideo (X-Gal) e
isopropil-tio-B-galactosideo (IPTG), foram utilizados nas concentracdes 80

pg/ml e 1 mM, respectivamente.

2. Métodos genéticos:

Exceto quando indicado, as técnicas de manipulacéo e de analise de

DNA utilizadas estdo descritas em SAMBROOK e RUSSEL (2001) e

AUSUBEL et al. (1995).

2.1. Extracdo de DNA gendémico



A extracdo de DNA gendmico foi realizada utilizando-se o Easy-DNA™
Kit (For genomic DNA isolation-Protocol # 3 - Invitrogen, U.S.A.), conforme

recomendacdes do fabricante.

2.2. Reacédo em cadeia da polimerase (PCR)

A técnica de PCR utilizou DNA molde, obtido a partir de uma coldnia
bacteriana cultivada em meio sélido (16-18 h a 37°C), ressuspensa em 300 pl
de &gua bidestilada esterilizada e submetida a fervura durante 10 minutos. As
reacdes foram realizadas em banho de gelo, em tubos tipo Eppendorf de 0,2
ml, onde foram colocados os reagentes descritos a seguir: 25 ul de PCR
Master Mix (Promega, Madison, WI, USA), primers especificos (100 pmoles), 1
ul de DNA molde (lisado bacteriano) e agua para completar 50 ul de volume de
reacdo. A seguir, os amplicons foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose, corados com brometo de etidio (anexo item 2.1.3) e visualizados em

transiluminador (Mini-Transluminador, Bio-Rad, USA).
2.3. Extracado de DNA plasmidial em pequena escala

A extracdo de DNA plasmidial em pequena escala foi realizada
utilizando-se o kit Wizard ® Plus SV Minipreps DNA Purification System

(Promega, Madison, WI,USA), conforme recomendac¢des do fabricante.

2.4. Reacéo de precipitacdo do DNA



O DNA foi precipitado pela adi¢cdo, a uma solucao de 100 yl de DNA em
tampdo TE (anexo item 2.1.1), de 10 yL de acetato de sédio (anexo item 2.1.2)
e 300 ul de etanol (p.a.), homogeneizacéo e incubacgéo a -70°C durante 1 hora.
ApOs este periodo, a solugdo foi centrifugada a 4°C durante 15 minutos a
16.000 g (centrifuga Eppendorf, mod. 5402, Germany), o sobrenadante foi
descartado e 800 ul de etanol a 80% foram acrescentados para lavagem do
sedimento. A solugéo foi novamente centrifugada a 16.000 g por 5 minutos.
Apés essa centrifugacdo, o etanol foi removido e o sedimento foi seco a
temperatura ambiente e, entdo, ressuspenso em agua ou no tampao TE (anexo

item 2.1.1).

2.5. Reacdes de digestdao de DNA

As reacdes de digestdo com as enzimas de restricdo foram realizadas
em um volume final de 20 ul. As reagcOes foram realizadas empregando-se 0s
tampdes e as temperaturas apropriadas, de acordo com as recomendacdes do

fabricante para cada enzima de restricdo empregada neste estudo.

2.6. Eletroporacéao

O DNA recombinante foi transformado em células bacterianas
competentes através de eletroporacdo. As células competentes foram
preparadas segundo metodologia descrita por AUSUBEL et al. (1995),
aliquotadas em volumes de 40 ul e mantidas a -70°C. Para a transformacéo, as
células competentes foram descongeladas em gelo e 1 ul de DNA plasmidial foi

adicionado a aliquota de células competentes. Essa mistura foi transferida para



cubetas apropriadas de 0,2 cm (Biorad, EUA), previamente resfriadas. Para
eletroporacgao foi utilizado um eletroporador GenePulse (Biorad, EUA), a 2,5
kV, 25 uF e controle de pulso de 200 Q. Imediatamente apos a eletroporacdo,
foi adicionado 1 ml de meio SOC (item 2.1.4 ) (SAMBROOK ; RUSSEL, 2001) a
reacdo, e a mesma foi incubada a 37°C Durante 1 h, sob agitacdo. Em seguida,
diferentes volumes dos cultivos foram plaqueados em agar LB contendo

antibidticos apropriados e as placas incubadas a 37°C por 18 h.



2.7. Obtencéo da amostra mutada 1711-4::escN’

Com a colaboragédo da Dra Suely Carlos Sampaio, foi realizada uma
mutagénese nao-polar no gene escN da amostra 1711-4/89 com a finalidade de
verificar o envolvimento do SST3 no processo da TB. Para esse objetivo, foi
escolhido o sistema que utiliza o vetor suicida pJP5603, pois contém a origem
de replicacdo R6K ori (derivada de pUTKm), um fragmento de 1861 pb
(derivado de Tn5 e conferindo resisténcia a canamicina), e um fragmento de
760 pb de pSUP202 (carregando o sitio RP4 Mob para mobilizacdo do
plasmidio) (PENFOLD; PEMBERTON 1992). Este vetor € dependente da
complementacao in trans dos genes que codificam a proteina Pir para que
ocorra a sua replicacéo estavel na amostra hospedeira.

Inicialmente, um fragmento de 481 pb do gene escN foi amplificado com
primers especificos (Tabela 2), a partir da amostra selvagem 1711-4/89, e
clonado no vetor pGEM — T Easy (Promega, Madison, WI, USA). Apls a
reacdo de ligacdo, células competentes de E. coli IM109 (YANISCH-PERRON
et al., 1985) foram transformadas por eletroporacédo e plaqueadas em agar LB
contendo ampicilina (100 pg/ml), IPTG 1 mM e X-Gal (80 pug/ml). As colbnias
brancas, resistentes a ampicilina, foram selecionadas para confirmacdo da
presenca do inserto por PCR e de reacdes de digestdo com EcoR I. Apds essa
etapa de clonagem, o fragmento do gene escN clonado em pGEM — T Easy foi
extraido do vetor com EcoR |, eluido do gel com o kit Wisard® SV Gel and PCR
Clean-up System (Promega, Madison, WI, USA), e ligado ao vetor pJP5603
(KmR) no sitio de EcoRI. Apés reacdo de ligagéo, as células competentes de E.

coli DH5aApir (ELLIOT; KAPER, 1997) foram transformadas também por



eletroporacdo e plaqueadas em agar LB contendo canamicina (50 ug/ml) e X-
Gal (80 ug/ml). As colbnias brancas resistentes a canamicina foram
selecionadas e testadas para a presenca do inserto por PCR. As col6nias que
apresentaram o inserto foram armazenadas a —70°C em LB-glicerol contendo
canamicina. Em seguida, o DNA recombinante foi extraido e transferido para E.
coli S17-1 pir (SIMON et al., 1983) por eletroporacdo (esquema representativo
no anexo 4).

Para os experimentos de conjugacéo, foi utilizada, como receptora, uma
amostra mutante espontanea derivada de aEPEC 1711-4/89, que apresenta
resisténcia ao acido nalidixico (selecionada neste estudo, por sub-cultivos em
placa contendo a droga). As amostras de E. coli S17-1A pir (KmF) (doadora) e
1711-4/89 (Nal®) (receptora) foram cultivadas por 16 a 18 h em 3 ml de caldo
LB contendo os respectivos antibioticos. Em seguida, 1 ml da doadora e 100 pl
da receptora foram centrifugados a 720 g por 15 minutos, e ressuspensos em
100 ul de LB. Essas suspensdes foram misturadas sobre a superficie de
membranas de filtracdo de poros de 0,45 um (Millipore), dispostas sobre placas
de Petri contendo agar LB. Duas membranas foram colocadas em cada placa.
Ap6s incubacédo por 16 a 18 h, o crescimento de cada membrana foi suspenso
em 10 ml de PBS. A seguir, 50, 100 e 150 pul da suspensdo (mistura de
conjugacao) foram plaqueados em &gar LB contendo canamicina e &cido
nalidixico. O transconjugante (mutante) selecionado foi denominado 1711-4:

:escN'.



2.7.1. Curva de Crescimento

Para a realizagdo da curva de crescimento, a amostra 1711-4/89 e a
amostra mutada 1711-4::escN” foram cultivadas durante 18 horas a 37°C.
Decorrido este periodo, cada cultura foi diluida na razdo 1:50, utilizando-se
erlenmeyer de 250 ml contendo 20 ml de caldo LB. As suspensdes foram
incubadas, sob agitacdo, a 37°C durante 30 minutos e posteriormente foram
retiradas aliquotas de 1 ml para a realizacdo das leituras (DO 600) em

intervalos de 1 hora até que o teste tivesse completado 7 horas.

2.8. Técnica de Southern-blot

Para a realizacdo deste ensaio, primeiramente selecionamos 4 enzimas
de restricdo que ndo possuiam sitios de clivagem no gene escN das amostras
pesquisadas. ApOs a corrida eletroforética, os géis de agarose a 1%, contendo
o DNA gendmico das amostras 1711-4/89 e 1711-4::escN" digeridos com as
enzimas EcoRV, Pstl, Hindlll e Mlul, foram corados e observados sob luz
ultravioleta, sendo que o padrdo de bandeamento do marcador de peso
molecular A Hindlll (Invitrogen, USA) foi marcado sobre uma transparéncia e
fotografado. ApoOs diversas tentativas, apenas o gel contendo as amostras
digeridas com a enzima EcoRV foi utilizado nas etapas posteriores, ja que o
tratamento com as demais enzimas ndo forneceu perfis de digestédo
adequados. Em seguida, o gel foi colocado em um recipiente contendo uma
solucdo desnaturante, (anexo item 2.2.2) durante 40 minutos a temperatura
ambiente. O gel foi lavado com agua bidestilada para a retirada do excesso da

solucao desnaturante e transferido para outro recipiente contendo uma solugao



neutralizante (anexo item 2.2.3). Este tratamento também foi realizado a
temperatura ambiente, por 40 minutos. A seguir, o gel foi colocado sobre uma
folha de papel de filtro previamente umedecida com agua bidestilada. A
membrana utilizada para transferéncia (Hybond-N- Amersham Biosciences) foi
previamente umedecida com solugdo de SSC 2X (anexo item 2.2.1). A
transferéncia dos fragmentos de DNA do gel para a membrana foi realizada por
capilaridade, utilizando-se o aparato de transferéncia Vaccugene XL — Vaccum
Blotting System (Pharmacia, EUA), durante 2 h sob vacuo a baixa pressao (50
mbar), segundo recomendacdo do fabricante. Uma solu¢cdo de SSC 10 X
(anexo item 2.2.1) foi utilizada para transferéncia. Apos a transferéncia, a
membrana foi tratada com a solugcdo de SSC 2X (anexo item 2.2.1) e, em
seguida, foi colocada sobre papel de filtro para secar. Ao final desta etapa, o
cross linking foi realizado. As sequéncias génicas de nosso interesse foram
detectadas utilizando o Kit EDL (Nucleic Acid Labelling and Detection System-
Amersham, UK Limited). A revelacdo do filme exposto ao gel foi realizada no

Setor de Radiologia do Hospital Sado Paulo, UNIFESP.

