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RESUMO

Introducéo: Shigelose € uma disenteria bacilar causada pela Shigella, um patégeno
Gram negativo e intracelular. Um dos modelos animais mais comuns para avaliar a
resposta imune da Shigella € a infeccdo pulmonar em camundongos devido a facil
manipulacdo e similaridade com as respostas intestinais. Neste estudo, nos
levantamos a hipotese de como cepas clinicas isoladas de pacientes com shigelose
possuem expressao de resposta imune diferencial quando comparados com cepas
padrées (M90T). Nossa principal proposta foi analisar quatro cepas de Shigella
clinicas com diferentes genes de viruléncia e a cepa padrao M90T quanto as
respostas imunes apos invasdo murina em 24 e 48h. Métodos: Cepas clinicas de
Shigella foram selecionadas pela presenca de genes de viruléncia especificos por
PCR. Primers relacionados ao sistema imune foram desenvolvidos. As cepas
clinicas e a padrédo foram submetidas a analise de expresséao génica pelo Fluidigm
(Bioamark Platform). Os resultados foram analisados em programa estatistico R.
Resultados: Noés agrupamos os mRNA em cinco grupos: Pro Inflamatérios
(CXCL15, IL-1B, IL-6, IFN-B, TNF-a), Anti Inflamatérios (TGF-B1, TGF-B2 e TGF-33),
Resposta Inata (NOD 1, NOD 2, TLR4 e TLR9), Resposta adaptativa (Th1-like, IFN-
Y, IL-17A e IL-17B) e Macrofago (NOS, H2 -Ap1, H2-EB, H2-K1, MHC-like 2). Como
principais resultados, todas as amostras clinicas demonstraram uma expressao
MRNA em 24h de infeccdo que foi gradativamente aumentado apds 48h, enquanto a
cepa padrao M9OT teve a regulacdo oposta com taxas de mRNA em 48h, sugerindo
grandes diferencas entre as respostas a cepas clinicas e a padrbes bem
caracterizados. A cepa clinica #5 ndo alterou a expressdo de mRNA em 24 e 48h
nos genes da resposta adaptativa, sugerindo baixas taxas de invasdo e controle do
hospedeiro nas etapas iniciais da infeccdo. A cepa clinica #11 demonstrou alta
atividade macrofagica devido a maior expressao de IFN-y e NOS. A cepa #14 e #27
demonstraram um possivel potencial de protecdo Thl devido a alta expressao
MRNA para MHC-like 1l e Thl quando comparado a outras cepas e 0 controle
positivo. A presenca de alta expressdo de IL-17 na cepa #27 relagdo com células
Th17. O potencial imunoldgico da cepa #27 pode ter relagcdo com as enterotoxinas
(SshET1A, shET1B e shET2). A presenca do conjunto completos destas enterotoxinas
foi confirmado na cepa #27 por PCR. Concluséo: As diferencas entre cepas clinicas
e padrdes foram evidentes neste estudo. Cepa clinica 27 parece ser uma 6tima
candidata para estudos futuros e pode prover novas perspectivas para as diferencas
de invasao e resposta imune vista nos hospitais.

Palavras-chave: Shigella; Cepa Clinica; M90T; PCR-Array; Resposta Imune.
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ABSTRACT

Introduction: Shigellosis is a bacillary dysentery caused by Shigella, a gram-
negative intracellular human pathogen. One of most common animal models to
evaluate Shigella’s immune response is mice pulmonary infection due easy
manipulation and similar gut responses. At this study, we have hypothesized how
clinical strains isolated from Shigellosis patients had differential immune response
expression when compared to standards strains (M90T). Our main proposition was
analyze four clinical Shigella strains with distinct virulence genes and M90T immune
responses at murine invasion after 24 and 48h infection. Methods: Shigella Clinical
Strains were selected through presence of specific virulence genes by PCR. Primers
related to immune system were designed. Clinical strains and M90T Shigella were
submitted to expression at Fluidigm (Bioamark Platform). Results were analyzed in
statistical software R. Results: We grouped analyzed mRNA in five gene sets: Pro
Inflammatory (CXCL15, IL-18, IL-6, IFN-B, TNF-a), Anti Inflammatory (TGF-B1, TGF-
B2 e TGF-B3), Innate Response (NOD 1, NOD 2, TLR4 e TLR9), Adaptive Response
(Th1-like, IFN-y, IL-17A e IL-17B) and Macrophage (NOS, H2 -ABR1, H2-EB, H2-K1,
MHC-like 2). As main results, all clinical strains displayed a moderate mRNA
expression in 24h infection which gets higher in 48h, while M90T standard had
opposite regulation with lower mRNA rates in 48h infection, suggesting major
differences between well characterized standards and clinical strains. Clinical strain
#5 did not alter mRNA expression in 24 and 48h at adaptive immune response
genes, suggesting low invasion rates and host control at initial steps of infection.
Clinical strain #11 demonstrates high macrophage activity by superior expression
levels of IFN-y and NOS. Strains #14 and #27 suggest potential of Th1 protection
through high MHC-like Il and Thl mRNA expression when compared to all other
strains and standard control. Presence of IL-17 high expression in strain #27
demonstrates a possible relation with Th17 cells. The immunological potential of
strain #27 may have relationship with Shigella enterotoxins (ShET1A, shET1B, and
shET2). Enterotoxins presence was confirmed by PCR and results shows this
complete set is absent in all other strains studied. Conclusion: The differences
between clinical strains and standards were evident at this study. Clinical strain 27
appears as a great candidate to future studies and may provide new perspectives
about differences among invasion and immune response seen in the clinical practice.

Keywords: Shigella; Clinical Strains; M90T; PCR-Array; Immune Response.
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INTRODUCAO

A Shigella € uma bactéria gram-negativa e intracelular, responsavel pelo
desencadeamento da Shigellose, uma doenca diarréica caracterizada pela presenca
de muco e sangue. O género compreende quatro espécies: Shigella dysenteriae,
Shigella flexneri, Shigella boydii e Shigella sonnei (sorogrupos A, B, C e D,
respectivamente), assim caracterizadas com base nas diferencas de seus antigenos
de superficie (SANSONETTI, 2001).

Desde sua descoberta, em 1898, varios estudos tém sido realizados para
desvendar os mecanismos por trds da viruléncia deste género e as respostas no
hospedeiro. Estudos sobre prevaléncia, sorotipagem e resisténcia a antibioticos tem
sido realizados em vérias regides do Brasil, porém para a regido Norte, estes estado
limitados aos estados do Para (BASTOS et al., 2012; BASTOS e LOUREIRO, 2010;
LINHARES, 1992) e Rondoénia (SILVA et al., 2008; ORLANDI et al., 2001).

Durante os anos de 2007 a 2009 nosso grupo de pesquisa realizou um
grande estudo epidemiolégico envolvendo a coleta de fezes de 1500 criancas com
quadro diarreico severo, atendidas em Hospitais Publicos de Manaus - AM. Dentre
0s patogenos identificados, 36 isolados foram positivos para Shigella, sendo que
identificacdo soroldgica mostrou que a S. flexneri foi a espécie mais frequente
(65%), seguida pela S. sonnei (20%), S. boydii (12.5%) e S. dysenteriae (2.5%).

A tipagem molecular dos genes de viruléncia destas amostras revelou uma
associacdo da subunidade da proteina shET-1B com complicacfes relacionadas a
desidratacdo e do gene ipaH com febre e presenca de sangue nas fezes. O fator de
viruléncia mais frequentemente encontrado foi o ipaBCD, seguido do ipaH. Esta
relacdo da sintomatologia dos pacientes com a presenca de determinados fatores de
viruléncia encontrados neste estudo, nos levou a questionar se haveria variabilidade
na resposta do hospedeiro frente a estas cepas clinicas e quais genes de viruléncia
estariam expressos durante este processo invasivo (CRUZ et al., 2014).

Muitos estudos visando esta abordagem imunolégica sédo realizados com
cepas padrdo, uma vez que elas possuem 0 seu genoma bem caracterizado,
possibilitando facil reprodutibilidade. Para a Shigella, um dos principais padrées
utilizados é a S. flexneri 5a M90T, cepa com a qual os conhecimentos sobre a
viruléncia e perfil invasivo deste género foi descoberto (SELGE et al., 2010;
SCHNUPF e SANSONETTI, 2012; KONRADT et al., 2011; SPERANDIO et al., 2008;
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MANTIS et al., 1996). Porém, ha auséncia de estudos que utilizem cepas clinicas
com esta finalidade.

Este estudo se propds a avaliar a influéncia de diferentes perfis de viruléncia
de cepas selvagens de Shigella em modelo murino, levando em consideracao tanto
0S mecanismos que sao utilizados pela bactéria, quanto a resposta do hospedeiro a
este patdgeno.

Levando em conta este panorama, tivemos como objetivo desenhar um perfil
de acao das Shigellas selvagens co-relacionadas a resposta do hospedeiro.

Acreditamos que o conhecimento do comportamento de cepas com diferentes
perfis de viruléncia e o efeito destas in vivo € de essencial importancia para o
conhecimento da patogenia de uma doenca. Além disto, diferencas entre cepas
padrdes e selvagens devem ser investigadas em relacdo as suas formas de atuacéo
e utilizacdo de mecanismos especificos para a caracterizacdo de cepas regionais e

desenvolvimento de vacinas efetivas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Shigella spp.

As doencas diarreicas destacam-se como uma das principais causas de
morbidade e mortalidade infantil, particularmente nos paises em desenvolvimento
onde vivem dois ter¢cos da populacdo mundial (ARAYA et al., 1986; SANSONETTI,
2001).

De acordo com o “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology”, as células
bacterianas do género Shigella apresentam-se como bastonetes retos, de morfologia
similar aos outros membros da familia Enterobacteriaceae. Estes microrganismos
sdo patdégenos intracelulares, gram-negativos, imoveis, ndo formam esporos,
anaerobios facultativos, com metabolismo fermentativo e oxidativo.

Descrita pela primeira vez, por Shiga, no Japao em 1898, por ocasido de uma
grave epidemia de disenteria (GORDON et al., 1965), o género consiste em quatro
espécies: Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boydii e Shigella sonnei
(MURRAY et al., 1998). Essas espécies sao designadas como subgrupos A, B, C e
D, contendo cada um deles 15, 8, 18 e 1 sorotipos antigénicos especificos,
respectivamente, caracterizados pelo antigeno somético O (ANSARUZZAMAN et al.,
1995; COIMBRA et al., 1999) e por padrdes de restricdo em rRNA (COIMBRA et al.,
2001). Em geral S. sonnei e S. boydii causam uma diarreia mais branda que as
espécies de S. flexneri e S. dysenteriae (RAM et al., 2008).

O género S. flexneri € o mais comumente encontrado em paises em
desenvolvimento, com os sorotipos 1b, 2a, 3a, 4a e 6. Nos paises desenvolvidos,
séo encontrados S. flexneri 2a e S. sonnei (KOTLOFF et al., 1999); S. boydii possui
seus casos limitados a india e a S. dysenteriae é considerada rara e permanece
ausente nos estudos atuais (SANSONETTI, 2006).

A Shigellose é endémica em muitos paises em desenvolvimento. Dos 80
milhdes de casos de diarréia sanguinolenta e 700 mil mortes por ano, cerca de 99%
ocorrem em paises em desenvolvimento, com maior parte dos casos
(aproximadamente 70%) e mortes (cerca de 60%) em criangcas menores de 5 anos
de idade (WHO, 2005).

A grande maioria dos casos ocorre em areas onde as condi¢des higiénico-

sanitarias sdo precarias ou inexistentes e a rota fecal/oral efetiva. Nestes locais,
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problemas relacionando doencas infecciosas e a ma-nutricdo, sdo responsaveis por
altas taxas de mortes de recém-nascidos e de graves atrasos de crescimento. Com
a diminuicdo da resisténcia a outras infeccfes, a crianca podera entrar em um ciclo
vicioso de infeccbes e de ma nutricdo que com o tempo pode tornar-se fatal
(NIYOGI, 2005; RAM et al., 2008).

Apesar de ser associada a paises em desenvolvimento, surtos de Shigellose
também sdo descritos em paises desenvolvidos, como em creches na Inglaterra
(MAGUIRE et al., 1998), hortalicas como alface e salsa (Europa e Estados Unidos)
(NAIMI et al., 2003; KAPPERUD et al., 1995) e contato com agua contaminada em
Oregon, Estados Unidos (KENEE et al., 1994).

Em uma revisdo realizada por Ram et al. (2008) foi elaborado um
levantamento sobre a incidéncia de Shigella em paises com média a baixos indices
de desenvolvimentos entre os anos de 1984 a 2005. Os estudos abordaram 11
estudos populacionais de sete paises (Figura 01).

Neste estudo, o Brasil foi caracterizado como regido de média incidéncia com
10 a 100 casos a cada 1000 habitantes. Em 2005, a S. sonnei foi a mais
frequentemente isolada, esta predominancia de S. sonnei sob S. flexneri reflete a

expansdo econdmica a qual o Brasil vem passando (RAM et al., 2008).

m Alta incidéncia (=100 episédios/ 1000 populagio) @ Regides com predominancia de baixo
@ Média incidéncia [>10-100 episédios1000 populagio)  ©U médio IDH
O Baixa incidéncia [<10 episddios/ 1000 populagio) O Regides com alto IDH

IDH = Indica de Dessnvohvimanto Humano

Figura 01: Incidéncia de Shigellose por regido geogréfica (1984-2005).
Paises que contribuiram para os dados de incidéncia: China, Tailandia, Egito,

Bangladesh e Brasil. Fonte: Adaptado de Ram et al., 2008.
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No Brasil, numerosos estudos foram realizados sobre a etiologia das diarreias
infantis, principalmente entre populacbes do sul do pais (ANGELINI et al., 2009;
MEDEIROS et al., 2001; MURRAY e LOPEZ, 1997; LIMA et al., 1992; GOMES et al.,
1991; SCHORLING et al., 1990). Porém, nas regides Norte e Nordeste, os estudos
S80 mais escassos.

No Nordeste, um estudo foi realizado no Ceara com 26 amostras de S.
flexneri coletadas de 1989 a 1993, encontrando associagdo com multirresisténcia a
antibiéticos em grande parte das amostras (SIDRIM et al., 1998)

No Norte, trés estudos realizados no Pard merecem destaque: Um estudo
com grupos indigenas onde foram isoladas espécies de Shigella, entre outros
enteropatogenos (LINHARES, 1992); A caracterizacdo de resisténcia de cepas
isoladas entre 1990 a 2000, identificando a S. flexneri como a mais frequente e a
presenca de cepas multirresistentes (BASTOS e LOUREIRO, 2010); A frequéncia de
sorotipos de S. flexneri isolados de 1979 a 2009, colocando a S. flexneri 2a como a
mais frequentemente isolada (BASTOS et al., 2012).

Ainda na regido Norte, o género Shigella foi descrito em Porto Velho, como
sendo o terceiro agente etiolégico de diarreia infantil com uma frequéncia em torno
de 8% dos casos nas populagfes infantis periféricas (ORLANDI et al., 2001). Em
estudos posteriores estes casos foram caracterizados com relacdo ao sorotipo e
genes de viruléncia tendo a Shigella flexneri como a mais frequente e os genes ipaH
e ipaBCD presentes em quase todos os isolados (SILVA et al., 2008).

Na regido Amazébnica, durante o periodo de 2007 a 2009 foi realizado um
estudo epidemioldgico no qual de 1500 criangcas atendidas com quadro diarreico
grave em Hospitais Publicos de Manaus — AM, 36 isolados (2,4%) foram positivos
para Shigella, com a frequéncia de sorotipos: S. flexneri (65%), S. sonnei (20%), S.
boydii (12.5%) e S. dysenteriae (2.5%) (de Souza, et al., 2013, em publicagao).

2.2. Mecanismos de Invasao da Shigella spp. e Respostas Imunoldgicas do
Hospedeiro

O mecanismo de patogenicidade de Shigella é tipicamente por processo
invasivo, ao nivel do ileo e colon (PIECKERING, 1979). As cepas de Shigella
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possuem resisténcia natural ao acido do estdbmago em certas fases do crescimento.
Estudos in vitro demonstraram uma taxa de sobrevivéncia de 10% em 2h de
exposicao a pH 2,5 (GORDEN e SMALL, 1993). Esta capacidade tem relacdo com a
baixa taxa de inoculo (10-100 UFC) necessaria para desencadear a doenca em
humanos, motivo pelo qual a Shigellose é considerada altamente infecciosa
(JENNISON e VERMA, 2007; KOTLOFF et al., 1999).

Este fendtipo também pode ser expresso em situacdes de anaerobiose como
a encontrada posteriormente no célon. Assim a Shigella pode passar ilesa pelo acido
do estbmago em uma forma latente e alcancar o intestino delgado, cujo pH oscila
entre levemente bésico a neutro, onde ela retoma o seu crescimento (JENNISON e
VERMA, 2004).

O processo invasivo inclui, assim, basicamente a interiorizacdo das células
epiteliais, a multiplicacdo intracelular e disseminacdo para células adjacentes e
tecidos conectivos. A infeccdo € tipicamente aguda e a sistematizacdo é rara
(GROSS et al., 1984). Quando uma quantidade suficiente de células contiguas sao
lisadas, ha uma erosdo superficial na parede do intestino, ou uma ulceracdo. Os
neutréfilos que se acumulam em grandes quantidades na mucosa, sdo eliminados
nas fezes (JENNISON e VERMA, 2004).

No processo invasivo, a Shigella adere a membrana da célula do epitélio
intestinal, e em seguida invade a mucosa do epitélio através das células M (Células
epiteliais membranosas), especializadas na transcitose de macromoléculas e
microrganismos e susceptiveis a invasdo. Estas células sofrem um desarranjo no
citoesqueleto facilitando o escape da bactéria as células fagociticas presentes nos
agregados linfoides localizados abaixo do epitélio (HATHAWAY e KRAEHENBUHL,
2000; WASSEF et al., 1989).

ApoOs a invasao, as Shigellas séo liberadas na lamina prépria, onde elas séao
fagocitadas por macréfagos residentes. A Shigella, no entanto, possui a capacidade
de escapar dos macrofagos através de um mecanismo mediado por proteinas de
seu plasmideo de invasao (ipa). Como resposta, os macrofagos liberam IL-13 e IL-8
produzindo uma resposta inflamatoria acentuada e provocando recrutamento dos
neutrofilos (PHALIPON e SANSONETTI, 2007).

Esta resposta celular inicial aumenta acentuadamente a medida que o
namero de bactérias e invasfes subsequentes ocorram, sendo responsavel pela

manifestacdo clinica da doenca. Esta resposta leucocitaria € uma parte crucial a
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patogénese da Shigella. Os neutrofilos que se acumulam em grandes quantidades
na mucosa, sao eliminados nas fezes (JENNISON e VERMA, 2004; SANSONETTI,
2001; SUZUKI e SASAKAWA, 2001; JENSEN et al., 1998) (Figura 02).
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Figura 02: Desenho esquematico do mecanismo de invasao da Shigella.
Fonte: Adaptado de Jennison e Verma, 2004.

