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RESUMO

Algumas linhagens de Escherichia coli sdo patégenos responsdveis por uma variedade
doengas e, embora usando mecanismos distintos de patogé€nese, t€m em comum a
producdo da Proteina envolvida na colonizagdo (Pic). Recentemente nosso grupo mostrou
que Pic medeia a evasdo do sistema imune pela clivagem direta de moléculas do sistema
complemento, reduzindo a ativagcdo deste em todas as trés vias. O objetivo deste estudo
foi investigar a a¢do de Pic em um modelo murino de sepse. Camundongos fémeas da
linhagem Swiss entre 6-8 semanas receberam um inoculo intraperitoneal de suspen¢des
bacterianas contendo E. coli produtora de Pic (F5), o mutante F5Apic, ou uma injecdo de
dgua apirogénica. A sobrevida dos animais foi acompanhada durante 5 dias (n=6
animais/grupo). A outra parte dos animais (n=6 animais/grupo) foi eutanasiada 12 h apds
a infeccdo para obtencdo das amostras de sangue, lavado peritoneal e oOrgdos. Os
parametros avaliados foram: a quantidade de células do sangue, cavidade peritoneal e
orgaos; producdo de mediadores inflamatdrios; determinag¢do das unidades formadoras de
coldnias (UFCs); imunofenotipagem de células do bago e peritonio; e histopatologia dos
orgdos. A inoculagdo intraperitoneal de bactérias produtoras de Pic induziu a morte de
100% dos animais em até 24h, diferente dos demais grupos entre os quais nio foi
observada mortalidade. A quantidade de UFCs dos 6rgdos foi mais alta no grupo F5 que
nos outros grupos. Além disso, apenas FS permaneceu vidvel na corrente sanguinea. O
hemograma mostrou uma reducdo no numero total de leucdcitos, especialmente de
linfécitos, nos animais do grupo F5 quando comparado aos demais grupos. Oxido nitrico,
citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-12, IL-10) e a quimiocina MCP-1 foram detectadas no
soro, bem como no lavado peritoneal (exceto IL-12) do grupo F5 de modo mais
acentuado que nos demais grupos. A imunofenotipagem das células do baco e peritdnio
evidenciou que houve uma baixa expressao de co-receptores em linfécitos e macréfagos
no grupo F5, indicando que a ativacdo e a funcdo destes foi comprometida. Esses
resultados demonstram que Pic representa um importante fator de viruléncia, permitindo
a sobrevivéncia da bactéria na corrente sanguinea e varios 6rgdos, assim como induzindo
a alta producdo de mediadores pro-inflamatérios pelo hospedeiro, levando a sepse e
morte.

Palavras-chave: Escherichia coli; Pic; serinaprotease; sepse.



ABSTRACT

Some Escherichia coli strains are pathogens responsible for a variety of diseases, and
albeit using distinct mechanisms of pathogenesis, have in common the production of Pic,
or protein involved in colonization. We have recently shown that Pic mediates immune
evasion by the direct cleavage of complement molecules, significantly reducing
complement activation by all three pathways. The aim of this study was to investigate the
action of Pic in a murine model of sepsis. Six to eight-week-old female Swiss mice were
intraperitoneally inoculated with Pic-producing E. coli (F5), F5SApic mutant or apyrogenic
water (control). Animal survival was monitored for 5 days (n= 6 animals/group) and a
subset of mice (n= 6 animals/group) was euthanized after 12 h for sample acquire from
blood, peritoneal lavage and organs. The parameters evaluated were cellularity from
blood, peritoneal cavity and organs; inflammatory mediators production; quantity of
colony forming units (CFU's); immunophenotyping of cells from spleen and peritoneum;
and histopathology of organs. Intraperitoneal inoculation of Pic-producing bacteria
induced 100% death within 24 h, different from the other groups where no death was
observed. The CFU count of bacteria in the organs was significantly higher in F5 than
other groups. Besides, only F5 was viable on bloodstream. Hematological analysis
showed a decrease of total leukocytes, mainly lymphocytes. NO and cytokines (IFN-v,
TNF-a, IL-6, IL-12, IL-10 and MCP-1) were detected in serum, as well as on peritoneal
lavage (excepting IL-12) of F5 group in significantly higher levels than other groups.
Immunophenotyping of spleen and peritoneum cells revealed that there was a low
expression of co-receptors on lymphocytes and macrophages in F5 group, indicating that
the activation and function of these were compromised. Therefore, these results
evidenced that Pic represents an important virulence factor, allowing the survival of the
bacterium on bloodstream and several organs, as well as inducing a high production of
pro-inflammatory mediators by the host, leading to a sepsis and death.