2.9. Pesquisa de genes de viruléncia

A pesquisa de sequéncias genéticas associadas a novos fatores de

viruléncia descritos em EPEC e EHEC foi realizada por PCR, utilizando as

sequéncias nucleotidicas dos primers descritos na Tabela 3.



2.10. Técnica de Southern-blot para localizacdo do gene toxB

Os géis de agarose a 0,8%, um contendo o DNA plasmidial e outro, o
DNA gendmico das amostra E. coli 39 R861 (marcador de massa molecular),
amostra de EPEC tipica prototipo E2348/69 (controle negativo), amostra
EHEC protétipo EDL 933 (controle positivo), EPEC atipica 0151-1/85 e EPEC
atipica 1711-4/89 (controle negativo) foram colocados em um recipiente
contendo uma solucdo desnaturante (anexo item 2.2.2), durante 40 minutos, a
temperatura ambiente. Em seguida, os géis foram lavados com agua
bidestilada para a retirada do excesso da solucdo desnaturante e transferidos
para outro recipiente contendo uma solucéo neutralizante (anexo item 2.2.3).
Este tratamento também foi realizado a temperatura ambiente, por 40 minutos.
A seguir, os géis foram colocados sobre uma folha de papel de filtro
previamente umedecida com agua bidestilada, e outro papel de filtro
umedecido foi depositado sobre os géis, fazendo-se um "sanduiche". Estes
conjuntos foram submetidos a secagem em um equipamento Gel Dryer, Bio-
Rad modelo 543, durante 20 minutos a 80° C. Apds a secagem, foram
submetidos a hibridacdo, conforme descrito por GRUSTEIN e HOGNESS
(1975), com os respectivos fragmentos de sondas. Fragmento da sonda toxB
foi obtido pela técnica de PCR utilizando o lisado bacteriano da amostra
EDL933 como DNA molde e os iniciadores descritos por BADEA et al. (2003).
A revelacao do filme exposto aos géis foi realizada no Setor de Radiologia do

Hospital Sdo Paulo, UNIFESP.



3. Método de analise de proteinas

3.1. Deteccdo da expressdao da proteina EspA

Com o intuito de verificar se as amostras 3062-1, 3102-1 e 21242
do sorotipo O51:H40, que s&o negativas para o teste de FAS (MOREIRA,
2004), sdo capazes de expressar a proteina secretada EspA, foi realizado o

ensaio de immunobloting utilizando o anti-soro anti-EspA.

3.1.1- Preparo das amostras para obtencdo de extrato total de
proteinas

As amostras foram cultivadas em 25 ml de caldo LB e incubadas a 37°C
durante 18 h. Apos a incubacéo, 10 ml de cultura bacteriana foram transferidos
para um tubo cénico contendo 10 ml de DMEM acrescido de 2% de SFB. A
seguir, esta preparacao foi submetida a uma incubacéo por um periodo de 6 h
a temperatura de 37°C, sob agitacdo. Decorrido este periodo, a preparacéao foi
centrifugada a 14.000 g (centrifuga Eppendorf, mod. 5804R/rotor F34-6-38,
Hamburg, Germany) durante 10 minutos e, em seguida, o0 sobrenadante foi
desprezado e os sedimentos obtidos foram suspensos em 100 ul de tampéao de
amostra (anexo item 3.4). Apds a fervura por 10 minutos, os extratos foram
submetidos a eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) (anexo

item 3.7).

3.1.2- Imunoblot
A separacdo eletroforética das proteinas extraidas, juntamente com o

padrédo de peso molecular LMW-SDS Marker (Amersham Pharmacia Biotech



Inc), foi realizada em SDS-PAGE, de acordo com as condi¢cdes de
desnaturacao descritas por LAEMMLI (1970).

Ap6s a separacdo eletroforética, as proteinas foram transferidas para
membranas de nitrocelulose (poro 0,45 um - BioRad-Hercules, CA, USA) por
eletroforese de acordo com o protocolo descrito por TOWBIN et al. (1979).

Os géis e as membranas foram montados em uma cuba (Mini trans-blot®
Cell, BioRad, USA) contendo tampao de transferéncia (anexo item 3.8), de
acordo com as instrugcbes do fabricante, onde foram submetidos a uma
corrente elétrica de 10-20 mA durante 16-18 h. A seguir, as membranas foram
corados em Ponceau S (anexo item 3.9) por 5 minutos, sob agitacdo lenta.
Decorrido este periodo, o corante foi desprezado e a membrana foi lavada com
agua bidestilada, até que as bandas pudessem ser visualizadas. Apos a
verificacdo das bandas de interesse, a membrana foi novamente lavada com
agua bidestilada até a completa eliminacao do corante.

Os sitios inespecificos de ligacdo do anticorpo a nitrocelulose foram
bloqueados com 20 ml de Tris-Tween (anexo item 3.11) acrescidos de 1,5 g de
soroalbumina bovina (BSA) por 2 h a temperatura ambiente. Em seguida, as
membranas foram tratadas por 1 h com o anti-soro para EspA diluido 1:1.000,
gentilmente cedidos pelo Dr. Gad Frankel. Apos 6 lavagens de 10 minutos cada
com Tris-Tween, as membranas foram tratadas por 2 h com o anticorpo
secundario, anti-imunoglobulina de coelho marcada com fosfatase alcalina (Bio
Rad,USA) e diluida a 1:2.000. Apdés este periodo, as membranas foram
submetidas a mais 6 lavagens (10 minutos cada) com PBS-Tween e as bandas
protéicas de interesse foram identificadas com a solucédo reveladora (anexo

item 3.12).



As amostras tEPECE2348/69 e aEPEC 1711-4 foram utilizadas como
controles positivos, enquanto a amostra de E. coli HB101 foi utilizada como

controle negativo do ensaio.



4. Ensaios fenotipicos de viruléncia

4.1. Ensaios de interacdo com células cultivadas in vitro

4.1.1 - Linhagens celulares utilizadas

Nos testes de aderéncia e nos testes de FAS foram empregadas as
linhagens celulares humanas Hela, originaria de adenocarcinoma de colo
uterino (JONES et.al,1971), células HEp-2 (linhagem de células tumorais
derivadas de carcinoma laringeo humano). Nos testes de fosforilagdo da
tirosina foram utilizadas as linhagens HelLa e T84 (originaria de carcinoma de

colo-retal).

4.1.2 - Preparo das microplacas e condi¢des de cultivo

As células HeLa e HEp-2 foram mantidas por meio de sucessivos
cultivos em garrafas plasticas apropriadas, contendo DMEM acrescido de 2 g/l
de bicarbonato de sodio, 15 mM de Hepes (Sigma, Chemical Co. St. Louis,
USA), 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco, Life Technogies) e 10% de soro
fetal bovino (SFB), sob atmosfera de 5% de CO, a temperatura de 37°C , por
cerca de 2 dias, sendo o0 meio de cultura trocado a cada 48 h.

A linhagem celular T84 foi cultivada em uma mistura de meio DMEM-F12
(Gibco, Life Technogies), suplementado com 2 g/l de bicarbonato de sédio, 15

mM de Hepes acrescido de 10% de SFB e 1% de penicilina-estreptomicina



sob atmosfera de 5% de CO; a temperatura de 37°C. O cultivo das células T84
seguiu 0 mesmo protocolo descrito para as células HeLa e HEp-2.

No preparo das microplacas, apos a formacdo das monocamadas
celulares na superficie dos frascos, as culturas foram lavadas com 2 ml de
solucdo de ATV (anexo item 1.3) e a seguir, 1 ml da mesma solucao foi
adicionado, seguida de agitagdo manual dos frascos durante 3-5 minutos para
promover o destacamento das monocamadas. As suspensdes celulares foram
diluidas 1:20 nos respectivos meios de cultivo, de modo a obter-se suspensdes
com aproximadamente 10° células/ml e de 2 ml dessas preparacdes foram
distribuidas em microplacas de 24 orificios (Corning) contendo laminulas de
vidro (13 mm de diametro).

A incubacéo foi realizada a 37°C em atmosfera de 5% de CO; por 48 h
para as microplacas de células HeLa e HEp-2, até atingirem 80% de
confluéncia, e até aproximadamente 10 dias, no caso das células T84, apos

atingirem o estagio de células pés confluentes e diferenciadas.

4.2. Teste de adesdo as células HeLa e HEp-2 (ensaios de 6 horas)

As bactérias foram cultivadas em 3 ml de meio LB por 18 h a 37°C, e
submetidas a ensaios de aderéncia (CRAVIOTO et al.,1979). Para essa
finalidade, monocamadas incompletas de células HeLa e HEp-2 (80% de
confluéncia), dispostas nas microplacas de 24 orificios, foram submetidas a
duas lavagens com PBS (anexo item 1.1) e acrescidas de 1 ml de DMEM sem
antibidticos, suplementados com 2% de SFB e D-manose a 2% (anexo item

2.4) . A cada orificio, foram adicionados 20 pul de cultura bacteriana. Apés 3 h



de incubacéo a 37°C, as preparacgOes foram lavadas com PBS (anexo item 1.1)
e 0 meio de cultura .renovado. Depois de 3 h adicionais de incubagao, nas
condicOes descritas, as preparacoes foram lavadas novamente, fixadas com 1
ml de metanol durante 30 minutos e coradas com solucdo de May Grunwald
(anexo item 1.6) por 5 minutos e com solucdo de Giemsa (anexo item 1.7) por
20 minutos. As laminulas foram, entdo, lavadas em agua corrente, secas e

observadas por microscopia Optica de imersao.