A Shigella intracelular também induz a liberacdo de IL-8 pelas células
epiteliais que juntamente com a IL-1B liberada por macréfagos induzem as células
PMN (Células Polimorfonucleares, Neutréfilos) a migrarem para as camadas
epiteliais do lumen. Estas células possuem um papel no controle da infecgao,
confinando as bactérias extracelulares na mucosa e prevenindo a invaséo do tecido
e disseminacao lateral. Isto causa o afastamento da area lateral pelo rompimento
das juncdes oclusivas das células epiteliais, deixando-as expostas e amplificando a
invasao por Shigella (PHALIPON e SANSONETTI, 2007) (Figura 02).

A imunidade inata gerada pela Shigella € caracterizada pela inducdo de
inflamacdo aguda com grande recrutamento neutrofilico, podendo persistir por
meses. Em humanos, andlise de expressao de citocinas em fase aguda demonstrou
grande regulagdo de pro-inflamatorios IL-1B3, IL-6, IL-8, TNF-a e TNF-3; e anti-
inflamatorios: IL-10 e TGF-B (RAQUIB et al., 1995). Além disso, podem também ser
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encontrados IFN-y e IL-4 em menor quantidade. Todas estas citocinas estéao
relacionadas, além dos sintomas clinicos, com o controle da infeccdo (PHALIPON e
SANSONNETI, 2007; JENNISON e VERMA 2004).

2.3. Fatores de viruléncia da Shigella spp.

A entrada e disseminacao lateral em uma infecgcédo por Shigella sdo eventos
regulados por proteinas do Sistema de Secrecao do Tipo Il (T3SS) que por sua vez
sao codificados, entre outros, pelos genes plasmidiais. O Locus Mix-spa é o principal
representante da llha de Patogenicidade (PAI) da Shigella flexneri, sendo sua
presenca hecessaria e suficiente para a invasdo e escape do sistema imune
(MARVIS et al., 2002; SANSONETTI, 2001) (Figura 03).
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Figura 03: Mapa da localizacéo da Ilha de Patogenicidade da Shigella flexneri
de 30kb necesséria para a entrada celular (em vermelho) e escape de
macréfagos (em verde).

Fonte: Adaptado de Sansonetti, 2001.
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Os genes pertencentes a llha de Patogenicidade da Shigella sdo ativados
apos o primeiro sinal indutor que ocorre no contato com a célula alvo levando a
formacao de profusbes ao redor da bactéria que séo lisados por IpaB e IpaD. IpaC
polimeriza actina, IpgD dissocia a membrana do esqueleto de actina, VirA
desestabiliza os microtubulos e IpaA formam um complexo com vinculina,
despolimerizando a actina (Figura 04) (SANSONETTI, 2001; DEMERS et al., 1998;
HIGH et al., 1992; VAN NHIEU e ISBERG, 1991).
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Figura 04: Desenho esquemético da acdo do Sistema de Secrecao Tipo 3 (T3SS).
Fonte: Adaptado de Sansonetti, 2001.

ApOs a invasdo nas células epiteliais, a Shigella induz uma massiva
reorganizacdo do citoesqueleto e provoca a formagdo de um vacuolo
macropinocitico, o que facilita a entrada e o crescimento intracelular de Shigella tao
logo ela lise o vacuolo endocitico (PHALIPON e SANSONETTI, 2007).

O escape para o citoplasma é seguido de um processo de motilidade actina-
dependente que leva a bactéria a passar para as células adjacentes. Na presenca
de macréfagos, varias proteinas sao injetadas no citoplasma da célula hospedeira,
neste caso, IpaB € responsavel pelo processo apoptético da célula-alvo
(SANSONETTI, 2001) (Figura 05).
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Figura 05: Esquema da invasdo e disseminacéo lateral
pela Shigella, em evidéncia 0s genes bacterianos
regulados. Fonte: Adaptado de Sansonetti, 2001.

2.4. Modelos Animais para Estudos Imunolégicos com Shigella spp.

Dentre os principais modelos animais utilizados para a caracterizacdo do
comportamento da Shigella em estudos in vivo podemos citar: O modelo de infeccao
pulmonar em camundongos, que aborda aspectos da imunidade inata e adaptativa
(VAN DE VERG et al., 1995); A ligacéo ileal do intestino de coelhos, modelo utilizado
para observacdo de alteracBes morfolégicas e migracdo celular (SANSONETTI et
al., 1996); Inoculacédo oral em camundongos recém-nascidos para a verificacdo de
inducado de citocinas em intestinos imaturos (FERNANDEZ e SANSONETTI, 2003);
Inoculagéo retal em porquinho-da-india para a verificacdo de indugédo de citocinas
em testes com vacinas (SHIM et al., 2007); Inoculacdo oral em macacos, 0s Unicos a

mimetizar a infeccdo em humanos (FORMAL et al., 1984).

A espécie Mus musculus é um dos modelos de laboratério mais utilizados em
experimentos cientificos, uma vez que a endogamia entre estes animais permite o
aumento da reprodutibilidade experimental. Os roedores adultos infectados por via

oral com Shigella ndo desenvolvem uma doenca, uma vez que esta ndo possui a
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capacidade de colonizar o trato intestinal ou provocar a doenca em roedores
semelhante a causada em humanos (VAN DE VERG et al., 1995).

Dentre as principais hipoteses para a auséncia da manifestacdo da doenca
em intestino de camundongos estdo possiveis defeitos em algumas etapas que
levam a inflamacdo aguda e a auséncia do recrutamento de neutréfilos, essenciais
para a manifestacdo clinica da doenca (PERDOMO et al., 1994).

Apesar disto, camundongos infectados por via intranasal com Shigella sp.
podem desenvolver uma bronco-pneumonia aguda caracterizada por um macico
infiltrado neutrofilico, simulando a infeccdo aguda durante a Shigellose. O epitélio
pulmonar é um epitélio colunar simples com transi¢cdo ao epitélio cubdide nos sacos
alveolares, contendo ocasionais foliculos linféides ou agregados de foliculos que sao
semelhantes as Placas de Peyer (PHALIPON e SANSONETTI, 2007; VAN DE
VERG et al., 1995).

Assim, o brénquio constitui uma superficie mucosa, com algumas
caracteristicas semelhantes ao epitélio intestinal. Como o intestino, o pulméo € um
orgdo linféide com células apresentadoras de antigenos (APC's) (PHALIPON e
SANSONETTI, 2007). Além disso, a resposta imunolégica local e sistémica a
infeccdo por Shigella pode ser avaliada com precisdo apds a inoculagdo intranasal,
uma vez que o hospedeiro nunca obteve contato com antigenos de Shigella, e ha
auséncia de microbiota, sendo este 0 modelo escolhido para ser utilizado em varios
estudos (CESINI et al., 2003; RAQUIB et al., 1997; VAN DE VERG et al., 1995), bem
como em modelos de testes para vacinas (FENNELLY et al., 1999; MALLET et al.,
1995).
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo Geral

» Caracterizar e comparar o potencial inflamatério de cepas selvagens de

Shigella spp. com diferentes perfis de viruléncia, em modelo murino.

3.2. Objetivos Especificos

= Selecionar quatro cepas bacterianas de Shigella com diferentes perfis de
viruléncia para a realizacédo do estudo;

» Pesquisar as sequéncias génicas e construir os primers referentes a
expressao génica bacteriana e resposta imune do camundongo;

» Realizar a infeccdo em tecidos pulmonares de camundongos utilizando
cepas de Shigella com diferentes perfis de viruléncia;

= |dentificar o perfil de expressédo da resposta imune do hospedeiro no tecido
pulmonar apés a infeccio;

= \erificar o perfil de expressao génica bacteriana durante a invasao;

* Propor um modelo esquematico de invasao para cada cepa analisada.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Cepas Bacterianas

As cepas de Shigella utilizadas neste estudo foram provenientes de um
estudo etiolégico realizado nos anos de 2007 a 2009, com 1500 criancas de 0 a 10
anos atendidas nos Hospitais da Crianga das Zonas Leste, Oeste e Sul em Manaus,
Amazonas (CRUZ et al., 2014). Deste estudo foi organizada uma bacterioteca pela
Dra. Patricia Puccinelli Orlandi na Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Lebnidas e
Maria Deane (FIOCRUZ — ILMD).

As amostras positivas para Shigella spp. foram caracterizadas por
metodologias classicas, resisténcia a antibidticos e metodologias moleculares. Oito
genes de viruléncia de Shigella (ipaBCD, ipaH, ial, virF, EVT, shET1A, shET1B e
ShET2) e dois genes que também podem ser encontrados em Escherichia coli (uidA
e invE) foram utilizados para sua caracterizacdo por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) convencional. O sequenciamento da regido 16S também foi
realizado para a classificacdo das cepas de Shigella em espécies e confirmacdo da
identificacdo bioquimica. Deste estudo, quatro amostras foram selecionadas com
diferentes perfis de viruléncia.

Os controles escolhidos foram: a cepa padrdo M90T de Shigella flexneri
subtipo 5 como controle positivo, a qual passou pelos mesmos testes submetidos as
amostras clinicas para a confirmacdo de sua capacidade de invasdo; e o controle

negativo, a utilizacéo de solucéo salina a 0,75M.

4.2.Desenho Experimental

Este estudo possui dois grandes objetivos complementares: Identificar quais
sd@o os principais genes de viruléncia bacterianos modulados durante a infecgéo in
vivo; e avaliar como o hospedeiro reage frente a estes diferentes fatores de
viruléncia. O ponto chave deste estudo foi a utilizacdo de cepas clinicas, que
comprovadamente desencadearam a doenga em criangas, € a comparagdo com um
padrdo de invasao bem caracterizado. A técnica escolhida foi o PCR-Array, que
permite a variabilidade de escolha dos genes que serdo analisados e qualifica e

guantifica sua expressdo. Neste estudo, também nos propusemos a considerar as



30

variacbes de expressédo no tempo de infec¢do, aqui determinado como 24h e 48h
(Figura 06).
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Figura 06: Desenho experimental do estudo.

4.3.Aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) da Universidade Federal do Amazonas — UFAM, sob o Protocolo No.
104/2012 — CEEA/UFAM, em reunido ocorrida em 11 de janeiro de 2013 (Anexo
01).

As cepas utilizadas neste estudo obtiveram a aprovacdo no Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Amazonas — UFAM, sob o Protocolo
No. 266/2006, em reuniéo ocorrida em 15 de margo de 2007 (Anexo 02).

4.4.Selecao e Desenvolvimento dos Iniciadores

Dois grupos de genes foram desenvolvidos: os referentes aos fatores de
viruléncia da bactéria e os relacionados a resposta imune do hospedeiro frente ao

desafio bacteriano. Os genes bacterianos foram desenvolvidos com base nas
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sequéncias disponiveis no banco de dados online de Yang et al., (2006)
(http://www.mgc.ac.cn/ShiBASE/). Os fatores de viruléncia relacionados neste banco
de dados possuem sequéncias referentes a regido génica das quatro espécies
bacterianas de Shigella. Desta forma, quando selecionada, as sequéncias daquela

regido passaram por um processo de alinhamento usando o programa livre

ClustalW2 disponivel online no sitio http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/ para a
verificacdo se a sequéncia escolhida abrangia todas as espécies de Shigella.

Os genes da resposta imunologica foram selecionados com base em revisdes
da literatura (SERGE et al., 2010; PHALIAPON e SANSONETTI, 2007; JENNISON e
VERMA, 2004; SANSONETTI, 2001) e suas sequéncias foram obtidas no banco de
dados online “MGI - Mouse Genomics Informatics” disponivel na URL

http://www.informatics.jax.org/batch.

A verificacdo de expressdo génica necessita da presenca de genes
constitutivos que possam servir como normalizadores de expressédo. Estes
normalizadores devem ser expressos da mesma forma independente das condicdes
experimentais. Foram selecionados os genes de camundongo GAPDH2 e B2M
como normalizadores da resposta imunologica (SCHNITTGEN e ZAKRAJSEK,
2000). Para a Shigella, a pesquisa bibliografica apontou algumas sugestbes de
genes normalizadores sem, no entanto, possuir um padrao bem definido como no
caso do gene de camundongo. Desta maneira, varios possiveis candidatos a
normalizadores foram testados. Os possiveis normalizadores escolhidos foram ipa’s
(ZHAO et al., 2011); gyrB (CHOI et al., 2007; FUKUSHIMA et al., 2002); ipgD e mixA
(LAN et al., 2004).

Apbs escolhidas as sequencias, os primers foram desenvolvidos seguindo as
instrucdes do Protocolo Operacional Padrdo (POP) desenvolvido pela Plataforma de
Microarranjo e Nanotecnologia (Anexo 03).

Desta forma, a sequéncia alvo desejada foi analisada no programa gratuito
Primer 3 disponivel na URL http://frodo.wi.mit.edu/ , com alteracdes dos parametros

default: A faixa de tamanho do produto (Product Size Range) para 90 - 150 pares de
bases; O parametro Max 3 Stability que determina o nimero de bases C ou G que
sera permitido entre as Ultimas 5 bases dos primers, devendo iniciar com o valor 7
que permite que apenas 1 C ou G seja colocado nesta regido; A modificacdo dos
parametros Max Self Complementarity (MSC), Max 3’ Self Complementarity (M3SC)

e Max Poly-X que influenciam na capacidade dos primers formarem dimeros e


http://www.mgc.ac.cn/ShiBASE/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.informatics.jax.org/batch
http://frodo.wi.mit.edu/

32

grampos, os valores foram de MSC = 5, M3SC = 2 e M3SC = 3. ApGs submeter
estas informacdes, 0 programa sugere conjuntos de possiveis iniciadores para a
regido desejada. Para comprovar sua eficacia, no entanto, os primers devem ser
verificados no Primer BLAST do NCBI.

No Primer BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) foi

realizada a simulacdo do desempenho do primer, como um PCR virtual: Os
iniciadores indicados pelo Primer 3 foram colocados no Primer BLAST,; Na secao
“Primer Parameters” foi escolhido o organismo para o qual os iniciadores séo
destinados; E o “database” foi modificado para “nr”. Apds a busca, foi esperado que
a primeira entrada fosse o gene de interesse com um anelamento perfeito. Apés

esta analise, o primer foi sintetizado.

4.5.Modelo Animal

4.5.1. Inoculagao Intranasal em Camundongos Balb/C

A inoculacéo intranasal ocorreu no Laboratorio de Patogenicidade Microbiana
e Imunidade Inata da Universidade de Sao Paulo — USP — de Ribeirdo Preto, sob a
coordenacao do Dr. Dario Zamboni e auxilio do Dr. Marcelo de Souza Fernandes
Pereira.

A reativacdo das cepas bacterianas foi realizada com o crescimento em 5 ml
de caldo de soja Luria Bertani (LB - Himedia) sendo incubadas a 37°C por 24 horas
sob agitacao.

A inoculagdo intranasal foi realizada em conformidade com o descrito por
Cersini et al.,, (2003), com algumas modificagdes. Foram inoculadas por via
intranasal 20pl de suspensdes em Solucéo Salina a 0,9% (NacCl) contendo 10° UFC
(Unidades Formadoras de Colbénias) de cada cepa bacteriana em camundongos
Balb/C fémeas com 7 semanas de idade. Antes da inoculagdo, os camundongos
foram anestesiados via intramuscular de 60 a 80mg de ketamina (Dopalen,
Vetbrands) em associagdo com 8 a 15mg de xilazina (Anasedan, Vetbrands) ambas
por kg e realizada a assepsia local com etanol 70% conforme recomendado por
Paiva et al., (2005).

O procedimento teve um total de 48 camundongos: Quatro amostras clinicas
e dois controles, totalizando 6 indculos; Cada amostra teve 4 replicatas biologicas e

foram analisadas em dois tempos distintos (24 e 48h), com 24 camundongos por


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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tempo (Figura 06).

ApGs 48h de infecgdo, os camundongos sofreram eutanésia de acordo com a
resolucdo 1000/2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, através do
deslocamento cervical, precedida de anestesia, para a retirada do tecido pulmonar.

Imediatamente seguida a eutanasia, os pulmdes referentes a cada amostra
foram armazenados em solucdo RNAlater® (Invitrogen, Life Technologies, USA) em

freezer -80°C até o uso, conforme recomendacdes do fabricante.

4.6. Amplificagdo no Equipamento Fluidigm — PCR-Array

O equipamento Fluidigm (Bioamark Platform) em chip de expressao génica
96.96 possibilita a andlise simultdnea em 96 amostras em 96 pares de primers,
similar a tecnologia microarray, mas com a mobilidade da escolha dos iniciadores
como em um PCR-Real Time.

Os procedimentos referentes ao Fluidigm ocorreram em colaboracdo com a
Plataforma de Microarranjo e Nanotecnologia da Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) do Rio de Janeiro sob a coordenac¢éo do Dr. Milton Oz6rio de Moraes e

auxilio da estudante de pés-graduacdo Tiana Rosa de Brito.

4.6.1. Extracdo e Purificacdo do mRNA

Para a extracdo de RNA, fragmentos do tecido pulmonar foram separados e
congelados de maneira rapida em gelo seco com etanol. Quando completamente
congelados, estas amostras foram trituradas com o auxilio do Poter, um macerador
de metal, mantido congelado durante todo o processo. Depois de triturado, 0s
fragmentos foram extraidos com o reagente Trizol® (Invitrogen, Life Technologies,
USA) seguindo as instrucdes do fabricante.

Realizada a extracdo, as amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro
Nanodrop ND-1000 e uma aliquota de 150ng de RNA foi submetida a eletroforese
em gel desnaturante a verificagdo da integridade do RNA.

Confirmada a extracdo e integridade, as amostras passaram por um
tratamento com Ambion® Turbo™ DNAse (Life Technologies, USA) seguindo as
instrucdes do fabricante e uma nova quantificagdo em espectrofotbmetro para a

avaliacao do rendimento da reacao.
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4.6.2. Sintese do cDNA

A sintese da fita complementar de DNA (cDNA) foi realizada conforme
descrito por Guerreiro et al., (2013). O cDNA foi produzido através da amplificacao
por Transcriptase Reversa (RT-PCR) com 100ng do RNA total em amplificagdo com
a enzima Superscript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, Life Technologies, USA),
seguindo instrucdes do fabricante.

Para a amplificacdo dos genes da resposta do hospedeiro, as amostras foram
amplificadas com Primer oligo (dT); Para os genes da bactéria, foi utilizado o
Random Primer.

O produto da reacao sofreu diluicdo 1:5 (20ul da amostra + 80ul de agua de

ampola) e foi montado em uma Placa de Amostra.

4.6.3. Diluicdo dos Iniciadores e Pré-Amplificacdo das Amostras

Todos os primers analisados foram diluidos para a concentracdo de 20nm e
5ul de cada iniciador foram separados em um tubo formando um pool de primers
com o qual cada cDNA foi pré-amplificado em termociclador convencional, utilizando
o TagMan® PreAmp Master Mix (Applied Biosystems®, Life Technologies, USA)
visando aumentar a taxa de deteccdo das amostras. A programacdo do
termociclador foi: 95° por 10 minutos; 15 ciclos de 95° por 15 segundos e 59° por 4
segundos; 4° por 1 hora. Terminada a pré-amplificacdo, foram adicionadas as
amostras 20u de Tampéo TE (Tris—HCI 10 mM, EDTA 1 mM, com pH 8,0).