Keywords: Escherichia coli; Pic; serineprotease; sepsis.
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1. INTRODUCAO

Escherichia coli patogénicas sdo responsdveis por uma variedade de doencas que
afetam desde o trato gastrointestinal - a exemplo da diarreia que é a segunda causa de
morte entre criangas menores de cinco anos em paises em desenvolvimento - até focos
extra-intestinais, como o trato urindrio, a corrente sanguinea e o sistema nervoso central
(CROXEN et al., 2013; World Health Organization, 2016). Essas cepas de E. coli sido
capazes de transpor a barreira epitelial, levando a invasido e migracdo bacteriana para o
trato urindrio, podendo também eventualmente alcancar a corrente sanguinea e se
disseminar para os mais diversos tecidos do hospedeiro, causando bacteremia e sepse
(ABREU; BARBOSA, 2017).

A sepse consiste em uma disfun¢do organica ameacadora a vida, secunddria a
resposta desregulada do organismo a uma infec¢ao (SINGER et al, 2016), representando
um grave problema de satide publica mundial, devido a sua alta taxa de mortalidade e em
razdo do seu dificil e oneroso tratamento (MIQUELIN; REIS, 2016; RULIM et al., 2017).
Tanto bactérias Gram-positivas quanto as Gram-negativas podem estar envolvidas no
processo de sepse, estando as cepas de E. coli entre as potenciais bactérias Gram-
negativas causadoras de sepse (MAYR et al., 2014). Vdrios s@o os fatores de viruléncia
produzidos por esta bactéria, dentre os quais pode-se destacar a produgdo de
serinaproteases, a exemplo da Proteina envolvida na colonizacdo (Pic). Essa proteina
possui diversos papeis bioldgicos, incluindo hemaglutinacdo, atividade mucinolitica,
degradacdo do fator V da cascata de coagulacdo e clivagem tanto de glicoproteinas de
superficie de leucocitos como de moléculas do sistema complemento (HENDERSON et
al., 1999; RUIZ-PEREZ et al., 2011; ABREU et al., 2015).

Tais propriedades bioldgicas, especialmente a degradacdo de glicoproteinas
superficiais de leucdcitos e moléculas do sistema complemento, sugerem que essa
serinaprotease habilita a bactéria que a produz a evadir-se do sistema imune, tornando
esse patégeno um potencial agente causador de sepse (Figura 1). Tendo em vista que
todas as propriedades bioldgicas de Pic foram observadas in vitro, este estudo buscou
investigar se bactérias produtoras de Pic sdo capazes de induzir sepse letal em
camundongos, assim como o cendrio imunoldgico decorrente desta infeccdao utilizando

um modelo de inoculacdo intraperitoneal de bactérias. Vale ressaltar que diante da
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elevada capacidade dessas bactérias em causar doencas tdo disseminados em nosso meio,
entender os mecanismos de patogenicidade desenvolvidos por esses microrganismos
representa uma etapa indispensavel para o desenvolvimento de inibidores proteicos,
antibidticos e vacinas a serem utilizados na prevencao e/ou no tratamento de infecc¢des
graves.