4.3. Teste de FAS (Fluorescent actin-staining)

A capacidade de causar acumulo de actina em células HelLa e foi
avaliada através do teste de FAS (KNUTTON et al.,1989). Para essa finalidade,
foi utilizado o procedimento descrito no item 4.2, exceto pelo meio de cultura
gue, neste ensaio, foi utilizado DMEM acrescido de SFB a 10%, ao inves de
2%. Ao final do teste, as células foram fixadas com solucdo de formaldeido a
3% (anexo item 1.9), lavadas e permeabilizadas com Triton X-100 a 1% (anexo
item 1.10), durante 5 minutos. Apds novas lavagens, as preparacfes foram
tratadas com FITC-faloidina (solucéo de isotiocianato de faloidina marcada com
fluoresceina) a 5 ug/ml (anexo item 1.8), sob abrigo de luz, durante 20 minutos.
Apos este periodo, foram realizadas 3 lavagens a cada 10 minutos e em
seguida, as laminulas foram montadas em laminas de vidro com 10 ul de

glicerol a 90% em PBS e analisadas por microscopia de fluorescéncia.



4.4. Deteccédo da Fosforilagéo de Tirosina

A deteccao da ocorréncia de proteinas tirosina-fosforiladas foi realizada
por imunofluorescéncia, como descrito por ROSENSHINE et al. (1992),
utilizando células HelLa. ApGs a execucao do teste convencional de aderéncia
(item 4.2), os cultivos celulares foram fixados com formaldeido a 2% em PBS
(item anexo 1.1), durante 30 minutos. Os tapetes foram, entdo, lavados 3 vezes
com PBS (item anexo 1.1) e, a seguir, permeabilizados com Triton X-100 a
0,1% (anexo item 1.10) em PBS por 4 minutos, a temperatura ambiente. Apés
a lavagem com PBS, as células foram incubadas com anticorpo primario
(anticorpo monoclonal antifosfotirosina diluido 1:500 em PBS), cedidos pelo Dr.
Gad Frankel, durante 18 h, sob refrigeracdo, a temperatura de 4°C (ambiente
umido). Os tapetes foram lavados novamente com PBS e, em seguida,
incubados com 100 ul do anticorpo secundario (anti-mouse IgG-FITC diluido
1:100 em PBS) durante 1 h, a temperatura ambiente. Apds 3 novas lavagens
com PBS, as laminulas foram montadas em PBS-Glicerol (1:9) e observadas
em microscopias de fase e fluorescéncia. As areas fluorescentes indicativas do
acumulo de proteinas com residuos de tirosina fosforilados devem coincidir
com a presenca de microcolénias bacterianas, visualizadas em microscopio de

fase.

4.5. Ensaio de alcaileal ligada de coelhos in vivo

Os experimentos de alca ligada foram realizados no Departamento de

Ornitopatologia da Faculdade de Zooctenia e Medicina Veterinaria da



Universidade de Sao Paulo, pelo Prof. Dr. Antbnio José P. Ferreira, seguindo-
se técnica descrita por TRABULSI et al (1964). Foram utilizados coelhos New
Zeland, com idades entre 2 e 4 meses e pesos entre 1300 e 1800 g, cujas
fezes ndo apresentavam amostras de E. coli portadoras do gene eae, conforme
verificado por PCR. Os coelhos foram alimentados somente com solugédo de

glicose a 10%, nas 48 h que antecederam o teste.

O projeto de investigacg&o foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica e

Pesquisa da UNIFESP-EPM (anexo).

45.1. Amostras testadas:

Grupo teste: Inoculacdo das alcas intestinais com 1 mL de cultura bacteriana
(108 UFC/ ml) (cultivadas por 18 h a 37°C) das seguintes amostras do sorotipo

0O51:H40, 21075, 21323, 21242, 2022/01, 1757/01, 3062-1/89 e 3102-1/89.
Grupo controle negativo: Amostra nédo patogénica E. coli HB101.

Grupo controle positivo: Amostra prototipo de tEPEC (E2348/69).

45.2. Procedimento

Os coelhos foram anestesiados por meio de inje¢do intramuscular de
Telazol (Fort Dodge Animal Health, Lowa, USA), utilizando-se a dose de 0,2
ml/kg, e logo a seguir, foram administrados 0,3 mil/kg do analgésico Nilperidol
(Cristalia do Brasil). Na regido abdominal (linha mediana abdominal), com

prévia tricotomia e antissepsia com solucado iodatada foi realizada uma incisao



cirirgica na linha mediana abdominal, o intestino delgado foi exposto e a
extremidade proximal do ileo, amarrada com fio de sutura. Esse segmento foi
lavado com solucéo salina esterilizada a 0,9%, aplicada com uma seringa. A
seguir, foram feitas alcas intestinais de aproximadamente 5 cm e interalcas de
3 cm, com fio de sutura. Nessas alcas, foi inoculado 1 ml de culturas
bacterianas. Em cada coelho, foram feitas, no maximo, 8 al¢as e o experimento
foi realizado em duplicata. Ao final do experimento, as alcas foram recolocadas
no interior da cavidade abdominal e o peritbnio e a pele do animal foram
suturados.

Os animais foram mantidos em jejum e, apos 18 h, foram sacrificados
com 1 ml de Hypnol (pentobarbital, Cristalia, Brasil) a 3% e 0,8 ml de Inoval
(Virbac do Brasil). Os intestinos dos coelhos foram retirados para observacao e
fragmentos da regido intestinal foram extraidos e processados para
microscopia de luz e eletrénica de transmissao (MET) pela Prof. Dra. Ana
Claudia de Paula Rosa (Universidade do Estado do Rio de Janeiro), no Centro
de Microscopia Eletronica (CEME) desta Instituicdo, sob orientacdo da Profa.
Dra. Edna Haapalainen, e conforme técnicas padronizadas em nosso

laboratério (ABE, 2001).

4.6. Ensaios de Translocacao Bacteriana in vivo

Todos o0s experimentos de translocacdo bacteriana (TB) foram
realizados no Laboratorio Clinico-Experimental de Gastroenterologia Pediatrica
da Universidade Federal de S&o Paulo, Escola Paulista de Medicina

(UNIFESP-EPM), sob a responsabilidade do Prof. Dr. lvan Koh.



O projeto de investigag&o foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica e

Pesquisa da UNIFESP-EPM (anexo 6).

4.6.1. Animais:

Foram utilizados ratos Wistar-EPM, fémeas, com peso de aproximadamente
200-250 g, idade aproximada de 3 meses, oriundas do Biotério Central de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia -
CEDEME, UNIFESP. Os animais permaneceram no periodo pré-operatorio no
biotério associado ao laboratério experimental da Disciplina da
Gastroenterologia Pediatrica da UNIFESP-EPM, durante um periodo de
adaptacdo de uma semana, em gaiolas plasticas medindo 40x34x17
centimetros, com cinco animais em cada uma, em ambiente controlado. Os
animais receberam racdo e agua ad libitum. Todos os animais foram mantidos
em jejum por 24 h antes da realizacdo do experimento, com agua ad libitum.
Durante o periodo de adaptacéo, realizamos a pesquisa do gene eae, por meio
de PCR, nas fezes dos animais adquiridos e somente aqueles livres deste

marcador foram submetidos aos ensaios de TB.

4.6.1.1. Grupos de animais:
Grupo TB: Intestino delgado inoculado com 5 ml de suspens&o contendo 10*°
UFC/mI/100 g de peso corporal. Amostras testadas: tEPEC (E2348/69), a
aEPEC 1711-4/89 (sorotipo O51:H40) e a amostra de 1711-4/89 mutada no
gene escN (1711-4:escN’). Foi empregado um total de 11 animais para cada

amostra.



Grupo controle negativo: Intestino delgado inoculado com soro fisiologico a
0,9% na proporcéo de 1 ml/100 g de peso (grupo Sham), ou E. coli HB101, ndo
patogénica, na mesma concentracdo. Foi empregado um total de 11 animais

para cada amostra.
Grupo controle positivo: Amostra E. coli R6 (KOH; SILVA, 1996).

As concentracgdes utilizadas foram as mesmas do grupo TB (n=11, para

cada amostra).

4.6.2. Preparo do in6culo 10° UFC/ml

As amostras bacterianas foram cultivadas em meio LB por 18-24 h a
37°C. Uma aliguota de cada cultivo foi semeada em novo meio LB, na relagdo
de 250 pl de suspenséao bacteriana para 100 ml de meio LB. Apdés a incubacéo
por 18 a 24 h a 37°C, sob agitacdo constante, as culturas foram centrifugadas a
1500 g por 20 minutos. Os sobrenadantes foram desprezados e os sedimentos
suspensos com solucao fisioldgica a 0,9% esterilizada para a obtencédo de uma
concentracdo bacteriana de 10'° UFC/ml. Uma aliquota de 100 pl de cada
cultura foi semeada em agar MacConkey, incubada a 37°C por 18 a 24 h, para
a verificacdo da concentracao final dos inéculos.

4.6.3. Procedimentos

4.6.3.1. Anestesia

A inducdo e manutencdo anestésica foram realizadas utilizando uma
associacao de Cloridrato de Xilazina (Fort Dodge, lowa, USA) e Cloridrato de
Quetamina (Fort Dodge, lowa, USA) em proporcédo de 1:4, sendo utilizada uma

dose de 0,1 ml/100 g de peso corporal por via intramuscular.