4.6.4. Montagem das Amostras em Placa do Fluidigm e Amplificagéo

Foram realizados todos os procedimentos pré-posicionamento das amostras
no chip: Teste do equipamento; Condicbes ideais de temperatura; Mix de
amplificacdo contendo TagMan® Gene Expression Master Mix com a sonda Eva
Green | (Applied Biosystems®, Life Technologies, USA) que foi adicionado a cada
par de primer; Migragdo do 6leo que ajuda no posicionamento da amostra.

As amostras foram posicionadas na placa de reacdo no espaco destinado
(Figura 07), seguindo as especificagbes do fabricante, e o cDNA (B) e os primers

(A) migraram para o chip de amplificacdo (C) no equipamento Fluidigm IFC
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Controller HX. Ap0s o posicionamento, as amostras foram amplificadas no
equipamento Biomark Microfluidic System. Terminada a corrida, a qualidade das

amostras foi analisada no software do equipamento e os dados brutos exportados.
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Figura 07: Placa de 96 reacdes de expressao génica do Fluidigm.
A — Primers; B — Amostra; C — Chip onde ocorre a reacao.

4.7. Analise dos Resultados

Os resultados foram analisados no programa de bioinformatica “R” versao
2.922 (R Development Core Team, 2009), com o auxilio do Dr. Marcelo Ribeiro-Aves
(FIOCRUZ - RJ), onde foi realizada a validacdo das amostras que obtiveram boa
emissdo de fluorescéncia durante a amplificacdo; exclusdo das amostras que
apresentaram valores de CT (cycle threshold) < 0,5, que poderiam influenciar nas
amostras boas, diminuindo seus valores; e exclusdo dos genes que nao tiveram bom
rendimento da amplificagdo. Os dados foram apresentados usando mapas de calor
(Heatmaps) em 2D (SALVAGE, 2010) demonstrando intensidade de expresséo e

graficos de barras para visualizacéo dos perfis de tempo (24 e 48h).



36

5. RESULTADOS

5.1.Definicdo das Cepas Bacterianas

As quatro cepas clinicas em estudo foram selecionadas a partir de 36
amostras de Shigella provenientes de um estudo etiologico realizado entre os anos
2007 e 2009 (CRUZ et al., 2014). Todas as amostras demonstraram a capacidade
de invasdo em células cultivadas in vitro. Os critérios de sele¢do foram observados
guanto a presenca e auséncia de genes chaves relacionados a viruléncia por PCR
convencional e confirmacdo da espécie de Shigella por sequenciamento da
subunidade 16S do RNA ribossomal. As amostras selecionadas estédo listadas na
Tabela 01.

Tabela 01: Descricdo das amostras selecionadas para o estudo

No. Ref. Espécie (16S) Genes de Viruléncia

05 837 S. flexneri ipaBCD, shetlA, shetlB, ial, evt e uidA

11 192 S. boydi ipaBCD, shet1B, ial, virF, evt, invE e uidA

14 183 S. sonnei ipaBCD, ipaH, shetlA, ial e uidA

27 201 S. flexneri ipaBCD, ipaH, shet1A, shetlB, shet2, ial, virF e uidA

5.2.Pesquisa e construcdo dos primers em estudo

Os genes alvos para a andlise da expressdo génica bacteriana foram
selecionados a partir do banco de dados genético — shiBASE - para espécies de
Shigella online proposto por Yang et al., (2006).

O equipamento Fluidigm pode realizar a analise simultdnea de 96 genes,
sendo este o valor limite de genes que poderiam ser desenvolvidos neste estudo.
Desta forma, foram definidos 70 genes para a analise da expressao bacteriana e 24

para a analise da expressao do hospedeiro.
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Os genes de expresséo bacteriana foram divididos em genes cromossomais
(24), plasmidiais (25) e regulatérios (21). Os genes selecionados estao listados na
Tabela 02, 03 e 04 e foram desenvolvidos seguindo o POP preconizado pela

Plataforma de Microarranjo e Nanotecnologia (FIOCRUZ-RJ) (Anexo 03).

Tabela 02: Lista dos genes cromossomais selecionados e primers desenvolvidos.

Gene Sense Anti-sense Funcéao
ycjw AGTGTTACGGGCCATTGAAG GGTCGAACGGGTAGAAATCA Shiga Toxina
stxB CGACGCCTGATTGTGTAACT CGCACTGAGAAGAAGAGACTGA Shiga Toxina
setlB CTCCTGTCATTCACGGTGTC TCGGATAACAGCCATATCACA shET 1
setlA ACATCCATATTCCCGGTCAG GGGAGTTTGTTGGCATGAAC shET 1
senB GCGTCCCTGCGTATCAGTAT TCGGAATCCTGGCTGTAAAC shET 2

Pic ACGGACGGATATGACCTGAC TAACTGTTGATGCCGCAGAG Serina Protease
SigA CCGGAACCCTGACATTAACA CCTTTAACGTGGCACCATCT Serina Protease
iucB GTTTTTGATGCAGAGCGTGA ACCTCCAGTGAGCCACTTTG Aerobactina
iutA CCAGTACGGCATGAAACTGA CCTGAGCCAGATCGAAGAAC Aerobactina
iroN GGAAACCCGCAGTGAAGATA GCCGACATTAAGACGCAGAT Receptor Sideré6foro
iroD CATGGGTGAGTGAGCATCTG GTGAAGCTGCTGAACGTGAG Receptor Sideréforo
sitB TGCTTGTCTCAACGCACAAT CTCCAGGTTCTCGGCTGTAA ABC transportador
sitC CATTGGCATTCTCTCGATCA CGACAGCAGGGTGAAGAAG ABC transportador

Shuw AAACGGCATCACCTCGTAAG GAATCAGGGCGTCGGTATAA Receptor Hemina
SD1241 e
SF1193 TGGCGCATGAATTTACTCAC TTATGCCCGCTATTGCTACC ABC transportador
ipaH TCGTCGGGAGGTTTCTACAC GCAGAGACGGTATCGGAAAG ipaH
yadA-like ACGGTAAAGCCAGCATCATC TTGGGTGTTCTGCTCAATCA Adesina Putativo
clp-like ATTATTCTGCGCGGTCTGTC CAGCACATCAATCGCTTTGT Chaperona Putativo
lcmF-like TACGGCCTGCAAAGCTATTT CATTGCGGGTGAGGTTAAGT Proteina Membrana Interna

RTX-like CAGTAACGAGACGGCACAAA ATCACCCGCACCTGATAGAG Exo proteina

SDY0416 TTGGCGATATTGTCGAACAG ACCAGCGGTTTATTGCTCAC Sistema de Transporte
gspD TCTGGTCGATGTGCTGAAAC GGCGATGGATACAACCTCAC T2SS
gspC AGTGCGCCAGTTGAGATACC AATTCCCTCCTTACGCACAG T2SS
gspH TTACGCTGCGCTTCTACTCA TCATGGCATCCTCTCATCAC T2SS
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Tabela 03: Lista dos genes plasmidiais selecionados e primers desenvolvidos.

Gene Sense Anti-sense Funcéo
mxi-sparegion TGTCTGAGGCAAAGAACTCAA TTCTATCGTCCGTCCGAGAA Invaséo e internalizagdo
ipaA CGTGTTTCCTGAGCTGTTGA AGGTGTAGGGAGGCCATCTT Despolimerizagdo de Actina
ipaB GCAGCGGGTGATGAAGTAAT CCGCTTGTGTGGCAGAGTTA Inducéo de Apoptose
ipaC CGTGCAACAATGGAAACATC TTTACTGCTGGCCTGACTGA Polimerizagdo de Actina
ipaD TGGAACAATCGGCAAGGTAT TCGCCATTTCCACCTAGATT Complexo com IpaB
ipgD AGAGCTGTTGCTGCTCGTAAT GTCGGCGTCAGAAGAGAAGT Desorganizacdo da Membrana
icsB TGGCCTTGATGAAACAAACA AAGTGCCATACCAGCACAGTT Camuflagem de IcsA
VirA CACTGCAATCTCTGCCTCTG CCTTCACTGCTTGGAAGTGTT Desestabilizacéo de Microtubulos
ospF/mkaD CAGATGCTTTCTGCGAATGA GGCACGTTCGATGCTACTTT Desconhecido
ipaH7.8 TACCGTCTCTGCACGCAATA ACACGGTCCTCACAGCTCTC Escape de Macrofago
ipaH9.8 TACCGTCTCTGCACGCAATA ACACGGTCCTCACAGCTCTC Transporte para o Nicleo
ipaH4.5 TCGACTCACGTTCTGCAATC GGGCGATGGAGTGTATTCTG Desconhecido
ipgB GGATGCCCGGTGAATATAAA GGTTCGCTCTTGGCTCATC Desconhecido
senA GGACAGGCTGATGCAATCTT CATCCATTATGCAAGGCTACAA Secregao de lon
icsP/sopA TGGTTGGGTTCTTTCATCTG CGCAGCAACAGAGCAGTAAT Clivagem de IcsA
sepA CTGGGAAACCCGTCAGTTTA CTTCCATTGGTGGCGTTAAT Invasao Tecidual
msbB TTTGGGAATGATTGCAGGTA CGGGAAACAAAGCGATAAAT Modificagdo do O-antigeno
Apy CCTCAACGTAAAGCGGAAAT TAAACGCCCAGCCTCTACAT ATP-desfoforilase
phoN-Sf GCGGTTATCACTGGCAAAGT GTGCCTGGAACACAGGATTT Fosfatase de &cido nédo especifica
rfbU CCCGTTATTGCTCAGGTAGG CCCACAATCAACCAACAGAA Biosintese do antigeno O
ushA GGACAATATCCGGCAGAAAG TCCACGAATATCGGGTTCAG UDP hidrolase de agucar
VirF AAGAGATGGCGTCTTTCTGAT CAAGAAGGATTTGTTGAAATGTT Transcri¢éo de virB e icsA
virk GACCGGGAAGGAGAGTTGAT CTCCCTGTAATCCGCCAATA Regulacéo péstranscricional de icsA
virB CGAATGTACGCGATCAAGAA TCTACGAGTGCCATCCAGAA Ativacao de ipa, spa e mxi operons
iCSANIrG TTCCGGTGGTAATGGAGGTA CGAACGTGCCCTTATTGATT Nucleacgéo de filamentos de actina
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Tabela 04: Lista dos genes regulatérios selecionados e primers desenvolvidos.

Gene Sense Anti-sense Funcéo
CpXA AATCTGGCGGTACAGGATTG ACCAAATCACCAGCCGTAAA Sistema de 2 componentes
cpxR CATCTGGGTCAGGTGGTTTC ACCACGGGTGACCATCTTTA Sistema de 2 componentes
gyrA TACTGAAATCACCGCCAACA AACGTAGCCCTGGTGAGAGA DNA topoisomerase
gyrB ACGCTGCTGTTGACCTTCTT TGTTCCTGCTTGCCTTTCTT DNA topoisomerase
envZ ATATGGCGGCTGGTGTTAAG ATCCTGCTCGCTCATCATCT Sistema de 2 componentes
ompR CGTCGCTAATGCAGAACAGA GCAAATCGACAAGCCATCTT Sistema de 2 componentes
Hns CACTTGAAACGCTGGAAGAA TCAATACCGTCAGCGATCAG Repressor da transcri¢éo de virB
ihfA GCCAAAGAACTGGTTGAACTG CGGGCGTTGATTCTTATCAC DNA ligagédo proteina, regulagao
ihfB GCCAAGACGGTTGAAGATG CGCGGTAGTGCAAAGAGAA Transcri¢éo de virF e virB
yciB GTTGAGAAGATGGCCCTGAT CCCGCAAACAGAGCATAAAT Possivel papel na diviséo celular
miaA TACGGACTTGCCTTCCATTC GCGCAAACACCTCGATAAAC tRNA N6-isopentiladenosina
Rho GTGCTGATGGTTCTGCTGAT CGGGTTCGTCAAAGGTAGAA Transcri¢do de virB
StpA GCGTCCGGCGAAATATAAA GATCAGGAAATCGTCGAGAGA Anélogo de H-NS
topa TCGATCATTTCGACCATTCA GCGCGGTAAAGTCGTAGTTC DNA topoisomerase
parC TATGCTGCTGGCAATCACTC TGCCGATGGAATGTTGATAA DNA topoisomerase
park CTGGCGATACTGAAGCTGTG CCTGACGCAGACCATTAACA DNA topoisomerase
tyrT GCCAAAGGGAGCAGACTGTA GAAGTCGATGACGGCAGATT Tirosil tRNA
vacB GACCGTCCTGATGCAGAAAT GACGAATCGGCGAAGTAAAG Regulador de ipa e icsA
Tgt TCTTTGATCGTGGCGTAGTG GAAGGTGTTGCCGAGGATAA Regulador de virF
vacl GGTTATGGGCCTTACGTTCA AAGCGTCCATTTACCCACAG Necessario a disseminacao lateral
MIXE TGGTGTGTCGGAGGCTTATT CCATTTACTAACCGCCAAGTG Proteina AraC-like

Os genes de camundongo foram selecionados com base em pesquisas
bibliograficas referentes a resposta imune de Shigella (SELLGE et al., 2010;
PHALIAPON e SANSONETTI, 2007; JENNISON e VERMA, 2004; SANSONETTI,
2001). Os genes GAPDH2 e B2M foram escolhidos como normalizadores, que

independentemente da condicdo experimental serdo expressos da mesma forma,



tracando um padrdo de expresséo. No total, entre 0s genes da resposta imune e 0s
normalizadores, temos 26 genes listados na Tabela 05.

Tabela 05: Lista dos genes da resposta do camundongo selecionados e primers

desenvolvidos.
Gene Sense Anti-Sense
Nod1 GTTGGACTTCGGTGGTCAGT TGTCGGACTTCGCTCTTCTT
Nod2 GGTTCTGTCGTGTCCCTGTT TCTGTTGTGGGCTCCCTATC
TLR9 CCTGGCTCTCACAGGTTCTC GCTTCAGCTCACAGGGTAGG
TLR4 TCAGCACTACATCGCCTGAC GTCAGCTCCACTTTGCATCA
NOS TCAGGTGCCCTCTAGCACTT CTGAGGCGACAGAAGGTAGG
Thi-like GAGAAGCTGGACACGGACAT GGCTGGGCTAGTGAAGAGTG
IL17A AGCTGGACCACCACATGAAT AGCATCTTCTCGACCCTGA
IL17B GTCCCGTCCTGTTCTGTGTT TCTCTCCTTCCATGCTGTGA
IL6 CCGGAGAGGAGACTTCACAG TCACAGCCTACCCACCTCTT
IL1B AGCTTCTCCACAGCCACAAT ACTGCCTGGTTTCTCCACAG
TGF B1 GGCATCTGTGTTAGCGTTGA TGCCCTGGGTTCTTGTTATC
TGF B2 AAGTCAGCGAGGGAACTCAA GCTGATCCTGGGAGGTGTAA
TGF B3 GCCTCTGCATCTTCCTTGAG GGAGGCTGGCATAGTCAGAG
TNF Alpha ACGGCATGGATCTCAAAGAC GTGGGTGAGGAGCACGTAGT
IL10 TCCATGACAGCAGGTCAGAG CAGGGAAATGGTTGGTGTTT
INF Alpha 1 ACCCAGCAGATCCTGAACAT AGACAGCCTTGCAGGTCATT
INF Beta 1 ACCTTTGCACCCTCCAGTAA TGAACTCCACCAGCAGACAG
INF Gamma CAGGAGCAGGGAGATGGTAG TGGAAAGGCAGAAGCAAAGT
MCH-like Leukocyte 1 GGGATACGCCAGACACAGTT CCTTGTCCAGGAGTGGATGT
MCH-like Leukocyte 2 CCGGGTGTGCTAGGTAGGTA TCCTTACGGTTGGGATTCAG
Histocompatibility 2, A B1 ACCCGTGATGCCAATTAAAG TAACAAGGCCACCCAGAAAG
Histocompatibility 2, E B GCAGCCTACAAGGAGGACAG GACCAGGAGGTTGTGGTGTT
Histocompatibility 2, K1, K TCTCCTTCCCTCCTGAGACA TGGTCTCCTGATCCCTCATC
Cxcl15 (IL8) ACCTTGGTCTTCCTGCTTGA ATCGTTGTTCCCATCCACAT
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5.3.Padronizacgao da infecgdo em tecidos pulmonares de camundongos

Foram realizadas inoculagdes intranasais em dois periodos distintos. A
primeira inoculacdo ocorreu em dezembro de 2012 utilizando 48 camundongos: 4
cepas e 2 controles, totalizando 6 amostras, sendo 4 replicatas de camundongos
para cada (24) em dois tempos distintos 24 e 72h (48).

Como resultados deste experimento, os camundongos inoculados com as
amostras 11 e 27 apresentaram aspectos fisicos similares ao controle positivo, com
reacdes como a pelagem arrepiada e calafrios, principalmente apds 48h de infeccao.
As amostras 05 e 14 assemelharam-se ao controle negativo (Figura 08).

Apbs 24h de infeccdo houve o sacrificio do grupo conforme previsto, porém
observamos que apo6s 48h uma cobaia do controle positivo, duas da amostra 11 e
uma da amostra 27 foram a ébito devido a infeccdo, e as cobaias restantes estavam
em um estado grave de infeccdo. Por estes motivos, o segundo tempo de corte foi

adiantado de 72h para 48h, tentando evitar a perda do grupo amostral.
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Figura 08: Camundongos Balb/C ap0s 48h de infeccdo em evidéncia a alteracdo da
pelagem, inoculagdo realizada em dezembro de 2012. A - Controle negativo; B — Controle
positivo; C — Cepa Clinica 05; D — Cepa Clinica 11; E — Cepa Clinica 14; e F — Cepa Clinica
27.

Apbs a retirada do pulmdo, o tecido foi triturado com o auxilio do equipamento
homogeneizador de tecido Power Gen 125 da Fisher Scientific (Figura 09), com
lavagens do equipamento com agua esterilizada, etanol 70%, agua esterilizada e
agua livre de nucleases, nesta sequéncia, entre cada amostra de pulméo. O tecido
homogeneizado foi armazenado em 1mL de Trizol® a -20°C e uma aliguota passou
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por diluicdes seriadas para a realizagcdo da contagem bacteriana em placa para a
verificacdo da quantidade de bactéria viaveis. As diluicdes foram de 107, 10™, 10,
10°e 107,

Figura 09: Equipamento homogeneizador de tecido Power
Gen 125 da Fisher Scientific

A contagem bacteriana referente ao periodo de 24h foi realizada com sucesso
(Figura 10), porém, devido aos imprevistos relacionados ao Obito das cobaias, a
contagem de 48h foi realizada de forma descontinua. Nas amostras em que
ocorreram 0s 6bitos (Controle positivo, 11 e 27), ndo foram realizadas as contagens
devido a diminuicdo do numero amostral necessario a etapa seguinte de extracdo de
RNA. Nestas amostras, foram sinalizadas o 6bito das cobaias (Figura 11).

Com esta metodologia, também foi possivel definir a quantidade de bactérias
que de fato foram inoculadas no pulméo via intranasal através da determinacdo do
Tempo Zero (T0), no qual foram inoculados 10° do Controle positivo e seguido pelo
sacrificio do camundongo, retirada, trituracao e diluicdo do pulmao para a contagem

bacteriana. Os dados deste estudo estédo dispostos na Figura 10.
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Como resultados da inoculacdo, observamos a perda de aproximadamente
1,5 logaritmo entre a inoculacdo e a chegada ao pulmao. De 10° inoculados, apenas
um pouco mais de 10’ de fato chegaram ao pulméo, caracterizando a quantidade de
bactérias presentes no TO.