Este trabalho gerou um artigo, submetido a revista Frontiers in Immunology,

Qualis A1, Fator de impacto 6,429 (ANEXO I).
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Figura 1. HipGteses para os mecanismos de acdo e contribui¢coes de Pic na sepse. 1) Pic possui a capacidade
de clivar glicoproteinas da superficie de leucdcitos, importantes no processo de adesdo, rolamento e
transmigracdo dessas células para o foco infeccioso (RUIZ-PEREZ et al., 2011). 2) A redugdo no numero de
leucdcitos recrutados para o peritonio dificultaria a eliminacdo da bactéria, permitindo que o patdgeno
prolifere e caia na corrente sanguinea (hipotese). 3) Pic também possui a capacidade de clivar moléculas
pertencentes as trés vias do sistema complemento (ABREU et al., 2015), o que possibilitaria a bactéria evadir-
se da morte mediada pelo complemento, sobreviver na corrente sanguinea e se disseminar para outros sitios
no corpo do hospedeiro (hipdtese). 4) Tal infeccdo disseminada ativaria a produgdo exacerbada de
mediadores inflamatérios, caracteristica da sepse, o que desregularia a homeostase do organismo, gerando
inimeros danos ao hospedeiro e culminando na sua morte (hipotese).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Escherichia coli

Caracterizada como um bacilo Gram-negativo pertencente a familia
Enterobacteriaceae, Escherichia coli é uma espécie bacteriana amplamente distribuida,
comumente encontrada no intestino grosso de humanos e animais de sangue quente
(VILA et al., 2016). Ela € facilmente isolada de amostras fecais por meio do cultivo em
meios de cultura seletivos onde a mudangca do pH, devido a fermentagcdo da lactose
presente no meio, pode diferenciar cepas fermentadoras ou nio de lactose. E capaz de
crescer em ambientes aerdbicos e anaerdbicos, preferencialmente a 37°C, podendo ser
movel ou nao (CROXEN et al., 2013).

Embora a maioria das linhagens colonize o intestino e raramente cause doencas
em individuos sauddveis, algumas linhagens sdo capazes de gerar distdrbios intestinais e
exta-intestinais tanto em individuos imunocomprometidos quanto nos imunocompetentes
(KAPER et al., 2004). A diarreia, um exemplo de disturbio gastrointestinal que pode ser
desencadeado via infecc@o por E. coli, representa um grave problema de saide publica,
sendo uma das principais causas de morbidade e mortalidade em criangas menores que
cinco anos em todo o mundo (World Health Organization, 2016).

As cepas de E. coli associadas a infec¢Oes intestinais sdo denominadas E. coli
diarreiogénicas (DEC) e podem ser classificadas em seis distintos patétipos, de acordo
com seu sitio de colonizacdo preferencial no hospedeiro, mecanismos de viruléncia e
sintomas clinicos subsequentes a infeccdo. Os patétipos de DEC sdo: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora
(EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli produtora da toxina Shiga (STEC) e E.
coli que adere difusamente em culturas de células epiteliais (DAEC) (GOMES et al.,
2016).

Sob certas circunstancias - como por exemplo ruptura da barreira gastrointestinal,
imunocomprometimento do hospedeiro, ou aquisicdo de novos fatores de viruléncia que
possibilitem adaptacdo a novos nichos - cepas restritas ao intestino (comensais ou nao)
podem causar infec¢des em focos extra-intestinais, a exemplo do trato urindrio, corrente

sanguinea e sistema nervoso. Essas linhagens com habilidade especial para causar
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doencas fora do intestino sio denominadas E. coli patogénica extra-intestinal (ExXPEC)
(RUSSO; JOHNSON, 2000).

Ampla é a gama de fatores de viruléncia produzidos por EXPEC que as habilitam
a colonizar superficies mucosas do hospedeiro, evitar ou subverter os mecanismos de
defesa local ou sist€émica do hospedeiro, adquirir nutrientes essenciais, tal como ferro,
invadir o hospedeiro e estimular a resposta inflamatéria (MAINIL, 2013). Os fatores de
viruléncia caracteristicos de EXPEC incluem diversas adesinas, polissacarideos (incluindo
capsula e lipopolissacarideos), toxinas, sideréforos, proteases, invasinas e proteinas de
resisténcia ao soro (JOHNSON; RUSSO, 2002). Esses fatores de viruléncia sao
codificados por genes constituintes de ilhas de patogenicidade restritas as E. coli
patogénicas, estando ausentes em bactérias comensais, tornando esses microrganismos
agentes etioldgicos de infeccdes no trato urindrio, meningites em neonatos € sepse
(KOGA et al., 2014).