4.6.3.2. Inoculag&o no animal

Os ensaios de TB in vivo, em alca intestinal de ratos, foram realizados
segundo a metodologia descrita por KOH e SILVA (1996). Apés a anestesia foi
realizada a anti-sepsia do abdome com &lcool a 70% e colocacdo de campos
cirdrgicos, seguida de laparotomia mediana, ligadura do ileo terminal e reparo
da segunda por¢do do duodeno, sondagem oroduodenal, inoculagcdo das
suspensdes bacterianas (10'° UFC/mI/100 g de peso corporal); ligadura
subsequente obstrutiva do duodeno e remocéo da sonda. Em seguida, foi feito
o fechamento da parede abdominal em dois planos. A inoculacdo de 10
UFC/ml e confinamento no intestino delgado é o procedimento utilizado para a
inducao de translocacéo bacteriana experimental descrito por PESSUTO et al.,
(1996). Essa inoculacdo causou uma dilatacdo transitoria do intestino delgado,
gue desapareceu dentro de um curto periodo de tempo.

Apés um periodo de duas horas, os animais foram novamente
submetidos a re-laparotomia sob anestesia e as amostras foram coletadas para
analise. Foi realizada a coleta com seringa de 1 ml de sangue da veia cava
inferior, seguida de excisdo dos linfonodos do mesentério (LMN), baco e
figado. A amostra de sangue foi semeada diretamente em meio de MacConkey
e, apds a pesagem, baco, LNM, e figado foram submetidos a trituracéo, re-
suspensos em volume conhecido de salina e filtrados em gaze, em condicdes
estéreis, para a determinacdo da presenca de bactérias. Decorrido o periodo
de incubacéo, foi realizada a contagem de UFC/ml e determinada a relacédo do
namero de bactérias por grama do 6rgdo. O procedimento da TB pode ser

visualizado na representacdo esquematica no anexo.



4.7. Ensaios de Perfusédo Tecidual em ratos

Em seis animais de cada subgrupo de estudo (item 4. 6.1.1), foi
avaliada a perfuséo tecidual da parede do intestino delgado (por¢cdo média do
jejuno e do ileo), da superficie do parénquima hepatico (lobo esquerdo) e da
por¢cdo média da face anterior de ambos os rins, utilizando equipamento Laser-
Doppler Flow Meter (BLF-21).

O principio do funcionamento do equipamento de medidor de fluxo ultra-
som Doppler é baseado no principio de Doppler, pelo qual a frequéncia
transmitida é alterada de forma linear, sendo refletida de particulas e bolhas no
liquido. O resultado € um deslocamento de frequéncia Doppler entre
transmissor e receptor de frequéncias que podem ser diretamente relacionadas
com a velocidade do fluxo, sendo assim o medidor Doppler pode calcular a
vazao volumeétrica.

A anestesia e as técnicas assépticas foram empregadas de acordo com
o item 4.6.3.1. Foram realizadas trés mensura¢des em cada 6rgao, antes dos
procedimentos (medicdo basal) e ao final dos procedimentos (medicao final). A
média das trés medicOes de cada orgao foi expressa em unidades de perfuséo
tecidual (UPT). A correlacdo entre a medicdo basal e a final foi expressa em
delta percentil (A%), utilizando a equacédo matematica:

A%= (medigao final - medig&o basal) x100 / medicdo basal.

O indice de perfuséao tecidual foi referido como A%.

4.8. Analise Estatistica
Levando em consideracdo a natureza da variavel quantidade de

bactérias recuperadas, foram utilizados testes ndo paramétricos. Os valores de



UFC obtidos nos estudos microbiologicos foram convertidos a Logip para a
analise estatistica. Escolnemos o0s seguintes testes: Andlise da variancia
(Anova), Teste de Friedman, Teste de variancia por postos de Kruskal-Wallis,
Teste G de COCHRAN, Prova exata de Fisher e para a rejeicdo da hipétese

nula, p=<0,05.

5. Analise da resisténcia ao soro das amostras bacterianas.

A capacidade de resisténcia a atividade do complemento presente no
soro de ratos foi analisada para todas as amostras bacterianas empregadas no
ensaio da TB. As amostras foram cultivadas em meio LB a 37° C por 18 h. As
culturas bacterianas foram diluidas 1:100 e recultivadas em meio LB a 37° C,
sob agitacao constante, até a fase exponencial (OD= 0,5 a 0,8).

O teste foi realizado com uma mistura de soros de ratos aparentemente
sadios (mantida congelada até o momento do uso), utilizando-se o método de
viabilidade em microplacas com 96 orificios de fundo chato. Volumes de 75 pnl
das suspensbes bacterianas foram distribuidos em triplicata, nos orificios da
microplaca, e o soro foi adicionado para concentracdes finais de 36% e 50%,
em um volume final de 150 pl. Apds incubagédo da microplaca a 37°C, aliquotas
dessas misturas foram plaqueadas em agar MacConkey, nos tempos zero e 24
h, para a determinacdo de células bacterianas viaveis. Os ensaios foram
realizados com soro normal e soro inativado a 56°C por 30 min. Foi utilizada,
como controle negativo, a amostra E. coli K12 711, sensivel a acao litica do
soro e, como controle do crescimento bacteriano, o soro inativado pelo calor.

As amostras sao consideradas resistentes a acao litica do soro quando ocorre



multiplicacdo bacteriana na presenca de soro normal tanto a 36% quanto a

50% (KELLER et al., 1998).

6. Microscopia intravital

Para avaliagdo do estado da microcirculagcdo, os animais anestesiados
(n=4) foram posicionados sobre uma placa de vidro com a regiao jejunal e ileal
exteriorizada, umidificada com solucéo fisiologica a 0,9% estéril e mantida em
temperatura ao redor de 37°C com placa de aquecimento regulada em igual
temperatura. Uma primeira observacao foi realizada antes da administracido
dos respectivos inodculos bacterianos (observacao inicial) e ao final do periodo
de 2 h dos experimentos (observacéao final). Com o animal posicionado, iniciou-
se o0 estudo da microcirculagdo mesenterial com auxilio do microscopio
intravital Zeiss Axioscope-2 Plus (Carl Zeiss,Germany) utilizando objetivas de
5x, 10x e 20x, acoplado a um sistema composto de duas cameras, uma
analogica e outra digital, o que permitiu 0 armazenamento das imagens
analogicas em video cassete (VHS) e as imagens digitais no computador,
usando o programa Axio Vision 3.1 da Zeiss. A conversdo das imagens
analogicas em formato digital foi realizada utilizando o programa Pinnacle
Studio (Pinnacle) versdo 8. A andlise da microcirculacdo mesenterial foi
direcionada a avaliacédo do estado funcional das arteriolas, vénulas assim como
dos capilares, observando-se a ocorréncia de rolamento e adesao leucocitaria,
lentificacdo e ou parada do fluxo sanglineo, focos de hemorragias
perivasculares e trombose. Além disso, também foram analisados os vasos
linfaticos aferentes do mesentério quanto a sua celularidade, aparente

velocidade do fluxo circulante e atividade contratil da parede linfatica.



Tabela 1. Origem das amostras e dados clinicos e microbioldgicos dos pacientes portadores de E. coli O51:H40

Amostra Ano Origem?® Idade do paciente Presenca de Dados clinicos Presenca de outros
diarréia patégenos
0151-1/85 1985 UNIFESP 2 meses sim VOmito e muco nas fezes -
1711-4/89 1989 UNIFESP 4 anos e 5 meses sim Voémito e febre DAEC
1931-2/89 1989 UNIFESP 2 anos e 4 meses sim Vémito, febre e dor abdominal Rotavirus
4361-2/89 1989 UNIFESP 1 ano e 10 meses sim Vémito -
3062-1/89 1989 UNIFESP 2 anos e 5 meses nao Bronquite -
3102-1/89 1989 UNIFESP 1 ano e 7 meses nao Catapora -
SHU 1757/01 2001 IAL 27 anos sim (AIDS) Campylobacter
SHU 2022/01 2001 IAL 1 ano sim - -
21242 2001 UFRJ 1 ano e 7 meses sim Sangue nas fezes Rotavirus
21075 2001 UFRJ 8 meses sim - Rotavirus
21323 2001 UFRJ lano e 6 meses sim - -

a UNIFESP, Universidade Federal de Sao Paulo; IAL, Instituto Adolfo Lutz; UFRJ, Universidade Federal do Rio de Janeiro



Tabela 2. Pares de primers e condi¢cdes de amplificacdo dos genes utilizados neste estudo.

Gene Sequéncia de nucleotideos Ciclos de amplificacdo Fragmento Referéncias
(pb)

eae CCC GGC ACAAGC ATAAGCTAA 94°C 68°C 72°C. 924 pb Gannon et al., 1993

(AE11/AE12) ATG ACT CAT GCC AGCCGC TCA Imin 1min 1min

escN CGACGACTATTG CAG AGT 94°C 53°C 72°C. 480 pb Gauthier et al., 2003

(escN- F/EscN-R) GCC TTATCT GCT TCA GGA Imin  1min 1min

escN ACG CGT CGA CTCAGGCAACCACTT TGA ATA GGC 98°C 62°C 72°C 72°C 1341 pb Gauthier et al., 2003
CGC GGATCC TCT AAG GGA ATA ATA TCG AAC TTA ; ;

(EscN-S-20 / ARG 30sec 30sec 2min 10 min

EscN -B-19

escN ACG CGT CGA CTC AGG CAA CCACTT TGA ATA GGC 94°C  63°C 72°C. 600 pb Este estudo

(EscN-S-20 / Imin 1min 1min

M13




Tabela 3. Sequéncias nucleotidicas dos primers utilizado para a pesquisa de fatores de

viruléncia associados as categorias patogénicas de E. coli.

