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RESUMO

BARROS, A.P.M.B. Expressdo génica dos fatores de viruléncia de amostras clinicas deShigella
em modelo experimental murino. 2016. Dissertacdo de Mestrado — Univerisidade Federal do
Amazonas, Manaus, 2016.

Introducdo: Uma complexa sequéncia de eventos € iniciada durante o processo de invasdo na
Shigellose. A Shigella spp é um bacilo pertencente a familia das enterobactérias cuja
estratégia de viruléncia esté relacionada a invasdo epitelial e escape do sistema de defesa do
hospedeiro. Em modelo in vivo, uma das metodologias utilizadas é a infecgdo pulmonar em
murino, que apresenta boa caracterizac¢ao para estudo do comportamento da Shigella durante a
colonizacao de célula epitelial. Justificativa: O conhecimento do comportamento de amostras
clinicas de Shigella selvagens da regido amazénica com seus diferentes perfis de viruléncia e
o efeito destes in vivo em modelo animal murino é inédito. Objetivo: Foi realizada a
avaliacdo dos fatores de viruléncia expressos durante a infeccdo por cepas de Shigella spp da
bacterioteca da Fiocruz em modelo murino. Material e Métodos: Foram realizados ensaios
de PCR em tempo real para expressdo génica de 18 fatores de viruléncia com sete amostras de
Shigella spp oriundas de um estudo realizado com 1500 criangas nos anos de 2007 a 2009 dos
Hospitais Publicos de Manaus - Amazonas. Ocorreu a infeccdo intranasal com as cepas
selvagens de Shigella em camundongos Balb/c para avaliacdo in vivo. A analise estatistica foi
submetida no t-Teste de Student para verificar a significancia com p < 0,05. Resultados: O
estudo mostrou que os efetores IpaA, IpaB, IpaC e IpaD foram expressos positivamente nas
sete amostras clinicas de Shigella. Os genes reguladores VirF e VirB foram expressos
negativamente nas amostras testadas. Conclusédo: O modelo de infeccdo baseado na
inoculacdo intranasal em camundongos BALB/c € praticavel. O quadro clinico patogénico em
Balb/c evidenciou a ocorréncia do processo infeccioso. A PCR em tempo real permitiu
caracterizar as estratégias de viruléncia de cepas de Shigella . No periodo de 48h de infeccdo
houve expressdo positiva nas amostras clinicas dos genes do SST3 IpaA, IpaB, IpaC e IpaD e
regulador VirA, e negativa de seus reguladores VirF e VirB, sugerindo que este panorama
reflete os genes de viruléncia expressos durante a segunda fase da infeccdo por Shigella ,

mantida pela propagacao célula-a-célula, na suas fases iniciais.

Palavras-chave: Expressdo Génica, Modelo Animal, Quantificagdo Relativa, Fatores de

Viruléncia.



ABSTRACT

BARROS, A.P.M.B. Gene expression of the virulence factors from clinical samples of Shigella

in a murine experimental model. 2016. Masters Dissertation — Univerisidade Federal do

Amazonas, Manaus, 2016.

Introduction: A complex sequence of events is initiated during the Shigellose invasion
process. Shigella spp is a bacillus belonging to the enterobacteria family whose virulence
strategy is related to epithelial invasion and escape from the host defense system. At in vivo
model, one of the methodologies used is murine pulmonary infection, which presents a good
characterization to study the behavior of Shigella during epithelial cell colonization.
Rationale: The knowledge of the behavior of wild Shigella clinical samples from the Amazon
region carring different virulence profiles and the effect of these in vivo in a murine animal
model is unprecedented. Objective: The evaluation of the virulence factors expressed during
infection by strains of Shigella spp from the Fiocruz bacterial library in a murine model was
performed. Material and Methods: Real-time PCR for gene expression of 18 virulence
factors with seven Shigella spp samples from a study enrroling 1,500 children from 2007 to
2009 of the Public Hospitals of Manaus-Amazonas was carried out. Intranasal infection in
Balb/c mice with the wild strains of Shigella occurred for in vivo evaluation. Statistical
analysis was performed on Student's t-test to verify significance with p < 0.05. Results: The
study showed that the IpaA, IpaB, IpaC and IpaD effectors were positively expressed in the
seven clinical samples of Shigella . The regulatory genes VirF and VirB were negatively
expressed in the samples tested. Conclusion: The infection model based on intranasal
inoculation in Balb/c mice is feasible. The pathogenic clinical picture in Balb/c evidenced the
occurrence of the infectious process. Real-time PCR allowed to characterize the virulence
strategies of Shigella strains. In the 48-h period of infection, there was positive expression in
the clinical samples of SST3 genes IpaA, IpaB, IpaC and IpaD and regulator genes VirA; and
negative of their regulators VirF and VirB, suggesting that this scenario reflects the virulence
genes expressed during the second phase of the Shigella infection, maintained by cell-to-cell

propagation, not its early stages.

Keywords:Gene Expression, Animal Model, Relative Quantification,and Virulence.
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INTRODUCAO

As doencas diarréicas sdo apontadas como a segunda causa de mortalidade apesar da
reducdo substancial nas ultimas duas décadas. Independentemente deste declinio, as
patologias preveniveis da infancia continuam como um dos principais problemas de salde
publica desafiando as autoridades sanitérias internacionais (WHO, 2013). Segundo Wardlaw
(2010), 10% da mortalidade infantil ocorrem em paises de baixo recurso sem a intervencdo
necessaria de prevengéo e controle.

A diarreia inclui uma grande variedade de agentes etioldgicos virais, bacterianos e
parasitarios. Dentre 0s agentes bacterianos que comumente causam diarreia mundialmente, a
Shigella spp. destaca-se por causar uma infeccdo grave relacionada com um mecanismo
eficiente de viruléncia pré-determinado ao microambiente do hospedeiro (ORLANDI et al.,
2001; SOBEL et al., 2004; VARELA et al., 2015).

A Shigella spp envolve varios fatores de viruléncia que coordenam uma complexa
associacdo entre a célula bacteriana e o epitélio intestinal resultando em uma intensa resposta
inflamatoria aguda regulada por sequéncias cromossoémicas e plasmidiais (SANSONETTI,
2006; WHO, 2013).

Esta espécie provoca uma resposta imune no sistema de defesa onde os fatores de
viruléncia favorecem a invasdo do microrganismo e destroem a mucosa intestinal (OGAWA
et al., 2008; GALAN, 2006). E instalado entdo um quadro invasivo altamente infeccioso
chamado de shigelose (HALE et al., 1996), conhecido como uma doenca de veiculagédo
hidrica ou alimentar (KOTLOFF et al., 1999; SANSONET] et al., 2001).

Acredita-se que o fato da ingestdo de uma pequena dose infecciosa ser o suficiente
para causar a shigelose seja a explicacdo da ampla disseminagdo desta doenca em ambientes
superlotados e de saneamento inadequado. A reidratagdo oral ndo apresenta efeito, sendo o
tratamento padrdo o uso de antibidticos. Em consequéncia do aumento da prevaléncia
generalizada de cepas resistentes aos antibioticos e a persisténcia das mas condicbes
sanitarias, a vacinacdo apresenta ter atualmente o melhor custo beneficio (WHO, 2005;
GHOSH, 2011; ZHANG et al., 2014).

Aproximadamente 90% das infecgOes de shigelose acometem criangas menores de 5
anos, a maioria residindo nos paises em desenvolvimento (ANDRADE et al., 1999; WHO,
2013; LIVIO et al., 2014; FONTAINE et al., 1988). Apenas 44% das criancas com diarréia
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em paises de baixa renda recebem o tratamento recomendado, e os dados de tendéncia
limitada sugerem que houve pouco progresso desde 2000 (WHO, 2009; KOTLOFF et al.,
2013).

No Brasil, segundo o Ministério da Saude, os indicadores de mortalidade infantil
registram a ocorréncia de 1,6% (756 ndmeros) de 6bitos em 2011 em virtude das doencas
diarreicas. Na regido Amazonica, apesar das limitacGes da qualidade e da informacao da causa
de 6bito, ha registros no DATASUS, em anos recentes, de que a proporcao de oObitos por
doenga diarreica aguda em menores de 5 anos de idade é cerca de 2,7 % (BRASIL, 2011). Os
raros estudos realizados na Amazonia Ocidental quanto & etiologia da diarreia aguda em
Manaus, relatam a presenca predominante de Shigella flexneri como uma das cepas
circulantes na regido (SOUSA et al., 2013; DA CRUZ et al., 2014).

As novas tecnologias moleculares tem determinado caracteristicas da patogenicidade
da S. flexneri, abrangendo estudos com as estirpes M90T (sorotipo 5a), 2457T (sorotipo 2a), e
YSH6000 (sorotipo 2a) em estudos como a andlise in vitro de cultura de células intestinais, e
infeccdo de varios hospedeiros animais, incluindo primatas, coelho, cobaia, ou rato
(SANSONETTI et al., 1982; SANSONETTI , 2006; DI MARTINO et al., 2016; SHIM et al.,
2007). No entanto nenhum desses delineamentos experimentais constituem cepas clinicas
selvagens de Shigella. As pesquisas subjacentes contribuem para fundamentar o

desenvolvimento de novos tratamentos e vacinas.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Shigella spp.

Inserida na familia da Enterobacteriaceae, os bacilos do género Shigella sdo bactérias
gram-negativas, ndo fermentadoras de lactose, sem motilidade, ndo esporuladoras, anaerdbias
facultativas, fermentadoras de glicose com producdo de &cido, geralmente sem gas, nédo
hidrolisadoras da ureia, ndo produtoras de gas sulfidrico, ndo descarboxiladoras de lisina e,
além disso, ndo utilizam citrato e nem acetato de sodio como Unica fonte de carbono
(NI'YOGI, 2005; TORTORA, 2016; MURRAY, 2006;WHO, 2005).

Shigella spp é filogeneticamente relacionada tanto com a Samonella quanto com a
Escherichia (TORTORA, 2016; MURRAY, 2006; TRABULSI, 2008). Na década de 40,
através de estudos de hibridizacdo de DNA, a cepa de Shigella foi distinguida da E.coli e
classificada em quatro espécies, de acordo com as caracteristicas bioquimicas e soroldgicas
em Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boydiie, Shigella sonnei (WHO, 2005)
designados como sorogrupos A, B, C e D, respectivamente. Uma vez que este género
demonstra auséncia dos antigenos flagelar H e o capsular K, a variabilidade fica atribuida ao
antigeno O ou somatico que fornece uma base importante para esta sorotipagem (NIYOGI,
2005).

O sorogrupo A (Shigella dysenteriae), a produtora de toxina Shiga, e 0 sorogrupo B
(Shigella flexneri) sdo responsaveis pela a maioria das formas graves da doenca. Os
sorogrupos C (Shigella boydii) e D (Shigella sonnei) costumam causar uma shigelose
relativamente leve e mais branda comumente relacionada aos chamados casos da diarreia dos
viajantes (SANSONETTI, 2006; NJUGUNA, 2013; TORTORA, 2016).

O género ¢ fenotipicamente caracterizado em subgrupos (WHO, 2005) com excecao
da S. sonnei (NI'YOGI, 2005; SANSONETTI, 2006). Quarenta e nove sorotipos de Shigella
séo reconhecidos: 20 sdo de S. boydii, 15 de S.dysenteriae e 13 de S. flexneri enquanto que S.
sonnei tem somente um sorotipo. Shigella tem como Unico hospedeiro o ser humano, mas em
alguns casos pode infectar primatas superiores (HALE, 1996; WHO, 2005; NI'YOGI, 2005;
FOSTER et al., 2011; JOH et al.,2013).
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A toxina Shiga uma citotoxina potente que causa a doenca mais grave, prolongada e
com maior frequéncia fatal do que a doenca causada por outras espécies de Shigella spp. Esta
exotoxina é liberada durante a lise da célula, agindo como bloqueadora da sintese proteica,
especificamente na subunidade 60S de ribossomos (NIYOGI, 2005; TORTORA, 2016;
MURRAY, 2006; TRABULSI, 2008; WHO, 2005). Existem evidéncias de que o efeito
primario da toxina no colon é o dano aos vasos sanguineos, causando trombose capilar e
inflamacdo, em consequéncia, a colite hemorragica. A toxina desempenha, ainda, papel
central na patogénese da Sindrome Hemolitica Urémica (SHU), induzindo lesdo do endotélio
renal e alteracdo da fungdo plaquetaria (SANSONETTI, 2006).

O enteropatogeno Shigella sp. apresenta uma diarreia inflamatéria severa que se
destaca pela baixa quantidade de inoculos necessario (10 a 100 microrganismos) para causar
infeccdo (KOTLOFF et al., 2013; TRABULSI et al., 2008).

Apo0s a contaminacdo oral, as bactérias passam por células do estdmago e do intestino
delgado antes de atingir o colon, onde invadem a mucosa, iniciando a fase aguda chamada
reto-colite destrutiva que provoca os sintomas disentéricos: febre, célicas intestinais e emissdo
de fezes muco-purulenta com sangue (HALE, 1996; NIYOGI, 2005).

Os sintomas podem alternar de diarreia leve a disenteria bacilar inflamatéria grave
(NJUGUNA et al., 2013; TORTORA, 2016; MURRAY, 2006; TRABULSI, 2008; WHO,
2005; FARTHING et al., 2013) devido a invasdo das células epiteliais da mucosa intestinal
por bacilos de Shigella spp.. A continuidade do processo infeccioso evolui o quadro para
disenteria causado pela formacao de abscessos e ulceracdes. A patogenia € diferenciada entre
as espécies e define os principais fatores da evolugdo clinica na doenga. As quatro espécies de
Shigella afetam tanto o trato intestinal como o extra intestinal. A diarréia é caracterizada por
amostras fecais iniciais liquidas, seguida, nos casos mais graves, pela producdo de fezes muco
sanguinolentas (KHAN et al., 2013). Outros sintomas diretos da diarreia infantil nos paises
com recursos limitados incluem desnutricdo, retardo do crescimento e perturbacdo do
desenvolvimento cognitivo (WARDLAW et al., 2010).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Sdo registrados mundialmente por ano dois bilhdes de casos de doenca diarreica

segundo Farthing e colaboradores (2013). Nos paises em desenvolvimento aproximadamente
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2,0 milhdes de criancas com menos de 5 anos de idade morrem por causa de diarreia. E a
segunda causa de morte depois da pneumonia nesta faixa etaria. Na Africa e no sudeste
Asiatico ocorrem 78% de todas as mortes infantis provocadas pela diarréia (BOSCHI-PINTO
et al., 2008; WHO, 2005; SHAKOOR et al., 2012; NJUGUNA, 2013; ZHANG et al., 2014).

No Brasil, as principais causas de Obito no primeiro ano de vida sdo: perinatais,
pneumonia e a diarreia, associadas a desnutricdo. A taxa de mortalidade na infancia, de 1990
a 2007 (Figura 1) apresentou declinio, com uma reducdo de 55,2% neste periodo para o
Brasil (queda anual média de 4,4%). Essa queda ocorreu em todas as regides, em especial na
regido Nordeste (60%), seguida da regido Sul (57%). A queda da mortalidade na infancia esta
ocorrendo especificamente pela queda dos 6bitos nos menores de um ano de idade (BRASIL,
2011).
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Figura 1: Demonstracdo do declinio da taxa de mortalidade causada por diarréia no
Brasil e grandes regifes. 1990- 2007.

A shigelose representa uma doenca de alto impacto a saude publica, principalmente
em paises menos desenvolvidos. A doenga atinge, por ano, aproximadamente 165 milhdes de
pessoas, sendo 163 milhdes de casos em paises em desenvolvimento e 1,5 milhdo em paises
desenvolvido. Dentre todos esses casos, estima-se que 1,1 milhdo de pessoas morrem vitimas
da doenga (WHO, 2013; KOTLOFFet al., 2013; ZHANG et al.,2014).

Em estudo realizado pela Global Entérica Multicenter (GEMS), foi demonstrado um

expansivo numero de casos de doencas diareica pediatrica de moderada a grave, tendo entre
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0s patgenos bacterianos mais comuns na Africa Subsaariana e no Sul da Asia a Escherichia
coli enterotoxigénica (ETEC) e Shigella spp. A Shigella spp.foi a enterobactéria mais

prevalente entre as criancas de 2-5 anos de idade.

Segundo Bardhan e coloboradores (2010) foi estimado que disenteria por Shigella spp
apresenta a incidéncia de 13,2 casos em 1.000 criangas por ano menores de 5 anos na
Asia (ZHANG et al., 2014; JOH et al., 2013).

S. flexneri e S. sonnei sdo o0s géneros mais comumente isolado nos paises em
desenvolvimento, com frequencia aproximada de 60% a 15%, respectivamente. Os
sorogrupos S. dysenteriae e S. boydii ocorrem com frequiéncia equivalente (LIMA et al.,
2015).

Considerando os sorogrupos descritos anteriormente, o sorogrupo B (S. flexneri)
predomina em areas endémicas, sendo responsavel por aproximadamente 50% dos casos
infecciosos. O sorogrupo A (S. dysenteriae) corresponde a 30% dos casos infecciosos, sendo
um dos principais responsaveis por epidemias em paises subdesenvolvidos (SANSONETTI et
al., 2001; SANSONETTI , 2006).