As infecdes do trato urindrio sdo causadas por uma ampla gama de patdgenos,
estando Escherichia coli uropatogénica (UPEC) entre seus agentes etiologicos mais
comuns, sendo responsdvel por mais de 80% de todas as infec¢des urindrias (ULETT et
al., 2013). UPECs possuem um arsenal de fatores de viruléncias que contribuem com sua
habilidade em causar doenca, incluindo fimbrias, adesinas, toxinas, flagelo, proteinas
autotransportadoras e sistema de aquisicao de ferro (NIELUBOWICZ; MOBLEY, 2010).

Infecgdes da corrente sanguinea (bacteremia) também tém sido relacionadas as
vérias linhagens de E. coli (WISPLINGHOFF et al., 2004; LAUPLAND et al., 2008; de
KRAKER et al., 2013). As cepas que causam bacteremia possuem distintos fatores de
viruléncia, incluindo fatores envolvidos na adesdo, evasao do sistema imune, aquisi¢ao de
ferro e toxinas, sendo também resistentes a acdo bactericida do soro e de leucdcitos
(MIAJLOVIC et al., 2016). A presenca desses fatores de viruléncia pode garantir a
persisténcia dessas bactérias no sangue e disseminacdo pelo organismo, podendo
consequentemente desencadear uma severa resposta inflamatdria resultando em sepse

(HERZOG et al., 2014; MORA-RILLO et al., 2015).

2.2 Sepse

2.2.1 Definicdo e epidemiologia
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De acordo com a Society of Critical Care Medicine (SCCM) e a European Society

of Critical Care Medicine (ESICM), a sepse é definida como uma disfuncio organica

ameacadora a vida decorrente de uma resposta desregulada do hospedeiro a infec¢do. Tal

disfuncdo € diagnosticada por meio da variacdo de dois ou mais pontos no escore

Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) (SINGER et al., 2016), o qual avalia um

conjunto de alteracdes na respiracdo, na coagulacdo, na fun¢do cardiaca, no figado, no

sistema nervoso central e nos rins (Tabela 1).

Tabela 1. Escore SOFA

Escore
Sistema 0 1 2 3 4
Respiracao
PaO, / FIO,, mm >400 (53,3) <400 (53.3) <300 (40) <200 (26,7) com <100 (13,3) com
Hg (kPa) suporte respiratorio suporte
respiratdrio
Coagulacao
Plaquetas >150 <150 <100 <50 <20
x103/uL
Cardiovascular PAM>70mm PAMC<70 Dopamina <5  Dopamina 5,1-15  Dopamina >15
Hg mmHg ou ou Epinefrina ou
Dobutamina, <0,1 ou Epinefrina >0,1
qualquer dose Norepinefrina ou
<0,1 Norepinefrina
>0,1
Figado
Bilirrubina <1,2 (20) 1,2-19 2,0-59 6,0-11,9 (102 — >12,0 (204)
mg/dL (umol/L) (20-32) (33-101) 204)
SNC
Escala de coma 15 13-14 10 -12 6-9 <6
de Glasgow
Renal
Creatinina, <1,2 (110) 1,2-19 2,0-34 3,5 -4,9 (300- >5 (440)
mg/dL (umol/L) (110 -170) (171-299) 440) <200
ou <500

Debito urinario
(mL/d)

Adaptado de Singer et al., 2016.

Abreviacdes: FIO,, fracdo inspirada de O; PAM, pressao arterial média; PaO,, pressao parcial de O».