Fator Propriedade Sequéncia dos nucleotideos Referéncias
tccP Proteina efetorade CATGCCATGGTTAACAATGTTTCTTCACTT Garmendia et al., 2004
EHEC CCGGAATTCGGCGAGCGCCTTAGAGTATTAAT
IpfO113 Fimbria polar longa ATG AAGCGTAATATTATAG Doughty et al, 2002
TTATTTCTT ATATTC GAC
IdaG Adesina afimbrial AAA GAT CTG TGA TGA GGT TCA GGT TCA GGT GAA G Scaletsky et al., 2005
AAA TCT AGA TGC AGA CGC AACTACAGCCA
cifA Efetor que bloqueia 5'AGT CAA TGC TTT ATG CGT CAT Marches et al., 2003
atransicdo G2/M 5’AAC AGA TGG CAA CAG ACT GG
do ciclo celular
toxB Adesinade EHEC  5°TAA AGC AGA AAA ATG CGA CAG AAG AT Badea et al., 2003
5'TAG TAA GTA GAG TAG AAC TGG GGG ATG
espJ Proteina efetora ATG CCA ATC ATA AAG AACTGC Garmendia et al., 2004
secretada pelo TTTTTT GAG TGG GTG GAT AT
SST3 de EPEC
espM Proteina efetora CCA AAA GAAGCATTCCCCATTAT Arbeloa et al., 2009
secretada pelo TCTTTC AGC TCT TTT GGT AT
SST3 de EPEC e
EHEC que ativa as
Rho GTPases
espT Proteina efetora TCA TGT GAT GAG TGG ATG Arbeloa et al., 2009

secretada pelo
SST3 de EPEC e
EHEC que ativa as
Rho GTPases

AAT CTCATTCTCTTATC




RESULTADOS

1. O sorotipo O51:H40 de E. coli compreende amostras de tEPEC e
aEPEC potencialmente patogénicas.

Esta primeira parte dos resultados trata sobre as propriedades
fenotipicas e genotipicas das amostras O51:H40, identificadas em estudo
anterior (MOREIRA, 2004) e complementadas neste estudo, os quais foram
reunidos e publicados na revista Journal of Clinical Microbiology (artigo em
anexo). Com relacdo a pesquisa da ocorréncia dos genes espM e espT, 0s
resultados estédo incluidos em publicacdo do Journal of Medical Microbiology

(artigo em anexo).

1.1. Presenca de seqgiiéncias genéticas associadas a fatores de viruléncia
em EPEC e/ou EHEC.

As amostras deste estudo haviam sido previamente caracterizadas como
sendo portadoras do gene eae e desprovidas dos genes stx e, com excecao de
uma amostra (0151-1/85), da sequéncia EAF (MOREIRA, 2004). Estudos
conduzidos anteriormente também mostraram que todas as 11 amostras
estudadas eram portadoras das sequéncias homélogas as das sondas LEE A
(extremidade direita de LEE), LEE B (parte de escV e escN), LEE C (parte de
eae) e LEE D (parte de espA e espB) e da sequéncia ler. Apenas a amostra
0151-1/85 apresentou as sequéncias relacionadas ao plasmidio EAF, isto €,
perA e bfpA, e 4 amostras apresentaram a sequéncia shf (proteina criptica de
Shigella e de véarias amostras de EAEC). Além disso, nenhuma das amostras

foi portadora das demais sequéncias pesquisadas, isto é, EAEC, aggR, aggA,



aggC, aafA, aafC, astA, pic, aap, pet, irp-2, efal, saa, paa, a-hly, cdt, cnf,
daaC, afa e pap, conforme verificado em Moreira (2004).

Com relacdo aos genes de viruléncia descritos recentemente, foi
verificado que todas as 11 amostras foram negativas para as sequéncias ldaG,
Ipfo113, tccP, espM e espT, e com excecdo de 1 amostra (0151-1/85), para a
sequéncia toxB . Por outro lado, foi verificado que todas as 11 amostras sao
positivas para espJ de EPEC e apenas 1 amostra (3102-1/89) é desprovida de
cifA. A tabela 4 apresenta os genes de viruléncia identificados nas amostras do

sorotipo O51:H40.



Tabela 4. Propriedades genotipicas das amostras de E. coli do sorotipo O51:H40.

Amostra Regides genéticas relacionadas com viruléncia ?
0151-1/85 LEE A, B, C, D, ler, EAF, perA, bfpA, toxB, espJ, cifA
1711-4/89 LEE A, B, C, D, ler, shf, espJ, cifA
1931-2/89 LEE A, B, C, D, ler, espJ, cifA
4361-2/89 LEE A, B,C,D ler, espJ, cifA
3062-1/89 LEE A, B, C, D, ler, espJ, cifA
3102-1/89 LEE A, B, C, D, ler, espJ

1757/01 LEE A, B, C, D, ler, shf, espJ, cifA

2022/01 LEE A, B, C, D, ler, espJ, cifA

21242 LEE A, B, C, D, ler, espJ, cifA
21075 LEE A, B, C, D, ler, shf, espJ, cifA
21323 LEE A, B, C, D, ler, shf, espJ, cifA

% Todas as amostras foram negativas para EAEC, aggR, aggA, aggC, aafA, aafC,
astA, pic, aap, pet, irp-2, EH-hly, efa/lifA, saa, paa, a-hly, cdt, cnf, daaC, afa, pap,
IdaG, Ipf 0113, tccP, espM e espT

LEE, locus of enterocyte effacement

espj, espJ de EPEC



1.2. Localizacao da sequéncia do gene toxB na amostra 0151-1/85

O gene toxB foi descrito no plasmidio da amostra de EHEC O157:H7
EDL 933 (TATSUNO, et al., 2001) e seu produto tem um importante papel na
aderéncia de amostras do patotipo. Por meio da pesquisa de sequéncia
genéticas, detectamos a presenca de toxB apenas na amostra 0151-1/85.
Conforme verificado pelo experimento de Southern-Blotting, a seqiéncia toxB
esta localizada na banda de ~ 93 kb do DNA plasmidial da amostra 0151-1/85,
cuja massa é compativel com a do plasmidio da amostra protétipo EDL933,

utilizada neste ensaio como controle positivo (Figura 4).
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Figura 4. Southern — blotting de DNA plasmidial das amostras de E. coli O51:H40 0151-
1/85 e 1711-4 com a sequUéncia da sonda toxB. A, gel de agarose a 0,8% contendo
extrato de DNA plasmidial. B, fiime de raios X, ap0s a exposicdo de membrana
submetida a hibridacdo. Canaletas: 1 e 6, E. coli 39 R861 (marcador de massa
molecular); 2, amostra de tEPEC prototipo E2348/69 (controle negativo); 3, amostra
EHEC protétipo EDL933 (controle positivo); 4, tEPEC 0151-1/85; 5, aEPEC 1711-4/89
(controle negativo). A seqUéncia toxB estid presente apenas na amostra 0151-1/85 e
localiza-se em uma banda plasmidial de ~93 kb, sendo essa massa compativel com a do

plasmidio de viruléncia da amostra protétipo de EHEC EDL933.
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1.3. Deteccéo da fosforilacdo de residuo de tirosina em Tir

O acumulo de proteinas com residuos de tirosina-fosforiladas foi detectado
em 9 (81,2%) e 6 (54,5%) das 11 amostras estudadas, em células T84 e Hela,
respectivamente. A concordancia de resultados nas duas linhagens empregadas
foi observada em 8 amostras, sendo 6 positivas e 2 negativas (Tabela 5; Figura

5).



Tabela 5. Capacidade de fosforilar residuos de tirosina em Tir em
amostras de E. coli do sorotipo O51:H40, evidenciada pelo teste

de fosforilacdo em células HeLa e T84.

Amostra FOS®
HelLa T84

0151-1/85 + +
1711-4/89 + +
1931-2/89 + +
4361-2/89 + +
3062-1/89 - -
3102-1/89 - -
1757/01 + +
2022/01 - +
21242 ; 4
21075 + +
21323 - +

8 Teste de Fosforilagcdo da Tirosina, em 6 horas, revela a capacidade de

fosforilar a proteina Tir.



Figura 5. Ensaio de fosforilagdo de tirosina com amostra representativa de E. coli
do sorotipo O51:H40 em células HelLa. A e B, amostra 1711-4/89; C e D, amostra

prototipo de tEPEC (E2348/69), controle positivo, e E e F, amostra prototipo de
EHEC (EDL 933), controle negativo.




1.4. Amostras de E. coli do sorotipo O51:H40 colonizam e provocam les&o

A/E em alcaileal ligada de coelhos in vivo

As amostras foram analisadas em relacdo aos aspectos das interacdes
com alca ileal ligada de coelho para a pesquisa de colonizacdo e inducao de
lesdo A/E. Os testes mostraram que 5 das 7 amostras testadas produziram lestes
A/E, sendo que 3 destas 5 amostras foram detectadas no interior de enterdcitos
(internalizacéo). Além disso, uma delas aumentou a produgdo de muco, e ainda,
todas as amostras provocaram “achatamento” do epitélio intestinal. A amostra
prototipo de tEPEC (E2348/69) produziu lesdo A/E e também foi evidenciada

internalizacdo bacteriana (Tabela 6; Fig. 6).



Tabela 6. Alteracdes macroscopicas e ultra-estruturais da alca ileal de coelho

inoculada in vivo com amostras do sorotipo O51:H40.

Alterac6es Macroscopicas Alterac6es morfologicas ultra-estruturais
Amostras  Aumento na ocorréncia Producdo dalesdo A/E Internalizacéo
de muco/aspecto do bacteriana
epitélio
3062-1/89 nao/ delgado nao nao
3102-1/89 sim/ fino nao nao
1757/01 nao/ fino sim sim
2022/01 nao/ fino sim IN
21075 nao/fino sim sim
21242 nao/ fino sim sim
21323 nao/ fino sim IN

IN, Inconclusivo



Figura 6. Microscopia eletronica de transmissdo de al¢a ileal ligada de coelho inoculada
com culturas de amostras do sorotipo O51:H40. A e B: E. coli 21075, amostra
representativa do sorotipo, produzindo lesdo A/E, em A, bactéria internalizada; C,
amostra protoétipo de tEPEC (E2348/69), produzindo lesdo A/E e internalizacdo; D, E. coli
HB101, controle negativo.