Registros de estudos realizados no Brasil mostram que as espécies de Shigella mais
frequentemente isolados no pais sdo S. flexneri e S. sonnei, isolado principalmente de criancas
menores de 5 anos de idade (SOUSA et al., 2013).

Peirano et al. (2006) observaram diferenca na incidéncia do isolamento geografico da
Shigella entre as regibes brasileiras. S. flexneri apresentou isolamento maior no Nordeste, e S.
sonnei foram mais constatemente isoladas no Sudeste. Estas duas regides brasileiras sao social
e economicamente muito diferentes, sendo mais propensas a ter cidades desenvolvidas no

Sudeste.

S. boydii e S. sonnei geralmente causam quadro patogénico leve sdo predominantes
encontrados em areas mais desenvolvidas. Epidemias de shigelose sdo quase sempre
provocadas pela S. dysenteriae tipo I, produtora da toxina de Shiga (NA-UBOL et al., 2006),
ocorre com mais frequéncia do que outros géneros de Shigella e provoca epidemias de grande
porte, muitas vezes regionais, regularmente com altas taxas de ataque e elevada letalidade
(WHO, 2013).
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1.3 PATOGENICIDADE

A Shigella spp. depende da sua capacidade de invadir as células epiteliais em
procedimento de invasdo da mucosa do colén com a translocacdo através das células M e
fagocitose por macrofagos residentes ( PHALIPON et al., 2007).

Este modelo de invasdo em células epiteliais do colén é referenciado como medida
essencial para a patogénese da shigellose. As bactérias sem a ilha de patogenicidade (IPA) no
plasmideo, onde estdo inseridos 0s genes responsaveis pelos fatores de viruléncia, sdo
consideradas avirulentas ( PHALIPON et al.,2007; PHILPOTT et al.,2000).

As espécies de Shigella usam mecanismos de adaptacdo ao meio &cido do estdbmago. A
via GDAR (Glutamato Dependente da Resisténcia a Acidos) é eficaz para esta resisténcia
dando continuidade ao processo infeccioso na mucosa do colone do reto apds sua
sobrevivéncia ao meio acido do estbmago (SANSONETTI, 2006; PHALIPON et al.,2007;
YANG et al., 2015).

Uma interagdo complexa entre a bactéria invasora e a célula hospedeira é desencadeda
onde, em todas as fases, o resultado é amplificar a inflamagcdo (DORMAN et al., 2001). O
processo inflamatdrio na barreira do epitélio intestinal pela Shigella spp. aborda mecanismo
de adesdo, invasdo, replicacdo e disseminacdo intracelular. O microambiente intestinal
influencia cada fator do curso desta infeccdo (RAQIB et al., 1995; FERNANDEZ et al.,2008,
SANSONETTI, 2006) (Figura 2).
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Figura 2:Processo inflamatdrio na barreira intestinal. Legenda: Os macrdfagos encontram-se
entre as primeiras células que a S. flexneri entra em contato apés a transcitose através de células M a
partir do lumen para a clpula subepitelial. Os fagdcitos funcionais englobam a Shigella aumentando
sua absor¢do. ( Fonte: Ashida et al.,2015).
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Realizada a transcitose pelas células M, as Shigellas séo liberadas em lamina propria
onde elas tanto podem ser fagocitadas por macréfagos, quanto podem também invadir outras
células epiteliais (Figura 3). Os macrdfagos liberam IL-1 ap0s apoptose induzida pelo bacilo
produzindo uma resposta inflamatdria acentuada. A ativacdo da resposta da imunolégica do
hospedeiro aumenta acentuadamente & medida que o numero de bactérias e invasdes ocorrem
(SANSONETTI, 2006; SCHROEDER, 2008).
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Figura 3:0 bacilo da Shigella ¢ transportado do limem até a regido basal do epitélio do
intestino. Legenda: A enterobactéria ganha a membrana basolateral das células M e os
macrofagos em espera assumem o bacilo entregue na regido luminal Inicia uma resposta imune
na mucosa. A transcitose na célula M sdo exploradas como uma via para a invasdo do
revestimento epitelial impermeavel por um nimero acentuado de agentes, incluindo S. flexneri.
Fonte:Adaptado Ashida et al.(2011).

Ainda intracelularmente, as Shigellas induzem a liberacdo de IL-8 juntamente com a
IL-1B dos macrofagos, ocasionando assim uma nova migracdo de neutréfilos (PMN) para as
camadas epiteliais do lumen. Estas células respondem ao ataque bacteriano no controle da
infeccdo, confinando-as extracelularmente na mucosa parecendo ser o fim do processo
infeccioso. Porém esta movimentacdo de polimorfonucleares causa o afastamento das juncdes
oclusivas (Figura 4) nas células epiteliais, deixando-as expostas a um acesso adicional no
tecido independente da célula M (SUZUKI et al., 2001; SANSONETTI et al., 2001;
SCHROEDER, 2008, AGAISSE et al., 2016).
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Figura 4:Translocacdo a passagem dos polimorfonucleares.Legenda:
Deslocamento da camada basal para o limem através do rompimento das
juncbes oclusivas favorecendo a entrada de novos microrganismos da
Shigella . Fonte: Adaptado Jennison; Verma, 2004.

A bactéria liberada por macrofagos e as provenientes do distanciamento dos
enterdcitos, uma vez na regido basolateral, podem invandir as células epiteliais colunares do
intestino dando inicio a uma nova etapada infeccdo. Nos enterdcitos a Shigella intracelular
lisa os vacuolos endociticos passando para o citoplasma eucari6tico, se replicam e iniciam seu
movimento adjacente de disseminacdo entre as celulas num processo dependente de actina
(BERNARDINI et al.,2001; BARTA et al.,2012).

A inflamacdo macica promove a infeccdo inicial por S. flexneri contudo, estudos
recentes, fornecem evidéncias de que as bactérias segregam efetores que regulam estes sinais
pré-inflamatérios no intuito de equilibrar a gravidade da inflamacdo para um estagio
favoravel para as Shigellas (BLOCKER et al.,1999; BLOCKER et al.,2008).

Nessa situacdo as defesas do organismo sdo vencidas ocasionando uma inflamacéo
que causa um quadro de disenteria bacilar. Esta destruicdo tecidual grave causada
por Shigella spp. resulta na dificuldade para absorcdo de &gua, nutrientes e solutos, que pode
causar a diarreia aquosa, bem como a presencga de fezes muco-sanguinolentas e febre. Uma
perturbacdo da homeostase do eletrolito e as alteracBes nos processos de transporte de

membranas sdo tipicos de doencas diarréicas e colite aguda (SHIM et al., 2007).

A distribuicdo deste processo na mucosa do colon origina a expansdo da infeccdo
ocasionando a liberagdo de ATP e fluxos de Ca? * em células ainda ndo infectadas do
revestimento epitelial, criando um estado altamente favoravel para a eficiéncia da invasdo
(TRAN et al., 2009).

A doenga é essencialmente limitada a mucosa intestinal e a disseminagéo sistémica é

rara podendo ocorrer em criancas desnutridas (TANG et al., 2014). A toxina Shiga é
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citotdxica para uma variedade de tipos de células sendo responsavel pelo desenvolvimento de
lesBes vasculares no célon, no rim, e no sistema nervoso central (TOTH et al., 2016). Devido
a elevada toxicidade da toxina Shiga, infecgbes por S. dysenteriae sorotipo 1 s&o
frequentemente associadas a complicagcbes com risco de vida. As enterotoxinas ShET-1 e
SshET-2 tém um papel importante na alteracdo do eletrélito e transporte de &gua no intestino
durante a fase aquosa inicial da doenca( FONTAINE et al., 1998).

1.4. GENES DE VIRULENCIA DO ESTUDO

O estudo do seqiienciamento de DNA da Shigella associado a analise filogenética
evidencia que existe uma relagdo evolutiva da sua origem a partir da estirpe de
Escherichia coli. As regides genéticas conservadas no nucleo confirmam que o género é
composto de varios conjuntos de genes intercalados na E. coli (Figura 5) (LAN et al., 2004;
THE et al, 2016).
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Figura 5: Os eventos genéticos que contribuiram para a evolugdo da Shigella spp.Legenda: A partir
de antepassados de E. Coli. Evolucéo através da aquisicao de grandes ilhas de plasmideo de viruléncia
e patogenicidade cromossémica, bem como através da perda de lo loci genéticos, que ndo sdo
funcionais intracelularmente ou impedem a viruléncia. Fonte: Adaptado Schoroeder 2008.

Todos os estagios da doenca realizados pela Shigella spp, desde a adesao até a invasdo
dos enterdcitos, € mediado por genes de viruléncia plasmidiais e cromossomais
(SANSONETTI, 2001). Os genes plasmidiais da Shigella conferem o fenétipo invasivo, este
processo também é encontrado em Escherichia coli Enteroinvasiva (EIEC) (PARSOTet al.,
1996).

A importancia dos genes na producdo dos fatores de viruléncia submete-se a uma

maquinaria molecular de especial interesse para o estudo da interagdo patogeno-hospedeiro. O
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O mecanismo da patogénese na shigelose depende do fornecimento de proteinas efetoras de
viruléncia para o interior das células eucarioticas através do sistema de secrecdo tipo Il
(SST3) (Figura 6), codificado a partir do plasmideo de viruléncia com 220kb pelo gene mxi-
spa (TRAN et al., 2009;ASHIDA et al., 2015). As bactérias que possuem este sistema sdo
capazes de injetar proteinas bacterianas chamadas de efetores diretamente em células
hospedeiras através das membranas, onde podem manipular o sistema imune e a funcéo
celular (SINGER et al.,2008).
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Figura 6: Esguema do Sistema de secrecdo do tipo Il de Shigella flexneri.Legenda: O
Complexo de ponta é composto de IpaD e IpaB, que adapta uma conformacdo fechada
(inativos) e uma conformacéo aberta (ativos) a ativacdo da secrecdo leva a expressdo mxi-ipgC-
dep dependente. Fonte. Adaptado de Schroeder, (2008).

A magquinaria do SST3 é codificada por 20 genes denominados mxi (membrane
expression of ipa) e spa (surface presentation antigen) formam um cluster que sdo divididos
em 2 operons (BLOCKER et al., 2008; SANSONETT]I, 2006). Este sistema € evolutivamente
conservado na Shigella spp. Os dois operons mxi/SPA e o ipaABCD possuem 0s genes
essenciais para ativacdo do SST3, sendo justapostos no centro do plasmideo de viruléncia e
sdo orientados inversamente conforme exemplificado na Figura 7 (BLOCKER et al., 2008;
MARLOVITS et al., 2010).
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Figura 7: Mapa de localizacdo da Ilha de Patogenicidade da Shigella flexneri. Legenda: IPA:
30kb com os dois operons mxi/27ro e 0 ipaABCD orientados inversamente e necessarios para a
entrada celular da bactéria (em vermelho) e escape de macréfagos (em verde). Fonte: Adaptado
de Sansonetti, 2001.

As proteinas IpaA, IpaB, IpaC e IpaD favorecem os eventos de contato com a
superficie celular epitelial (BLOCKER et al., 1999). Este aparelho de secrecdo é constituido
de dois anéis que proporcionam um trajeto continuo entre as membranas interna e externa,
incluindo a camada de peptidoglicano (MOTA et al., 2005; MARTEYN et al.,2010).

A IPA, o fragmento plasmidial conservado de 31 kb, é importante para originar a
entrada do bacilo de Shigella nas células epiteliais via macropinocitose e a ativacdo de
polimorfonucleares (PMN) através de proteinas efetoras. Os dois loci génicos distintos que
codificam proteinas associadas com a invasdo de células eucaritticas, induzem a
reestruturacdo do citoesqueleto celular na regido de contato com a célula bacteriana
(BLOCKER et al., 1999; BLOCKER et al., 2008). O operon lpa inserido neste locus, que
codifica as proteinas da invasdo, é responsavel também pela polimerizacdo de mondémeros de
actina (DI MARTINO et al., 2016).

E necessario um grande plasmideo de viruléncia para iniciar a infeccdo, no entanto,
varios loci cromossdmicos sdo importantes para uma resposta inflamatoria completa
(INGERSOLL et al., 2006). As outras proteinas sdo codificadas por outros genes fora da ilha
de patogenicidade (IPA).

Cepas mutantes com auséncia das proteinas IpaA, IpaB, IpaC, IpaD e IpgD sao
incapazes de ativar a mobilizacdo de proteinas do citoesqueleto da célula hospedeira sendo,
portanto, incapazes de desencadear um quadro infeccioso disseminado (DORMAN et al.,
2001; ADLER et al. 1989).
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A proteina de invasdo IpaA promove a despolimerizacdo da actina apds a entrada
celular restaurando sua arquitetura. Esta invasina se liga ao dominio N-terminal da vinculina e
estimula a associagdo da vinculina com f-actina ocasionando a reducdo de filamentos de

actina promovendo a entrada do bacilo ap6s adeséo local (KOPPOLU et al., 2013).

O IpaB detecta 0 contato com membranas das células hospedeiras fazendo associacao
com IpaC e induz a secrecdo de todos os demais efetores do SST3. Esta proteina tem a fungéo
de inducdo e escape dos macréfagos. O produto de gene Ipa C provoca a polimerizacdo da
actina e induz a formacdo de saliéncias na membrana celular do procarioto e eucarioto
(FARFAN et al.,2011; BARTA etal., 2012).

O Ipa D é uma proteina em forma de um haltere com uma espiral molecular enrolada
que € estabilizada por dois dominios laterais globulares, sendo responsavel pelo controle da
entrada de efetores secretados. O IpaD esta localizado na regido terminal do SST3 e, quando
exposto aos sais biliares altera, sua conformacédo na invasdo promovendo o recrutamento do
IpaB e provocando a formacdo de um complexo (DICKENSON et al., 2013). A proteina Ipg
D realiza uma sinalizacdo anti apoptotica desencadeada pela ativacdo de fosfatidilinositol 3

quinase para obter o escape da resposta imune do hospedeiro (ROEHRICH et al., 2013).

Apesar de ndo totalmente elucidado, os antigenos de invasao plasmidial IpaH (Ipah4,5
e IpaH 7,8) apresentam uma proteina chamada ubiquitina ligase que, ao se ligar a outra
proteina no citoplasma do hospedeiro, acabam sinalizando para célula sua degradacdo ou
apenas mudanca de lugar (SANSONETI et al., 2001). E esta ubiquitinacdo é essencial, pois €
refletida em alguns processos como a diminuicdo da resposta inflamatéria ou até mesmo sua
supressao (ASHIDA et al., 2015).

As proteinas da familia IpaH tem um alvo especifico devido ao seu dominio de
localizacdo e substrato Unico e, portanto, faz uma contribuicdo distinta a promocdo da
patogénese bacteriana. A Shigella entrega as proteinas Ipa H9.8 e Ipa H4.5 inibindo a ativagédo
de NF-kB (responsavel pela resposta inflamatéria contra Damp’s e Pamp’s) e novamente é
observado a modulagéo da resposta do hospedeiro a favor da bactéria (SINGER et al., 2008;
ASHIDA et al., 2015).

O efetor VirA, apesar de estd envolvido no escape do macrofago, tem sido
demonstrado agir como uma protease de cisteina digerindo alfa-tubulina e degradando, assim,

a rede de microtubulos para promover a motilidade da Shigella .O VirA elimina a rede de
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microtubulos presentes no citoplasma celular. Por conseguinte, as acOes dos efetores de SST3
ficam disponiveis para promover a invasdo e sua posterior disseminacdo (AGAISSE, 2016).
Os genes cromossomais Vir F e Vir B participam da regulacdo da expressdo dos genes de
invasdo (FAHERTY et al., 2016).

O IcsA é responsavel pela motilidade a base de actina entre as células intestinais,
ligando-se a n-WASP. A inducdo da polimerizacdo da actina em um dos polos da célula
microbiana promove o movimento lateral entre as celulas entorociticas. A IcsA favorece
agora a disseminacdo da enterobactéria no tecido intestinal (Figura 8) (BERNARDINIet al.,
2001; KILLACKEY et al., 2016).
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Figura 8: Atividade do Icsa.Legenda: Disseminacdo intercelularda Shigella spp. O complexo
formado actina e Icsa serve como um nucleador actina e catalisa 0 alongamento dirigido de uma
cauda de actina, que impulsiona S. flexneri através do citoplasma e de célula a célula. Fonte
Adaptado de Jenisson e Verma (2004).

Os genes cromossomais da bactéria sintetizam a toxina shiga e a enterotoxina shET-1
participante da producdo de grande quantidade de fluidos e eletrélitos no intestino
responsaveis pela fase aquosa da doenca (SANSONETTI, 1998; TRABULSI et al, 2008).

A exotoxina chamada toxina Shiga (STX) nédo é excretada pela bactéria, mas liberada
apos a destruicdo das células. Esta toxina é codificada pelo operon do gene Stx localizado em
um fago. Acreditava—se que a expressdo dessa toxina era exclusiva da Shigella dysenteriae,
porém foi isolada recentemente em Shigella sonnei e Shigella flexneri. Existem varios
subtipos como Stx1a, Stx1c, Stx1d, e Stx2a-f (TOTH et al., 2016).