Para identificar rapidamente pacientes mais propensos a evoluirem para um

desfecho desfavordvel, criou-se também um escore SOFA simplificado, denominado

“quick SOFA” (qSOFA). Essa ferramenta acusa a gravidade do paciente quando este
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apresenta pelo menos dois dos seguintes critérios clinicos: frequéncia respiratéria
>22/incursdes por minuto, alteracdo do nivel de consciéncia (escore segundo a Escala de
Coma de Glasgow inferior a 15), ou pressdo arterial sistdlica de <100 mmHg
(SEYMOUR et al., 2016).

O termo choque séptico, também empregado no contexto da sepse, refere-se a um
subgrupo dos pacientes com sepse que apresentam acentuadas anormalidades
circulatdrias, celulares e metabdlicas associadas com um risco de morte maior quando
comparado a sepse isoladamente. O critério diagnéstico de choque séptico é a
necessidade de vasopressor para manter uma pressao arterial média acima de 65 mmHg
ap6s a infusdo adequada de fluidos, associada a nivel sérico de lactato acima de 2
mmol/L (SHANKAR-HARI et al., 2016).

Nas udltimas décadas a sepse tem recebido aten¢@o por ser uma das principais
causas de morbidade e mortalidade em Unidades de Terapia Intensiva, com opg¢des
terapéuticas limitadas (HUTTUNEN, AITTONIEMI, 2011; CHALUPKA; TALMOR,
2012). No Brasil, a taxa de mortalidade por sepse ainda se mostra elevada apesar dos
crescentes avancos referentes ao seu tratamento e diagnostico. No transcorrer de quase
uma década, pode-se observar um ténue declinio dessas taxas, visto que em 2006 a
mortalidade entre os pacientes sépticos era de 46,6% e no ano de 2015 seu percentual
ainda alcancou 45,3% dos 110.049 pacientes internados nesse periodo em decorréncia de
sepse, 0 que acarretou um gasto maior que R$ 400.000.000 com esses pacientes. No
Maranhao, foram registradas cerca de 2 mil internagdes no ano de 2015, o que gerou um
onus de aproximadamente seis milhdes de reais com o tratamento desses pacientes com
septicemia, culminando em uma taxa de mortalidade de 42,18% (MIQUELIN; REIS,
2016).

2.2.2 Fisiopatologia

2.2.2.1 Infeccdo e Resposta imune inicial

A invasdo de microrganismos indesejados desencadeia no hospedeiro uma série
de respostas por parte do sistema imune deste. Apds ultrapassarem as barreiras mecanicas

(como o tecido epitelial), quimicas (a exemplo dos 4acidos graxos da pele) e bioldgicas
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(exemplificadas pela microbiota intestinal), os patégenos induzem a resposta de vdrias
células do sistema imune inato, tais como macréfagos e neutréfilos, desencadeando um
quadro de inflamagao local (WIERSINGA et al., 2014).

Os macréfagos residentes nos tecidos sdo as primeiras células que respondem a
infeccdo via fagocitose e producdo de substancias bactericidas, como radicais livres de
oxigénio além de proteases e hidrolases (lisozimas, elastase, colagenase, etc). Apds a
ativacdo, macréfagos também produzem uma série de mediadores inflamatérios que
agem em outras células (polimorfonucleares, células endoteliais, fibroblastos, plaquetas e
mondcitos) amplificando a resposta inflamatéria (FORTIN et al., 2010).

Além dos macréfagos, os neutréfilos também sao fagdcitos importantes na defesa
inata do hospedeiro, sendo as primeiras células recrutadas ao local da injuria, atuando na
eliminacdo dos patdgenos via fagocitose, liberagdo de granulos citoplasmadticos, produgdo
de espécies reativas de oxigénio e producdo de armadilhas extracelulares de neutréfilos
(NETs). Atraidos por quimiocinas, os neutréfilos migram da corrente sanguinea para o
foco infeccioso com o auxilio de selectinas e integrinas (LERMAN; KIM, 2015).