Durante a infeccdo de 24h, as amostras Controle Positivo M90T e 11
apresentaram um valor maior do que o delimitado pelo TO, com aproximadamente
10® cada. As amostras 14 e 27 obtiveram valores préximos de 10’, e a amostra 05
teve a menor concentracdo bacteriana com 10° (Figura 10).

Na infeccdo de 48h, houve o 6bito das amostras Controle Positivo M90T, 11 e
27, portanto, estes dados ndo foram contabilizados. Os isolados 05 e 14
apresentaram baixas concentracdes bacterianas com 10* e 10°, respectivamente
(Figura 11).

Na Figura 12 é possivel observar a diferenga de concentracdo bacteriana no
tecido pulmonar entre 24 e 48h de infecgdo, com a diminuigdo da concentragdo nas
amostras 05, em aproximadamente 2 logaritmos (10° para 10%), e amostra 14 em 4
logaritmos (10’ para 10%). Os isolados M90T, 11 e 27 n&o possuem valores base

para comparagao.
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Figura 12: Comparacao entre a contagem bacteriana apos 24 e 48h de infeccdo
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As amostras processadas em Trizol® foram transportadas em gelo seco de
Ribeirdo Preto para o Rio de Janeiro com a finalidade de realizar a extracdo de RNA
em colaboracdo com a FIOCRUZ - RJ.

Apés 0 processo de extracdo, o RNA apresentou um grau elevado de
degradacéo que poderia ser devido a diversas razbes como: a forma de trituragao
que pode ter sido muito brusca e invasiva; tempo decorrido entre a retirada do
pulm&o; e o armazenamento que pode ter ocorrido de forma inadequada.

Frente a estes problemas nao foi possivel a continuacdo do estudo, sendo
necessaria a repeticdo da inoculacao intranasal em outro periodo com as alteracfes
necessarias. Para as novas inocula¢des foram determinadas: o periodo de infec¢cédo
de 24 e 48h, evitando o Obito das cobaias; duas formas de armazenamento
diferentes, a utilizacdo de RNAlater® e o congelamento de maneira rapida com gelo
seco e etanol; o periodo entre a eutandsia e o armazenamento ndo poderiam
ultrapassar 3 minutos, o que impossibilitou a realizagdo de uma nova contagem
bacteriana; a utilizacdo de um método alternativo de trituracdo do pulmdo com a
utilizacdo do homogeneizador padronizado pela Plataforma de Microarranjo (RJ), o
Poter.

Definidas as modificagGes, a segunda inoculacéo intranasal ocorreu em abril
de 2013. Como resultados clinicos da inoculacao in vivo, as cobaias apresentaram
manifestacbes semelhantes as obtidas durante a primeira inoculacdo, com as
amostras 11 e 27 semelhantes ao controle positivo M90T, e as amostras 05 e 14
com o controle negativo. Os principais sintomas apresentados foram calafrios,
pelagem ericada (Figura 13) e presenca de secrecao ocular nas cobaias (Figura

14). Nesta segunda inoculacdo ndo houve morte prematura das cobaias.
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Figura 13: Camundongos Balb/C apés 48h de infeccdo em evidéncia a alteracdo da
pelagem. A - Controle negativo; B — Controle positivo; C — Amostra 05; D — Amostra
11; E — Amostra 14, e F — Amostra 27.
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Figura 14: Camundongos Balb/C apés 48h de infeccdo em evidéncia os olhos. A -
Controle negativo; B — Controle positivo; C — Cepa Clinica 05; D — Cepa Clinica 11; E
— Cepa Clinica 14; e F — Cepa Clinica 27.

A secrecdo ocular faz parte de um método de verificagdo de viruléncia
conhecido como Teste de Séreny, no qual sdo realizadas inoculagdes oculares em
porquinhos-da-india para a indugdo de ceratoconjutivite, quanto maior o grau, maior
o perfil invasivo da bactéria. Neste estudo, a presenca deste tipo de secrecdo em
48h foi um fator inesperado, uma vez que a inoculagao realizada foi a intranasal e
este resultado ndo foi observado durante a primeira inoculagdo em 2012.
Acreditamos que devido ao hébito que os camundongos tem de esfregar os olhos, a
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secrecdo nasal tenha sido levada pelo animal aos olhos, possibilitando a invaséo da
Shigella sem, no entanto, nos permitir avaliar o grau de inflamacéo devido a falta de
controle na quantidade de bactérias que teriam sido inoculadas. Porém, nao
deixamos de anotar os resultados observados (Figura 14).

Apés a eutanasia, o tecido pulmonar foi retirado e rapidamente armazenado
de duas formas, em solucdo de RNAlater® e congelado de maneira rapida em etanol

e gelo seco, e mantido sob refrigeracédo constante até o uso.

5.4.0btencao do RNA para verificacdo de expressao génica

O tecido passou por um processo de extracdo por Trizol® seguindo as
instrucbes do fabricante. O reagente RNAlater® é um produto designado para a
manutencdo da integridade do RNA em manipulacbes futuras, desta forma,
realizamos o0s primeiros testes de extragcdo com o tecido armazenado em
RNAlater®.

O instrumento utilizado para triturar o pulméo foi o Poter (Figura 15), no qual
fragmentos pequenos do tecido eram separados e congelados de maneira rapida em
etanol e gelo seco. O utensilio também foi congelado e mantido desta maneira. Apos
0 congelamento o tecido era macerado, realizando a higienizagéao entre as amostras,

e colocado em solucéo de Trizol®.
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Figura 15: Poter. A — Utensilio do Poter congelado em gelo seco e
etanol. B — Fragmento de tecido macerado.

Primeiramente foram extraidas o RNA de 6 amostras, sendo uma de cada
grupo experimental (Controle Positivo e Negativo, 05, 11, 14 e 27 em 24h) e
realizada a revelacao através da corrida de um gel desnaturante, com a intencdo de

verificar a integridade do RNA (Figura 16).
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Figura 16: Gel desnaturante com produto da extragdo de
RNA pelo método de Trizol®, em destaque as subunidades
de RNA eucarioto 28S e 18S, concentracdo de 150ng
(diluido 1:10). Linha 1. Controle Negativo, 2: M90T, 3:
Cepa 05, 4: Cepa 11, 5: Cepa 14 e 6: Cepa 27.

Esta analise mostrou um RNA integro (auséncia de rastros), com pouca
contaminacao de DNA (auséncia de brilho nos pocos) e a concentragédo de RNA nas
aliquotas depositadas (amostras 05 e 14 em muito baixa concentracdo) (Figura 16).
Demonstrando que o armazenamento em RNAlater® e a extragdo foram eficazes,
permitindo o prosseguimento com as demais amostras.

Apés a extracdo, as amostras passaram por todos os procedimentos que
precedem a amplificagdo no equipamento Fluidigm como o tratamento com DNAse,
quantificacdo, pré-amplificacdo com um pool de todos os primers, diluicdo e
montagem das placas de primers e amostras pré-amplificadas. A migracdo das
amostras para seu lugar no chip e a amplificagao destas pelo equipamento ocorreu

sem dificuldades.
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5.5.ldentificacdo do perfil de expressao da resposta imune do hospedeiro

Como resultados, obtivemos um resultado positivo para a amplificacdo de
todos os genes relacionados com a resposta do hospedeiro, possibilitando sua
analise.

Quanto a resposta do hospedeiro, obtivemos o agrupamento da expressao
em dois grupos (clusters), os que possuiam uma expressao altamente variavel entre
0s inoculos e os que ndo apresentaram grande variabilidade.

Na Figura 17, observamos um quadro de cores em que quanto mais proximo
da cor verde, menor a expressdo génica; quanto mais préximo de preto, mais na
média de expressdo; e quanto mais vermelha, mais regulada positivamente se
encontra a expressao. Cada linha representa um gene e cada coluna, um isolado. O
programa agrupou as amostras em 2 grandes grupos ou clusters. A esquerda da
figura, 0 agrupamento na parte superior, representa 0s genes que possuem grande
variacdo, nomeados cluster 1; e 0s genes na parte inferior sdo 0s que nhao
apresentaram grande variagdo, nomeados cluster 2. A direita, estdo listados os
primers analisados (Figura 17).

De modo geral, observou-se que na variacdo do periodo de 24h para 48h de
infeccdo houve um aumento na média de expressao dos genes como um todo. Isto
significa que houve maior resposta apés 48h de infeccdo em comparagdo com 24h.
Este resultado condiz com o observado na avaliagdo clinica das cobaias onde
ocorreu a visualizacdo de sintomas clinicos como a secre¢do ocular apenas apés
48h de infecgao.

Quando avaliamos a média de expressdo dos clusters separadamente é
possivel perceber esta diferenca de tempo de infeccdo com maior nitidez. Nas
figuras abaixo, estdo representados separadamente a média do cluster 1 (Figura
18) e cluster 2 (Figura 19) , onde a linha vermelha pontilhada representa a média de
expressao: quanto mais acima da linha, maior a expressédo; quanto mais abaixo,

menor a expressao, ambas com um Intervalo de Confianca (IC) de 95%.
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Figura 17: Quadro de cores representando a variacao da expressao génica das amostras, a partir de amostras provenientes de pulméo
de camundongo inoculados com diferentes cepas de Shigella (11, 14, 27, 05 e M90T). Cada linha representa um primer analisado e cada

coluna um isolado de acordo com o tempo de infec¢ao (24h ou 48h).
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Figura 18: Representacédo gréafica da média de expressao geral

dos primers agrupados no Cluster 1, altamente variaveis nos
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Figura 19: Representacdo grafica da média de expressao
geral dos primers agrupados no Cluster 2, pouco variaveis
nos diferentes tempos de infeccdo (24 e 48h).
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No Cluster 1 é demonstrado 0 aumento da expressao entre as amostras em
um periodo de 24h e 48h. As amostras 11 e 27 mostraram uma expressado acima da
meédia, sendo que 0 maior pico de expressdo ocorreu na amostra 27 apos 48h de
infeccdo. As amostras 05 e 14 apresentam valores abaixo na média estipulada em
24h. Ap6s 48h a amostra 14 mostra uma elevacdo da expressdo até superar a
média e a amostra 05, mesmo apds 48h, apresenta baixa regulacdo de expressao.

No Cluster 2, ndo ha grande variacdo de expressado entre as amostras que se
apresentam, de maneira geral, na média a excecdo da amostra 27 em 48h de
infeccdo que apresenta um pico simular ao observado no Cluster 1. Isto de
demonstra que independentemente do agrupamento, a amostra 27 apés 48h de
infeccdo apresenta alta expressao dos fatores analisados, diferenciando-a do padrao
delimitado nas outras amostras.

Além disso, podemos perceber que a amostra controle positivo M90T, apesar
de apresentar sintomas clinicos graves em camundongos, ndo obteve grandes
indices de expressado génica estando na média (24h) e abaixo da média (48h) no
Cluster 1. Curiosamente, no Cluster 2, que mostra 0s genes menos variaveis, ela
mostrou uma maior regulacédo positiva do que as cepas de estudo em 24h com uma
regulacao baixa em 48h. Acreditamos que esta diferenca entre padréo e cepa clinica
tenha base no fato desta amostra ser uma bactéria amplamente manipulada e
difundida como padréo, realmente seu potencial de viruléncia pode ser menor ou
mais atenuado do que o de uma amostra que comprovadamente provocou diarreia
em pacientes.

Quando verificados cada gene individualmente, apenas trés primers nao
alcancaram o padrao minimo determinado pelo programa sendo estes excluidos da
analise. Eles foram: as citocinas Interleucina 10 (IL10) e Interferon 1 (IFN-B1); e 0
Complexo Principal de Histocompatibilidade 1 (MHC-like 1). Dentre as provaveis
causas para estes resultados podemos citar: a pouca disponibilidade destes genes
no momento da invasao devido a baixa quantidade de cépias, que significaria sua
baixa expressdo no modelo experimental proposto; ou falhas técnicas na construcao
destes genes, que néo atingiram seus alvos especificos.

Aléem dos agrupamentos em clusters (1 e 2) utilizados para demonstrar a
expressao génica, realizamos outras divisées organizando os seguintes genes: Pro-
inflamatoérios (CXCL15, IL-1B, IL-6, IFN-B, TNF-a) (Figura 20), Anti-Inflamatoria
(TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3) (Figura 21), Resposta Inata (NOD 1, NOD 2, TLR4 e
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TLR9) (Figura 22), Resposta Adaptativa (Thl-like, IFN-y, IL-17A e IL-17B) (Figura
23) e Macrofagos (NOS, H2 -AB1, H2-EB, H2-K1, MHC-like 2) (Figura 24).

Dentre os genes pro-inflamatdrios, a quimiocina CXCL15 e o Interferon y
(IFN-y) demonstrou uma expressao relativamente similar em todos os grupos com
uma variagdo minima entre os periodos de 24h e 48h. A diferenca entre a expressao
foi observada para o CXCL15 para a cepa 27 em 48h, com valores de CT proximos
de 0,6 (Figura 20).

Para os genes Interleucina 13 (IL-1pB), Interleucina 6 (IL-6) e Fator de Necrose
Tumoral a (TNF-a) a resposta foi heterogénea. M90T apresentou baixa regulacéo
destes genes apds 48h; Dentre as amostras clinicas, a cepa 5 teve 0os menores

resultados; Os valores das cepas 11 e 27 foram os maiores (Figura 20).
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Figura 20: Andlise grafica da meédia de cada amostra em relacdo aos genes Pro-
Inflamatérios. As barras brancas representam 24h de infeccdo e as barras escuras, 48h. Em

ordem, da esquerda para direita, cepa 11, 14, 27, 5 e MOOT.

Para os genes Anti-Inflamatérios, temos os Fatores de Transformacao do
Crescimento B1, B2 e B3 (TGF-B1, TGF-p2 e TGF-B3). O TGF-1 e TGF-B2
apresentaram valores similares para todas as amostras. O TGF-1 teve expressao
superior em 48h para todos 0s grupos amostrais, a excecdo do controle positivo
MOOT. O TGF-B2, por sua vez, € mais expresso em 48h pelos grupos 05, 11 e 27, e
em 24h pelo M90T e 14. O TGF-B3 possui baixas expressdes em todas as amostras

exceto na cepa 27 em 48h (Figura 21).
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Figura 21. Andlise gréfica da média de cada amostra em relagcdo aos genes Anti-

Inflamatérios. As barras brancas representam 24h de infeccdo e as barras escuras, 48h. Em

ordem, da esquerda para direita, cepa 11, 14, 27, 5 e MOOT.

O grupo da Resposta Inata abrangem o NOD 1, NOD 2, TLR4 e TLR9. Para

os receptores NOD 1 e 2 foram notados os mesmos padrfes de expressdo com

valores baixos nas cepas 5 e 14; Os valores de M90T e cepa 27 declinaram apos

48h; J& os referentes a cepa 11 aumentaram em 48h. Para os TLR, tanto os

receptores TLR4 e TLR9 tiveram expressdes similares em todas as cepas, exceto

para a cepa 27 em 48h que teve expressao diferencial superior (Figura 22).
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Figura 22: Andlise gréfica da média de cada amostra em relacdo aos genes de Imunidade
Inata. As barras brancas representam 24h de infec¢édo e as barras escuras, 48h. Em ordem,
da esquerda para direita, cepa 11, 14, 27, 5 e M90T.

Na Resposta Adaptativa foram agrupados Thl-like, Interferon y (IFN-y),
Interleucina 17A (IL-17A) e Interleucina 17B (IL-17B).

Nos linfécitos T CD4 resposta do tipo 1 (Thl-like), ha maior expressdo em 24h
nos grupos M90T, 11 e 27, e em 48h no grupo 14. Para o IFN-y os valores de CT
foram muito baixos para os grupos M90T, 05 e 14, estando proximos de zero (0),
para o grupo 11 a expressao foi maior em 24h e no grupo 27 a maior expressao esta
em 48h (Figura 23).

A citocina IL-17A mostrou niveis de expressdo de aproximadamente 0,5 CT
em todos os grupos com valores similares em 24h e 48h, a exce¢ao do grupo 27 em
48h onde os valores triplicaram em comparagdo com 0 mesmo grupo em 24h. Para
o IL-17B, os valores foram similares nos grupos M90T e 05 em 24 e 48h, e uma
maior expressao em 48h nos grupos 11, 14 e 27. Os valores obtidos no periodo de
48h no grupo 27 foram o triplo dos obtidos em 24h (aproximadamente 6,0 CT)
(Figura 23).
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Figura 23: Andlise gréfica da média de cada amostra em relagcdo aos genes de Imunidade
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ordem, da esquerda para direita, cepa 11, 14, 27, 5 e MOOT.

Para a resposta de Macréfagos (NOS, H2 -AB1, H2-E, H2-K1, MHC-like 2), a
Sintese de Oxido Nitrico (NOS) ndo demonstrou grandes variacdes entre as
amostras de bactérias clinicas, sendo notadas diferencas apenas no padrdo M90T,
maior em 24h; O antigeno de Histocompatibilidade Classe Il antigeno A - 1 (H2-
AB1) os valores foram similares nos grupos 05, 11 e 27, e maior expressdao em 24h
para o MOOT e 14. Ja seu antigeno E - B (H2-E3) demonstrou uma expressao maior
em 24h nos grupos M90T, 05 e 11 com valores abaixo de 0,5 CT, em oposicao, 0os
grupos 14 e 27 demonstraram uma maior expressado em 48h, sendo que a amostra
27 teve sua expressao superior a 1,0 CT em 48h (Figura 24).

Para a regido K1 (H2K1) ndo ha grande variagdo ente os periodos, exceto no
grupo 27 onde os valores em 48h se destacam. No Complexo Principal de
Histocompatibilidade 2 (MHC-like 2), somente ha variacao de valores em nos grupos
11 e 14, com maior expressao em 48h (Figura 24).
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Figura 24: Analise gréafica da média de cada amostra em relacdo aos genes Macréfago. As
barras brancas representam 24h de infecgdo e as barras escuras, 48h. Em ordem, da
esquerda para direita, cepa 11, 14, 27, 5 e M90T.

5.6.Verificacdo do perfil de expressdo génica bacteriana

Os resultados relacionados aos genes de Shigella n&o possibilitaram a
analise pelo programa “R” devido ao numero de amostras que nao amplificaram.
Nas amostras que amplificaram, muitas apresentaram valores de ACT abaixo do
ideal (0,5), ou seja, houve pouca disponibilidade de RNA bacteriano impossibilitando
a andlise estatistica pelo programa “R”. A andlise alternativa a este programa foi

uma triagem manual dos graficos e valores de amplificacao.
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O primeiro passo da analise manual € a separacdo entre 0s genes que
apresentaram uma amplificacdo especifica, com um Unico pico de amplificagcdo nos

gréficos (Figura 25).
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Figura 25: Graficos exemplificando a amplificacao inespecifica (A) e especifica (B)

Apés as analises dos graficos de amplificacdo referentes aos 70 genes
bacterianos propostos por este estudo, apenas 26 apresentaram graficos adequados
para analise. Os 44 genes que nao foram analisados podem nao ter apresentado
disponibilidade de RNA no modelo proposto, néo possibilitando uma boa
amplificacéo pelo equipamento.