As outras enterotoxinas descritas na S. flexneri sdo: shET-1,de 55 k Da, codificada por
genes cromossomicos denominados set1A e setlB; e shET-2 codificada pelo gene sen A e sem
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B localizado no plasmideo de 140M-Da que estéa associada com a invasdo (FAHERTY et al.,
2016). Além da sua atividade enterotoxica comprovada, os ShET2 apresentam uma
contribuicdo para o efeito pré-inflamatorio de S. flexneri induzida apds a invasdo da célula
epitelial. ShET-2 é segregado e injetado para células por SST3, esta proteina pode participar
na inducéo de secrecdo de IL-8 (FARFAN et al., 2011; FARTHING et al., 2013; FAHERTY
etal., 2016).

No entanto, 0 mecanismo exato do aparecimento da fase aquosa durante a shigelose
ainda ndo é totalmente compreendido. As enterotoxinas (ShET1e shET2) induzem o acimulo

de fluidos em varias espécies de Shigella representando, assim, a fase aquosa da diarreia.

1.5 REGULACAO DA EXPRESSAO DOS GENES DE VIRULENCIA

A expressdo génica em procariotos pode ser controlada em varios niveis diferentes:
transcricdo, traducgdo e secrecdo de proteinas. Entretanto, os mecanismos reguladores com 0s
maiores efeitos no feno6tipo ocorrem na primeira fase da expressdao que € a transcricdo
(BORGES-OSORIO; ROBINSON, 2013). E consideravelmente amplo o ndmero de fatores
que regulam a transcrig@o de genes participantes na patogenia da shigelose (FERNANDEZ et
al., 2003; SENGUPTA et al., 2014).

A internalizacdo da Shigella nas células epiteliais e nos macréfagos € dependente de
um conjunto de efetores desencadeados em cascata que se relacionam com todas as etapas da
infeccdo. A fagocitose ocorre tanto em macrdfagos, como nas células epiteliais. No entanto, o
resultado é divergente dependendo do objetivo: seja responder ao ataque bacteriano; seja
disseminar o patdgeno. Nestes momentos, temos a expressdo dos genes regulada por
alteracdes ambientais percebida pelo patdgeno (ANDERSON et al, 2016). Segundo Rudel e
Kozjak (2010) em seus ensaios ficou confirmado que o agente da shigelose induz o controle

da expressao de genes de viruléncia para garantir o sucesso da infeccao.

A expressdo dos genes de invasdo do plasmidio de viruléncia é regulada em resposta
aos fatores microambientais caracteristicos do hospedeiro. O controle transcricional também
pode ser realizado pelo sistema de dois componentes de transducdo: genes cromossomicos e
grupos de proteinas reguladoras como Arac-like, H-NS, IHF e FIS (TOBE et al., 1993;
GALLEGOS et al., 1997; BASTA et al., 2013).
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Os dois genes reguladores positivos Vir F e Vir B (Figura 9) sdo essenciais para a
expressao do processo de invasdo da Shigella . O Vir F ativa positivamente a transcricdo de
dois genes de viruléncia o Vir B e 0 IcsA (YANG et al, 2011).

Célula do Epitélio Intestinal G del o G Reguladores De Invasdo

Figura 9:A regulaco dos fatores de viruléncia da Shigella .Legenda: E realizada pela ativacio da
transcricdo do VirF no topo da cascata reguladora. O VirB e ICSA sdo dependentes do VirF. A
temperatura atua na regulacdo do VirF . Fonte: Ana Paula Miranda Barros, adaptado de YANG et al,
2011.

A familia de proteinas AraC, composta de mais de 800 proteinas, sdo reguladores
primarios de transcricdo de genes envolvidos no metabolismo do carbono, na resposta ao
estresse e na patogénese. Sdo determinantes, inclusive, da viruléncia em bactérias gram
negativas. Esta proteina é dividida em trés classes, a terceira classe inclui a proteina Vir F,
responsavel pelo controle da transcricdo em resposta a um sinal fisico, como a temperatura,
que influencia na expressao dos genes de invasdao (GALLEGOQOS, 1997; SHEN et al., 2012).

A transcricdo dos genes de invasdo € regulada negativamente na presenca de
temperatura a 30°C através da proteina H-NS (SANSONETTI, 2006). A proteina H-NS
funciona como um silenciador de transcricdo. O gene Vir B neutraliza a acdo da HN-S
promovendo varios efetores de viruléncia a partir de um fator principal a temperatura de 37°C
(TOBE et al., 1993). Sao codificadas no cromossomo as proteinas de interacdo ao DNA, FIS
E IHF, que estdo envolvidas na regulacédo do Vir F e Vir B. O promotor de Vir F ¢ estimulado
positivamente através de IHF e FIS (DI MARTINO et al., 2016).

Os genes expressos a 37°C garantem que as proteinas de viruléncia sejam expressas

apenas quando estiverem no interior de organismos hospedeiros, e ndo no ambiente, sendo 0
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principal fator desencadeador da expressdo destes genes (DORMAN et al., 2001). A célula
microbiana funciona como um sensor gque reage ao microambiente caracteristico do lumem
intestinal acionando a transcricdo dos genes de invasdo em resposta a temperatura,

osmolaridade, pH, concentracdo de ferro e célcio( Figura 10) (BARTA et al, 2012).
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Figura 10: Panorama da regulacdo da expressdo génica em Shigella spp.Legenda: Os
elementos reguladores que controlam a expressdo do SSTT e 0s seus substratos no plasmideo
de viruléncia de S. flexneri. VirF € induzido por estimulos ambientais e desencadeia a
expressao do ativador da transcricdo central o VirB onde ativa o principal plasmideo de
viruléncia (VP). VirB promove a expressdo de genes da regido de entrada e alguns outros
genes efetores adicionais espalhados no plasmideo de viruléncia. Fonte. Adaptado de
Schroeder (2008).

O IcsA é um gene controlado por Vir F € independente de Vir B. Este gene codifica
uma proteina responsavel pela motilidade de Shigella e estd localizado no plasmideo de
viruléncia fora da localidade das proteinas Ipas e Mxi-spa (BERNARDINI et al., 2001). Sua
regulacao e reprimida pela ligacdo de H-NS que é aumentada na presenca de temperatura de
30°C (TRAN et al., 2003).

A diminuicdo de temperatura pode levar a um super enovelamento de DNA e o
complexo H-NS é ativado. Estes resultados sugerem que a regulagdo dos genes de viruléncia
é iniciada através da mediacdo das proteinas FIS presente no cromossomo e VirF no
plasmidio. As contribuicdes de H-NS e a topologia do DNA sdo suscetiveis para a sub-
regulacao de Vir F e Vir B (DI MARTINO et al., 2016).
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O sistema CpxA/R € um outro ativador da transcri¢do de Vir F, dependente de pH. As
mutacOes obervadas em qualquer cpxA ou cpxR interrompe esta regulacdo por pH, gque sdo
inativados em Ph &cido. O CpxR é capaz de se ligar ao VirF pela regido promotora quando é
fosforilada por CpxA (BASTA et al., 2013).

Os genes Vir B e Vir F, sdo ativadores transcricionais do Mxi e que regula a expressao
de um conjunto de proteinas efetoras do TTS3 (MARTEYN et al., 2012). Mxie é regulada
através de um mecanismo complexo que envolve o acompanhante IpgC, atuando como co-
activador Mxi e, e o efetor secretado OspD1 na qualidade de inibidor Mxie (CAMPBELL-
VALOIS et al., 2015).

O sistema regulatério FNR tem efeito sobre a expressdo dos fatores de viruléncia da
Shigella promovendo a adapatacdo da bactéria em ambientes de anaerobiose (SANSONETTI,
2006; MARTEYN et al., 2012).

As enterotoxinas cromossomica ShET1 e shET?2 s&o efetores do SST3, localizados na
ilha de patogenicidade, e possuem sua regulacdo realizada de acordo com o controle
transcricional a partir da proteina FIS e o sistema MXIE, para 0s genes cromossomais e
ativacdo do sistema de secrecdo, respectivamente, associada com a intercomunicagdo positiva
entre estes (MARTEYN et al., 2012; TOBE et al.,1993).

1.6 MODELO ANIMAL

O experimento em cultura de células microbianas nao revela, na sua totalidade, a
dindmica do hospedeiro durante o processo de infeccdo. Para melhor caracterizar a interagdo
patdgeno hospedeiro,0 modelo animal apresenta vantagens na contextualizacdo do sistema
ativo, tanto para virulénciacomo para a imunidade (PULENDRAN et al., 2001).

Encontramos no mecanismo da patogénese ein vivo desafios durante as varias fases da
infeccdo que se inicia desde o local de entrada do patdgeno até o final onde ocorre o dano

tecidual.

O modelo animal mais adequado para disenteria bacilar € o macaco rhesus,
poispermite uma inoculacdo intragastrica por via oral, resultando no desenvolvimento de uma

colite aguda semelhante ao observado em seres humanos. Este modelo ndo é o mais utilizado
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em virtude do seu custo e questdes éticas envolvidas (YANG et al., 2014; YANG et al.,
2015).

A infeccdo intestinal no ileo dos coelhos ocasiona uma ruptura, invasdo e destruicao
inflamatéria do revestimento do epitelio, originando altera¢cbes morfoldgicas e migracao
celular (SANSONETTI, 2006). No entanto o estudo para infeccdo no colon é ineficaz pois o
microambiente desta regido difere pela tensdo do oxigenio, ph e espessura (WEST et al.,
2005).

No modelo pulmonar murino (mucosa estéril de microrgansimos, Ph constante e a
barreira fisica ciliar) podemos destacar caracteristicas quimicas, bioldgicas e fisicas do local
de infeccdo que se contrapdem ao epitélio intestinal humano (Figura 11) (VALIANTE et al.,
2003; SALGADO et al., 2013).
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Figura 11:Caracteristicas da mucosa epitelial no pulmdo e no intestino.Legenda:
Caracteristicas - pH uniforme. Ambiente estéril de microrganismo que ndo mimetizam as
condicBes do ambiente da mucosa gastrointestinal onde ha uma rica flora concorrente, e
influenciam no curso da infec¢do. A mucosa gastrointestinal apresenta variacdo de pH de acido
para basico e menor tensdo de oxigénio.Fonte: Adaptado KLATT, 2014.

Os roedores adultos infectados por via oral com Shigella ndo desenvolvem a shigelose,
uma vez que esta ndo possui a capacidade de colonizar o trato intestinal ou provocar a doenca
em roedores semelhante & causada em humanos devido a sua resistencia natural a infecc¢éo por
Shigella spp. (VAN DE VERG et al., 1995; FERNADEZ, 2008).
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A utilizacdo do modelo de infeccdo pulmonar em murino apresenta uma boa
adequacao do comportamento da Shigella durante a colonizacgéo, abordando ainda aspectos da
imunidade inata e adaptativa ( VOINO; VOINO, 1961, VAN DE VERG et al., 1995).
Fernadez et al. (2008) demonstrou que somente camundongos com quatro dias de vida sdo
altamente susceptiveis a infeccdo oral por Shigella e desenvolveram lesdes inflamatdrias da
mucosa do jejuno, muito semelhantes as observadas no célon de pacientes disentéricos
(BONGRAND et al., 2012).

O fenotipo da viruléncia in vitro é regulado frente as respostas de temperatura (37°C),
osmolaridade, pH(Neutro) e tensdo de oxigénio (SCHNUPF et al., 2012). Os estudos in vivo
relacionam estes parametros aproximando-os ao microambiente do hospedeiro humano. Com
base nos dados disponiveis € necessario utilizar um modelo animal que apresente
caracteristicas da infeccdo em humanos. O modelo animal por infeccdo intranasal em
camundongos causando broncopneumonia é provadamente Util na investigacao do fenétipo de
viruléncia (BERNARDINI, 2001).

Um dos primeiros estudos em modelo animal realizado por Vono-Yasenetsky (1961) a
analise histopatologica de pulmdes infectados de camundongos revelou um influxo de
neutrofilos, bactérias extracelulares e bactérias fagocitadas comprovando a infeccdo pulmonar

dos murinos.

A inducdo de inflamacdo, conforme estudo realizado por Shim et al.(2007), apos 24
horas do desafio apresentou que todas as cobaias infectadas com cepas invasivas de Shigella
spp. desenvolveram disenteria bacilar caracterizada pela perda de peso, tenesmo, fezes
liquidas misturadas com muco e sangue, enquanto que os grupos de controle infectados com

PBS ou Shigella spp.cepa ndo-invasiva nao apresentaram sintomas.

1.7 QUANTIFICACAO RELATIVA NA EXPRESSAO GENICA

O método da PCR em tempo real utiliza corantes de fluorescéncia, sendo preciso e
sensivel para investigacdo da expressdo de RNA atraves do seu correspondente cDNA na
célula. E bastante utilizado para quantificacdo tanto absoluta como relativa. O corante SYBR
Green | aumenta sua fluorescéncia cerca de 100 vezes a partir da sua ligacdo ao sulco menor

do DNA de cadeia dupla. Esta amplificacdo de DNA, associada aos niveis de fluorescéncia, é
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medida a cada ciclo, o que permite realizar uma quantificagcdo armazenada no termociclador

com um sistema ético e software para analise (GELMINI et al., 2001).

A quantificacdo relativa descreve um PCR em tempo real na qual a expressao de um
gene de interesse em uma amostra tratada é comparada com a expressdao do mesmo gene em
outra amostra sem tratamento. A expressdo tem seus resultados representados como uma
alteracdo de dobragem relacionando o experimento ndo tratado ao tratado. Um gene
normalizador ¢ utilizado para controle da variabilidade na quantificacdo relativa (NIKITINA
et al., 2003).

A verificacdo de expressdo génica necessita da presenca destes genes constitutivos que
possam servir como normalizadores da expressao. Estes normalizadores devem ser expressos
de forma independente das condicBGes experimentais (grupo tratamento e grupo nao tratado).
A normalizacdo de um gene é caracterizada pela expressdo de genes uniformes em varias

fases de desenvolvimento assim como em diferentes condi¢des ambientais (YIN et al., 2001).
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando os casos de shigellose no Brasil, vale destacar um estudo
epidemioldgico realizado por Cruz et al. (2014), os autores observaram que dentre as 1500
amostras fecais pediatricas com quadro diarreico severo, atendidas em Hospitais Publicos de
Manaus — AM, 36 isolados foram diagnosticados como Shigella , sendo a espécie mais
comum encontrada a Shigella flexneri. A analise molecular revelou que o gene de viruléncia
mais frequente foi o ipaBCD seguido do ipaH. Observou-se que os fatores de viruléncia
apresentavam uma correlacdo da subunidade da proteina ShET-1B com complicacdes
relacionadas a desidratacdo e do gene ipaH com febre e presenca de sangue nas fezes. Estas
amostras foram submetidas ao modelo pulmonar murino para avaliar a resposta do hospedeiro
frente a variacdo de viruléncia. Frente as respostas dos camundongos, foi possivel caracterizar
cepas mais virulentas levando a um questionamento sobre 0s genes que estariam realmente

expressos durante este processo invasivo (SERRA, 2013).

E fundamentando que a expressdo dos genes de viruléncia por bactérias patogénicas é
pouco explorada em estudos in vivo. Espera-se contribuir para o entendimento da viruléncia
em amostras clinicas de Shigella selvagens do estado do Amazonas determinando a
caracterizacdo do perfil dos principais genes de viruléncia expressos de Shigella spp. No
modelo experimental murino. Esta observancia nas diferencas entre as cepas padrfes e as
selvagens, se presente, devem ser investigadas em relacdo as suas formas de atuacdo,
demonstracdo da relacdo especifica patdgeno-hospedeiro na nossa regido e estimulo as

pesquisas nos mecanismos de profilaxia.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Analisar e caracterizar a expressao dos principais genes de viruléncia associados a Shigella

em modelo experimental murino.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e ldentificar os genes de viruléncia de sete amostras clinicas de Shigella expressos

NO Processo invasivo;

e Quantificar a expressdo dos genes de viruléncia de sete amostras clinicas de
Shigella em relagdo a cepa padrdo M9OT.
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4. METODOLOGIA

4.1. ASPECTOS ETICOS

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa no Uso de
Animais (CEUA) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia-INPA. O parecer
consubstanciado sob o protocolo de pesquisas no uso de animais com recomendacéo final foi
aprovado no dia 20/11/2015 com data final para 10/10/2016. Numero do protocolo 018/2015
(Anexo 1).

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Amostras clinicas e padrdo deShigella sp. foram selecionadas a partir das bacterioteca
do grupo DCDIA (Diagndstico e Controle de Doencas Infecciosas na Amazonia) do Instituto
Lednidas e Maria Deane, Fundagdo Oswaldo Cruz (ILMD-FIOCRUZ-Amazonia) para serem
analisadas quanto aos fatores de viruléncia relacionados a invasdo celular durante patogénese
de infeccdes. Esta anélise foi realizada apds inoculagdo dessas cepas bacterianas em modelo
animal (camundongo BALB/c), que apds a inducdo da infeccdo foram monitorados durante
um periodo de 48 horas, até manifestarem sinais de infeccdes. Apos decorrido o periodo, 0s
camundongos foram submetidos a eutanadsia e remocdo dos pulmdes, para extracdo e

expressdo de genes de viruléncia (Figura 12).