A- 15.600 X; B- 26.000 X; C- 31.200X, e D- 27.000X.



1.5. Anédlise da expresséao da proteina EspA em amostras de O51:H40

Com o intuito de verificar se as amostras do sorotipo O51:H40, que sao
negativas para o teste de FAS (MOREIRA, 2004) e ndo causam lesao A/E em
epitélio intestinal de coelhos (3062-1/89, 3102-1/89), sdo capazes de expressar a
proteina secretada EspA, foi realizado o ensaio de immunobloting utilizando soro
anti-EspA.

Na figura 7, observa-se uma banda de ~ 25 kDa, correspondente a proteina
EspA nas amostras 3062-1/89 e 3102-1/89, bem como nas amostras E2348/69,
0151-1/85 e 1711-4/89 (controles positivos). Entretanto, a mesma nao foi
detectada na amostra HB101 (controle negativo). Deste modo, podemos afirmar

gue a proteina EspA esta sendo expressa nessas amostras do sorotipo O51:H40.



25 kDa

Figura 7. Reatividade do soro anti-EspA com extrato protéico de amostras de E. coli do
sorotipo O51:H40. (A), Gel de SDS-PAGE a 15% contendo extratos protéicos purificados.
Canaletas: 1, padrdo de peso molecular; 2, tEPEC E2348/69; 3, aEPEC 3102-1/89; 4,
aEPEC 3062-1/89; 5, aEPEC 1711-4/89; 6, tEPEC 0151-1/85 (controle positivo); 7, E.
coli HB101. (B) Membrana de nitrocelulose contendo as bandas protéicas purificadas em

gel tratadas com soro anti- EspA.



2. Analise do potencial de translocagéo bacteriana in vivo e dos efeitos da
perfusdo tecidual em diferentes 6rgaos, exibido pelas amostras de tEPEC

(E2348/69) e aEPEC (1711-4) no modelo de al¢a intestinal de ratos

2.1. Confirmacdo e andlise do mutante em EscN (amostra 1711-4::escN)

Para a confirmacéo da construgdo do mutante no gene escN na amostra
1711-4/89 por meio de recombinacdo homdloga, foram realizados ensaios

genotipicos (Southern-blot) e fenotipicos (teste de aderéncia e FAS).

2.1.1. Analise do mutante 1711-4::escN’

Apos a selecdo de coldnias provenientes dos eventos de conjugacao, as
mesmas foram testadas individualmente e um clone foi selecionado para o
prosseguimento deste estudo. Foi, entdo, realizada uma curva de crescimento
(figura 8) do mutante, demonstrando que o mesmo foi capaz de se multiplicar
de forma semelhante a amostra 1711-4/89 (selvagem). Esse mutante foi entdo
repurificado em placas de MacConkey (contendo acido nalidixico e canamicina)
e novamente submetido aos testes complementares de confirmacdo da

mutagénese.
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Figura 8. Curva de Crescimento. Amostras 1711-4/89 e 1711-4/89 mutada no

escN.
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2.1.1.1. Pesquisa da sequéncia genética associada a mutagénese da
amostra 1711-4 no gene escN.

A insercdo do plasmidio recombinante no gene escN foi confirmada por
meio da técnica PCR. A presenca de um fragmento amplificado a partir da
amostra mutadal711-4:escN’, foi pesquisada utilizando o conjunto de primers
M13/pUC (Forward) (PENFOLD, R.J.; PEMBERTON, J.M, 1992) e (Reverse)
EscN-S-20 (GAUTHIER, et al. 2003). A sequéncia do primer M13/pUC anela
com a regido 5" terminal do gene lacZ (sequéncia presente no vetor suicida
pJP5603) e o primer EscN-S-20, por sua vez, amplifica uma sequéncia do gene
escN. O amplicon resultante revelou uma banda de aproximadamente 600 pb
na amostra mutada e auséncia de banda na amostra selvagem, comprovando,
dessa forma, que o gene escN foi realmente interrompido pela insercdo do

vetor pJP5603 (Figura 9).



~600 pb

Figura 9. PCR para a confirmacédo da mutacdo em escN, Amostras: 1. padréo
de peso molecular (marcador de peso molecular A Hindlll (Invitrogen); 2. 1711-
4:: escN- e 3. 1711-4/89 selvagem. Observa-se a presenca de uma banda de
aproximadamente 600 pb apenas na amostra mutada no gene escN,
comprovando a ocorréncia da insercdo do vetor suicida pJP 5603 no gene

escN, na amostra mutada 1711-4::escN'.



2.1.1.2. Southern-blot

Este experimento foi realizado para demonstrar que o gene escN, que
codifica a proteina EscN, responsavel pelo fornecimento de energia para a
montagem do SST3, havia realmente sido interrompido pela insercédo do vetor
suicida pJP5603. Na figura 9, podemos observar que a utilizacao da enzima de
restricdo EcoRV, escolhida para este experimento por ndo cortar o gene escN,
gerou na aEPEC 1711-4/89 (selvagem) um fragmento de ~ 1,7 kb, enquanto
na amostra mutada gerou uma banda de ~ 5,2 kb. Com base nesses dados,
podemos afirmar que o gene escN da amostra 1711-4/89 foi interrompido pela
insercao do vetor suicida pJP5603 (3,1 kb) por um processo de recombinacéo

homéloga.



Figura 10. Southern-blot para comprovacdo da insercdo do vetor
suicida pJP5603 em escN. Em A, observa-se o0 Southern-blot do DNA
cromossOomico das amostras selvagem 1711-4/89 (canaleta 1), mutada
1711-4::escN (canaleta 2), hibridados com a sonda escN. Na amostra
1711-4/89, observa-se um fragmento de aproximadamente 1,7 kb,
enquanto que, na amostra mutada, detectamos a presenca de 1
fragmento de 5,2 kb. Em B, observa-se um gel de agarose a 1%; DNA
digerido com EcoRV da amostra 1711-4/89 (canaleta 1), 1711-4::escN’
e do vetor pJP5603+ fragmento de ~ 481 pb de escN clonado (canaleta
2). Canaletas: 3, Marcador de peso molecular 1 kb (Invitrogen) e 4,

marcador de peso molecular A Hindlll (Invitrogen).



2.1.1.3. Alteracdo no padrdo de aderéncia

A figura 11, compara o padrdo de adesdo em células HEp-2 da amostra
1711-4/89 com o mutante 1711-4::escN. A amostra selvagem 1711-4 aderiu e
formou grupos bacterianos frouxos (AL-like), entretanto, nenhuma aderéncia foi
detectada com o mutante, bem como com o controle negativo (amostra
HB101). Deste modo, podemos afirmar que a amostra 1711-4 mutante é

defectiva na montagem do SST3, uma vez que perdeu a capacidade aderente.

Figura 11. Teste de aderéncia em células HEp-2 das amostras 1711-4/89 e

seu mutante em EscN; A, amostra 1711-4/89 selvagem apresentando
grupos frouxos; B, amostra 1711-4::escN° e C, amostra HB101, nao

aderentes. Aumento microscépico: 1000 x.



2.1.1.4. Alteragao da capacidade de promover lesdo AE in vitro

O mutante 1711-4::escN" foi avaliado pela demonstracdo da perda da
capacidade de auxiliar na montagem do SST3 pelo teste de FAS em células
HelLa (figura 12). Este resultado € coerente com a auséncia de aderéncia,

observada em ensaios de 6 horas em células HEp-2 (figura 11).

Figura 12. Ensaio de FAS realizado em células HeLa (teste de 6 horas) com as
amostras: 1711-4/89 (A e B), controle positivo; mutante 1711-4::escN” (C e D).

Notam-se bactérias aderidas as células HeLa emAe B (—»).

Figura 12. Ensaio de FAS realizado em células HeLa (teste de 6 horas) com as
amostras: 1711-4/89 (A e B), controle positivo; mutante 1711-4::escN” (B e C).

Notam-se bactérias aderidas as células HeLa emAe B (—»).



3. Ensaios de Translocagdo Bacteriana TB in vivo, no modelo de alca

Intestinal de Ratos

A capacidade de translocagéo bacteriana in vivo da aEPEC 1711-4/89
foi pesquisada em comparacdo com a da amostra E2348/69 (protétipo de
tEPEC). Com estes ensaios, avaliamos o potencial dessas amostras de
atravessar a barreira do trato intestinal e promover a colonizagdo em 6rgaos
extra-intestinais. Os indices da TB obtidos com as amostras E2348/69 e 1711-
4/89 foram: LNM, ambas 100%; baco, 36,4% e 45,5%; e figado, 45,5% e
72,7%, respectivamente. A E. coli R6 (controle positivo) apresentou 100% de
positividade em todos os compartimentos. A amostra HB101 (ndo patogénica)
foi 100% negativa para todos os compartimentos testados. N&o foram
encontradas bactérias no sangue de nenhum dos animais testados.

As andlises estatisticas mostraram que as amostras de tEPEC
(E2348/69) e aEPEC (1711-4/89) possuem capacidade significativa de
promover TB quando comparadas aos controles negativos (p<0,05), embora
apresentem indices de TB significativos, porém menores, em relacdo ao figado
e baco (p<0,05) quando comparadas a E. coli R6 (Figuras 13 e 14).

Os resultados apresentados demonstram que algumas amostras de
tEPEC e aEPEC podem translocar a mucosa intestinal sob condi¢cdes de
sobrecrescimento e que a amostra de aEPEC (1711-4/89) possui
aparentemente alto potencial patogénico para induzir alteracdes sistémicas,
guando comparada com a amostra de tEPEC (E234869).