Os 26 genes com amplificacdes adequadas foram: gyrB, icsA-virG, icsP, ihfA,
ihfB, ipaA, ipaB, ipgD, ipaH 7.8, ipaH 9.8, ipgB, ipgD, miaA, mxi-spa, ospF, parC,
rfbU, senA, sepA, setlB, sigA, stpA, topA, virB, virF, virK. Apenas um gene
amplificou para todas as amostras analisadas, o ipaA (Figura 26). Entre os possiveis
candidatos a genes normalizadores para Shigella, destacam-se 0s genes ipa’s,
gyrB, ipgD e mixA. Neste estudo, o gene ipaA foi o selecionado como normalizador
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devido a alta taxa de amplificacdo (100%), o gene ipgD amplificou em 42,5% das
amostras, os genes ipaB e ipaD em 40%, e 0s genes gyrB e mixA ndo apresentaram

picos de amplificacdo aceitaveis.
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Figura 26: Representacéo da porcentagem de amplificacdo entre os genes de viruléncia de
Shigella

Os célculos de expressdo sdo baseados nos valores de ACT. A férmula é
ACT = CT gene — CT gene normalizador = n = 2", Vale ressaltar que este é o
mesmo calculo realizado pelo programa “R”, onde sao excluidas as amostras que
apresentarem um valor de ACT menor que 0,5. Para os genes bacterianos
analisados, todos se apresentaram abaixo deste limite, um dos motivos que

impossibilitaram sua analise pelo programa “R” (Figura 27).
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Variacdo da Média de CT entre as Amostras
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Figura 27: Representacdo da Média de ACT entre as amostras de Shigella

As maiores médias de amplificacdo ocorreram nos genes icsP (grupos 11 e
14), ihfA (05 e 27), infB (27), ipaB (05, 11, 27 e M90T), ipaD (27), ipaH 7.8 (M9OT),
ipaH 9.8 (M90T), ipgB (05, 11, 27 e M90T), ipgD (05, 11, 27 e M9O0T), miaA (14 e
27), mxi-spa (05, 14 e 27), ospF (27) e virB (14 e 27), que mostraram médias acima
de 0,1 CT. As médias do grupo 27 para os genes icsP e ipgD foram os mais
préximos de 0,5 CT.

Quando analisadas a quantidade de amplificacdes em geral, independente do
gene, por grupo amostral, os experimentos referentes a cepa clinica 11 possui a
maior porcentagem de amplificacdes, tanto em 24 quanto em 48h. O grupo 27 em

48h também apresenta altas taxas, com aproximadamente 50% dos genes
amplificados (Figura 28).
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Variagdo entre o Niumero de Amplificagées por Grupo/Tempo
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Figura 28: Representacao numero de amplificagées por Grupo/Tempo
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6. DISCUSSAO

O objetivo principal deste estudo foi a avaliagdo da resposta imunologica e
dos mecanismos de acdo bacterianos em infeccdo pulmonar de camundongo (in
vivo) frente a quatro cepas caracterizadas por métodos tradicionais bioquimicos, de
invasdo e moleculares. Acreditamos que os resultados provenientes desta proposta
possam ajudar a compreender melhor a infeccéo clinica, uma vez que estudos com
esta finalidade geralmente utilizam cepas padrdes.

Nossa principal hipotese parte do principio que cepas clinicas estao
constantemente em competicdo, diferente das cepas padrdes. Esta diferenca basica
pode levar a expressao diferencial de genes relacionados a imunidade e viruléncia,
devido as mutacdes naturais por diversas influencias externas as quais as cepas
clinicas (selvagens) podem estar sujeitas (PRELICH, 2012).

A avaliacdo da viruléncia foi realizada in vitro com a invaséo de células HelLa
e atraves de técnicas moleculares (PCR) envolvendo alguns genes de viruléncia
chaves presentes nas espécies de Shigella (ipaBCD, ipaH, ial, invE, virF, EVT,
ShET1A, shET1B e shET2) e o uidA, comum aos géneros Shigella e Escherichia coli,
permitindo uma visdo geral do potencial de viruléncia das cepas em estudo.

Os genes ipaBCD e ipaH, localizados no plasmideo de invasédo (lpa), sé&o
essenciais a invasao das espécies de Shigella na célula hospedeira (VENKATESAN
et al., 1988); o ial é responsavel pelo direcionamento bacteriano durante a invasao
(VARGAS et al., 1999); invE é responsavel pela regulacdo de ipaBCD (TANIYA et
al., 2003); virF reconhece alteracdes corporeas, principalmente de temperatura apos
a entrada da bactéria no hospedeiro, regulando a sintese dos plasmideos de
invasdo (PROSSEDA et al., 2004); EVT, shET1A, shET1B, shET2 sdo toxinas
(O'BRIEN e HOLMES, 1987); e uidA é fator ndo associado com a patogenicidade
utilizado para deteccdo de amostras de Shigella e Escherichia coli Enteroinvasiva,
neste estudo, em conjunto com 16S, ele possuiu o papel de marcador positivo para
Shigella (RIYAZ-UL-HASSAN et al., 2009).

A invaséo é o fator determinante na patogenicidade da Shigella, logo, o ponto
chave da escolha das quatro cepas foram as diferengas génicas além do perfil
invasivo. As cepas estudadas foram comprovadas como invasivas por testes de
invasao in vitro e para avaliar as diferentes respostas in vivo todas deveriam possuir

esta caracteristica. Desta forma, os genes ipaBCD, ial e o marcador de Shigella uidA
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foram comuns as quatro cepas selecionadas. As variagbes ocorreram nas
enterotoxinas (SshET 1A, shET1B, shET2 e EVT), nos reguladores (invE e virF), e no
fator ipaH (Tabela 01).

O padrao de invasao Shigella flexneri 5a M90T foi escolhido como controle
positivo deste estudo devido a sua larga utilizacdo como controle de invasdo em
muitos estudos por possuir seu potencial génico e imunolégico bem caracterizado
(SELLGE et al., 2010; SCHNUPF e SANSONETTI, 2012; KONRADT et al., 2011;
KOTLOFF et al., 2000; SPERANDIO et al., 2008; CERSINE et al., 2003; MANTIS et
al., 1996).

Na prética, apesar dos resultados referentes a caracterizacdo da resposta
imune serem obtidos com sucesso, a determinagcdo dos genes de viruléncia nédo foi
possivel devido a auséncia ou detec¢do abaixo do ideal de mRNA pela metodologia
utilizada.

A tecnologia de Fluidigm de Microfluidicos Dinamicos foi idealizada para
realizar analises de expressdo em larga escala, evitando resultados ambiguos,
demonstrando alta concordéancia com o PCR Real-Time e maior poder de
reprodutibilidade que o Microarray (SPURGEON et al. 2008 — Fluidigm Corporation).
Além disso, estudos adicionais demonstraram que bons resultados sao alcancados
mesmo com baixas concentracdes de amostra (JANG et al., 2011; WANG et al.,
2009).

Devido ao alto poder de sensibilidade demonstrado por esta tecnologia,
acreditamos que a falha da amplificacdo dos genes se deva as limitagbes do
desenho experimental quanto a andlise da expressao bacteriana, uma vez que este
estd pouco disponivel quando comparado ao RNA de eucarioto do pulméo do
hospedeiro. Esta pouca disponibilidade pode ter interferido na recuperacdo do
MRNA bacteriano pelo processo de extracdo, levando a baixa deteccdo pelo
equipamento.

Os motivos exatos que levaram aos problemas de amplificagcdo dos genes
bacterianos ainda sdo desconhecidos, porém acreditamos que possa haver grande
relacdo com a qualidade do mRNA bacteriano obtido, ndo com falha na tecnologia
utilizada. Dentre as provaveis causas, podemos citar a degradacdo do RNA
bacteriano devido a severidade da infeccdo; amostragem de tecido pulmonar
contendo RNA insuficiente; metodologia de extracdo ineficaz na recuperacdo do
RNA bacteriano.
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Novos estudos visando a obtencdo do mRNA bacteriano sdo necessarios.
Algumas sugestdes para solucionar estes problemas sao: a pesquisa de
metodologias de extracdo alternativas que favorecam o RNA bacteriano; realizacao
da histologia do pulméo para verificar se ha tropismo por alguma regido, efetuando a
extracdo da regido onde ha a maior concentracdo bacteriana; extracdo a partir do
lavado bronquio-alveolar visando uma melhor recuperacdo da RNA bacteriano.

A impossibilidade de analise destes dados pelo Programa “R” devido aos
baixos valores de ACT levou a uma analise superficial e qualitativa dos dados
referentes ao comportamento bacteriano, abordando principalmente as taxas de
amplificagéo.

Apesar dos dados incompletos, curiosamente, 0 gene ipaA obteve uma
amplificacdo para 100% das amostras testadas, o ipaA (Figura 26). Durante a
invasdo, sua principal funcao é a ligagcdo com vinculina, que leva a associagdo com
F-actina. Esse complexo, vinculina-ipaA-F-actina leva a despolimerizacdo dos
filamentos de actina presentes no citoesqueleto (BOUDERT-SICARD et al., 1999).
Uma molécula de ipaA tem a habilidade de ligar-se em até trés de vinculina, esta
alta disponibilidade do ipaA tem relacdo com a rapidez de entrada na célula epitelial
(PARK et al., 2011).

Dos 70 genes que foram propostos para o estudo de viruléncia de Shigella,
apenas 26 puderam ser analisados. A excecdo do ipaA, a taxa de amplificacéo foi
menor que 50% para todos. Por este motivo, para uma analise preliminar, o ipaA foi
selecionado como gene normalizador. A viabilidade de sua utilizacdo € discutivel,
porém a presenca de niveis detectaveis em todas as condi¢cbes amostrais o fez um
bom candidato, necessitando de estudos futuros para confirmar sua eficacia como
gene normalizador de Shigella, ou a proposta de novos genes.

A expressao génica relacionada a resposta imune dos camundongos, no
entanto, obtiveram niveis excelentes de deteccdo. Os motivos desta diferenca de
resultados em amostras que obtiveram o mesmo tratamento em todas as fases do
processo € desconhecido, porém acreditamos que seja pela grande disponibilidade
de mRNA eucarioto no tecido.

Quando os resultados para os genes da resposta imune foram avaliados,
podemos perceber um padréo de expressado génica completamente diferente entre a
cepa padrao M90OT e todas de origem clinica (Figura 17). Os niveis de expressao

em 24h para a amostra M90T foram maiores que os de 48h, caracterizando uma
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baixa expressdo em 48h. Em geral, todas as amostras clinicas demonstraram o
padrao inverso: a resposta obtida em 48h foi maior do que em 24h, demonstrando
uma elevacao nos niveis de expressao nesta diferenca de tempo.

Dentre as possiveis explicacbes para este fato, acreditamos que esta
diferenca de comportamento deve-se ao fato da bactéria padrdo possuir crescimento
controlado, sempre em niveis nutricionais ideais para garantir a reprodutibilidade. As
amostras clinicas estdo expostas as condicoes e pressbes externas como a
resposta imune do hospedeiro, os tratamentos com antibidticos, competicao
bacteriana, variacbes de temperatura e ambiente impréprio para o crescimento.
Como resultado, podemos obter altas taxas de mutacdo e super-expressao
(overexpressing) génica (PRELICH, 2012).

Apesar disso, a amostra clinica 5 ndo apresentou grandes variacdes entre 24
e 48h de expressdo (Figura 17), estando seus resultados abaixo da média de
expressdo. As maiores variagdes estado entre os genes pré-inflamatorios. Os genes
referentes aos resultados adaptativos e macrofagicos estdo entre aqueles que
permaneceram invariaveis (Figura 20, 23 e 24).

Todas as amostras demonstraram modula¢cfes semelhantes dos genes pro-
inflamatorios, logo, a expressao destes pela cepa clinica 5 demonstra o sucesso da
inoculacdo bacteriana no hospedeiro. Apesar disso, a auséncia ou baixa modulacao
dos demais genes propostos neste estudo sugerem que a infeccdo foi controlada
nas etapas iniciais do processo invasivo, corroborando com o observado no fenétipo
dos camundongos (Figura 08, 13 e 14).

A amostra 5 foi escolhida para fazer parte deste estudo por apresentar, além
do gendtipo invasivo (ipaBCD, ial), somente genes relativos a enterotoxina (ShET1A,
shET1B, EVT), sem a presenca de nenhum gene efetor na genotipagem (Tabela 1).
Estudos mostram que a presenca de genes reguladores, principalmente o virF, é
essencial para a ativacao dos fatores invasivos (FALCONI et al., 1998). Acreditamos
que, apesar do potencial de invasao in vitro e de apresentar o gene em testes
moleculares, esta cepa, ao se deparar com antagonistas in vivo, ndo teve sua
invasdo bem sucedida.

Para as demais cepas clinicas, a alta taxa de estimulacdo entre os genes
estudados apds 48h (Figura 17) sugerem uma resposta progressiva em virtude do
continuo estimulo bacteriano e da inflamac¢éo aguda (PHALIPON e SANSONETTI,
2007).
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Para os genes pré-inflamatérios dois apresentaram desempenho similar para
todas as condi¢des estudadas (Figura 20): a quimiocina CXCL15, responsavel por
recrutamento de neutrofilos (ROSSI et al., 1999) e IFN-B, um sinalizador de bactéria
intracelular produzido principalmente por macrofagos, células dendriticas
plasmocitoides e fibroblastos (STETSON e MEDZHITOV, 2006). J4 os genes IL-1j,
IL-6 e TNF-a apresentaram valores varidveis, mas no geral, sua maior expressao
ocorreu em 48h (Figura 20).

Os resultados de IFN-B corroboram com os encontrados por Schupf et al.,
(2012), nos quais em infeccdes realizadas em ligacdo do ileo de coelhos, as taxas
de expresséo de IFN-B ndo se modificaram em todas as condic¢des testadas.

Para a quimiocina CXCL15, conhecida inicialmente como “lungkine”, sua
expressdo era tida como exclusivamente pulmonar, sendo uma das principais
responsaveis pelo recrutamento de neutrofilos a esta regido, sendo homdloga a IL-8
(ROSSI et al., 1999). Schmitz et al., (2007) demonstraram a expressao de CXCL15
em outros 6rgdos mucosos e enddcrinos. Os niveis de expressao pulmonares e
gastrointestinais se mostraram similares, sendo que em pulméo de camundongos
adultos BALB/c esta quimiocina é altamente expressa regulando a migracdo de
neutrdfilos frente a infeccéo externa (SCHMITZ et al., 2007; ROSSI et al., 1999).

A pouca variacdo na expressdo de CXCL15 e IFN-B em nossos resultados,
independente do tempo de infec¢do, sugere o recrutamento neutrofilico e presenca
de macrofagos para todas as amostras clinicas e a M90T. Em camundongos
saudaveis, o pulmao é 6rgéao livre de patdégenos. Por um lado, este fato possibilita
uma boa avaliagdo de respostas imunes inatas e adaptativas frente a um anico
agente patogénico; Por outro, a auséncia de microbiota natural ndo mimetiza
exatamente a infeccdo em humanos (FERNANDEZ e SANSONETTI, 2003).

Isto, aliado ao fato que a inducdo de IFN-B por macréfagos depende da
estimulacdo do TLR4 (THOMAS et al., 2006), nos permite inferir que a inducédo da
quimiocina CXCL15 e IFN-B, ocorreu pela presenca de LPS bacteriano, ou seja, a
auséncia de variacbes se deve a presenca de bactéria em todas as condicdes
testadas.

As citocinas pro-inflamatorias IL-18, IL-6 e TNF-a (Figura 20) séo
multifuncionais com muitas possiveis fontes, sendo produzidas por macréfagos nos
estagios primarios da resposta antimicrobiana (SCHNUPF et al., 2012; AKIRA et al.,

1990). Nossos resultados demonstraram uma alta regulacdo destas citocinas apos
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48h de infeccdo em todas as condi¢cdes testadas, exceto para a IL-6 na cepa 27, que
teve maior expressao em 24h. Apesar destas diferengas, as variacoes entre os
tempos foram pequenas (Figura 20), indicando atividade de macrofagos devido a
estimulacao continua por LPS.

Em relacdo as respostas pro-inflamatérias, podemos inferir que as
expressdes génicas estao relacionadas com a prépria inoculagcédo bacteriana em um
ambiente livre de patdgenos. Os Padrbes Moleculares Associados ao Patdgeno
(PAMP’s), como o LPS bacteriano, induz a resposta priméria a infec¢éo por Shigella,
e ndo tem grande relacdo com a capacidade das cepas em invadir as células
epiteliais, sendo esta a principal hipétese sobre a auséncia de variacdes entre a
expressao de fatores pré-inflamatérios nas condicfes propostas (BIANCHI, 2007).

As respostas referentes a expressao macrofagica e da imunidade adaptativa
sdo complementares, uma vez que 0 sucesso da resposta adaptativa depende da
sinalizacdo adequada pela inata, sendo virtualmente impossivel discutir um sem
abordar o outro devido a cooperacgao entre o0s sistemas.

Para a resposta imune adaptativa nos propusemos a caracterizacao de Thl,
IFN-y, IL-17A e IL-17B (Figura 23). Th-1 é um subtipo de células T em resposta a
patégenos intracelulares, ativada por IL-12 e IFN-y, liberando IL-2, IFN-y e TNF-B
(ROMAGNANI, 1991). O IFN-y também pode ser produzido por células NK (Natural
Killer) em modelo de infeccdo pulmonar na infeccéo inicial por Shigella, o qual é
responsavel pela ativacdo de Oxido Nitrico Sintetase (NOS) promovendo clearance
(limpeza) bacteriano por macréfagos (WAY, 1998).

Um estudo promovido por Le-Barilec et al., (2005) demonstra que a ativagao
inicial de IFN-y nos estagios primarios da infecgdo por células NK leva a rapida
ativacdo da resposta Thl em infec¢Bes por Shigella, sendo esta descrita em varios
modelos de invaséo por Shigella (SINHA e BAGCHI, 2004).

A redundancia de expressdo de IFN-y (NK e Thl) ajuda na rapidez do
controle da infeccdo, caracterizando-o como um importante mediador da resposta
contra as espécies de Shigella devido as ativacdes de células linfoides e Oxido
nitrico por macrofagos. No entanto, alguns pacientes demonstram uma baixa
regulacdo de IFN-y em estagios agudos da infecgdo, sugerindo um mecanismo de
escape. Esta caracteristica também pode ser simulada em modelo pulmonar em
camundongos (PHALIPON e SANSONETTI, 2007; RAQUIB et al., 1997).
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O Oxido Nitrico Sintetase (NOS) é produzido por células fagociticas como
macrofagos, mondcitos e neutrofilos, sendo ativado por um primeiro sinal de IFN-y,
podendo ter o TNF como segundo sinal. A citocina TGF-3 tem um efeito inibitdério em
sua ativacdo (WEINBERG, 1998). Os macrofagos sdo as primeiras células em
resposta a invasdo da Shigella e possuem uma participacdo importante na
manipulacdo do sistema imune por este patdogeno. A baixa regulacdo de IFN-y pela
bactéria inibe o primeiro sinal necessario a ativacdo de Oxido nitrico, impedindo o
clearance por macrofagos (PHALIPON e SANSONETTI, 2007; JENNISON e
VERMA, 2004).