Colegdo Microbiologica do ILMD-FIOCRUZ-
Amazonia

Selecdo e processamento de amostras de
Shigella sp. (clinicas e padrdo)

+

Inoculagdo de amostras de Shigella sp,

em camundongos BALB/c
Inoculagdo por via nasal

4

Monitoramento de sinais e sintomas de

infecgdo nos camundongos BALB/c
Verificacdo de temperatura e peso dos camundongos
durante 48 horas

¥

Eutandsia dos camundongos BALB/c e

remogdo de pulmaes infectados
Resolugo 1000/2012 do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria

$
Extragio e purificagio do RNA total

R A D e e

40

Sintese de cDNA

\ 4

convencional

\

|
|

Anilise da expressio dos genes de

Detecgdo de genes de viruléncia por PCRJ
viruléncia por PCR em tempo real J

\ 4

Anilise ¢ processamento dos dados

Atividades realizadas no Instituto Leonidas e Mania Deane,
Fundacio Oswaldo Cruz (ILMD-FIOCRUZ-Amazonia)

Atividades realizadas no Biotério do [nstituto
Nacional de Pesquisa da Amazonia

Atividades realizadas no Laboratorio de Quimica da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM)

Figura 12:Fluxograma das atividades realizadas.Legenda: em azul, etapas realizadas no Instituto
Lebnidas e Maria Deane, Fundacdo Oswaldo Cruz (ILMD-FIOCRUZ-Amazoénia); em verde, realizadas no
Biotério do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia e em vermelho, atividades realizadas no Laboratério de

Quimica da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).
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4.3 AMOSTRAGEM

O estudo incluiu 135 camundongos, sete amostras clinicas, uma cepa padrdo (M90T) e
um controle negativo (solucdo salina). Cada amostra (clinicas e a M90T) assim como 0
controle negativo foram inoculados em cinco camundongos, totalizado 45 ensaios,
caracterizando a replicata técnica. Esses ensaios foram repetidos em trés periodos distintos,
abril, maio e junho de 2016, o que totalizou 135 ensaios, caracterizando a replicata biolégica
(Figural3).

Amostras Cllnlc_af a @ @
3 3
B ()RR R
Hli‘“ mb m‘, mx‘
\\ [Padroes g @
Replicata técnica
45 ensaios/Camundongos

x3

(abril, maio e junho)

Replicata Biolégica

135 ensaios/Camundongos

Figura 13: Figura esquematica demonstrando a amostragem das amostras clinicas e padrdes
inoculadas em camundongos. Legenda: Cada amostra de Shigella sp. (sete amostras clinicas: 05, 07,
11, 14, 15, 17 e 27 e uma cepa padrdo:M90T) e um controle negativo foram inoculadas em cinco
camundongos, totalizando 45 ensaios (Replicatas técnicas). Os 45 ensaios foram repetidos em trés
periodos distintos (abril, maio e junho), totalizando 135 ensaios/camundongos.

4.4 SELECAO DE AMOSTRAS DE Shigella spp.

Foram selecionadas sete amostras de Shigella sp. a partir das bacterioteca do grupo
DCDIA do instituto Lednidas e Maria Deane, Fundacdo Oswaldo Cruz (ILMD-FIOCRUZ-
Amazonia), as quais foram isoladas de amostras de fezes diarreicas, durante um estudo
realizado com 1.500 criancas nos anos de 2007 a 2009, em Hospitais Publicos de
Manaus/Amazonas dispostos na Tabela 1 (DA CRUZ et al., 2014).
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Tabela 1: Amostras de Shigella sp.selecionadas para estudo.

Registro das Amostras clinicas
(Bacterioteca DCDIA)?

Cepa 5

Cepa 7
Cepall
Cepa 14
Cepa 15
Cepa 17

Cepa 27

Legenda: Amostras de Shigella ssp. cedidas pela Dra. Patricia Puccinelli
Orlandi (Bacterioteca DCDIA, ILMD-FIOCRUZ-Amazbnia)

A reativagdo das amostras foi realizada de acordo com as orientagbes ATCC para
amostras microbioldgicas congeladas a longo prazo indicado para utilizacdo em biologia
molecular, que consistiu em transferir aliquotas dos meios de cultura contendo amostras de
Shigella sp. para caldo Luria Bertani (LB), que foi incubado a 37°C sob agitagdo “overnight”
(NCCLS, 2006).

A reconstituicdo e caracterizacdo das amostras de Shigella sp. foram realizadas por
metodologia cléssica de isolamento de microrganismos, identificacdo bioguimica e perfil de
resisténcia antimicrobiana. As técnicas moleculares de extracdo do DNA gendmico e a
amplificacdo de genes alvos por PCR foram necessarias para confirmagao do género e espécie

das amostras bacterianas estudadas.

45 SELECAO DE GENES DE VIRULENCIA DE Shigella sp.

Foram selecionados 17 genes de viruléncia da Shigella relacionados aos processos de
invasdo celular, os quais foram quantificados por PCR em tempo real e entdo comparados a
Shigella M90T (cepa padrdo). Os genes foram desenvolvidos conforme a agéo dos fatores de

viruléncia da bactéria em relacdo ao hospedeiro humano.

Os pares de iniciadores e normalizadores, assim como os genes alvos, estdo listados

nas Tabelas 2 e 3.
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Tabela 2: Pares de iniciadores (forwarde reverse) utilizados para quantificacdo da expressdo dos
diferentes genes de viruléncia associados a invasao celular.

GENES INICIADORES FUNCAO PRODUTO ™ REFERENCIA
Setla 5-ACATCCATATTCCCGGTCAG-3" ShET 1 118 60
5 -GGGAGTTTGTTGGCATGAAC-3
Set1b 5-CTCCTGTCATTCACGGTGTC-3' ShET 1 122 59
5-TCGGATAACAGCCATATCACA-3"
Sena, 5-GGACAGGCTGATGCAATCTT-3 Secregdo de lon 137 61,2
5-CATCCATTATGCAAGGCTACAA-3"
Senb 5-GCGTCCCTGCGTATCAGTAT-3 ShET2 140 62,3
5-TCGGAATCCTGGCTGTAAAC-3"
Ipaa 5-CGTGTTTCCTGAGCTGTTGA-3" Despolimerizacéo de 91 61,2
5'-AGGTGTAGGGAGGCCATCTT-3' Actina
Ipab 5-GCAGCGGGTGATGAAGTAAT-3 Inducdo de Apoptose 97 61,2
5-CCGCTTGTGTGGCAGAGTTA-3
Ipac 5 -TTTACTGCTGGCCTGACTGA-3 Polimerizacéo de Actina 111 58,9
5 -TTTACTGCTGGCCTGACTGA-3"
Ipad 5-TGGAACAATCGGCAAGGTAT-3' Complexo com IpaB 111 60,5 Serra
5"-GTCGGCGTCAGAAGAGAAGT-3" 2013
Ipgd 5-AGAGCTGTTGCTGCTCGTAAT-3' Desorganizacéo da 137 62,8
5°-GTCGGCGTCAGAAGAGAAGT-3" Membrana
Vira 5-CACTGCAATCTCTGCCTCTG-3" Desestabilizacéo de 144 61,3
5-CCTTCACTGCTTGGAAGTGTT-3' Microttbulos
Mxi- 5 -TGTCTGAGGCAAAGAACTCAA-3’ Invas&o e internalizagéo 125 60,6
sparegion 5 -TTCTATCGTCCGTCCGAGAA-3'
Icsa 5-TTCCGGTGGTAATGGAGGTA-3 Nucleagdo de filamentos 104 61,1
5°-CGAACGTGCCCTTATTGATT-3" de actina
Ipah 5-TCGTCGGGAGGTTTCTACAC-3" Invasio 99 61,8
5'-GCAGAGACGGTATCGGAAAG-3’
Ipah7.8 5-TACCGTCTCTGCACGCAATA-3' Escape de Macrofago 138 62
5°-ACACGGTCCTCACAGCTCTC-3"
Ipah4. 5 5-TCGAC TCACGTTCTGCAATC-3 Desconhecido 110 62
5-GGGCGATGGAGTGTATTCTG-3
Virf 5-AAGAGATGGCGTCTTTCTGAT-3' Ativacéo da transcrigéo 106 60,2
5-CAAGAAGGATTTGTTGAAATGTT- de virB e icsA
3
Virb 5-CGAATGTACGCGATCAAGAA-3 Ativagdo de ipas e 137 59

5-TCTACGAGTGCCATCCAGAA-3"

mxioperons

Tabela 3: Pares de iniciadores (forwarde reverse) normalizadores para 0 PCR em tempo real.

GENES INICIADORES FUNGCAO PRODUTO REFERENCIA
Rrsa GAGCAAGCGGACCTCATA Estrutura celular - 98 pb
GGCATTCTGATCCACGATTAC ribossomos
Ihfb GGCGAGCGTATTGAAATC Subunidade fator B host 142pb
GCAGTTCTTTACCAGGTTTAA integration
Cysg TGTCTGATTGTCGGCGG Metabolismo — biossintese 112pb
ATGCGGTGAACTGTGGAA de blocos de construcéo —
cofatores- transportadores
de moléculas pequenas
Hcta GCTGCTCGGCTTTCTCA Estrutura celular - 86pb Serra
CCAACCACGCTGACCAA membrana 2013
ldnt GCAGGGTTACCGACAAAT Estrutura celular - 152pb
CTGTTTAGCGAAGAGGAGATG membrana
Gyrb CCATCGCTTCGTCGTCT Gyrase 123pb

CCTTCTTCTATCGTCAGATGCC
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4.6 INICIADORES

Os iniciadores utilizados foram baseados de acordo com Serra (2013) no uso do
Protocolo Operacional Padrdo (POP) da Plataforma de Nanotecnologia da FIOCRUZ — RJ.
Dos 17 genes estudados, 13 eram plasmidiais e quatro cromossomais. Os fatores de viruléncia
disponiveis 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 ClustalWw2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) para verificar se a sequéncia escolhida abrangia

todas as espécies de Shigella .

Apos a selecdo, os iniciadores foram desenvolvidos ajustando a sequéncia alvo no
programa Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/), com alteragdes dos parametros default: A faixa
de tamanho do produto (ProductSize Range), que ficou entre 90 a 150 pares de bases; 0
pardmetro Max 3° Stability que determina o nimero de bases C ou G permitido entre as
Gltimas cinco bases do iniciador iniciou com o valor sete que permite que apenas um 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
iniciadores formarem dimeros e grampos, os valores foram de MSC = 5, M3SC =2 e M3SC
= 3. Apo0s submeter estas informacdes, 0 programa sugere conjuntos de possiveis iniciadores
para a regido desejada. Para comprovar sua eficacia, no entanto, os iniciadores foram

verificados no programa Primer BLAST do NCBI.

No Primer BLAST do “Genbank” (NCBI - “National Center for Biotechnology
Information”) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) foi realizada a simulacdo do
desempenho do iniciador, como um PCR virtual. Os iniciadores indicados pelo Primer 3
foram inseridos no Primer BLAST, na secdo “Primer Parameters” que possibilitou selecionar
0 organismo para o qual os iniciadores seriam utilizados. O “database” foi modificado para
“nr”. ApOs a busca, foi obtido a demonstragao do gene de interesse para o pareamento perfeito

e assim a sintetizacao do iniciador.

4.7 MODELO ANIMAL



45

4.7.1 Modelo animal escolhido

Os camundongos Balb/C, fémeas, com sete a 12 semanas de idade, isentos de agentes
patogénicos, com peso variando de 18 a 25 g, foram adquiridos junto ao Biotério do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA). Durante os experimentos, os animais foram
mantidos nas instalagdes do Instituto, sob condicdes livres de patdgenos especificos e

alimento/agua ad libitum.

4.7.2 Tratamento experimental

Para viabilizacdo desse estudo foram utilizados camundongos Balb/c que foram
divididos em dois grupos, classificados como grupo “nao tratado”, os quais foram infectados
com a cepa S. flexneri M90T Sm, que é comumente usado no laboratério para entender a base
molecular da shigelose, e o grupo “tratado” infectados com as amostras clinicas de Shigella

sp. (Figura 14).

GRUPO NAO TRATADO GRUPO TRATADO

Infec¢@o por amostras Clinicas de
Shigella sp. (5,7, 11, 14, 15, 17, 27)

/ﬂ\. .4 /\\- .a/—\t. .i /\\- .0 /-\9‘ '4 Va .c 7~~~ ‘4 '/ﬂQ. 'c/\\. .l/‘\t. '0

PP P PP IIS

Infeccdo por cepa padrio M90T

Apos 48 horas retiradas dos pulmées por
procedimentos moleculares

¢

Extracao de RNA

Sintese de cDNA

Quantificacio por PCR em
Tempo Real

I«|.I

Figura 14: Fluxo de procedimentos do desenho Experimental do Estudo.
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A inoculacédo das cepas nos camundongos foi realizada por via nasal, que possibilitou
identificar quais eram os principais genes de viruléncia expressos durante a infecgdo in vivo

no intervalo curto de 48 horas.

A inoculagédo da cepa M90T nos camundongos do grupo “ndo tratado” foi realizado
como referéncia para quantificacdo relativa, na qual a expressdo demonstrada por essa cepa

foi comparada aquela apresentada pelas amostras clinicas.

O ponto chave deste estudo foi a utilizagio de amostras clinicas que,
comprovadamente, desencadearam a doenca em criangas. Para viabilizar essa analise foi
realizada a técnica de PCR em tempo real, que permitiu verificar a variabilidade dos genes

analisados, quantificando sua expressao relativa.

Os experimentos foram realizados em colaboracdo com o Prof. Dr. Adolfo Jose da
Mota e 0 seu grupo de pesquisa do Laboratério de Quimica da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM).

4.7.3 Preparo das cepas para inoculacéo

A reativagéo 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 agitacdo. Apds
incubacdo foi quantificado em espectrofotdmetro a concentracao dos indculos, e ajustada para
a obtencdo de suspensdes contendo 10° UFC (Unidades Formadoras de Col6nias) de cada

amostra bacteriana.

4.7.4 Inoculagéo intranasal em camundongos Balb/C

A inoculagdo intranasal ocorreu no Biotério do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia. Foram inoculadas por via intranasal 20ul de suspensdes em Solucao Salina a 0,9%
(NaCl) contendo 10° UFC (Unidades Formadoras de Coldnias) de cada amostra bacteriana em
estudo nos camundongos Balb/C fémeas com 7-12 semanas de idade. Antes da inoculacéo, os
camundongos foram anestesiados via intraperitoneal de 60 a 80mg de ketamina (Dopalen,
Vetbrands) em associacdo 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).
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4.7.5 Eutanasia e metodologia de retirada do pulmao

Apbs 48h de infeccdo, os camundongos foram submetidos a eutanasia de acordo com a
resolugdo 1000/2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, através do deslocamento
cervical, precedida de anestesia, para a retirada do tecido pulmonar.

Os animais foram anestesiados com uma solucao anestésica de ketamina (80mg. kg-1,
i.p.) e xilazina (7,5 mg. kg-1, i.p.) por via intrabdominal. Apos a realizacdo de tricotomia na
regido toracica, eles foram colocados na mesa cirirgica para pequenos animais. Realizou-se
assepsia da regido toracica com etanol a 70%. A seguir foi feita uma incisdo longitudinal de
dois cm na regido toracica, e realizada a retirada dos dois I6bulos pulmonares. O 6rgdo foi
macerado, aliquotado em microtubos plasticos com solugdo de Trizol® (Invitrogen, Life

Technologies, USA) e congelado em nitrogénio liquido imediatamente ap6s a sua retirada.

4.8 EXTRACAO DE DNA GENOMICO PARA PADRONIZACAO DOS ENSAIOS.

A cepa padrdo M90T obteve crescimento overnight em caldo de cultura LB. Foi
concentrada a amostra do caldo de cultura por centrifugacéo e ressuspendida em solucéo de
lise. Adicionamos V/V de Acetato de Potéssio. Apo6s a incubagdo sob refrigeracdo, foi
acrescentado alcool isopropilico e realizada lavagem em etanol 100%. O pellet foi
ressuspendido em TE-RNase (MOTA et al., 2009).

4.9 EXTRACAO E PURIFICACAO DO RNA TOTAL

As amostras de tecido pulmonar dos camundongos foram inicialmente misturadas em
microtubos com capacidade de 1,5mL, contendo solucdo de Trizol® e bids de vidro. Em
seguida foram maceradas com auxilio de um homogeneizador de tecidos Precellys-Tissue

Homogenizer (Bertin Corp).
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Figura 15: Tecido fragmentado em equipamento PRECELLYS - TISSUE HOMOGENIZER e
extracdo pulmonar.

Depois de triturado, os fragmentos do pulméo foram extraidos com o reagente Trizol®
(Invitrogen, Life Technologies, USA) seguindo as instrucdes do fabricante. Realizada a
extracdo, as amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro Biodrop®. Em seguida, uma
aliquota de RNA foi submetida a eletroforese em gel desnaturante para verificacdo da
integridade do RNA.

Confirmada a extracédo e integridade, as amostras passaram por um tratamento com
DNAseFreeRnase (Life Technologies, USA) seguindo as instru¢des do fabricante e uma nova
quantificacdo em espectrofotdmetro foi realizada para a avaliacdo do rendimento da reagdo.
Ao final da extracdo as amostras foram ressuspendidas em 30ul de &gua para biologia

molecular (Rnasefree).

Para a determinagdo da concentracdo e da pureza do RNA foi utilizado o
espectrofotdometro Nanodrop ND-1000 UV-Vis (Nanodrop Technologies), para quantificar a
absorbéncia da amostra utilizando o comprimento de onda de 260 nm, pelo método da razdo
280/260 nm. A integridade do RNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 1% em
tampdo TEB 1X Rnasefree corado com brometo de etidio,o que possibilitou visualizar e foto

documentar as amplificagdes sob luz ultravioleta.