A amostra de a-EPEC 1711-4/89 mutante em escN (1711-4::escN-) foi

pesquisada em comparagdo com a amostra E2348/69 e a amostra selvagem



1711-4/89. Os indices da TB obtidos pela amostra defectiva no SST3 (1711-
4:.escN’) foram: LNM, 50% e figado 12,5%, enquanto ndo foram recuperadas
bactérias no baco. Os animais desafiados com aEPEC (1711-4/89) e tEPEC
(E2348/69) apresentaram diferenga significativamente maiores de bactérias
recuperadas no LMN quando comparadas ao mutante 1711-4::escN’, assim
como nos 3 compartimentos (LMN, figado e bago) quando comparadas aos
controles negativos (p<0,05) e foram significativamente menores, em relagao

ao figado e baco (p<0,05) quando comparadas a E. coli R6 (Fig. 13 e 14).
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Figura 13. Porcentagem de animais positivos para translocacdo bacteriana
(TB) para LNM, Baco e Figado. Diferenca estatistica (p < 0,05 # vs 0) foi

observada entre E. coli R6 (controles positivo) e os grupos de EPEC no baco e

figado e nos 3 compartimentos para a amostra mutada 1711-4::escN'".
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Figura 14. Bactérias recuperadas em LNM, Baco e Figado, ap0s os ensaios de
TB de 2 h. Diferenca estatistica (p<0,05 # vs ®) foi observada entre a E. coli

R6 (#) e tEPEC e 1711-4::escN’ (0) no LNM, e entre E. coli R6 e todos os
grupos (tEPEC, aEPEC e 1711-4::escN" ) no Baco e Figado.



4. Indice da perfuséo tecidual

Na figura 15, observa-se que somente a amostra de aEPEC (1711-
4/89) induziu uma significante reducdo da perfusdo no intestino (jejuno) e no
figado, a qual foi muito similar ao perfil apresentado pela E. coli R6 nesses
mesmos 0rgdos. Por outro lado, as andlises estatisticas revelaram que, assim
como na aEPEC (1711-4/89) e na amostra R6, a amostra de tEPEC (E2348/69)
reduziu significativamente a perfusao nos rins. Esses achados revelam que as
aEPEC translocadas provocam efeitos danosos a microcirculacédo
comprometendo a perfusdo tecidual, e atuam significativamente na ativacao

das respostas pro-inflamatérias do hospedeiro dentro do processo da TB.
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Figura 15. Perfusao tecidual dos orgaos apés 2 horas da indugcéo da TB com
todas as amostras tEPEC E2348/69 e aEPEC 1711-4, (*) p<0,05 e (*
p <0,05, quando comparadas com o0s controles negativos e positivo,

respectivamente.




5. Andlise daresisténcia ao soro das amostras bacterianas.

Com o objetivo de avaliar se as amostras ensaiadas na TB sédo capazes
de escapar das defesas imunolégicas do hospedeiro no sangue, foram
realizados ensaios da resisténcia ao sistema complemento presente no soro de
ratos.

Os experimentos foram realizados em triplicata e mostraram que todas
as amostras testadas para TB (E2348/69, 1711-4/89, 1711-4:escN’, HB101 e
R6) sado resistentes ao soro do rato, isto €, conseguiram multiplicar-se na
presenca de soro normal e do soro inativado pelo calor (56° C por 30 min),
tanto a 36% quanto a 50%, nos tempos zero e 24 horas. A amostra E. coli K12
711, sensivel a acao litica do soro (controle negativo), teve seu crescimento
inibido pelo complemento presente no soro do rato, no entanto, seu
crescimento nao foi inibido pelo soro inativado pelo aguecimento mesmo apés
24 horas de incubacédo. Conclui-se, portanto, que as amostras ensaiadas na TB
sdo capazes de escapar das defesas imunoldgicas do hospedeiro no sangue,
corroborando, desta forma, com os resultados da recuperacdo das bactérias
pos-TB decorrentes das vias de translocacdo para alcancar os variados

compartimentos.

6. Analise da microcirculagcdo mesentérica

Os efeitos provocados pelas amostras testadas nos ensaios de TB na
microcirculagcdo dos animais foram analisados por meio de analises da

microcirculagdo do mesentério utilizando a microscopia intravital. Decorrido o



periodo de 2 horas de inoculacdo da amostra tEPEC E2348/69, foram
observados danos significantes da microcirculagdo mesenterial, tais como:
alteracbes na aderéncia leucocitaria com aumento gradativo de rolling de
leucdcitos, o funcionamento de ductos linfaticos foram comprometidos, o fluxo
sanglineo das vénulas e arteriolas foi reduzido, detectou-se a presenca de
varios focos hemorragicos (Figura 16) e, em algumas regifes, observou-se
vénulas totalmente obstruidas, inclusive sugerindo um processo de trombose.
Semelhante a protétipo de tEPEC, a amostra 1711-4/89 provocou muitas
alteracBes a microcirculacdo, entretanto, seus efeitos foram mais intensos,
pois, além do comprometimento do fluxo de vénulas e arteriolas e de rolling de
leucocitos, observou-se um aumento expressivo do fluxo e da celularidade
nos ductos linfaticos aferentes, obstrucbes de capilares e grandes extensdes
de hemorragias. Vale ressaltar que as injarias causadas pela amostra 1711-
4/89 foram maiores do que aquelas encontradas quando a amostra E. coli R6
foi testada. Por outro lado, a amostra de E. coli ndo patogénica HB101 nao
alterou o funcionamento da microcirculacdo e o aspecto geral observado é
normal, pois ndo ocorreu alteracdes no fluxo sanguineo e focos hemorragicos

nao foram encontrados.



Figura 16. Aspectos da microcirculagdo mesentérica observados pela técnica Intra
vital apds 2 horas de indugcdo da TB. A, amostra prototipo de tEPEC (E2348/69),

promovendo aumento da aderéncia leucocitaria e focos hemorragicos (—); B,
amostra ndo patogénica E. coli HB101 com microcirculacdo normal; C e D, amostra
1711-4/89, mostrando as obstru¢des do fluxo de capilares, e focos hemorragicos

(—>).



DISCUSSAO

Estudos epidemioldgicos realizados pelo nosso grupo nos ultimos 20
anos permitiram o isolamento de amostras de E. coli portadoras do gene eae e
desprovidas dos genes stx, que nao pertenciam a sorogrupos de EPEC. Essas
amostras apresentaram uma grande diversidade de sorotipos e de
combinacbes de genes de viruléncia dos diferentes patotipos de E. coli
diarreogénicas (GOMES et al., 2004., VIEIRA et al., 2001). Devido a relativa
alta frequéncia de isolamento dessas amostras pertencendo ao sorotipo
0O51:H40, em casos de diarréia em dois estados do Brasil (S&do Paulo e Rio de
Janeiro), acreditavamos que pelo menos algumas delas possuiriam potencial
enteropatogénico. Recentes investigacdes sobre as caracteristicas fenotipicas
e genotipicas das 11 amostras do sorotipo O51:H40 de nossa colecéo,
revelaram o potencial enteropatogénico in vitro da maioria dessas amostras
(MOREIRA, 2004; GOMES et al, 2004). Neste estudo, ampliamos o
conhecimento sobre o potencial patogénico dessas amostras, avaliando novas
propriedades de viruléncia e o potencial patogénico in vivo de amostras
selecionadas

O conjunto de genes apresentados pelas amostras O51:H40 revela um
comportamento bem homogéneo, sendo que todas sdo desprovidas de genes
de viruléncia dos demais patotipos de E. coli diarreiogénica (ETEC, EIEC,
DAEC e EAEC). Além disto, todas as amostras O51:H40 tém o gene ler
(regulador de transcricdo de LEE) e uma regido LEE completa, uma vez que
sdo portadoras das sequéncias de LEE A a LEE D, que correspondem as

diferentes regides de LEE (Mc DANIEL et al, 1995). As excec¢des incluem as 4



amostras que contém a sequéncias shf e a amostra 0151-1/85 (EPEC tipica),
gue contém o gene toxB. O gene shf possui homologia com duas ORFs de
Shigella flexneri e uma de E. coli O157:H7 (EHEC), e foi detectado em
amostras da categoria EAEC (CZECZULIN et al., 1999; OKEKE et al., 2000;
ELIAS et al.,, 2002). Essas ORFs codificam a proteina Shf com funcao
desconhecida, mas que apresenta 25% de homologia com a proteina IcaB de
Staphylococcus epidermidis, a qual esta relacionada com aderéncia intercelular
nessa espécie (HEILMANN et al., 1996). O gene toxB, descrito no plasmidio da
amostra de EHEC 0O157:H7 (TATSUNO, et al., 2001) cujo produto tem um
importante papel na aderéncia de amostras do patotipo, foi localizado do DNA
plasmidial da amostra 0151-1/85, cuja massa é compativel com a do plasmidio
da amostra protétipo de EHEC (EDL 933). E interessante salientar que o gene
toxB, na amostra 0151-1/85, aparentemente esta presente no mesmo
plasmidio que abriga a sequéncia EAF ou em um plasmidio que migra
juntamente com o plasmidio EAF. TOZZOLI et al., (2005) descreveram a
distribuicdo do gene toxB em cepas de EPEC e EHEC, mas esta foi a primeira
descricho em cepas pertencentes ao sorotipo 0O51:H40. Outro fator
amplamente estudado, o gene cif, mostrou-se ausente somente na amostra
3102-1/89. CIF € uma proteina efetora, que embora ndo seja codificada pela
regido LEE, é translocada através do SST3 e atua no bloqueio da transicao
G./M do ciclo celular. Além disso, causa efeito citopatico irreversivel nas
células do hospedeiro (MARCHES et al.,, 2003). Adicionalmente, todas as
amostras albergam o gene espJ, que esta presente no profago CP-933U. A
proteina EspJ é translocada através do SST3 e tem a propriedade de

influenciar a dinamina do clearence no interior no trato intestinal do hospedeiro



pelo patégeno, sugerindo um papel na transmissdo do mesmo (GARMENDIA
et al., 2004).

As interacdes dessas amostras com o epitélio intestinal, em ensaios de
alca ligada de coelhos confirmam que o sorotipo O51:H40 contém amostras
com potencial enteropatogénico, uma vez que a maioria das amostras foi capaz
de produzir lesdo A/E in vivo, a exemplo do que ocorre com a amostra protétipo
de tEPEC.