Nossos resultados mostraram uma baixa regulacdo de IFN-y em relacéo a
cepa 11 em 24 e 48h (Figura 23). O baixo nivel de IFN-y nestas amostras (5, 14, 27
e M90T), combinado com os baixos resultados de NOS (Figura 24), representa o
sucesso no escape do macrofago por estas amostras de Shigella.

Os altos niveis de IFN-y e NOS (Figura 23 e 24) na amostra 11 sugerem
falha no escape macrofagico, ativacdo de Oxido nitrico e posterior lise bacteriana
(WEINBERG, 1998). Este comportamento € restrito a amostra 11, sugerindo alta
regulacdo de macrofagos nesta amostra. Estudos com varias mutantes de Shigella
demonstraram que a baixa regulacdo de IFN-y é dependente de efetores da Sistema
de Secrecdo Tipo Il (T3SS) (PHALIPON e SANSONETTI, 2007). Nossa
caracterizacao preliminar apresenta somente o ipaBCD e ipaH como membros do
T3SS (Tabela 1), sendo necessarios mais estudos necessarios para avaliar os
genes ausentes na cepa 11 que levaram a esta possivel falha no mecanismo de
escape. Estes estudos também esclareceriam se ha alguma relacdo com a
enterotoxina shET1A, o Unico gene ausente na cepa 11 que é comum a todas as
outras amostras.

Além do clearance pela ativacdo de Oxido Nitrico Sintetase (NOS), como
Célula Apresentadora de Antigeno (APC), a resposta macrofagica também envolve
0os Receptores de Histocompatibilidade Classe Il (H2-AB1, H2-EB, H2-K1, MHC-like
2 (BAUNGART et al., 1998).

A expressdo do gene Thl-like neste estudo demonstrou uma atividade
heterogénea: As amostras MOO0T e 5 tiveram baixa expressédo; Amostra 27 foi mais
expressa em 24h; Amostra 14 teve maiores taxas em 48h (Figura 23). A presenca
de células Thl juntamente com antigenos de HLA (Antigenos Leucocitarios

Humanos) em pacientes com inflamacéo aguda no intestino pode significar protecao
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contra Shigellose devido a ativacdo priméria da resposta Thl (SINHA e BAGCHlI,
2004).

Antigenos de Histocompatibilidade Il (Figura 24) tiveram uma expressao
similar em todas as amostras em sua regido AB1; alta expressao para a cepa 27 em
suas regifes EB e K1 apés 48h de infeccdo; e altos valores para a cepa 14 para o
MHC-like 2 em 48h. Estes dados sdo complementares a expresséo de Thl para as
cepas 14 e 27, indicando efetivacdo da resposta Thl apesar dos niveis baixos de
IFN-y, necessario a diferenciacdo Thl. Um fato interessante € que ambas as
amostras possuem a presenca diferencial do gene ipaH, importante no escape do
vacuolo fagocitico de macrofagos (FERNANDEZ-PRADA et al.,, 2000). Nossos
dados sugerem que o gene ipaH também possa ter um papel na estimulacdo da
imunidade Thl.

A citocina IL-17 também foi proposta neste estudo como pertencente a
imunidade adaptativa uma vez que o Th17 tem sido demonstrado como relevante na
protecdo a infecgBes por Shigella (SCHNUPF e SANSONETTI, 2012). IL-17 é um
estimulo para neutréfilos e linfécitos T, podendo estar disponiveis em muitas fontes
como células Thl7, T CD8, NK e neutréfilos (WEAVER et al., 2007; KOLLS e
LINDEN, 2004), sendo considerado uma ponte importante entre a imunidade inata e
adaptativa (FLIERL et al., 2008). IL-17 parece ser uma das primeiras citocinas em
resposta a bactérias patogénicas e mudancas no intestino. As células Thl7
promovem imunidade protetora e sdo uma das primeiras primadas (prime) nas
infeccbes intranasais por Shigella, com a deteccdo de IL-17 e IL-22 (SCHNUPF e
SANSONETTI, 2012).

Sellge et al.,, (2010) realizaram um estudo usando modelo murino de
Shigellose, investigando a imunidade especifica de células T. Como conclusbes
principais, encontraram que a Shigella flexneri prima predominantemente células
Th1l7 produtoras de IL-17 e IL-22, porém IL-17A s6 pode ser encontrada niveis
acima dos controles nao infectados 6 dias ap0s a infecgéo.

Nossos resultados demonstram que a cepa de Shigella clinica 27 como uma
Otima indutora de IL-17A e IL-17B depois de apenas 48h de infecgcédo (Figura 23).
Estudos adicionais sdo necessarios para avaliar se esta producao ocorre em funcao
de células Th1l7 ou somente como produto de células da imunidade inata, mas ja

confere a esta cepa a capacidade de primar células Th17 (CUA e TATO, 2010).
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A proteina anti-inflamatéria TGF-B possui a funcdo de controle de
proliferacdo, diferenciagdo e outras fungdes celulares (HERPIN et al., 2004). E
encontrada altamente expressa em pacientes durante a Shigellose aguda (RAQUIB
et al, 1995) e em estagios convalescentes para humanos (SCHNUPF e
SANSONETTI, 2012) com a intengcao de prevenir a destruicdo tecidual e morte do
hospedeiro. Em roedores, TGF-f também possui a funcdo no desenvolvimento de
Th17 em combinacdo com citocinas pro-inflamatorias (SELGE et al., 2010). Nossos
resultados ndo demonstraram diferencas na expressao dos genes TGF-1 e TGF-
B2, porém para TGF-B3 ele foi altamente expresso na cepa 27 em 48h (Figura 21).
Este resultado complementa os referentes a IL-17, sugerindo uma possivel
estimulacdo de Th-17 pela cepa clinica 27 em 48h de infeccéo.

A defesa proveniente da IL-17A, com a producao de citocinas pré-inflamatéria
e recrutamento de neutrofilos € uma das mais presentes na resposta a infeccao por
Shigella (ISHIGAME et al., 2009; IWAKURA et al., 2011). Apesar de ndo podermos
confirmar o envolvimento de células Th17, podemos sugerir o envolvimento da IL-17
no recrutamento de neutrdfilos, necessarios a invasdo por Shigella. Os neutrdfilos,
durante a invasdo por Shigella, rompem as juncdes oclusivas que unem o epitélio
intestinal, liberando uma nova entrada para o lumen intestinal em um mecanismo
independente de células-M. Este envolvimento dos neutréfilos parece ser crucial
para a inflamacéo e a destruicédo tecidual (JENNISON e VERMA, 2004; PERDOMO
et al.,, 1994). Por outro lado, o maior recrutamento neutrofilico pode degradar as
proteinas de viruléncia da Shigella através da elastase e confinar as bactérias
extracelulares a mucosa impedindo a invaséo e disseminagédo (WEINRAUCH et al.,
2002; ZANG et al., 2001). As altas taxas de IL-17, subsequentemente de neutrofilos,
em estimulacdo gradual de 24 para 48h para a cepa clinica 27 sugerem maiores
taxas de invasao na regido basal do epitélio.

Em concordancia com estes resultados, a amostra 27 também demonstrou
altos valores de expressao para o TLR4 e TLR9 (Figura 22) que reconhecem LPS e
CpG DNA, respectivamente (HIPPENSTIEL et al., 2006). O TLR4 é encontrado na
membrana basolateral das células epiteliais e possui um papel importante na
interacdo bacteriana durante o reconhecimento de LPS (ADEREM et al., 2000). O
TLR9 reconhece apenas CpG DNA ndo-metilado de bactéria intracelular (HEMMI et
al., 2000). Ambos levam a ativacdo do fator transcricional pro-inflamatorio NF-kB
(ELEWAUT et al., 1999). A alta expressdo de mRNA para os TLR4 e 9 para a
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amostra 27 sugere um bom reconhecimento intra e extracelular e sucesso na
invasdo (TLR9).

Os receptores intracelulares NOD1 e NOD2 demonstraram um resultado
heterogénico. Todas as amostras obtiveram niveis similares de expressao, exceto as
amostras 11 e 27, as quais obtiveram resultados expressivos (Figura 22). Estes
resultados concordam com os resultados de TLR9 para a amostra 27, demonstrando
grande potencial invasivo, e relaciona esta habilidade para a amostra 11. Estes
resultados concordam com o0 encontrado na caracteristica fenotipica dos
camundongos (Figura 08, 13 e 14), sendo as cepas 11 e 27 as que apresentaram
maiores alteracoes fisioldgicas.

Muitos antagonistas de Receptores Toll (TLR) como o CpG DNA e LPS séo
ditos como potentes adjuvantes de mucosa, desenhados para preservar a estrutura
antigénica e apresentar o antigeno efetivamente (KAMINSKI et al., 2006; JIANG e
KOGANTI, 2003). A patogenicidade da Shigella esta em sua habilidade de invadir o
epitélio intestinal levando a uma resposta imune pro-inflamatoéria, ndo havendo
necessidade de adjuvantes. No entanto, quanto maior estimulo as células da
resposta imune inata, maior a liberacdo de citocinas pré-inflamatéria e influéncia
sobre a resposta adaptativa (KAMINSKI et al., 2006) estabelecendo a cepa clinica
27 como um bom estimulo a imunidade (Figura 22).

A inducédo do processo inflamatério necessita de uma Shigella com um perfil
invasivo com todos os fatores necessarios (SELGE et al., 2010). Nossa cepa clinica
27 foi caracterizada como possuindo o plasmideo de invaséo (ipa) como as demais
presentes neste estudo. A diferenca principal estd na presenca de todos as
subunidades da enteroxina de Shigella (ShET1A, shET1B, shET2), que diferente das
Shiga-Toxinas (stx) estdo envolvidas no processo de invasdo (VARGA et al., 1999),
e podem ser a principal razdo da resposta diferencial da cepa 27.

O potencial imunogénico do isolado clinico 27 foi demonstrado através da
regulacéo positiva de fatores chave da resposta imune quando comparados a outros
isolados e a M90T. Mais estudos sdo necessarios para expor totalmente que fatores
de viruléncia sao diferencialmente expressos durante a invasdo. Contudo, a
habilidade da cepa 27 pode ser utilizada para melhorar o entendimento sobre o
fendtipo invasivo da Shigella e sua relagdo com a imunidade e como uma possivel

fonte para vacinas vivas atenuadas.
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7. CONSIDERACOES FINAIS e PERSPERCTIVAS FUTURAS

Com base em todas as evidéncias encontradas, propusemos quatro
esquemas hipotéticos sobre 0 modo de agédo de cada cepa clinica analisada neste
estudo. Para exemplificar a invasdo por M90T, a Figura 29 demonstra a modulacéo

da resposta imune classica conforme a literatura (SCHROEDER e HILBI, 2008).
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Figura 29: Desenho esquematico da modulacdo da resposta
imune por M9OT.
Fonte: Adaptado de Schroeder e Hilbi, 2008.

A amostra clinica 5 possuiu boa regulacdo dos genes pro-inflamatorios
(Figura 20) e baixos niveis de expressdo de IFN-y e NOS (Figura 23 e 24). Isto
sugere que ela efetuou o escape do macrofago com sucesso. Porém a baixa ou
auséncia de diferenca entre os genes referentes as respostas adaptativas e
macrofagicas ndo permitiram avaliar a invasao (Figura 23 e 24). Acreditamos com
base nos aspectos fenotipicos da cobaia apos a infeccao (Figura 08, 13 e 14) e na
auséncia de modulacdo dos demais genes, que a infeccdo por esta cepa foi

controlada em suas etapas iniciais (Figura 30).
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Figura 30: Desenho esquematico da modulagéo da resposta em modelo pulmonar

pela amostra clinica 5.

A amostra clinica 11 efetuou regulagdo de genes proé-inflamatérios (Figura
20), porém, em oposicAdo as outras amostras, apresentou niveis elevados de
expressdo de IFN-y e NOS (Figura 23 e 24) sugerindo o sucesso do clearance
bacteriano pelo macréfago. A alta expressdo dos receptores NOD1 e 2 (Figura 24)
por esta cepa, levam a crer no sucesso da invasado, confirmada pelas caracteristicas
fenotipicas do hospedeiro (Figura 08, 13 e 14) apesar da alta atividade macrofagica
(Figura 31).
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Para a amostra clinica 14, a regulagédo da resposta pro-inflamatoéria (Figura
20) e o escape macrofagico (Figura 23 e 24) foram possivelmente bem sucedidos.
As baixas expressoes de receptores intracelulares (NOD1/2, TLR9) (Figura 24) nao
permitem inferir no processo invasivo, as caracteristicas fenotipicas das cobaias
também permaneceram inalteradas (Figura 08, 13 e 14). Porém, a presenca de
MHC-like Il (Figura 24) e Thl (Figura 23) sugerem a possibilidade de resposta
Thl(Figura 32).



Liamen Intestinal

.-. Col
&
o &

O

ntrole da Invaséo

Shigella Clinica 14
LI ™ Células M

- r

®

&)

| 0]
O r" 0

Y

o |

Sub-Mucosa

O
S

CXCL15

O 1O
.- - Macréfago

Neutrofilos
. ]
O
® ®

N

Recrutamento
de
Neutréfilo

. TN
IFN'ﬁ T ﬂ Escape dos Macrofagos/!
( Bai Apoptose
aixa
IL-6 \/ NOS ‘Regulagﬁﬂ HC ’

TNF-a

79

Podendo modular: Hipotético

Clerance
Bacteriano

NOS * R:‘g‘ﬁagﬁo

0

IFN-y

Natural Killer (NK)

NN
ipaH (?)
. o

Figura 32: Desenho esqueméatico da modulagdo da resposta em modelo pulmonar pela

IFN-V 'R:;Lilal(:gﬁo
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A amostra clinica 27 demonstrou ser a mais eficaz na modula¢édo da resposta
imune, boa expressdo nos estagios iniciais (Figura 20) e alta regulacdo de
receptores intracelulares (Figura 24) confirmando altas taxas de invasao. Este perfil
invasivo foi confirmado no fendtipo das cobaias (Figura 08, 13 e 14). A alta
expressao de receptores de Histocompatibilidade Classe Il (H2-EB, H2-K1) (Figura
24) e de Thl (Figura 23) sugerem uma resposta Thl. A presenca de niveis elevados
de IL-17 (Figura 23), que também modula o recrutamento de neutrofilos e pode ser
expressa por ceélulas NK, em conjunto com TGF-f (Figura 22) sugerem uma
resposta Th-17 (Figura 33).
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As quatro cepas clinicas propostas neste estudo foram escolhidas com base
na presenca ou auséncia dos genes ipaH, virF, invE, shET1A, shET1B e sShET2.
Apesar de ser um namero limitado de genes, sua variacdo entre as amostras, levou
a quatro perfis de resposta imune distintos. Uma caracterizacdo mais ampla da
expressao génica bacteriana seria necessaria para o desenho do perfil completo do
comportamento destas amostras in vivo, porém o potencial inflamatério destas

amostras foi demonstrado neste estudo.

Com relagéo a estes genes de viruléncia, duas hipoteses foram sugeridas: A
modulacdo da resposta Thl teria relagdo com a presenca do gene ipaH nas cepas
clinicas de Shigella; A alta imunogenicidade apresentada pela amostra 27 pode ser

bY

atribuida a presenca do complexo de enterotoxinas (ShET1A, shET1B, shET2).

(Figura 32 e 33).
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Estudos adicionais serdo necesséarios para responder a estas hipGteses
especificas. Porém, os resultados aqui obtidos sugerem que estes genes séo
chaves para o potencial de viruléncia da Shigella, uma vez que a auséncia de um,
ou um grupo deles, provocaram diferentes respostas em um mesmo modelo

experimental.

Dentre as cepas propostas, a amostra clinica 27 demonstrou um grande
potencial imunogénico, sendo ela uma boa candidata para estudos futuros. Esta
amostra esta sendo submetida a um sequenciamento completo de seu genoma,

para a elucidacéo de todo seu potencial genético.

Novas padronizacfes da recuperacdo do mRNA bacteriano estdo sendo
programadas em projetos futuros, visando identificar o perfil de viruléncia

complementar a esta resposta imune.

Esta caracterizacdo da regulacdo da resposta imune de cepas clinicas
isoladas de casos de Shigellose € inédita, e demonstrou como diferentes cepas se
comportam entre si e com relacdo a um padrdo bem caracterizado. As diferencas de
resposta entre a cepa padrdo M90T e as cepas clinicas justifica o desenvolvimento
de vacinas baseadas em cepas clinicas e serve de base aos estudos que defendem

a criacao de vacinas que sejam regionais.
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CONCLUSOES

= A cepa padrao M90T demonstrou uma regulacdo génica diferencial quando
comparada com as amostras clinicas, indicando grandes diferencas entre as
respostas imunes de padrbes bem caracterizados e cepas selvagens;

» Os genes tidos como Proé-Inflamatérios (CXCL15, IFN-B, IL-1B, IL-6 e TNF-a)
nao apresentaram diferencas entre as cepas por se tratarem da primeira
resposta frente a presenca de bactérias, através de Padrdes Moleculares
Associados a Patégenos (PAMP’s) como o LPS bacteriano, ndo a invasao
em si;

= A amostra clinica 5 ndo apresentou diferencas nos tempos analisados em
relacdo aos genes propostos. A avaliacdo da expresséo genica, juntamente
com o0s aspectos fenotipicos da cobaia, indicaram baixas taxas de invaséo
desta amostra e o controle da infec¢éo nos estagios iniciais;

= A amostra clinica 11 indica alta atividade macrofagica e clearance bacteriano
dependente de Oxido Nitrico. Apesar disto, os resultados de NOD e
aspectos fenotipicos da cobaia sugerem sucesso na invasao;

= As amostras clinicas 14 e 27 demonstraram um padrdo de resposta de
protecdo Thl, possivelmente relacionada com a presenca do gene ipaH. As
cepas clinicas que apresentaram uma menor ou auséncia de modulacéo de
resposta Thl demonstraram auséncia deste gene;

= A amostra 27 possuiu uma regulacao diferencial dos genes IL-17A/IL-17B,
TGF-B3 e TLR4/TLRY9, que sédo relacionados a possibilidade de primar
células Thl7. Esta amostra apresentou um grande potencial imunogénico,
devido a possivel relagdo com as enterotoxinas de Shigella (ShET1A,
ShET1B, ShET2).

= As quatro cepas clinicas propostas neste estudo, possuiam diferentes
genotipos com relagcdo aos genes ipaH, virF, invE, shET1A, shET1B e
ShET2. Estas diferentes varia¢des levaram a quatro perfis de resposta imune
distintos. Caracterizando-os como genes chaves para o potencial de

viruléncia de cepas de Shigella,
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= A cepa clinica 27 foi caracterizada como uma boa candidata para estudos
futuros sobre estratégias de invasédo, viruléncia e possiveis fontes vacinais

com base nos aspectos diferenciais das cepas clinicas regionais.
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Laboratério de Hanseniase - Fiocruz AN EXO 03

Protocolo para desenno de oligos a
oartir de seguéncias bacterianas

Duas caracteristicas dos RNA mensageiros bacterianos que sao importantes de serem ressaltados no desenho de
experimentos de andlise de expressao génica € o fato de ndo possuirem introns e nem cauda Poly-A, diferente de
transcritos de genes eucariotos.