4.10 PCR CONVENCIONAL

As amplificacBes dos genes alvo foram realizadas com o conjunto de reagentes
Platynum Taq DNA Polymerase (Invitrogenby Thermo), em volumes de reacdo de 25uL,
ajustada para as concentracgdes finais: 1x de tampéo para PCR, 2,5uM de dNTPs, 0,2 uM de
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cada par de iniciadores, 1U de taq polimerase, 10ng de DNA, 3,0mM de MgCl. para 0s genes
IpaA, IpaB, IpaC, IpaD, IpagD, IpaH, IpaH4.5, IpaH7.8, Sen A, Sen B, SetlA, SetlB, Vir B,
VirF, Vir A, Mxisparegion e Icsa. Todas as amplificacGes foram realizadas em termociclador

ProFlex™ PCR System (AppliedBiosystemsbyThermo).

A reacgédo de PCR foi realizada nos seguintes passos: desnaturacao inicial de 95°C por
3 minutos, 30 ciclos composto das etapas de desnaturacdo inicial a 95°C por 15 segundos, 20
segundos para pareamento dos iniciadores, 1 minuto e 15 segundos de extensdo a 72°C, e
extensdo final de 7 minutos a 72°C. A temperatura de pareamento foi ajustada para 62 °C para
todos os pares de iniciadores.

Objetivando otimizar as reacdes da PCR em tempo real foram realizados previamente
ensaios com DNA gendmico em PCR convencional que continham 2,5 ng por tubo de
amostras clinicas de Shigella , testadas sob gradiente de temperaturas (59°C, 60°C, 61°C,
62°C e 63°C) e gradiente de Mg2Cla fim de uniformizar a temperatura para todos os

iniciadores na reacdo de PCR em tempo real em placas de 46 pogos.

4.11 SINTESE DO cDNA

A cadeia de cDNA foi sintetizada utilizando“High-CapacitycDNA Reverse
Transcription Kits” (Thermo Fisher Scientific, EUA) numa reacdo com volume final de 20 uL
de acordo com as instrugdes do fabricante. Os ensaios foram preparados em placas de 96

pogos com a diluicdo de RNA 1:10,para obter uma concentragéo final de 2ug de RNA.

Para a amplificacdo dos genes de viruléncia das bacterias, as amostras foram
amplificadas com RT Random Primer. A mistura foi constituida de 10ul de RNA total, 0,8l
de dNTPs (100 ml) mix, 2,0ul de Rt buffer 10x, 2,0ul RTrandon primer 10x, 1,0ul
multiscribetranscriptase reverse, 4,2 de H2O Rnasefree, que foi incubada a 25°C durante 10
minutos para quebrar a estrutura secundaria de RNA. Posteriormente, a ciclagem foi ajustada
para 120 minutos a 37°C e finalmente 85°C por 5 minutos. A mistura foi arrefecida em gelo
durante, pelo menos, 2 minutos. O produto da reagdo sofreu uma diluigdo 1:10 (10ul da
amostra + 90ul de agua para biologia molecular Rnasefree) ap6s quantificacdo por

absorbancia, foi organizada em uma Placa de 96 pocos somente de cDNA.

Os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2%. O RNA total foi
também utilizado diretamente, como um molde para PCR, para assegurar que ndo havia DNA
contaminante. Testou-se o cDNA utilizando os iniciadores GAPD mouse em uma PCR
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convencional, e, ao mesmo tempo, foi realizado dois testes controles com DNA genémico e
agua esterilizada. As condicdes de ciclo consistiram de um ciclo (95°C durante 3 minutos),
seguido de 35 ciclos (95°C durante 15s; 62°C durante 20s; 72°C durante 15s) e por 72°C

durante 7 min.

4.12 GENES DE REFERENCIA - NORMALIZADORES

Foram avaliados seis genes enddgenos para determinar as referéncias internas mais
estaveis da normalizacdo na reacdo de PCR em tempo real. Estes genes puderam, ou ndo,
serem expressos em todas as células ou em todas as diferentes condigdes de experimento,

sendo entdo necessario valida-lo na amostra de DNA genémico antes de usa-lo no cDNA.

Os genes de manutencédo utilizados foram rrsA, ihfB, cysG, hctA, idnT e GyrB. Estes
genes de manutencdo para normalizacdo sd0 expressos em niveis constantes nas amostras e
sua expressdo ndao deve variar em resposta @ manipulacdo experimental. A selecdo dos genes
constitutivos que expressam produtos que desempenham funcdo metabdlica na celula foi

obtida através da literatura bibliografica correspondente.

4.13 PADRONIZACAO DAS REACOES DE PCR EM TEMPO REAL

Entre os fatores que influenciam os resultados das analises em PCR tempo real
podemos citar as concentracdes de iniciadores e o perfil dos ciclos. Esta técnica requer
otimizacdo devido o excesso de iniciadores induzir a formacdo de dimeros e o aparecimento
de produtos inespecificos que interferem diretamente na amplificagdo dos produtos. Foram
determinadas as melhores concentragdes de desempenho de iniciadores para o ensaio. A
concentracdo 6tima dos iniciadores foi identificada a partir de nove diluicdes (Tabela 4).

Tabela 4: Utilizacdo das nove dilui¢Bes para padronizagdo das reagdes
de PCR em tempo real.

Iniciador Forward

Iniciao(lgkgeverse (nM)
100 200 400
100 100/100 200/100 400/100
200 100/200 200/200 400/200

400 100/400 200/400 400/400
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Cada par de iniciadores foi testado, inicialmente em triplicatas, em concentracdo de
5pmol/uL nas amostras de DNA bacteriano e na cepa padrdo da M90T. Em seguida os
iniciadores foram testados nas concentrages de 100 nM, 200 nM e 400 nM. A escolha da
concentracdo a ser utilizada nos ensaios foi baseada nos valores de cT(ciclo limiar), onde o
menor valor foi selecionado, refletindo uma maior eficiéncia da reacdo. A andlise da curva de

dissociacdo também foi determinante na escolha da concentracao de iniciador para as reagoes.

4.14 PCR EM TEMPO REAL

As reacOes de PCR em tempo real foram realizadas no equipamento Step One
Plus™(Applied Biosystems, CA, EUA) com microplacas de 48 pocgos. As reacOes de 10ul
continham 5ul de SYBR Green 1X, com o fluoréforo SYBR Green I, Taq polimerase,
dNTPS, MgCl, tampdo da enzima e os 5ul restantes foram adaptados entre amostra,
iniciadores e H2O (Tabela 5).

Tabela 5: Composicéo da rea¢do de PCR em tempo real (Mix PCR)

Reagente Concentracao Final
dNTP (10 mM) 0,2mM
Iniciadoresquerdo (5pmol/uL) Padronizacéo
Iniciadordireito (Spmol/uL) Padronizagéo
MgCI2( 50mM) 3mM
SYBR Green Mix 5u/L
Agua Milli Q 3,4uL

Para a amplificacdo dos genes alvo foi realizada uma desnaturagéo inicial a 95°C
durante 10 minutos, seguido de 30 ciclos de 95°C durante 15 segundos, 60°C durante 1
minuto, e a curva Melt com 95°C durante 15 segundos, 60°C durante 1 minuto e finalmente
95°C durante 15 segundos. Todas as reacOes foram realizadas em triplicata e a média foi
utilizada para calculos posteriores. A anélise da curva Melt foi realizada ap6s cada ensaio em

PCR em tempo real para confirmar a auséncia de dimeros de iniciadores.



52

O processo foi realizado pela quantificacdo em tempo real e baseado na transcri¢éo
reversa seguida da PCR com a incorporacdo de moléculas fluorescentes covalentemente
ligadas aos nucleotideos, as quais podem ser quantificadas durante a cinética da reacdo. Os
produtos formados foram monitorados a cada ciclo, o que permite uma deteccdo rapida e
precisa dos produtos amplificados. Foi preparada uma area de trabalho exclusiva para
manipulacdo destas amostras. No fluxo laminar ligando a UV, tratamento com etanol a 70% e

solucdo Rnase free para todos os equipamentos e materiais utilizados.

Foram adicionados 9ulLde Mix PCR e 1uL (25ng/uL) de cDNA de cada amostra em
respectivas cavidades da placa e posteriormente homogeneizadas e centrifugadas. As amostras
foram transferidas para o aparelhoStepOnePlus™e ajustado a um programa de amplificacédo
para o0 gene especifico de interesse. As etapas consistiram de pré-incubacao, amplificacéo,

curva de melting e resfriamento.

4.15 ANALISE DOS DADOS

Os resultados foram analisados no t-Teste ou analise de variancia (ANOVA) de

Student para avaliar a significancia com p < 0,05 considerada significativa.



53

5. RESULTADOS

5.1 Defini¢ao das amostras bacterianas

As amostras clinicas selecionadas para o estudo foram caracterizadas com critério de
invasao in vitro, no qual todas as amostras deveriam apresentar fenétipo invasivo em célula
HEp-2. Adicionalmente, foi avaliado o perfil de viruléncia das cepas clinicas por PCR
convencional realizado em estudos anteriores por nosso grupo de pesquisa (CRUZ et al., 2014)
(Tabela 6).

Tabela 6: Descricdo das amostras clinicas de colegdes microbiologicas da FIOCRUZ-Amaz6nia selecionadas
para o estudo (CRUZ et al., 2014).

Identificacio/

Amostra Clinica Espécie Gene de Viruléncia
5 S. flexneri (90%) ipaBCD, shET1A, shET1B, ial, evt e uidA
7 S. flexneri (99%) ipaBCD
11 S. boydii (91%) ipaBCD, shET1B, ial, virF, evt, invE e uidA
14 S. sonnei (89%) ipaBCD, ipaH, shET1A, ial e uidA
15 S. flexneri (99%) ipaBCD
17 S. boydii (91%) ipaBCD
27 S. flexneri (92%) ipaBCD, ipaH, shET1A, shET1B, shET2, ial, virF e uidA

5.2 Infecgéo pulmonar dos camundongos Balb/c.

Os camundongos inoculados com as amostras clinicas de Shigella sp. apresentaram
infeccdo apos 24 horas, que foi evidenciada por alteracédo fisioldgicas na temperatura corporal
e peso dos camundongos (Tabela 7). Os grupos infectados com as cepas 11 e 14
assemelharam-se no aumento da temperatura corporal durante o quadro infeccioso. Apds 48h
de infeccdo foi realizada a eutanasia do grupo testado. Os animais infectados com todas as
cepas testadas tiveram uma perda significativa na massa corporal em relagéo ao peso inicial

(Grafico 1le Figurals).



Tabela 7: Verificagdo da infeccdo dos camundongos BALB/c através dos parametros de
temperatura e pesagem corporal, 24 horas de infec¢do pulmonar.

Replicatas __1° Replicata Biolégica 22 Replicata Bioldgica  3° Replicata Biol6gica
Tecnicas Peso (gr)  Temp°C  Peso(gr) Temp.’C Peso(gr) Temp.’C
| 19,04 36 18,37 362 1830 355
T 18,09 36 18,03 366 1985 36,6
NN I 18,19 363 18,54 368 1845 356
v 22 36 18,9 365 19 36
v 21 36 18 363 21 36.4
| 16,39 36,7 16,30 377 1621 374
T 16,04 37 17,46 376 154 376
M9OT I 15 37,6 17,78 376 168 37
v 14 371 16,78 371 158 375
Vv 15 375 15,7 376 16 373
| 18 371 18,29 371 1924 37
T 16 371 16,82 371 1671 374
%E;’ap(% m 18,76 373 18.47 363 1745 37
v 17 37.4 16 373 16 369
Vv 16 37 165 374 162 37
| 16,28 375 17,45 375 1552 36,9
T 15,7 375 17,59 375 1575 376
%‘:;Japg T 15.22 35,9 16,37 369 1469 375
v 15 37 16 369 16 37
Vv 16 371 16,4 37 156 371
| 15.66 37 17,66 373 1717 366
T 15.07 375 18,07 374 1724 366
%E;’apﬁl I 14.98 37.4 1698 3722 17 372
v 15 37 16 37 165 37
v 16 375 16,54 37 168 37
| 17,50 332 17.80 332 1750 375
T 16,84 35,6 18,88 356 1895 374
Gczgjapﬁ’ m 17,44 377 18,65 377 1822 375
v 17 37 17 377 17 37,6
Vv 16,5 37,6 18 375 175 373
| 16,0 37,6 21,42 376 1738 37,3
T 17,0 36,6 24,47 376 1566 37,1
%'z;’apg m 16,5 36,9 18,22 371 1896 375
v 16,6 37,0 16,0 37 167 376
v 17,0 375 174 36 167 37
| 16 322 16,98 372 1459 36,9
T 16,39 362 15,04 372 156 375
%‘Z;’:S’ I 16,34 36,6 18,86 376 17 37,6
v 16,6 36,7 16,78 37 1678 375
v 16 36,5 17 375 16 37,4
| 17,45 37.4 17,76 374 1581 37,3
T 18 371 17,32 371 1621 37,2
GRUPO/
Cepa 27 m 17,22 37,9 18,57 379 1674 37,2
v 175 37 17,16 372 17 376

\Y 16 37,3 37,6 16,46 36,9
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Figura 16: Imagens representativas dos camundongos Balb/c ap6s 24 horas de infeccdo pulmonar
com as cepas 7, 11, 15 apresentando alteracdo de pelagem . a) Controle Negativo; b) Amostra clinica
7; ¢) Amostra clinica 11; d) Amostra clinica 15.

Os pesos corporais dos nove grupos de estudo ndo apresentaram diferenca discrepante
ficando a média de 19,17 gramas (Grafico 1). No entanto, a pequena reducdo no peso

corporal apés a infec¢do evidencia o sucesso da inoculagdo intranasal.
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Gréfico 1: Média de variacdo de peso em gramas, dos grupos de amostras clinicas
infectadas nos camundongos da segunda replicata bioldgica.

A temperatura corporal dos camundongos Balb/c variaram em torno de 35,2°C a 36,5°
C antes da inoculagdo intranasal. Os valores verificados para temperatura registram um

aumento dentro de 24 horas apés inoculacdo (Gréafico 2). Na segunda replicata bioldgica
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apenas dois camundongos ndo apresentaram aumento de temperatura corporal no grupo das

amostras clinica 14 e 17.
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Gréfico 2: Representacdo da variacdo de temperatura, em graus celsius , dos grupos de
cepas clinicas infectadas nos camundongos da segunda replicata bioldgica.

Um perfil de comportamento foi observado nos grupos apdés a infeccdo, 0s
camundongos ndo exploravam o ambiente, ndo buscavam alimentos e nem agua. Além de

apresentarem sintomas como calafrios e pelos erigados.

Houve presenca de secrecdo ocular nas cobaias dos grupos de cepas clinicas numero 5,
14 e 27. A secrecdo ocular faz parte de um método de verificacdo de viruléncia conhecido
como Teste de Sereny, onde sdo realizadas inoculacdes oculares em modelo animal para a
inducdo de ceratoconjuntivite, quanto maior o grau, maior o perfil invasivo da bactéria. Este
fato foi observado em todas as trés replicatas bioldgicas. Nosso grupo de pesquisa em trabalho
anterior observou 0s mesmos sintomas oculares pressupondo que o habito que o0s
camundongos possuem de esfregar os olhos tenha favorecido a contaminacdo ocular com a
secrecdo nasal, porém devido a falta de padronizagdo este sintoma ndo pode ser associado a

viruléncia.

5.3 Avaliacao da eficiéncia dos iniciadores

Os resultados foram analisados para o formato da PCR em tempo real e as condi¢Ges
das reacOes previamente estabelecidas. Os geis de eletroforese em agarose 2% foram
produzidos e avaliados. Cada banda de amplicon foi observada de acordo com o padréo da
temperatura a 62°C e concentracdo de 3mM de MgClI (na PCR convencional) acordando com
a composicao do reagente fluoréforo SYBR Green I. O desenho da placa para 48 ensaios com
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9 pares de iniciadores diferentes, sendo um destes um iniciador constitutivo, foi determinado a
fim de encontrarmos as mesmas condi¢Ges de reacdo na PCR em tempo real. A auséncia de
formacéo de hetero dimer ou self dimers foi a metodologia utilizada para a caracterizacéo da
eficiéncia dos pares de iniciadores. Foi verificado no gel de agarose 2% a presenca de dimers
para os iniciadores IpaH 7,8; IpaH 9,8; elcsa; setlA e SenA no gradiente de temperatura e no
gradiente de MgClz nas condigdes de: 1,5 MgCl./58°C;1,5 MgCl2/59°C; 2,0MgCl2/58°C; 2,0
MgCl./59°C; 2,5 MgCl2/59°C; 2,5 MgCl2/60°C.

Os iniciadores senA, ipaA, ipaB, ipaC, ipaD, virA, mxi-sparegion, icsA, ipaH7.8,
ipaH4.5, virF, virB, IpagD, setlA, setlB, senB e o ipaH foram otimizados em 3,0
MgCl./62°C.