Com excecdo de duas amostras (3062-1/89 e 3102-1/89), todas as
demais testadas foram capazes de colonizar o epitélio ileal de coelho, em
maior ou menor grau, quando visualizadas em microscopia de luz. Nos exames
ultraestruturais, embora as EPECs ndo se multipliguem intracelularmente,
detectamos a amostra protoétipo de tEPEC (E2348/ 69) dentro de enterdcitos de
coelho, assim como a amostra 1711-4/89, que, em um estudo anterior
realizado por VIEIRA (2000), produziu lesdo A/E, invasdo, desorganizacao do
epitélio intestinal e apresentou sugestiva presenca de bactérias no interior de
células fagocitarias. Uma localizacdo dentro de enterOcitos proporcionaria
protecdo contra a resposta do sistema imune (IgA), prolongando a doenca e
propiciando a ocorréncia de infec¢éo cronica.

E interessante salientar que as duas amostras (3062-1/89 e 3102-1/89)
gue nao produziram lesdo A/E foram isoladas de criancas sem diarréia. O
motivo dessa deficiéncia ndo é conhecido ainda, e como jA comentamos, a
regido LEE esta aparentemente completa em todas as amostras deste estudo
(VIEIRA et al., 2001). Entretanto, a ocorréncia de uma ou mais mutacdes nos
genes da regido LEE poderia ser um evento alternativo que poderia prejudicar

a mobilizacdo de actina para formacgéo de pedestais, 0 que evitaria a interacao



intimina-Tir e, consequientemente, a producdo de lesdo A/E e diarréia. Ainda
neste estudo, demonstramos, por ensaios de imunoblotting, que a proteina
EspA é expressa nas duas amostras FAS negativas, o que sugere que o fato
das amostras (3062-1/89 e 3102-1/89) nao produzirem lesdo A/E in vivo deve
estar relacionado com outras alteracdes que interferem no processo de
montagem do SST3 e/ou defeitos na expressao de outras proteinas envolvidas
na formacdo da lesdo A/E, jA que este evento também é controlado varios
elementos reguladores.

Diferencas na sensibilidade de deteccéo da fosforilacédo de tirosina foram
encontradas entre as linhagens T84 e HelLa em trés cepas (21323, 21242,
2022/01). Embora ndo conhegamos os motivos desses eventos, no estudo
anterior (MOREIRA, 2004), foram observadas diferencas nas respostas entre
células T84 e Hela quando estudados os padrdes de aderéncia, tendo-se
concluido, naquela ocasido, que células intestinais polarizadas e diferenciadas
constituiriam um modelo de avaliacdo da expresséao de lesdo A/E in vitro mais
eficiente do que as células HelLa. Assim como ressaltamos anteriormente, a
expressado da lesdo A/E pode ser influenciada por fatores ambientais, como a
exposicao a diferentes tipos celulares, produzindo alteracbes importantes ao
nivel fenotipico

O fato de que todas as amostras O51:H40 produtoras de lesdo A/E in
vivo terem fosforilado residuos de tirosina em Tir bem como de serem
desprovidas de tccP sugere que existe uma maior similaridade das referidas
amostras com o patotipo tEPEC, do que com as do patotipo EHEC (amostra
prototipo EDL 933), que sao incapazes de fosforilar residuos de tirosina em Tir

, € carreiam tccP. Pois diferentemente das EPEC, as EHEC injetam TccP, que



se liga a N-WASP e promove a acumulo de actina via ativacdo do complexo
Arp 2/3 (CAMPELLONE et al., 2004; GARMENDIA et al.,, 2004). Até o
momento, duas variantes do gene tccP tém sido descritas: tccP (carreado no
profago CP-933U/Sp14) e tccP2 (carreado no profago Sp4/CP-933M). Estudos
sobre a caracterizacdo de amostras de aEPEC revelaram a presenca tanto de
tccP como de tccP2 e tém demonstrado que cepas de aEPEC podem
desencadear a polimerizag&o de actina via Tir-Nck e/ou Tir-Tccp (GARMENDIA
et al., 2005b; OOKA et al., 2007).

Os modelos experimentais podem propiciar boas condi¢cdes de estudo
de doencas, tais como a sepse, mediante a homogeneidade dos animais e
melhor controle das variaveis, sendo de grande importancia para o
conhecimento dos fatores envolvidos nas diferentes etapas de doencas. Apesar
dos achados em modelos animais terem restricbes quanto a transposicao para
os humanos, foi atraves de estudos experimentais que ocorreram contribuicdes
importantes na elucidacdo de fendbmenos relativos a fisiopatologia. (BERG;
GARLINGTON, 1979; TRACEY et al.,1987; WRIGHT et al., 1990; LAM et
al.,1994; MEDZHITOQV et al.,1997; COOPERSMITH et al., 2002; RIEWALD et
al., 2002; DEICH et al., 2006).

Neste estudo, observamos que as amostras de tEPEC e aEPEC
testadas tém a capacidade de translocar o epitélio do intestino delgado sob
condicBes de sobrecrescimento, ndo somente para o linfonodo mesentérico
como também para outros orgaos sistémicos (baco e figado). Além da sua
habilidade de ultrapassar a barreira intestinal, as amostras de aEPEC foram
capazes de provocar injurias na microcirculacdo mesentérica e provocar

alteracdo como a hipoperfusdo em figado, intestino delgado e rins. Tais



resultados foram inesperados com base no consenso de que o agente
infeccioso EPEC é restrito & mucosa intestinal.

Na avaliacdo da capacidade de sobrevivéncia na circulacdo sangiinea
do hospedeiro, por meio de ensaios da resisténcia ao soro de rato, as amostras
bacterianas empregadas nos ensaios da TB mostraram que sao capazes de
escapar das defesas imunolégicas do hospedeiro no sangue. Esses achados
corroboram com os resultados da recuperacao das bactérias translocadas para
variados compartimentos extra- intestinais.

Portanto, nossos achados sugerem que as amostras de EPEC podem
oferecer um risco hipotético de inflamacdo sistémica sob condi¢cdes de
sobrecrescimento no intestino delgado. Embora estejamos conscientes de que
um processo de TB néo significa necessariamente a instalacdo da infeccao,
tais como a pneumonia ou sepse, pesquisas realizadas por nNOSsoS
colaboradores tém demonstrado que o processo de TB desempenha um papel
importante no agravamento da inflamacao sistémica (MENCHACA-DIAZ et al.,
2003). Surpreendentemente, a amostra de aEPEC (1711-4) revelou um
potencial de TB tdo alto quanto a amostra controle positivo E. coli R6, cuja
capacidade de translocacdo foi consistentemente demonstrada em
experimentos de TB in vivo (KOH; SILVA, 1996; KOH et al., 2002; KOH et al.,
2003). Estes resultados demonstram que ao menos as amostras de tEPEC e
aEPEC estudadas possuem habilidade para translocar para sitios extra-
intestinais, embora a aEPEC apresente um maior potencial patogénico para
induzir complicacfes sistémicas quando comparada a tEPEC. Adicionalmente,
a investigacao do envolvimento do SST3 na TB, por meio da mutagénese do

gene escN que codifica uma ATPase essencial para a montagem desse



sistema na amostra de aEPEC (1711-4:escN), revelaram que a montagem do
SST3 é importante na translocacdo de bactérias, j& que uma falha provocada
na formacdo desse aparato promoveu uma reducdo no numero de bactérias
recuperadas nos o6rgaos. Recentemente, MARTINEZ-ARGUDO et al.(2007)
descreveram que o SST3 € requerido para induzir a perda da funcédo da
barreira intestinal e permitir a translocacdo de cepas de Salmonella enterica
através da células M. Alternativamente, o SST3 seria importante na medida em
gue permitiria a injecdo, na célula hospedeiroa, de uma ou mais proteinas
efetoras que poderiam contribuir para os eventos de translocacdo observados
neste estudo. E necessaria, portanto, uma melhor investigacdo para
entendermos o papel das proteinas efetoras translocadas no processo da TB.

Deste modo, algumas amostras de EPEC podem atravessar a barreira
mucosa gastrointestinal sob condi¢cdes de sobrecrescimento e a viabilidade
deste evento pode ocorrer em diversas situacdes clinicas, tais como
imunossupressédo, antibioticoterapia, obstrucdo biliar e outros processos que
causam alteracdes na microbiota intestinal.

Baseado nos conhecimentos atuais da interacdo entre o sistema de
defesa e 0s microorganismos, sabe-se que, a partir de um estimulo, o
hospedeiro ativa o sistema de amplificacdo pro-inflamatério gerando variados
mediadores indutores da resposta imune, tais como citocinas especializadas e
guimiocinas. Em situacbes de doencas graves, tais como politrauma,
gueimadura, sepse e choque, o organismo desencadeia um estado de
hipoperfusdo esplancnica na tentativa de preservar os 0rgdos considerados
vitais a manutencdo da vida. Este fendbmeno promove a reducdo do fluxo

sanguineo no territério intestinal com consequiente morte celular e rompimento



da barreira, propiciando a invasao microbiana e a ativacao da resposta imune
local do intestino, podendo incrementar a resposta inflamatéria sistémica
(BERG,1992; HINSHAW, 1996; FARIES et al., 1998; BAKER et al., 2002; FINK,
2003; FINK et al., 2005; TRZECIAK; RIVERS, 2005; LEAPHART, TEPAS,
2007). Entretanto, quando esta resposta ultrapassa os limites da normalidade,
o efeito fisiolégico benéfico parece ser suplantado pelo efeito fisiologico
deletério, contribuindo para o desencadeamento da morte celular, processo
entendido como resposta inflamatoria exacerbada (potencialmente
relacionados a faléncia de multiplos érgaos e 6bito). Esta atividade imunolégica
do intestino, por meio de producdo de citocinas, tem sido indiretamente
ressaltada (MAIMOUS, et al, 1995; MICHALSKY, et al, 1997' RUIZ- SILVA et al,
2002) e at