O fato de ndo possuirem introns confere uma dificuldade nos experimentos para andlise de expressdo génica uma

vez que o produto amplificado a partir do RNA mensageiro (cDNA) é do mesmo tamanho daquele amplificado a
partir do DNA gendmico. Caso tenha contaminagéo do RNA com DNA gendmico, ndo tem como ter garantia de
que estara amplificando apenas o RNA.

Por ndo apresentarem cauda Poly-A, a etapa de transcrigéo reversa do RNA em DNA complementar (cDNA) exige a
utilizacao de Random Primers, ao invés de Oligo dT (poly T) normalmente utilizado para eucariotos. O uso de

iniciadores de oligo dT é uma forma de evitar que DNA gendmico seja transcrito.

Portanto, por esss duas caracteristicas, torna-se impressindivel o tratamento do RNA com DNase, para eliminar
qualquer trago de contaminagdo por DNA gendmico. Para isso, recomendamos o uso do Kit DNA free Turbo da

Ambion por esse ndo exigir nova purificagdo do RNA apds o tratamento.

1) Obtencao das sequéncias do tipo Refseq dos genes de interesse

E importante dar preferencia - sempre que possivel - para o uso de sequencias do tipo Refseq dos determinados
genes. Os Refsegs sdo sequéncias annotadas e ‘curadas’ - ou seja - extensamente verificadas nos bancos de
dados de sequéncias nucleotidicas.

Recomendo a obtengéo das sequéncias dos genes de Shigella a partir do link colado abaixo.

http://microbes.ucsc.edu/lists/shigFlex_2A/refSeq-list.html

Na lista, os genes anotados e conhecidos sao representadas por um cédigo comegando com as letras SF e
terminando em um numero de 4 digitos... por exemplo: SFO033: carnitinyl-CoA dehydratase.

Segue as etapas no pagina a seguir para obter as sequéncias dos genes de interesse.


http://microbes.ucsc.edu/lists/shigFlex_2A/refSeq-list.html
http://microbes.ucsc.edu/lists/shigFlex_2A/refSeq-list.html
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SF0031
(w/ DNA-binding transcriptional activator Cz
flanking)

CP0042
(w/ 1S1294 transposase
flanking)

CP0043
(w/ 1S1294 transposase
flanking’

SF0032
(w/ carnitine operon protein CaiE
flanking

SF0033
(w/ carnitinyl-CoA dehydratase

(w/ 15150 ORF1(ORF A)

1) Ao clicar no cédigo do gene de interesse, o
gene aparece no navegador da direita...

Home Genomes Blat Tables PCR DNA PDF/PS Help

UCSC Genome Browser on Shigella flexneri 2a 10/18/2002 Assembly (shigFlex_2

move [ <<< |[ <<|[ < |[ > |[>> |[>>> |zoomin [ 1.5x |[ 3x |[ 10x |[ base | zoom out [ 1.5x || 3x |[ 10x |

position/search  chr:34,807-35,700 [ jump | clear | size 894 bp. | configure | Click to Request New Tracks

scate 200 F ]
chri 34ss0| G4v0e| o49sel 3soeel ssesel ssieel 35156l sszes| osasel osses| 3sasel ssesel ss4sel ssses| 3sssel SSSer
100 _ GC Fercent in 28 Base Windous

oo Fercent

8

2

Genbank RefSeq Gene ANNOTations
SFE632 ¢ ¢
SFo033

RFam noncoding RNA

TRNA genes from tRNASCHA-SE
TRNA genes

2 22

Annotated Genbank ACRNAS
Genbank NncRNAS

BlastP Hits to Refited Species
BlastF Related

tes
Desulfurococcales
enarchaea les

Thermop 1asmata
Archasog 1ok i

BlastP Hits to Other Archaea

StP Other Archaea

macoes a respeito desse gene

2) A linha colorida abaixo do titulo “genebank RefSeq Gene
Annotations” € um link clicavel que leva até a pagina de infor-

SF0031 -
(w/ DNA-binding transcriptional activator C¢| | Genbank RefSeq Gene Annotations (SF0033)
flanking)
Gene: SF0033 caiD
Product: camitinyl-CoA dehydratase
CP0042 Note: the ion of L- itinyl-CoA to crc betainyl-CoA
(w/ 151294 transposase Protein: NP_705992.1
flanking)
CP0043 [Positions and Sequence] [COG] [Gene Ontology] [Protein Domain and Structure
(w/ 151294 transposase Infomation] [Gene Homology] [Pathway]
flanking) "
SF0032 Positions and Sequence
w/ carnitine operon protein CaiE
- L GC content: 52.46%
Position: chr:34807-35700
SF0033 Genomic Size: 894
(w/ carnitinyl-CoA dehydratase f;::ng= - bol: caiD
flanking) e Symbol: c:
CDS Start: complete
c CDS End: complete
ﬂ(l/ ki ISISCORE1(OREIS) Links to sequence:
Sfo0sa o Predicted Protein
(w/ putati betai itine-CoA lig o Predicted mRNA from genomic sequences
flanking) / o Genomic Sequence from assembly
CPON4s |
3) O link “predicted mMRNA” sequence leva até a sequéncia desejada.
Essa deve ser copiada e colada num arquivo .doc ou .txt
SF0031 - - . >SF0033
(w/ | DNA-binding transcriptional activator Ci| ArcaaACGTCAGGCAACTACCCTCCCAGCTARTAATCACGCCCTARAACA
flanking) ATATGCATTTTTTGCAGGGATGTTGTCCTCCCTAAARAAGCAARAATGCA
CGAAAAGCGA TACATC' 'CCGCA AATTCTG
GAAATTACCCTTGATCGCCCAAAAGCGAATGC AAAAACCAG
CP0042 CTTTCAAATGGGCCARGTATTTCTARATTTCCGTGACGATCCGCAATTAC
(w/ 1S1294 transposase GTGTCGCCATTATTACCGGTGCCGGAGAGARATTCTTTTCCGCGGGCTCE
flanking) GATTTAAAAGCGGCAGCAGAAGGCGAAGCACCGGATGCTGACTTTGGCCC
TT 'TAACCGAAATTTTCAATCTCGACAAACCAGTTA
TCCCAGCTCTCARCCECTACCCCTTTCCCCECEETTTCCARCTCECCTC
GCGGCAGATTTTATTGTTTGTGCCCATAACGCCAGCTTCGCCCTGCCGCA
CP0043 AGCCAAACTGGGCATCGTTCCTGACAGCGGCCETGTGCTGCGTCTGCCCA
(w/ 1S1294 transposase AGATCCTGCCGCCTACC ATGAA CGA
flanking) ATGGGCGCAGAAGAGGCGCTGCGT ARCCGC TAG
CCAGGCGGAACTGAT ACGCCCGCGAACTGGCTCAGCAGCTGETTA
ACAGCGCCCCGCTGGCGATTGCGGCGCTCAAAGAGATCTACCGCACCACT
SF0032 AGCGAAATGCCGGTAGAAGAAGCGTATCGCTATATTCGCAGCGGCGTGTT

(w/ carnitine operon protein CaiE
flanking)

SF0033
(w/ carnitinyl-CoA dehydratase
flanking)

CP0044
(w/ 1S150 ORF1(ORF A)
flanking)

SF0034
(w/ putative crotonobetaine/carnitine-CoA lig

GAAACACTATCC. TGCATTCGGAA CATTGAA CGC
TGGCGTTTGCC AAGCGCGATCCGGTC' AAGGACGTTAA

101
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2) Desenho do Primer pelo software Primer 3

O Software Primer 3 ¢ livre e de acesso via web pelo endereco http://frodo.wi.mit.edu/

A maioria dos parametros séo mantidos nos padrdes (defaults) recommendados pelo site. Vou listar abaixo apenas
0s parametros que alteramos para conferir caracteristicas desejaveis aos primers. E importante ressaltar, que neste
site, todos os links azuis levam para um tutorial com instru¢gdes cada parametro.

1) Colar a sequéncia alvo na janela...

Pr- 3 ) ) Checks for mispriming in template. ||disclaimer | Primer3 Home
1mer (v.0.4.0) Rick primers from a DNA sequence. Primer3plus interface cautions FAO/WIKI

Paste source sequence below (5'-43', string of ACGTNacgtn -- other letters treated as N -- numbers and blanks ignored). FASTA format ok. Please
N-out undesirable sequence (vectoy, ALUs, LINEs, etc.) or use a Mispriming Library (repeat library): | NONE )

|

v

o Pick left primer, [_) Pick hybridization probe (internal o Pick right primer, or use right primer below
or use left primer below: oligo), or use oligo below: (5' to 3' on opposite strand):

| Pick Primers | | Reset Form |

2) Modificar a faixa de tamanho do produto para 90 - 150 pares de bases (Mais recomendado para PCR em tempo

real)

| Pick Prlmer§\| | Reset Form |

M A string to identify your output.
E.g. 50,2 requires primers to surround the 2 bases at positions 50 and 51. Or mark the source sequence with [ and ]:
e.g. ..ATCT[CCCC]TCAT.. means that primers must flank the central CCCC.

Excluded E.g.401,7 68,3 forbids selection of primers in the 7 bases starting at 401 and the 3 bases at 68. Or mark the source

Regions: sequence with < and >: e.g. ...ATCT<CCCC>TCAT.. forbids primers in the central CCCC.
Product Size Ranges | 150-250 100-300 301-400 401-500 501-600 601-700 701-850 851-1000
Number ToReturn 5| Max 3' Stablhg( foo |
Max Repeat Mispriming [12.00 | [24.00 |
Max Template Mispriming [12.00 |

24.00

| Pick Primers | | Reset Form

3) Modificar o parametro Max 3' Stability. Esse parametro determina o nimero de bases C ou G que sera permitido
entre as ultimos 5 bases dos primers. E desejavel que a regido 3’ do primer seja menos ‘estavel’ do que a regido 5’,
ou seja, que contenha mais A e T do que C e G. Um primer muito estavel na regiéo 3’ (por exemplo CGCGC), ao se
anelar a uma regiéo errdbnea do DNA, pode ser mantida e a extensdo do produto pela DNA polimerase pode ser
iniciada numa regiao que ndo aquela desejada. Um valor de 9 permite que aproximadamente metade das ultimas 5
bases sejam compostas de C ou G. Recomendo iniciar com um valor de 7 para permitir que apenas 1 C ou G seja
colocado nesta regiéo. Caso nenhum primer seja encontrado na sequéncia, pode subir novamente esse parametro
abrindo méo dessa caracteristica.


http://frodo.wi.mit.edu
http://frodo.wi.mit.edu
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4) Modificar os parametros Max Self Complementarity (MSC), Max 3’ Self Complementarity (M3SC) e Max Poly-X.
Os primeiros dois parametros citados influenciam na capacidade dos primers formarem todas as formas de dimeros
e grampos. Recomendo iniciar com MSC = 5, e M3SC = 2. Em relagao ao Max Poly-X, é recomendavel que néo
tenha mais do que 3 da mesma base repetida em sequencia.

General Primer Picking Conditions

Primer Size Min: 18 Opt: 20
Primer Tm Min: s7.0 Opt: 60.0
Product Tm Min: Opt:
Primer GC% Min: 200  Opt:

: [100.0 | Table of thermodynamic parameters: | Breslauer etal. 1986 ¢ |

Max 3' Self

19) ity: . L .

Max Self Complementarii 8.00 Complementarity: 3.00

Max #N's: 0 Max Poly-X: 5

Inside Taret Penalty: ™ Outside Target Penalty: o Note: you can set Inside Target Penalty to allow primers inside a
instde Larget Penaly: Hutade Larget Feale: target.

First Base Index: 1 CG Clamp: 0

W 50.0 | Salt correction formula: | Schildkraut and Lifson 1965 + |

Concentration of divalent cations 0.0 Concentration of dNTPs 0.0
Annealing Oligo Concentration: 50.0 (Not the concentration of oligos in the reaction mix but of those annealing to template.)
™ Liberal Base () Show Debuging Info @ Do not treat ambiguity codes in libraries as consensus (| Lowercase masking

| Pick Primers | | Reset Form |

5) Depois de selecionar esses parametros. Clique em “Pick Primers”.

6) Os primers selecionados aparecerao na proxima pagina como abaixo. Copie para seu arquivo .doc ou txt.

Primer3 Outp

No mispriming library specified
Using 1-based sequence positions
OLIGO start _len tm gct any ' seq

LEFT PRIMER 598 20  60.25 50.00 3.00 2.00 oo CCGACCAAAGAGTTGCTGAT
RIGHT PRIMER 697 20 60.02 50.00 4.00 2.00 AGCAGACGATGATGCAGTTG
SEQUENCE SIZE: 3222

INCLUDED REGION SIZE: 3222

PRODUCT SIZE: 100, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 1.00

1 TGTTATC

61 T AGC.

7) Caso nenhum primer tenha sido encontrado, altere os parametros mencionados sem passar dos valores default
at§ conseguir primers adequados.

No Acceptable Primers Were Found

The statistics below should indicate why no acceptable primers were found. Try relaxing various p i g the self-
pammters and max and min oligo melting temperatures. For example, for very A-T-rich regions you might have to mcncasc maximum pnmer size or
i melting

Statistics

con  too in in no tm  tm high high high

sid many tar excl bad GC too too any 3' poly end

ered Ns get reg GC% clamp low high compl compl X stab ok

Left 2690 [ [ 0 0 0 1627 39 0 [ [ [ 0
Right 2690 0 0 0 0 0 1627 36 0 0 0 0 1027

Pair Stats:
considered 13209, unacceptable product size 13209, ok 0
primer3 release 1.1.4
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3) Verificar as sequéncias no Primer Blast do NCBI

rimer-bl

Esse site, como o Primer 3 também faz desenho de primer. Entretanto, ndés usamos para outra finalidade. Usamos
como uma especie de PCR virtual. Para isso, basta preencher os campos dos primer com os primers desenhados
pelo Primer 3 e mudar o campo ‘Organismo’ para Shigella. Além disg0, precisa alterar o campo “database’ para
‘nr’. Por fim clicar em “Ger Primers”.

PNmer Parameters

Use nyy own forward primer mmww *

©
2}
H

@©
(o]
g

Max Max Tm difference

Exon junction span

Exon junction matgh

Intron inclusion

Intron length range

Primer Pair Specificity
Specificity check
Organism

Shigella (taxid:620)
Enter an organism name, taxonomy id or select from the suggestion list as you type. @)

dd more organisms

Database

104


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Como resultado, espera-se que a primeira entrada seja 0 gene de interesse e que o anelamento seja perfeito.

Primer pair 1

Sequence (5'->3') Length Tm G Self 3' complementarity
Forward primer CCGACCAAAGAGTTGCTGAT 20 2.00
Reverse primer AGCAGACGATGATGCAGTTG 20 2.00

Products on target templates
>AE005674.2 Shigella flexneri 2a str. 301, complete genome

product length = 100
Features associated with this product:
carbamoyl-phosphate synthase large subunit

Forward primer 1 CCGACCAAAGAGTTGCTGAT 20
Template 30844 ...iiiieevsccensaaess 30863

Reverse primer 1 AGCAGACGATGATGCAGTTG 20
Template 30943 .cccccccccccccccccns 30924

product length = 4271
Features associated with this product:
putative transcriptional requlator

sigmaD(70) factor of RNA polymerase-like protein

Reverse primer 1 AGCAGACGATGATGCAGTTG 20
Template 2842802 ........T.A..CA..... 2842783

imer 1 AGCAGACGATGATGCAGTTG 20
2838532 ..G..CT.TeTeveennnns 2838551

Reverse
Template

product length =

Features associat uct:

Ja todas as outras saidas devers apresentar problemas de anelamento, ou tamanho de produto nao apropriado ou
anelamento de apenas um dos dois primers.
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SHIGELLOSE: UMA REVISAO SOBRE A UTILIZAQAO DA CEPA Shigella
flexneri 5a — M90T — COMO PADRAO DE INVASAO E EM ESTUDOS
IMUNOLOGICOS

Paula Taquita Serra®, Luis André Morais MariGba?, Patricia Puccinelli Orlandi?

1- Parte da dissertacdo de Mestrado no Programa de Po6s-graduagcdo em Imunologia Basica e Aplicada, Instituto de
Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Amazonas, Manaus, Amazonas, Brasil.

2- Pesquisador(a) do Centro de Pesquisa Lebdnidas e Maria Deane, FIOCRUZ Amazbnia, Rua Teresina, 476,
Adrianopolis, Manaus, Amazonas, Brasil.

E-mail: paulatakita@hotmail.com

Resumo

A Shigellose é uma doenca entérica causada pelo género Shigella spp., uma bactéria gram-negativa
que invade as células do epitélio intestinal. Muitos estudos relacionados ao seu potencial invasivo
séo realizados com o padrdo de Shigella flexneri 5a, a M90T. Esta revisao visa identificar quais os
motivos que levaram a utilizacao desta cepa como padrdo e suas principais descobertas. Além disso,
verificamos a realizacdo de estudos de caracterizacdo genética e imunoldgica visando o
conhecimento sobre o comportamento de Cepas Clinicas (Selvagens) isoladas de casos de
Shigellose, em comparacdo com os padrdes de infeccdo bem caracterizados como a M9O0T.
Acreditamos que tais estudos poderiam auxiliar no entendimento imunoldgico da Shigella para
propdsitos vacinais.

Palavras-Chave: Invasdo por Shigella, M90T, Genes de Invasdo, Resposta Imune, Cepas Clinicas
(Selvagens).
Abstract

Shigellosis is an enteric disease caused by Shigella spp. genus, a gram-negative bacterium which
invades gut epithelial cells. Many invasiveness studies are performed with the strain Shigella
flexneri 5a — M90T- as standard. This review aims to identify the reasons that lead this strain
utilization as invasive standard and its main findings. Moreover, we verified the realization of
genetic and immunological characterization studies aiming the knowledge about Clinical Strains
(Wild) from Shigellosis cases behavior, and its comparison to well-characterized strains like M90T.
We believe this kind of studies could improve immunological understanding of Shigella infection to
vaccine purposes.

Key-words: Shigella Invasion, M90T, Clinical Strains (Wild).

atingindo principalmente criangcas menores

1. Introducéo que 5 anos.

A Shigellose ou Disenteria Bacilar é uma Atualmente, mais de 100 anos apos sua
doenca entérica causada pelo patogeno descoberta, muitos de seus mecanismos de
Shigella spp. Seu mecanismo de acdo é invasdo e subversdo da resposta imune ja
tipicamente invasor, com a ruptura do epitélio foram descritos. Ainda assim, estudos
superficial do intestino, causando dores adicionais  ainda sdo  necessarios para
abdominais e uma severa diarréia muco- desvendar informagdes  desconhecidas
sanguinolenta. Sua maior area de ocorréncia principalmente sobre o modo de agéo in vivo,

sdo em locais onde a rota fecal/oral é efetiva, necessario para obtencao de vacinas.