5.3.1 Padronizacao das reacdes da PCR em Tempo Real

As condi¢bes impostas para a padronizagdo dos pares de iniciadores da pesquisa para a
PCR em tempo real foram alcancadas para 0s genes ipaA, ipaB, ipaC, ipaD, virA, mxi-
sparegion, icsA, ipaH7,8; ipaH4,5; ipaH, virF, virB, IpagD, setlA, setlB, senB e 0 senA.
Obtivemos resultados associados de analise in silico na ferramenta oligoanalyzer IDT e na
avaliacdo da curva de dissociacdo nos ensaios de PCR em tempo real. A analise in silico
demonstrou indices de AG heterodimer/ self dimer iguais e/ou maiores a -7,05/-9,36
respectivamente, sendo estes considerados valores diretrizes para a presenca de estruturas
secundarias nos iniciadores IpaH 7,8; Icsa; SetlA, SenA e IpaD em PCR em tempo real
(Tabela 8).

Tabela 8: Resultados da analise in silico dos genes IpaH 7,8; IpaH 9,8; Icsa; SetlA; SenA e IpaD
valor do AG heterodimer/ self dimerno ProgramIDT DNA.

Gene Sense Anti-sense Ha;rging Heterodimer  Selfdimer
IpaH 7,8 TACCGTCTCTGCACGCAATA TACCGTCTCTGCACGCAATA .0,9 -7,05 -9,36
IpaH 9,8 TACCGTCTCTGCACGCAATA TACCGTCTCTGCACGCAATA .0,9 -7,05 -9,36

Icsa TTCCGGTGGTAATGGAGGTA CGAACGTGCCCTTATTGATT 0,45 -9,75 -4,67

Set 1A ACATCCATATTCCCGGTCAG GGGAGTTTGTTGGCATGAAC -9,75 -7,71

SenA GGACAGGCTGATGCAATCTT CATCCATTATGCAAGGCTACAA -1,57 -7,05 -7,05

IpaD TGGAACAATCGGCAAGGTAT TCGCCATTTCCACCTAGATT 0,68 -3,61 -8,54
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Apos esta analise in silico os dados nos evidenciaram uma interacdo potencial entre os
componentes da PCR, incluindo auto-dimero em todas as amostras da pesquisa tanto para
cDNA quanto DNA genémico e optamos por considerar uma possivel exclusdo destes
iniciadores do estudo com intuito de ndo comprometer os ensaios de quantificacdo relativa.
Os resultados obtidos para os demais genes da pesquisa reproduziram com eficiéncia a
capacidade de iniciar uma reacdo em PCR convencional e em tempo real na temperatura de

pareamento igual a 62°C e na concentracdao de 3mM de MgCl..

5.3.1.1 Relacé&o dos iniciadores ap6s andlise in silico.

As sequéncias de todos os iniciadores ap6s ensaios em PCR convencional foram
listadas de acordo com a eficiéncia na condicdo estabelecida. A maioria dos pares de
iniciadores obteve bons resultados com tamanho esperado de amplicon e auséncia de bandas

inespecificas. Exceto cinco pares de iniciadores indicados na Tabela 9 e 10.

Tabela 9: Lista dos genes plasmidiais selecionados e otimizados para PCR em tempo real com DNA

genémico da padrdo M90T Shigella .

Gene

Plasmidias Sense Anti-sense Otimizacao
SenA GGACAGGCTGATGCAATCTT CATCCATTATGCAAGGCTACAA Observacdo*
IpaA CGTGTTTCCTGAGCTGTTGA AGGTGTAGGGAGGCCATCTT Otimizado
IpaB GCAGCGGGTGATGAAGT:AAT CCGCTTGTGTGGCAGAGTTA Otimizado
IpaC CGTGCAACAATGGAAACATC TTTACTGCTGGCCTGACTGA Otimizado
IpaD TGGAACAATCGGCAAGGTAT TCGCCATTTCCACCTAGATT Observacdo*
IpgD AGAGCTGTTGCTGCTCGTAAT GTCGGCGTCAGAAGAGAAGT Otimizado
VirA CACTGCAATCTCTGCCTCTG CCTTCACTGCTTGGAAGTGTT Otimizado

Sp(!l\l/'le):(g;on TGTCTGAGGCAAAGAACTCAA TTCTATCGTCCGTCCGAGAA Otimizado
IcsA TTCCGGTGGTAATGGAGGTA CGAACGTGCCCTTATTGATT Observacdo*
IpaH4.5 TCGAC TCACGTTCTGCAATC GGGCGATGGAGTGTATTCTG Otimizado
VirF AAGAGATGGCGTCTTTCTGAT CAAGAAGGATTTGTTGAAATGTT Otimizado
VirB CGAATGTACGCGATCAAGAA TCTACGAGTGCCATCCAGAA Otimizado
IpaH7,8 TACCGTCTCTGCACGCAAT ACACGGTCCTCACAGCTCTC Observagao*

Observacdo* - Presenca de bandas inespecificas



59

Tabela 10:Lista dos genes cromossomais selecionados e otimizados para PCR em tempo real.

Cron?oiggmais Sense Anti-sense Otimizacao
SetlA ACATCCATATTCCCGGTCAG GGGAGTTTGTTGGCATGAAC Observagéo*
SetlB CTCCTGTCATTCACGGTGTC  TCGGATAACAGCCATATCACA Otimizado
SenB GCGTCCCTGCGTATCAGTAT TCGGAATCCTGGCTGTAAAC Otimizado
IpaH TCGTCGGGAGGTTTCTACAC GCAGAGACGGTATCGGAAAG Otimizado

Observagdo™ - Presenca de bandas inespecificas

5.3.1.2. Analise in silico dos iniciadores de interesse em DNA Gendmico de Mus musculus

Foi realizada analise de bioinformatica no banco de dados NCBI com os 18 pares de
iniciadores dos fatores de viruléncia de Shigella spp. para verificar correspondéncia na
sequéncia do DNA gendmico de Mus musculus ( camundongo). Apenas trés genes obtiveram

possiveis interacdes in silico com Mus musculus (Tabela 11).

Tabela 11: Resultados da anélise in silico dos iniciadores de Shigella utilizados no PCR real time
pareados no DNA de Mus musculus ( camundongo)

setlA

Mus musculus DNA segment, Chr 7, ERATO Doi 443,

SENSE | Score | Identities
Mus musculus chromosome 5, clone RP24-161C20, complete sequence
ANTISENSE Score Identities
GGGAGTTTGTTGGCATGAAC 36.2 bits(18) 18/18(100%)
setlB

Mus musculus BAC clone RP23-174N20 from

SENSE Score Identities
CTCCTGTCATTCACGGTGTC 34.2 bits(17) 17/17(100%)
Mus musculus chromosome 3, clone RP24-125L.17, complete sequence
ANTISENSE Score Identities
TCGGATAACAGCCATATCACA 34.2 bits(17) 17/17(100%)
senA

Mouse DNA sequence from clone RP23-23B17 on chromosome X,
complete sequence
SENSE Score Identities
GGACAGGCTGATGCAATCTT 34.2 bits(17) 17/17(100%)
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Mus musculus 10 BAC RP23-324E2 (Roswell Park Cancer Institute (C57BL/6J Female)
Mouse BAC Library) complete sequence
ANTISENSE Score Identities
CATCCATTATGCAAGGCTACAA 32.2 bits(16) 16/16(100%)

A andlise do programa Blast revela a especificidade dos pares de iniciadores dos
fatores de viruléncia da Shigella durante a execug¢do da PCR em tempo real. Os amplicons
resultantes no NCBI ap6s pareamento do iniciador bacteriano no DNA gendmico do murino

sdo constituidos de uma unica banda ou pareados em cromossomos diferentes.

Devido a reacdo da PCR em tempo real exigir a presenca de dupla fita para o
atrelamento do syber Green e posterior emissdo de fluorescéncia capturado pelo equipamento
foi possivel visualizar através do grafico da curva de dissociacdo que ndo obtivemos liberacdo
de fluorescéncia inespecifica, para os iniciadores IpaA, IpaB, IpaC, IpaD, virF, virB, senA,
ipagD, VirA, ipaH7,8, ipaH4,5.

A presenca de amplicons longos e bandas Unicas de DNA verificada apds a anlise in
silico nos fez proceder na analise da curva de dissociagdo nos iniciadores SetlA, SetlB, Sen
A e Sen B (Melt curve — Figura 17). Para estes iniciados ndo obtivemos amplificacdes em

nenhuma das amostras clinicas de cDNA.
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Figura 17: Curvas de dissociacdo fora do padrdo dos Iniciadores. PCR em tempo real com amostras
de cDNA a partir da infecgdo por cepa padrdo da Shigella M90T
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A formacao destes amplicons torna possivel a origem de self-dimer, heterodimer e
outras estruturas, caracterizando ruidos anteriores ao ciclo limiar (0 numero de ciclo em que a
fluorescéncia gerada dentro de uma reacgdo ultrapassa o limiar da fluorescéncia) e a reducao
de eficiéncia na reacdo, porém devemos considerar igualmente os fatores relativos ao
processo bioldgico durante a infeccdo do hospedeiro pelo patdgeno para elucidar a supressao

de transcritos para estes genes.

5.3.1.3. Padronizacao das concentracgdes dos iniciadores da PCR em Tempo Real.

Foram determinadas as condi¢Bes da padronizacdo da PCR em tempo real através de
ensaios em 20 placas de 48 pocos. As variagOes das concentragdes de iniciadores sense e
antisense escolhidas foram as que apresentaram melhor eficiéncia com o DNA gendmico da
cepa padrdo M90T (Tabela 12).

Tabela 12:ConcentracGes de primes sense e anti-sense de todos os iniciadores do estudo. N= auséncia
de amplificagdo.

Gene I nié;?gg; €s Conc. Egéi:age%rsis) Conc.
Sena GGACAGGCTGATGCAATCTT 200 CATCCATTATGCAAGGCTACAA 200
Ipaa CGTGTTTCCTGAGCTGTTGA 100 AGGTGTAGGGAGGCCATCTT 100
Ipab GCAGCGGGTGATGAAGT:AAT 100 CCGCTTGTGTGGCAGAGTTA 100
Ipac CGTGCAACAATGGAAACATC 100 TTTACTGCTGGCCTGACTGA 200
Ipad TGGAACAATCGGCAAGGTAT 200 TCGCCATTTCCACCTAGATT 200
Ipgd AGAGCTGTTGCTGCTCGTAAT 200 GTCGGCGTCAGAAGAGAAGT 200
Vira CACTGCAATCTCTGCCTCTG 100 CCTTCACTGCTTGGAAGTGTT 100

sz!l\l/’lt)e(g;on TGTCTGAGGCAAAGAACTCAA N TTCTATCGTCCGTCCGAGAA N

Icsa TTCCGGTGGTAATGGAGGTA 200 CGAACGTGCCCTTATTGATT 200
IpaH4.5 TCGAC TCACGTTCTGCAATC 200 GGGCGATGGAGTGTATTCTG 200
Virf AAGAGATGGCGTCTTTCTGAT 100 CAAGAAGGATTTGTTGAAATGTT 200
Virb CGAATGTACGCGATCAAGAA 100 TCTACGAGTGCCATCCAGAA 200
Setla ACATCCATATTCCCGGTCAG 200 GGGAGTTTGTTGGCATGAAC 100
Setlb CTCCTGTCATTCACGGTGTC 100 TCGGATAACAGCCATATCACA 100

Senb GCGTCCCTGCGTATCAGTAT 200 TCGGAATCCTGGCTGTAAAC 200
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IpaH  5-TCGTCGGGAGGTTTCTACAC-3' 100  5-GCAGAGACGGTATCGGAAAG-3' 100
A diferenca calculada de cT, a amplificacdo ndo especifica e a formacéo de dimeros de

iniciadores sdo, muitas vezes, dependentes da concentracdo de iniciador. As concentracfes
determinadas pelo ensaio de PCR em tempo real foram avaliadas através de gel de agarose
2%, a presenca de bandas inespecificas foi um fator decisivo para desconsiderar a
concentracéo do iniciador em questdo. Variando as concentragdes dos iniciadores observamos
um efeito maior ou menor sobre o desempenho no ensaio de PCR em tempo real. Na Figura

18 observamos as amplificacdes e as curvas de dissociacdo dos iniciadores 1paABCD ja

validados.
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Figura 18: Imagem representativa da amplificacdo em triplicata dos iniciadores (AmplificationPlot).
Melhores dilui¢bes da padronizacdo do IpaABCD e curva de dissociacdo (curve de Melt) com DNA
génomico da M90T.

5.3.1.4. RNA e cDNA obtido para verificacdo de Expressao Génica.

As amostras dos tecidos pulmonares dos camundongos, obtidas das trés replicatas
bioldgicas, foram armazenadas e transportadas em nitrogénio liquido até o processo de
trituracdo. O tecido pulmonar passou pelo método de extragdo com Trizol® seguindo as

instrugcOes do fabricante. Durante a realizagdo do experimento algumas amostras de replicatas
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técnicas foram perdidas. As amostras foram submetidas & quantificagdo em espectrofotdmetro

e fluorémetro os dados estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13: Resultado representativo da quantificacdo das amostras de RNA e cDNA.

Amostra Quantificacdo Qualidade Quantif. Amostra Quantificacdo Qualidaded Quantif.

cDNA cDNA cDNA RNA RNA RNA o] RNA
Espectrofotdmetro ~ 260/280  Fluorémetro Espectrofotdmetro RNA Fluorémetro
260/280

Amostra 2271,6 ng/uL 1,84 766 ng/mL Amostra 37,2 ng/uL -1 1,95 620ng/mL
cepa 7 cepa’

Amostra 1454,1 ng/uL 1,85 557 ng/mL Amostra 30 ng/uL -1 2 1580 ng/mL
cepa 11 cepall

Amostra 1642,7 ng/uL 1,82 611 ng/mL Amostra 29 ng/uL 1,64 784 ng/mL
cepa 14 cepa 14

Amostra 3640,7 ng/uL 1,79 971 ng/mL Amostra 40 ng/uL -1 1,99 540 ng/mL
cepa 15 cepa 15

Amostra 2066,1 ng/uL 1,83 854 ng/mL Amostra 53 ng/uL -1 1,82 642 ng/mL
cepa 17 cepa 17

Amostra 1745,5 ng/uL 1,8 805 pg/mL amostra 16 ng/uL -1 1,6 560 ng/mL
cepa 27 cepa 27

No gel de agarose 2% corado em brometo de etidio foi confirmada a presenca de uma

analise de RNA integro, com pouca contaminacdo de DNA (auséncia de brilho nos pocos)

(Figura 19). A concentracdo de RNA nas aliquotas depositadas apresentou bons resultados

para a qualidade (260/280) do RNA e cDNA

(Tabela 13). Demonstrando que o

armazenamento em Trizol® e a extracdo foram eficazes, permitindo a padronizacdo do

experimento.

Figura 19: Gel de agarose com produto da extracdo de RNA.Legenda: Método de Trizol®, em
destaque as subunidades de RNA procarioto 28S e 18S, concentra¢do de 150ng (diluido 1:10).
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Foi realizado o procedimento com DNAse e na sequencia realizado uma PCR com
iniciador GAPD mouse em busca de inibidores (Figura 20-A). Foram evidenciados

resultados consistentes que comprovam uma sintese de cDNA eficiente.

Figura 20: Gel de agarose 2%. Legenda-A-Produto da amplificagdo de RNA com iniciador
GAPD mouse. B - Pesquisa de inibidores -Gel de agarose 2% com resultado da amplificacdo do
gene GAPDH mouse, a partir do cDNA obtido da transcricdo reversa de amostras de RNA
total. C- Gel de agarose mostrando a amplificacdo do gene normalizador rrsa da bactéria, a
partir do cDNA obtido da transcri¢éo reversa de amostras de RNA total.

5.4. ANALISE DA EXPRESSAO DOS GENES DE INTERESSE

5.4.1 Método para Analise de Dados da Expressdo Génica em PCR em Tempo Real.

O método 2~ #2CT foi utilizado como uma estratégia de quantificagdo relativa para
anélise quantitativa dos dados em tempo real na reacdo em cadeia da polimerase. Este método
€ uma maneira conveniente para calcular os niveis de expressdo génica relativos a tratamentos
diferentes entre os grupos de estudo. Baseamos no pressuposto de 100% de eficiéncia da
reacdo. E utilizado diretamente o ciclo limiar (cT) gerados pelo sistema e realizada a
quantificacdo relativa. O valor normalizado devera ser o AA CT que € a diferenga de ciclo
limiar entre os genes-alvo e os genes de referéncia nas amostras bacterianas recuperadas do

tecido pulmonar entre o grupo tratado e o grupo sem tratamento (Figura 21).
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AMOSTRA DE REFERENCIA AMOSTRA CLINICA
Grupo niio tratado Grupo tratado
GENE NORMALIZADOR ¢T M90T ¢T amostras clinicas
GENE ALVO ¢T M90T ¢T amostras clinicas
AA ¢T = AcT Tratado AcT= (cTamostra clinica
~ AcT= (cT M90T gene Norm.
(alvo)- AcT nio tratado gene Norm.- ¢T amostra
L. —cT M90T gene alvo ) .
(referéncia) clinica gene alvo)
AA T AcT nio tratado (referenc.) AcT Tratamento (alvo)

Expressio génica : 2 -34CT

Figura 21: Desenho experimental para calculo da expressdo génica

5.4.2. Ciclo limiar dos genes normalizadores como controle endégeno (M90T) na
guantificagdo em PCR em Tempo Real.

A expressdo do gene alvo foi avaliada em relacdo ao gene de manutengédo
(normalizador). A expressdo dos genes de referéncia, utilizados para confirmar dados de
quantificacdo génica relativa, permaneceu com seus niveis relativamente estaveis de cT em
resposta ao grupo tratado (amostras clinicas) e grupo controle (M90T). Os genes rrsA, ihfB,
cysG, hctA, idnT e GyrB sdo os mais comumente utilizados para a normalizacdo dos dados
PCR em tempo real em E.coli. A quantificacdo deste conjunto de genes diferencialmente
transcritos foi encontrada constante em todas as amostras. Os pares de iniciadores
constitutivos foram otimizados para as andlises de expressdo génica na nossa pesquisa
apresentaram o menor ciclo limiar nas reacdes e 0 menor desvio padrdo evidenciando maior

eficacia dentre os ensaios e suas respectivas dilui¢des (Grafico 3).
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Gréfico 3: Desvio padrdo dos cTs na amplificacdo dos genes normalizadores em PCR em
tempo real. Dados representativos.
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5.4.3. Curva de eficiéncia do iniciador contituinte no cDNA da cepa M90T

A quantificacdo foi realizada apartir de uma amostra de cDNA de interesse cuja
concentracéo era conhecida. Foram feitas diluicfes das amostras em diferentes concentragdes
na base dois (1/2, 1/4, 1/8, 1/16) e foi realizada a PCR em tempo real delas para conhecer o ct

de cada.

O ciclo limiar (cT), valor utilizado no célculo da quantidade de molde durante a
amplificacdo, esté representado na curva com uma titulacdo (curvas tracejadas), que consiste
em concentragfes decrescentes a partir da quantidade inicial da amostra. Obtivemos um

gréfico Ct por log da concentracdo apos a diluicéo.

Os dados para a construcdo da curva foram gerados apartir de amostras de DNA
gendmico e cDNA obtido da cepa padrdo M90T. Os resultados ficaram com cTs limiar
préximo do valor 14 para amplificages com DNA gendmico e para as 0s ensaios com cDNA

perto de 26.

Através desta padronizacdo da concentracdo inicial dos cDNA da M90T foi possivel
partirmos para elaboracdo da curva de eficiéncia do iniciador rrsa no experimento. Para
obtencdo da melhor eficiéncia com o valor mais proximo possivel de 100%. A amplificacdo é

exponencial e a diferenca é de um cT para cada dilui¢do realizada.

A Figura 22 demonstra uma curva de eficiéncia encontrada nos ensaios com valores

obtidos de cT com diferentes concentraces de CDNA.
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Figura 22: Imagem representativa do grafico da curva de eficiéncia.Legenda: Genes
normalizadores com amostra M90T de cDNA da Shigella spp recuperado de tecido pulmonar de
mus musculus apds 48h.
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5.4.4. Expressdo dos Iniciadores Cromossomais e Plasmidiais Envolvidos na Infeccdo
Pulmonar em Modelo Murino.

5.4.4.1 Qualitativo

A transcri¢do dos 10 genes de viruléncia foi monitorada pela quantificacdo usando o
sistema Syber Green com a cepa controle M90T. Uma vez padronizada, foi realizada a mesma
condigdo para todos os genes transcritos durante a infeccdo 48 horas em modelo animal
murino para as amostras clinicas estudadas. Os dez genes estdo relacionados com antigenos
plasmidiais de viruléncia, moduladores da resposta imunolégica, reguladores de expressao
génica e codificadores de enterotoxina. Os controles endogenos testados (ihfB, cysG, hctA,
idnT, GyrB) para nornalizacdo, teve como gene selecionado o rrsa.

As amostras testadas com o cDNA apresentaram amplificacdo tanto para o0s
iniciadores constitutivos como para os iniciadores de interesse em cada placa organizada para
PCR em tempo real. Foi observado a curva de dissociacdo nos ensaios com cDNA e
selecionados os experimentos com o maior padrdo de eficiéncia possivel (proximo de 100%)
na analise. Os pares de iniciadores utilizados para quantificacdo foram: ipaA, ipaB, ipaC,
ipaD, virA, ipaH7, 8; ipaH4, 5, virF, virB e ipaH. A Figura 23 evidencia a curva de

dissociacdo otimizada e validada para estes genes.
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Figura 23: Imagem representativa dos perfis das curvas de dissociacdo dos genes de interesse
exemplificando padréo de eficiéncia.(A) IpaB.( B) Vir F. (C) IpaH 4,5. (D) IpaC.

A descrigdo da presenca e auséncia de genes transcritos entre as cepas clinicas estao
demonstradass na Tabela 14.



Tabela 14: Resultados da analise da curva de dissociacdo, amplificacdo e cT para cepa padrdo M90T
e amostras: 5, 7, 11,15,17 e 27

In::clij;(i(;l(’)es/ Cepa5 Cepa7 Cepall Cepald Cepals5 Cepal?7 Cepa27 MIOT
Plasmideo antigeno de Invasao
IpaA I I I
IpaB I I I
IpaC I N N
IpaD I I .

mxi-sparegion

Regulacéo

Vir F

Virs 1

Disseminacéo

Icsa

s ! ! 1 1 I

Enterotoxinas

SenA
SenB
SetlA
SetlB

Resposta Imunologica

IpaH - 1 1 1 1 1
IpaH 4,5 I
paH78 [

Ipgd ]

Legenda: 1 Ensaio nio apresentou amplificacdo/ Curva de dissociacdo: Resultado ndo otimizado.
Il Ensaio apresentou amplificacdo/ Curva de dissociagdo: Resultado otimizado

O perfil transcricional dos genes IpaA, IpaB, IpaC e IpaD, os efetores constituintes do
sistema trés de secregdo, apresentaram um ciclo limiar constante entre as amostras clinicas 5,
7,11, 14, 15, 17 e M90T (Gréfico 4). Dentre os dez genes selecionados, quatro apresentaram
0 mesmo padrédo de expressdo: o sistema de secrecdo tipo Il1, o IpaA, IpaB, IpaC e IpaD em
todas as cepas clinicas. Exceto a cepa 27 que apresentou auséncia de amplificacdo para o

IpaD.
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Perfil de Ct - IpaBCD
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Gréfico 4: Perfil do valor de cT com diferentes genes de viruléncia (IpaA, IpaB, IpaC e IpaD)
da Shigella spp em tecido pulmonar de Mus musculus apés 48 horas da inoculacdo intranasal no
cDNA recuperado das amostras clinicas 5, 7, 11 e 14. Medidos por PCR em tempo real. As
barras verticais representam ct replicata 1, ct replicata 2 e a média + DP.

Os genes previstos nas estratégias bacterianas para modular a resposta imunolégica do
hospedeiro: IpaH, IpaH 4,5, IpaH 7,8 e IpgD apresentaram distintos resultados entre as cepas.
As amostras 5, 11, 14, 15, 17 e 27 apresentaram amplificacdo para o IpaH e IpaH7,8. A cepa
padrdo M9OT foi exclusiva na transcrigdo de um Unico gene IpaH 4,5 e a amostra clinica sete

S0 ndo obteve transcritos para o gene IpaH4,5 resultados demonstrados na Gréfico 5.

Perfil dos cT dos IpaH, IpaH 7,8 e IpgD
30

20 -
® |paH

m |paH7,8
= [pgD
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cepab cepa7 cepall «cepald cepal5 cepal7 cepa?27

Gréfico 5: Perfil do valor de cT com diferente genes responsaveis pela modulacéo da resposta
imunoldgica ( IpaH, IpaH 7,8 e IpgD) da Shigella spp em tecido pulmonar.Legenda:.Tecido
pulmonar de Mus musculus ap6s 48 horas da inoculagdo intranasal - cDNA recuperado das
cepas clinicas 5, 7, 11,14, 15, 17 e 27. Medidos por PCR em tempo real. As barras verticais
representam ctreplicata 1, ct replicata 2 e a média + DP.
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Foi identificado in vivo a auséncia de amplificagdo dos genes codificantes das
enterotoxinas shETtl e ShET2 (Set 1 A, Set 1B, SenA, SenB) nas amostras clinicas 5, 7, 11, 14,
15, 17, 27 e M90T nas condicBes pré estabelecidas do projeto, apesar destes pares de
iniciadores estarem validados com DNA gendmico durante a padronizacao.

Nosso estudo observou que houve auséncia de amplificagdo em todas as amostras
clinicas para o gene especifico no processo de disseminacdo intracelular: o lIcsa. Este
iniciador ndo comprovou sua eficiéncia nos ensaios de padronizacdo da PCR em tempo real
com DNA gendmico e nem com cDNA. E a andlise in silico incluiu uma possivel formacao

de dimer.

Foram identificados no grupo dos genes reguladores como o Vir F e o Vir B a
transcricdo para as amostras 11, 14, 27 e a M90T. As amostras clinicas 5, 15 e 17 néo
apresentaram nenhum transcrito para o VirB e o VirF. A amostra sete apresentou somente o
regulador Vir B. Estes genes foram validados durante a otimiza¢do da PCR em tempo real
(Gréfico 6).

20 Perfil dos Ct do VirF, VirB Vir A
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Gréfico 6: Perfil do cT com diferente genes responsaveis pela regula¢do da expressdo do Vir B
e da Shigella spp em tecido pulmonar de mus musculus apds 48 horas da inoculacéo intranasal
no cDNA recuperado das cepas clinicas 5, 7, 11,14, 15, 17 e 27. Medidos por PCR em tempo
real. As barras verticais representam ct replicata 1, ct replicata 2 e a média + DP. As barras
verticais representam ct replicata 1, ct replicata 2 e a média + DP. Genes VirF, VirB e Vir A.

O gene VirA previamente validado durante os ensaios da PCR em tempo real
amplificou para as amostras 5, 7, 11, 14, 15, 27 e M90T. As reac6es da PCR em tempo real
revelaram que este foi o gene que apresentou padrdo transcricional em quase todas as

amostras clinicas com exce¢do da amostra 17. A transcricdo do VirA teve padrdo de
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transcricdo similar ao perfil dos IpaABCD nas amostras 5, 7, 11, 14, 15 e M90T. A supressédo

de transcritos diferenciou somente entre a cepa 17 e 27.

5.4.4.2 Quantitativo

A condicdo do experimento restringiu a expressdo dos genes Mxi-spa region, IcsA,
SenA, SenB, SetlA e SetlB. O gene Icsa, responsavel pela disseminacdo intracelular
importante no alastramento da infecgcdo, ndo foi expresso no ensaio em nenhuma amostra
clinica e nem para a cepa padrdo M90T dentro da condicao de 48 horas na infeccdo pulmonar
em murinos. Quando testamos este par de iniciador nos ensaios determinados com DNA
gendmico nao foi possivel padronizar (curva de dissociacdo inespecifica). Estes genes e 0s

coficadores de enterotoxinas vao precisar de maior atencéo na analise dos resultados.

Utilizando a PCR em tempo real foi calculado o perfil de expressdo génica em relacéo
aos IPAs e este é apresentado no Grafico 7. A amostra 15 expressou 0s maiores valores em
média de quantificacdo em todos os genes IpaA, IpaB, IpaC e IpaD. A amostra 17 evidenciou
a menor expressdo génica para os IPAs. A amostra 11 apresentou a maior expressdo para 0

gene IpaD. E a expressao para o gene IpaA foi maior na amostra 27.

Perfil do 2AACt para o0s genes
IpaABCD
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Gréfico 7: Gréfico da quantificacdo relativa da expressdo dos genes de viruléncia IpaABCD Shigella
spp medidos por PCR em tempo real usando o Método AACT. As barras verticais representam a média
+ DP (N = 5). Os valores de expressdo foram calculados em relacdo a expressdo da cepa M90T em
tecido pulmonar Mus musculus.
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Os ultimos seis genes pertencem aos reguladores e sdo importantes no controle da
expressao dos demais genes de viruléncia onde a amostra 27 obteve a maior expressao para o
Vir F. Os genes IpaH, IpaH4,5 e o IpaH7,8 responsaveis pela modulacdo da resposta imune
apresentou a maior expressao génica na amostra 14 com o gene IpaH4,5. O VirA apresentou

expressdo em todas as amostras clinicas exceto a 17 (Gréfico 8).

Perfil do 2AACt para os genes VirA VirF VirB
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Gréfico 8: Grafico da quantificacdo relativa da expressao dos genes de viruléncia VirA, VirB, VirF de
Shigella spp medidos por PCR em tempo real usando o Método AACT. As barras verticais
representam a média £ DP (N = 5). Os valores de expressdo foram calculados em relagdo a expressao
da cepa M90T em tecido pulmonar Mus musculus.

5.5. RESULTADOS OBTIDOS APOS ANALISE EM T-TESTE

O nivel de expressdo basal dos dez genes de interesse na estratégia de viruléncia da
shigelose em comparacdo com o padrdo de viruléncia da cepa M90T pode ser observado no
Grafico 9 e 10. A comparacdo do nivel de transcricdo entre os genes expressos foi
representada utilizando ologaritmo da probabilidade do gene ser diferencialmente expresso
(SMYTH, 2004).

No Grafico 9 temos a expressdo diferencial do IpaA, B, C e D. Em azul temos 0s

genes com menor expressdo comparada a cepa M90T; Em cinza temos 0S genes com
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expressdo equivalente; Em vermelho, genes com expressdo superior ao M90T. A linha azul
presenta o valor de P<0,5. A expressdo do gene IpaABCD nas amostras clinicas foram, em
geral, superiores ao encontrado no M90T, a excessdo dos genes IpaA, C e D da amostra 17
que foram expressos de modo equivalente. Para esta amosta, somente 0 gene IpaB teve

expressao superior a M90T, porém sem valores P significativos.

Dentre as amostras clinicas, apesar dos genes referentes as amostras 5, 11, 14 e 27
serem transcritos com expressdo superior a M90T, somente 0s genes IpaB e IpaC nas

amostras7 e 15 (quadrante superior direito) foram expressas com valor de P<0,5.
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Grafico 9:Gréafico da analise do t-Teste caracterizando as amostras clinicas 5, 7,
11, 14, 15, 17 e 27 com maior expressdo génica para o IpaA, IpaB e IpaC. Valor
p do teste-t, conforme defini¢cdo p < 0,5.Em azul temos 0s genes com menor
expressdo comparada a cepa M90T; Em cinza temos 0S genes com expressao
equivalente; Em vermelho, genes com expressdo superior ao M90T. A linha
azul representa o valor de P<0,5.

Um padrdo diferente pode ser observado para os genes Vir F, Vir B e Vir A (Gréfico
10). O gene VirA apresentou expressdo superior nos experimentos infeccdo do tecido
pulmonar murino comparado a M90T para asamostras 5, 7 e 15, porém apenas a amostra VirA

da amostra 5 teve P<0,5 (quadrante superior direito).
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A expressdo em Vir Fobteve expressdo negativa quando comparada a M90T para
todas as amostras clinicas. Para o gene VirB, as amostras 5, 15 e 17 tiveram expressdo

regulada negativamente.
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Gréfico 10:Gréafico da andlise do t-Teste caracterizando as amostras clinicas 5, 7, 11, 14, 15, 17
e 27 com maior expressdo génica para o VirF, VirBe VirA. Valor p do teste-t, conforme
defini¢do p < 0,5.Em azul temos os genes com menor expressdo comparada a cepa M90T; Em
cinza temos 0s genes com expressao equivalente; Em vermelho, genes com expressao superior
ao M90T. A linha azul representa o valor de P<0,5.
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6. DISCUSSAO

Embora sejam conhecidas todas as etapas da patogénese da Shigella spp., o presente
estudo € um dos pioneiros com associacao da expressdo génica entre a cepa padrdo M90T e as
amostras clinicas caracterizadas por métodos tradicionais bioquimicos, de invasdo e
moleculares. Os transcritos foram identificados em resposta a infeccdo intranasal do
camundongo Balb/c, modelo animal escolhido neste estudo tem sido largamente utilizado na

pesquisa da shigelose.

Em busca de um modelo animal ideal para shigelose os estudos na interacdo patogeno-
hospedeiro teve o processo de adesdo, invasdo e vida intracelular ja caracterizada ao nivel
molecular (TRAN VAN NHIEU etal, 2009; PHALIPON E SANSONETTI, 2007). Entretanto
pesquisas atuais desta interacdo visam entender o que precede a adeséo e a invasao das células
epiteliais ou imunes, pois a Shigella deve primeiro interagir e competir com 0 microbioma
intestinal (MARTEYN, 2016).

Acreditamos que o0s resultados provenientes desta proposta possam ajudar a
compreender melhor a infeccdo clinica, uma vez que estudos com esta finalidade geralmente
utilizam cepas padrdes. Nossa principal hipdtese parte do principio que cepas clinicas estao
constantemente em competicdo, que pode levar a expressao diferencial de genes relacionados
a viruléncia, devido as mutacgdes naturais por diversas influéncias externas as quais as cepas

clinicas (selvagens) podem estar sujeitas (PRELICH, 2012).

O projeto inicial foi baseado na diferenca da sintomatologia clinica apresentada pelos
pacientes portadores de shigelose. A avaliacdo da viruléncia foi realizada in vitro com a
invasao de células Hel a e através 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 amostras em estudo (DA CRUZ et
al., 2014).