Nesta revisdo, abordamos o0s principais
estudos relacionados a patogenicidade,
ensaios in vivo e desenvolvimento de vacinas
que utilizam a cepa de Shigella flexneri
subtipo 5a -M90T - como padrdo. O objetivo
principal foi comparar estes estudos com 0s
que utilizam cepas clinicas (selvagens),
verificando abordagens e relevancias.

2. Metodologia

Os artigos foram consultados no sitio de
busca PubMed disponivel em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed com as
seguintes palavras chave: Shigella M90T (55
artigos, acesso em 16 de julho de 2013);
Shigella M90T and Animal Models (3 artigos,
acesso em 16 de julho de 2013); Shigella
MOO0T and Immunity (9 artigos, acesso em 16
de julho de 2013); Shigella M90T and
Vaccine (11 artigos, acesso em 16 de julho de
2013); Shigella M90T and Clinical Shigella
(Sem resultados, acesso em 16 de julho de
2013); Shigella M90T and Wild Shigella (20
artigos, acesso em 16 de julho de 2013); Wild
Shigella and Animal Models (4 artigos,
acesso em 16 de julho de 2013); Wild
Shigella and Immunity (35 artigos, acesso em
16 de julho de 2013); Wild Shigella and
Vaccine (35 artigos, acesso em 16 de julho de
2013). Destes, foram selecionados aqueles
que abordavam a utilizacdo da cepa Shigella
flexneri 5a — M90T — como padrdo de
infeccdo por Shigella e a comparacdo com
Cepas Clinicas (Selvagens).

3. Shigella spp. : Historico e Aspectos
Gerais

Em virtude dos varios episédios graves de
disenteria no Japdo em 1897, um jovem
médico do Instituto de Doencgas Infecciosas
do Japéo dedicou seus esforgos para encontrar
a causa desta doenca. Em 1898, Dr. Kiyoshi
Shiga realizou um estudo com 36 pacientes
onde percebeu a presenca de um simples
bacilo em comum com todos os casos e
confirmou sua descoberta utilizando as
premissas do  Postulado de  Koch.
Primeiramente a bactéria descoberta foi
nomeada Bacillus dysenteriae, pois se
acreditava ter relacdo com o Bacillus coli
(Hoje, Escherichia coli). O nome Shigella, em
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homenagem ao seu descobridor, s6 foi
oficializado na edicdo de 1930 do Bergey'’s
Manual of Determinative Bacteriology. Dr,
Shiga dedicou os esfor¢cos de uma vida para
desvendar os segredos de sua descoberta, foi
0 primeiro a identificar a presenca de toxinas
— Shiga Toxinas — e realizar as primeiras
tentativas de imunizagdo. Sua intencdo era se
aposentar com a cura para a disenteria bacilar.
Infelizmente, Dr. Shiga faleceu aos 85 anos
(1957) sem a descoberta de uma cura e a
Shigella permanece como um problema de
salde publica até os dias de hoje com 80 a
160 milhdes de casos por ano (PUPO et al.,
2006; WHO, 2005; TROFA et al., 1999;
KEUSCH, 1998).

Apds a descoberta da Shigella dysenteriae
(1898), outras espécies de Shigella foram
identificadas: Shigella flexneri (por Simon
Flexner em 1990); Shigella boydii (Mark
Boyd em 1915); e Shigella sonnei (Carl
Sonne entre 1928-1938). Estas espécies foram
classificadas como grupos A, B, C e D por
ordem de descoberta, possuindo 15, 8, 18 e 1
subtipos, respectivamente, com base nas
diferencas nos antigenos de superficie O
(PHALIPON e SANSONETTI, 2007,
BERGAN, 1979).

A Shigella é um patdgeno intracelular que
atinge principalmente criangas de 0 a 5 anos
(KOTLOFF et al., 1999). Apesar de ser
associada a paises em desenvolvimento
devido a rota de transmissdo fecal-oral ser
elevada em locais com falta de saneamento
basico, surtos de Shigellose também séo
descritos em paises desenvolvidos, como em
creches na Inglaterra (MAGUIRE et al.,
1998), hortalicas como alface e salsa (Europa
e Estados Unidos) (NAIMI et al., 2003;
KAPPERUD et al., 1995) e contato com agua
contaminada em Oregon, Estados Unidos
(KENEE et al., 1994).

O género Shigella flexneri ¢ o mais
comumente encontrado em paises em
desenvolvimento, com os sorotipos 1b, 2a, 3a,
4a e 6. Nos paises desenvolvidos, sao
encontrados Shigella flexneri 2a e Shigella
sonnei (KOTLOFF, 1999). Shigella boydii
possui seus casos limitados & india e a
Shigella  dysenteriae, a razdo do
descobrimento do género, € considerado raro


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

e permanece ausente nos estudos atuais
(SANSONETTI, 2006).

4. Shigella flexneri subtipo 5a - M90T e a
Caracterizacao do Plasmideo de Invaséo

Um dos primeiros estudos utilizando o
subtipo 5a da Shigella flexneri M90T foi
sobre a determinacdo da presenca de um
plasmideo de invaséo através da habilidade de
cepas de Shigella flexneri de invadir células
HeLa e induzir ceratoconjutuvite em
Porquinho-da-india pelo Teste de Séreny
(SERENY, 1955). A transmissdo do
plasmideo pWR110 da cepa M90T para cepas
que perderam a viruléncia, regenerou a estas
amostras seu fenotipo invasivo. Este foi o
primeiro estudo a sugerir que o potencial de
invasdo da Shigella possuia uma fonte
plasmidial (SANSONETTI et al., 1982).

Para confirmar estes resultados, em 1983
estudos  posteriores  foram  realizados
transferindo o plasmideo pWR110 da Shigella
MOOT para uma Escherichia coli ndo invasiva
(K12), conferindo a esta cepa a habilidade de
invadir células HeLa confirmando que s6 a
presenca do plasmideo ja era suficiente para
proporcionar a invasdo (SANSONETTI et al.,
1983).

Recentemente seu genoma completo foi
sequenciado com o objetivo de comparar as
cepas de Shigella flexneri subtipo 5a (M90T)
e 5b (cepa 8401) concluindo que a M90T
possui 99,9% do genoma da Shigella flexneri
e algumas proteinas hipotéticas ausentes nesta
comparacdo. Os autores também concluiram
gue conhecimento obtido com este estudo séo
essenciais para a manipulacdo genética
necessaria a estudos mais especificos de sua
patogenicidade (ONODERA et al., 2012).

Apesar da recente informacdo sobre a
sequencia génica completa, esta primeira
associagdo com plasmideo de invasédo
(SANSONETTI et al, 1982; 1983)
determinou a Shigella M90T como um bom
padréo para estudos sobre 0s mecanismos de
invasdo e como isso afetaria o hospedeiro.
Deste entdo, numerosos estudos tém sido
realizados para desvendar detalhes de sua
patogenicidade.

Em 1987, trés estudos revelaram alguns
pontos chaves para a invasdo: No primeiro foi
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utilizado o soro de macacos convalescentes de
infeccdo por Shigella e identificado através de
imunobloting e eletroforese em gel 2D pelo
menos 4 proteinas importantes para a invasdo,
nomeadas neste estudo como A, B, C e D,
todas codificadas pelo mesmo operon
(BAUDRY et al., 1987); O segundo analisou
estas proteinas presentes no nomeado
plasmideo de invasdo (ipa) em soro de coelho
identificando ipaB (57 kDa), ipaC (43 kDa) e
ipaD (43 kDa) pertencentes ao operon
ipaBCD, como as principais responsaveis
pelo fendtipo invasivo. A proteina ipaH
também demonstrou um papel na invaséo,
porém sendo codificado por uma regido
diferente de ipaBCD (BUYSSE et al., 1987).

@) terceiro estudo utilizou
imunofluorescéncia em células HelLa apds a
invasdo da Shigella M90T detectando altos
niveis de actina e pequenas microestruturas
no momento da penetracdo bacteriana na
célula epitelial. Estes resultados sugeriram
que a entrada ocorre de uma forma parecida
com a fagocitose com a formagdo de
profusbes ao redor da bactéria e que a
aquisicao de motilidade das cepas de Shigella
depende da producdo de actina (CLERC e
SANSONETTI, 1987).

Identificados o plasmideo de invaséo e as
principais proteinas relacionadas, estudos
posteriores foram realizados com a finalidade
de pesquisar quais outros genes eram
modulados nesta fase. Em 1986 foi
identificado em Shigella flexneri 2a o virG
como essencial a infeccdo de células
adjacentes (MAKINO et al., 1986); Em 1989
foi relacionado o locus icsA com a
polimerizacdo da F-actina necesséria a
motilidade inter e intracelular (BERNADINI
et al.,, 1989); Em 1990 foi identificada a
presenca do ipaA e ipaR no plasmideo de
invasdo (BUYSSE et al., 1990); Em 1992 foi
relatado que todos estes genes estdo
associados com o locus spa (VERKATESAN
et al.,, 1992); Em 1993 foi identificada em
Shigella flexneri 2a a associagdo com o locus
MixA (SASAKAWA et al., 1993). Os locus
Mix e spa sdo responsaveis pela codificacao
dos genes do Sistema de Secrecdo Tipo Il
(T3SS), hoje conhecidos como 0s genes



necessarios para a invasdao da Shigella no
epitelio do hospedeiro.

No panorama atual é conhecido que a
entrada e disseminacdo lateral em uma
infeccdo por Shigella sdo eventos regulados
por proteinas do Sistema de Secregdo do Tipo
Il (T3SS) que por sua vez sdo codificados
por genes plasmidiais. IpaC polimeriza
actina; ipgD dissocia a membrana de plasma
do esqueleto de actina; virA desestabiliza 0s
microtubulos e ipaA formam um complexo
com vinculina, despolimerizando a actina.
Eles sdo contato dependentes, ativados apds o
contato com a célula alvo levando a formagao
de profusdes ao redor da bactéria que sdo
lisados por ipaB e ipaC. Apos a invasdo nas
células epiteliais, a Shigella induz uma
reorganizacdo do citoesqueleto e provoca a
formacdo de um vacuolo que facilita a entrada
e o crescimento intracelular de Shigella. O
escape para o citoplasma é seguido de um
processo de motilidade dependente de actina
que leva a bactéria a passar para as células
adjacentes. Na presenca de macréfagos, varias
proteinas sdo injetadas no citoplasma da
célula hospedeira, neste caso, ipaB é
responsavel pelo processo apoptético da
célula infectada (SANSONETT], 2001).

5. Modelos Animais para Estudos com
Shigella

Apesar da boa caracterizacdo do
comportamento da Shigella M90T em células
HelLa, para estudos in vivo, eram necessarios
a adogé@o de modelos animais.

O primeiro modelo animal utilizado para
verificacdo de viabilidade de vacinas
atenuadas foi a administragdo oral em
macacos por serem 0s Unicos modelos que
mimetizam a infec¢do igual ao ocorrido em
humanos, com a excec¢do que eles necessitam
de uma dose maior de inoculo para provocar a
doenca (FORMAL et al., 1984).

O modelo de infeccdo pulmonar foi
descrito pela primeira vez em estudos
envolvendo a Shigella flexneri 2a (VAN DE
VERG et al., 1995). A invasdo da bactéria ao
epitélio bronquial e alveolar levou ao
desenvolvimento de uma  bronquio-
pneumonia aguda que mimetizou o ocorrido
na infeccdo por Shigella, com a modulacdo da
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imunidade inata e adaptativa e expressdo de
varias  citocinas importantes para 0
entendimento da protecdo vacinal.

Em 1996 foi descrito a utilizagdo da
ligacdo de intestino de coelho para a
verificacdo da modulacdo de resposta imune.
Este novo modelo animal posto foi uma
abordagem diferente de sua antiga utilizacao,
a determinacdo do fendtipo invasivo apenas
pela presenca de secre¢do. Os Foliculos
Associados ao Epitélio (FAE) que recobrem
as Placas de Peyer representam uma porta de
entrada para microrganismos invasivos. Este é
um bom modelo para observacdo de
alteracbes morfoldgicas e migracdo celular
para o local da infeccdo (SANSONETTI et
al., 1996).

Devido & inabilidade de desenvolvimento
de infeccdo intestinal em camundongos
adultos, Fernandez e colaboradores (2003)
propuseram a inoculacdo oral em
camundongos recém-nascidos com quatro
dias de vida. Como resultados eles obtiveram
lesOes intestinais e producdo de citocinas
similares a inflamacdo observadas em
pacientes com Shigellose, sua utilizacdo é
destinada para estudos que visam estudar 0s
efeitos da infec¢do em intestinos imaturos.

Shim e colaboradores (2007) propuseram
um modelo de inoculagéo retal em Porquinho-
da-India nos quais uma severa reto-colite é
desenvolvida com a modulacdo de varias
citocinas similares a infeccdo da Shigella.
Quando vacinados com uma vacina viva
atenuada de S. flexneri 2a SC602, as cobaias
demonstraram uma diminui¢do dos sintomas,
caracterizando este modelo como uma opc¢éo
para o teste de vacinas.

Todos estes modelos experimentais foram
desenhados devido a necessidade de
esclarecimento do comportamento das cepas
de Shigella em  organismos  Vivos,
principalmente as cepas mutantes, com a
intengdo de avaliar candidatos para vacinas.
Hoje, os macacos participam das ultimas fases
de caracterizacdo, devido ao comportamento
similar ao ocorrido em humanos infectados
(SHIPLEY et al., 2010).



6. Estudos Imunologicos Utilizando a
Shigella M90T

Os estudos imunologicos sdo
principalmente  aqueles  envolvendo a
utilizacdo de cepas de Shigella com delecéo
de algum gene alvo com finalidades de
elucidacdo de rotas metabdlicas e
imunoldgicas ou visando o desenvolvimento
de vacinas.

Ap0s a entrada da Shigella na célula regido
basal do epitélio hospedeiro através das
células M, a bactéria é fagocitada por
macrofagos ativando a sinalizacdo celular.
(MANTIS et al.,, 1996). A habilidade de
escapar dos macrofagos € dependente da
secrecdo das proteinas do Sistema de
Secrecdo Tipo Il (T3SS), principalmente o
ipaB e ipaC (BARZU et al, 1997
ZYCHLINSKY et al.,, 1994), deixando a
Shigella livre para invadir a regido basal e
susceptivel das células epiteliais.

A invasdo por Shigella regula varias
citocinas pro-inflamatérias como IL-1p, 1L-6,
IL-8, TNF-o, TNF-B, IL-1p e IL-18
(RAQUIB et al., 1995), responsaveis pela
indugdo de uma resposta imune. Estes sinais
liberados por macrofagos e lise de células
epiteliais levam ao recrutamento de
neutrofilos, que também parecem ser
dependentes das invasinas ipa (RENESTO et
al., 1996). Estas células sdo essenciais para a
caracteristica de dano tecidual severo da
shigellose uma vez que esta é causada pela
necrose destas células por ipaB e ipaC
(FRANCOIS et al., 2000; MANDIC-MULEC
etal., 1997).

A ideia principal por trés da construgéo de
mutantes de Shigella é o desenvolvimento de
vacinas vivas atenuadas. A cepa candidata a
vacina deve ter seu potencial inflamatério e
de viruléncia cuidadosamente definido, com a
intengdo de definir dano tecidual ao
hospedeiro, que deve ser minimo, e a resposta
inflamatoria necesséria para a estimulacdo da
resposta imune mais efetiva. Assim, grande
parte dos estudos imunoldgicos de Shigella
sdo efetuados com cepas mutantes, como a
delecdo de icsA em Shigella flexneri 2a
(COSTER et al., 1999), atenuacdo do VirG
em Shigella sonnei (HARTMAN e
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VERKATESEN, 1998) e em Shigella
dysenteriae 1 (KLEE et al., 1997).

Muitos utilizam a atenuacdo em cepas de
Shigella flexneri 2a, devido esta ser um dos
sorotipos mais encontrados no mundo
(PASETTI et al., 2003; KOPROWSKI et al.,
2000; KOTLOFF et al., 2000; KOTLOFF et
al., 1996; NORIEGA et al., 1996; NORIEGA
et al., 1995). Apesar da larga utilizacdo desta
cepa para fins vacinais, ha estudos que usam
mutantes de Shigella flexneri 5a M90T. A
delecdo de genes que regulam a sintese de
aminoacidos aromaticos (como 0s mutantes
de aro) e nucleotideos (purina pur) sdo um
dos alvos mais utilizados.

Estas delecdes demonstraram atenuacao da
viruléncia in vitro e in vivo nos estudos de
Cersini e colaboradores (1998).
Posteriormente, também foram divulgados
estudos com diversos mutantes de purina
(pur) em modelo pulmonar de camundongo
para avaliar suas respostas imunes. Estes
estudos revelaram que os mutantes foram
eficientes em induzir respostas  pro-
inflamatdérias mesmo ap6s 72h de infeccéo,
com grande regulacdo dos antigenos de
Complexo Principal de Histocompatibilidade
Classe Il (MHC-II), demonstrando uma
efetiva habilidade de ativar a imunidade do
hospedeiro (CERSINE et al., 2003).

Também utilizando delecdes em aro e pur,
Bernadini e colaboradores (2001)
demonstraram que imunizacgdes intragastricas
ou intranasais em  porquinho-da-india
causaram  protecdo na  inducdo de
ceratoconjuntivite. A inoculagdo intranasal
com as cepas mutantes causaram baixos
danos teciduais e altos titulos de
Imunoglobulina — IgA.

Apesar destes inimeros estudos, ainda nao
se obteve sucesso em desenvolver uma vacina
contra Shigella eficaz. Sansonetti (2006)
guestionou em um artigo de opinido a
viabilidade na pesquisa de vacinas contra a
Shigellose devido ao tempo decorrido e
variagdes em seus dados epidemioldgicos. Ele
acredita que os dados sdo subestimados pela
auséncia de pesquisa em paises chaves como
a Africa. Além disso, as mutagdes ocorridas
em cepas selvagens, principalmente as
referentes a resisténcia microbiana que estdo



cada vez mais elevados, deixam claro que esta
doenca pode causar altos niveis de
mortalidade novamente e a pesquisa vacinal
seria de grande necessidade.

7. Considerac6es Finais

A utilizacdo da cepa de Shigella flexneri
5a - M90T — foi essencial para desvendar os
mecanismos de invasdo da Shigellose. O
plasmideo de invasdo apresentado por esta
cepa e ausente em cepas avirulentas culminou
com a descoberta dos genes ipa's, hoje
conhecidos como principais determinantes do
potencial de invasdo da Shigella. Os estudos
utiizando a M90T levaram a um
conhecimento virtual de como esta bactéria se
comporta em humanos e quais seriam as
principais rotas para o desenvolvimento de
uma vacina eficaz.

Apesar dos grandes conhecimentos
obtidos, ha escassez de estudos com a
caracterizacdo genética e imunoldgica de
cepas clinicas (selvagens) isoladas de
pacientes que desenvolveram a doenca.
Consideramos essa auséncia de estudos uma
falha no conhecimento sobre a patogenicidade
da Shigellose, pois ndo levam em
consideracdo as mutacgdes naturais que podem
causar alteracbes na viruléncia, néo
encontrada em cepas controladas.
Acreditamos que estas cepas clinicas, em
comparagdo com as cepas padrdes, possam
ajudar a compreender melhor a modulacéo da
resposta imune, levando ao conhecimento
necessario ao desenvolvimento eficaz de uma
vacina contra Shigella.
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