As sete amostras selecionadas (5, 7, 11, 14, 15, 17 e 27) pertenceram a diferentes
espécies de Shigella (flexneri, sonnei e boydii) e com presenca de diferentes combinacGes de
genes em PCR convencional. Propomos, entdo, explicar a ocorréncia dos fatores de viruléncia
das nossas amostras clinicas reacionais a0 microambiente no modelo de infeccdo pulmonar

em camundongos Balb/C mimetizando o hospedeiro.
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Em estudos anteriores, nosso grupo de pesquisa otimizou o protocolo de infecgéo in
vivo e foi observado que, da concentragdo inicial de indculo bacteriano de 10, apenas um
pouco mais de 107 alcancaram o pulmio do camundongo infectado, caracterizando a

quantidade de bactérias presentes no tempo zero (SERRA, 2013).

A infeccdo pulmonar em murinos indica a ocorréncia de destruicdo inflamatdria
devido a grande presenca de infiltrado polimorfonuclear.Varios trabalhos indicam (ISLAM et
al., 2001) que a analise histologica de amostras de pacientes com shigelose apresentam dano
na barreira epitelial, infiltracdo celular (neutréfilos), lesdo tecidual do epitélio com deplegdo

de ceélulas caliciformes e presenca de fezes mucosanguinolenta.

Em nosso estudo, os camundongos tiveram sua temperatura e peso corporal
verificados 24 horas ap0s a inoculacdo para avaliar o sucesso da infeccdo intranasal. Da
mesma forma, um estudo realizado por Khan e colaboradores (2007) na india, associou a
perda de peso, o tenesmo, as fezes liquidas e o quadro histoldgico invasivo das suas cobaias

semelhante ao observado em humanos.

De modo geral, os mecanismos de viruléncia atribuidos para as espécies de Shigella
utilizam como padréo a S. flexneri. Porém, com o aumento na incidéncia mundial dos outros
sorogrupos. Recentes estudos epidemioldgicos relatam uma elevagdo na propor¢cdo de
isolados de S. sonnei em relagdo ao de S. flexneri (MAO et al., 2013;. QIU et al.,2015). Desta
forma, percebe-se a necessidade de entendimento da diversidade do mecanismo de viruléncia
da Shigella , pois a principal preocupacdo atual esta em torno da sua capacidade de adquirir

rapidamente resisténcia aos antibioticos.

Neste sentido, 0 presente estudo baseou-se em pesquisas atuais buscando gerar dados
consistentes durante os experimentos de shigelose pulmonar em cobaias Balb/c, utilizando
amostras clinicas regionais em comparacdo com o padrdo de invasdo Shigella flexneri 5a
MO9O0T,controle de invasdo em muitos estudos por possuir seu potencial génico bem
caracterizado (SELLGE et al., 2010; SCHNUPF e SANSONETTI, 2012; KONRADT et al.,
2011; KOTLOFF et al., 2000; SPERANDIO et al., 2008; CERSINI et al., 2003; MANTIS et
al., 1996).

O monitoramento das alteracGes dos padrdes de expressdo génica bacterianos é
frequentemente realizado por PCR em tempo real, desde que esta ferramenta seja
padronizada. A pureza e a qualidade do RNA apresentam relevancia no ensaio de

quantificacdo por PCR em tempo real. Um aspecto importante € a curta vida média do RNA,
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por isso, evitar a degradacdo do material é crucial nos experimentos (GIMPEL et al., 2010).
Em nosso estudo, o uso de refrigeracdo com nitrogénio liquido tornou constante a temperatura

até o procedimento de extracdo, minimizando a degradacdo do RNA.

A fim de sanar os problemas enfrentados em estudos anteriores (SERRA, 2013) em
relacdo a quantidade de RNA bacteriano recuperado durante a infeccdo intranasal, foi
utilizado o pulméo integro para a extracdo. Para isso, foi necessaria a adequacdo do peso dos
I6bulos pulmonares e volume final de reagente Trizol. Essa condicdo garante a imediata
interrupcdo de degradacdo do RNA. A estabilizagdo do ambiente bacteriano é essencial
durante a extracdo de RNA para fornecer o conhecimento biologico do ensaio (NEGREA et

al., 2009). Isto permitiu a deteccdo de mRNA bacteriano em todas as amostras estudadas.

A verificacdo de expressdo génica necessita da presenca de genes constitutivos que
possam servir como normalizadores de expressao. Estes normalizadores devem ser expressos
da mesma forma independente das condic¢des experimentais (SCHNITTGEN; ZAKRAJSEK,
2000). Para a Shigella , ndo existem na literatura sugestdes de genes normalizadores bem
definidos. Os genes rrsA, ihfB, cysG, hctA, idnT e GyrB sdo 0s genes mais comumente
utilizados para a normalizacdo dos dados PCR em tempo real em E.coli. Devido a possivel
relacdo evolutiva da Shigella com a E. coli(LAN et al., 2004; THE et al, 2016), neste estudo
propomos o estudo destes candidatos como normalizadores de Shigella .

O gene que demonstrou melhor eficiéncia e eleito para a continuacdo deste estudo foi
o rrsa (encoding 16S ribosomal RNA). Da mesma forma, estudos avaliando genes
normalizadores de E. coli elegeram o rrsa como melhor candidato devido a menor variagao
entre as espécies e alta correlagdo entre todas as condi¢Ges estudadas (PENG et al., 2014).

O perfil de expressdo génica é uma ferramenta poderosa para relatar o tipo de
ambiente que estd sendo experimentado pelo microrganismo durante a infeccdo (MOTA,
2005). Em nosso estudo, as analises foram restringidas aos genes que foram expressos em
niveis detectaveis (em pelo menos um dos dois pocos da duplicata). Todos os 18 genes
relacionados a viruléncia foram padronizados em PCR em tempo real com DNA genémico da
MOO0T. A otimizacdo da reacdo apresenta um baixo custo e é confiavel para quantificacdo de
um elevado numero de genes (JONANTHAN et al., 2002). Em nosso estudo, 0s vinte e cinco
genes (normalizadores e gene de interesse) foram previamente padronizados e apresentaram

niveis de cTcom eficiéncia proximo de 100%.

O presente estudo visou avaliar a expressdo génica de sete amostras de Shigella

clinicas durante o processo reconhecidamente definido como fase inflamatdria em
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camundongos BALB/c, no tempo de 48 horas. Em relacdo a amplificacdo qualitativa, 0s
genes propostos mxi-spa region, ipgD e as enterotoxinas senA, senB, setlA e setlB ndo

obtiveram amplificacdes.

Devido ao alto poder de sensibilidade demonstrado por esta tecnologia, acreditamos
que a falha da amplificacdo dos genes se deva as limitagcdes do desenho experimental quanto
ao momento da expressdo bacteriana no hospedeiro. As células podem alterar o padrdo de
genes expressos em resposta as mudancas no seu ambiente (STRACHAN, 2002). Desta
forma, a andlise de expressdo génica reflete os genes expressos naquele determinado estado
fisiolégico escolhido. Acreditamos que 0s genes mxi-spa region, ipgD, ICSA e as enterotoxinas
senA, senB, setlA e setlB estejam indisponiveis na infeccdo pulmonar durante o periodo de
48 horas.

Para os genes Mxi-spa e Icsa ndo descartamos a possibilidade de ter ocorrido uma
interferéncia metodol6gica nos niveis baixos de expressdo assim como uma interferéncia
bioldgica imposta pelo desenho experimental. NEGREA et al. (2009) relatou que algumas
medidas na confeccdo de iniciadores, extracdo de RNA e controles enddgenos devem ser
tomadas em ensaios de expressao génica para que a interacdo patogeno- hospedeiro nao tenha
seus resultados alterados. Nossos dados sugerem que ndo ha nenhuma razdo conclusiva para

explicar que ndo ocorresse disseminagdo intercelular neste experimento.

Estudos com a shET1 em intestino de coelho demonstraram que a producdo de
enterotoxinas provoca secrecdo no intestino delgado e auséncia de invasdo celular da
enterobactéria, além disso, a dilatacdo no ileo causado pela shET1 ocorre em 4h de contato,
mas ndo em 18-24h (FASANO et al., 1995). Apesar de varios modelos de shigelose terem
sido desenvolvidos, incluindo o modelo de primata ndo humano, o0 modelo cerato-conjuntivite
em cobaia e 0 modelo de shigelose pulmonar, estes ndo medem adequadamente a fase aquosa
da doenca diarreica que envolvem a secrecdo das enterotoxinas shET1 e shET2 (PORE et al.,
2011).Yang et al. (2015) analisou o periodo de 24 horas apoés a infecgdo intranasal e todos 0s
genes de viruléncia propostos foram regulados positivamente. Acreditamos que, para acessar
a expressdo génica destas enterotoxinas, padronizacGes futuras com gradientes de tempo e

modelos animais sd0 necessarios.

Para os fatores de viruléncia responsaveis pela codificacdo dos efetores IpaA, IpaB,
IpaC e IpaD todas as amostras testadas obtiveram 100% de amplificagdo qualitativa. Estes

resultados concordam com aqueles obtidos por nosso grupo de pesquisa (SERRA, 2013).
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Os genes IpaBCD estdo localizados no plasmideo de invasdo (Ipa) e sdo essenciais a
invasdo das espécies de Shigella na célula hospedeira (VENKATESAN et al., 1988). A
expressao deste conjunto de genes por todas as amostras estudadas, independentemente da
significancia, reflete o potencial de formagdo de poros por estas amostras clinicas. Uma vez
que cepas mutantes com auséncia das proteinas IpaA, IpaB, IpaC, e IpaDsao incapazes de
desencadear um quadro infeccioso disseminado (DORMAN et al., 2001; ADLER et al. 1989),
acreditamos que sua expressao por todas as amostras estudadas confirma a evolucdo do

quadro infeccioso neste estudo.

Com relacdo aos genes reguladores VirA, VirB e VirF as amostras clinicas
demonstraram um padréo diversificado. O gene VirF teve uma regulacdo negativa para todas
as amostras estudadas. Da mesma forma, o gene VirB teve expressao negativa nas amostras
clinicas 5, 15 e 17 e equivalente a M90T nas amostras 7, 11, 14 e 27.

Estudos relacionados por Chowdhury et al. (2014) demostramo efeito de uma
variedade de parametros fisico quimicos sobre a expressao de genes de viruléncia in vitro e in
vivo, e a regulacdo da expressdo do gene é realizada conforme a funcdo deste se estabelece na
estratégia montada pelo microrganismo. De modo semelhante, a expressdo de genes de
viruléncia a uma temperatura menor que 37 °C, regulou negativamente a codificagdo do gene
HNS responsavel pelo controle de VirF (PORTER, 1994).

Os genes cromossomais VirF e VirB participam da regulacdo da expressao dos genes
de invasdo (FAHERTY et al., 2016). Para desencadear a patogénese, a Shigella deve codificar
genes responsaveis pela viruléncia, porém esta inducdo € realizada por sinais do
microambiente que regulam a expressdo dos fatores de viruléncia (YANG et al., 2015).

No estudo de Ni e colaboradores (2015) verificou-se que a maioria dos
genes transmitidos por plasmideo IPA-mxi-spa foram regulados negativamente, sugerindo que
a expressdo destes genes de viruléncia foi rigorosamente controlada durante a fase de adesdo
no ensaio de invasdo epitelial. Em outro estudo, Morris (2013) salientou que muitos genes
previamente identificados e associados com a viruléncia da Shigella foram reprimidos durante
o crescimento intracelular, incluindo genes da regido de entrada do plasmideo de viruléncia

(Ipa, MXI - spa), bem como varios OSP genes, VirA e ICSA (virG).

Diferentemente, 0 gene VirA foi expresso positivamente em todas as amostras clinicas
estudadas, independentemente do valor de P. Este gene age como uma protease de cisteina

degradando a rede de microtubulos para promover a motilidade da Shigella , por conseguinte,
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as acoes dos efetores de SST3 ficam disponiveis para promover a invasdo e sua posterior
disseminacdo (AGAISSE , 2016).

Acreditamos que a auséncia de transcrica de VirF e VirB, bem como a expressdo
positiva do gene VirA, confirma a hipdtese de que o periodo de 48 horas estudados reflete a
segunda fase da infeccdo por Shigella ,e ndo a sua invasdo inicial, mantida pela propagacéo
célula-a-célula (AGAISSE, 2016; LINDSAY et al., 2013). Assim como observado para as
enterotoxinas, padronizacGes futuras do tempo de infeccdo e novos modelos animais séo

necessarios para mostrar a expressao génica destes genes.

Ha varias possiveis razdes pelas quais nao foram observadas correlagdes positivas para
a expressdo de alguns genes alvos para todos 0s sete grupos de amostras clinicas de Shigella
estudadas. Recentemente, Marteyn e colaboradores (2016) discriminou as principais barreiras
para o percurso final da invasdo celular pela Shigella sp., dentre as quais estdo a microbiota
normal do hospedeiro e a camada de muco epitelial. Desta forma, a super expressdo ou a
inibicdo da expressdo de um transcrito dos genes investigados neste estudo pode variar de
acordo com o sitio de infeccdo no modelo animal e o tempo de desenvolvimento da shigelose

podendo interferir, portanto, nas conclusdes obtidas.

Foi observado que a contribuigdo da concentracdo de O na expresséo coordenada por
determinantes microambientais &€ percebida por Tang et al. (2014) quando a anaerobiose
presente no sitio da infeccdo resultou na producdo de TTSS enquanto reduziu a secre¢des dos
efetores do Ipa. De modo semelhante, em nosso estudo, o tecido pulmonar, rico em O
expressou positivamente as proteinas do SST3 (IpaABCD) porém negativamente seus

reguladores (VirF e VirB).

N&o houve diferencas significativas entre a expressdo génica das amostras clinicas
estudadas. Porém, as amostras 7 e 15 foram aquelas que obtiveram resultados mais
expressivos para 0s genes estudados. A amostra 7 teve expressao positiva significativa para os
genes IpaC e VirA (P<0,5). A amostra 15 teve expressdo positiva significativa para 0s genes
IpaB e IpaC (P<0,5). Aqui sugerimos a utilizacdo destas amostras clinicas como candidatas

para estudos futuros visando melhor caracterizar a viruléncia da Shigella.

Poucos estudos relatam o papel das condi¢cdes do microambiente tecidual na regulacédo
da expressdo dos fatores de viruléncia in vivo. Nossos resultados sugerem que 0s mecanismos

moleculares da viruléncia da Shigella sp. na infeccdo pulmonar de modelos murino, apesar de
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mimetizar caracteristicas da infeccdo, sdo distintos daqueles encontrados no processo de
infeccdo intestinal descrito na literatura. Além disso, 0 panorama génico de 48 horas nédo
engloba os genes de viruléncia expressos durante as fases iniciais da infec¢do por Shigella.
Estudos futuros s&o necessarios para formar uma curva temporal de infeccéo, por conseguinte
expressao génica, para determinar, de fato, como a Shigella atua na regulagdo da expressao

dos fatores de viruléncia no microambiente tecidual pulmonar in vivo.
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7. CONCLUSAO

1. A estratégia de infeccdo intranasal e extracdo de RNA realizada neste estudo teve
sucesso em recuperar mRNA de qualidade para ser empregados em estudos de
expressao génica;

2. O gene rrsA, previamente validado para E. coli, neste estudo foi empregado com
sucesso como normalizador para Shigella sendo caracterizado como um bom
canditado de gene constitutivo para estudos futuros visando expressdo génica;

3. A auséncia de amplificacdo para os genes relacionados a enterotoxinas foi observada
devido a inabilidade do modelo de shigelose pulmonar em mimetizar adequadamente a
fase aquosa da doenca diarreica, critica para a secrecdo das enterotoxinas shET1 e
ShET2;

4. No periodo de 48h de infeccdo houve expressdo positiva nas amostras clinicas dos
genes do SST3 IpaA, IpaB, IpaC e IpaD e regulador VirA, e negativa de seus
reguladores VirF e VirB, sugerindo que este panorama reflete os genes de viruléncia
expressos durante a segunda fase da infeccdo por Shigella , mantida pela propagagéo
célula-a-célula, o que ndo ocorre nas dazes iniciais.

5. N&o houve diferenca significativa entre a expressdo génica das amostras clinicas
estudadas. Porém, as amostras sete e 15 foram aquelas que obtiveram resultados mais
expressivos para 0s genes estudados. Futuramente, estas amostras podem ser boas
candidatas para estudos de avalia¢do de viruléncia;

6. O epitélio pulmonar do camundongo demonstrou um bom modelo experimental para
avaliacdo da evolucdo do quadro patogénico das amostras clinicas de Shigella spp,
porém estudos futuros sdo necessarios para formar uma curva temporal de infecgéo e
expressao génica, para determinar como a Shigella atua na regulagéo da expresséo dos

fatores de viruléncia no microambiente tecidual pulmonar in vivo.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

1. Destacamos futuramente a viabilidade de ampliar nossa pesquisa através de novos
sitios de infeccdo em modelo animal com a utilizacdo de PCR em tempo real para
caracterizacdo da viruléncia de isolados de shigella.

2. A infecgdo pulmonar em camundongos deve ser estudada para formar uma curva
temporal de infeccdo para reavaliar a aplicacdo da expressdo génica dos fatores de
viruléncia nestas condi¢es distintas com o objetivo de sinalizar a dindmica de

disseminacao intercelular.
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