O reconhecimento dos patogenos pelas células do sistema imune ocorre por
intermédio de moléculas denominadas de receptores de reconhecimento padrao (PRRs)
que identificam estruturas moleculares conservadas presentes na superficie dos
microrganismos, denominadas de padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs),
tais como lipopolissacarideos (LPS), peptideoglicano, lipopeptideos, flagelina e DNA
bacteriano (KAWAI; AKIRA, 2010). PRRs também podem reconhecer sinais endégenos
de danos, conhecidos como alarminas ou DAMPs (padrdes moleculares associados ao
dano) (CHEN; NUNEZ, 2010; CHAN et al., 2012).

Entre os principais representantes dos receptores de reconhecimento padrao (PRR)
encontram-se os receptores tipo foll dos mamiferos, uma familia composta por proteinas
de membrana homodlogas aos receptores toll de Drosophila melanogaster (MEDZHITOV
et al., 1997). Alguns receptores tipo toll sdao expressos na superficie celular (como os
TLR 1, 2, 4, 5 e 6), enquanto outros sdo expressos nas vesiculas membranosas
endociticas ou até mesmo em outros compartimentos intracelulares, como € o caso dos
TLR 3,7, 8 e 9 (KAWALI; AKIRA, 2010).

Os receptores transmembranares tipo toll sdo compostos por um dominio de

reconhecimento e um dominio citoplasmdtico capaz de desencadear eventos de
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sinalizacdo intracelular. Apds a ativacdo dos receptores via interagdo com um PAMP,
ocorre o recrutamento de proteinas acessérias presentes no citoplasma e uma série de
reacOes de fosforilacdo proteica € iniciada culminando na fosforilagdo do iKB (inibidor
do fator Kappa B) e na liberacio do NF-«B (fator nuclear kB). Este, por sua vez, &
translocado para o nicleo da célula onde induzird a transcricio de varios genes que
codificam a producdo de mediadores inflamatdrios, tais como citocinas, quimiocinas e
oxido nitrico MEDZHITOV; JANEWAY, 2000).

As citocinas sdo produzidas de modo regulado a fim de promover a ativagdo e
diferenciagdo da resposta imune (SCHULTE et al., 2013). Sdo produzidas por uma ampla
gama de células imunes - como neutréfilos, linfocitos, macréfagos, células dendriticas —
assim como por outros tipos celulares, a exemplo das células endoteliais, e exercem
fungdes tanto pro-inflamatdrias quanto reguladoras (STRIZ et al., 2014).

As quimiocinas e seus receptores sdo capazes de controlar a migracdo e a
residéncia de todas as células imunes (RAZ; MAHABALESHWAR, 2009). Essas
moléculas sdo secretadas em resposta a sinais, tais como citocinas pro-inflamatorias,
atuando no recrutamento de mondocitos, neutrofilos e linfécitos (DESHMANE et al.,
2009). As quimiocinas podem ser agrupadas em duas subfamilias funcionais: quimiocinas
inflamatérias e homeostdticas. As primeiras sdo responsdveis por controlar o
recrutamento de leucdcitos, enquanto as ultimas guiam os leucdcitos para Orgdos
linfoides secunddrios, bem como na medula 6ssea e no timo durante a hematopoese
(PALOMINO; MARTI, 2015).

Outro mediador inflamatério que atua no contexto infeccioso é o 6xido nitrico
(NO). Este € um radical livre, gasoso, inorganico, incolor sintetizado a partir de oxigénio
molecular e do aminodcido L-arginina por um grupo de enzimas denominadas 6xido
nitrico sintases (NOS) (DUSSE et al., 2003). O NO representa um dos mais importantes
mediadores de processos intra e extracelulares, consistindo em um composto bastante
reativo cuja liberagdo resulta em imediatas e variadas reacdes quimicas diretas e indiretas
(VINCENT et al., 2000). Dentre as interagdes diretas estd a reagdo com metais que
compdem a estrutura de proteinas, podendo também interagir com grupamentos tidis (R-
SH), muito frequentes em proteinas que contenham residuos de cisteina. Os efeitos
indiretos do NO baseiam-se na sua reacdo com espécies reativas de oxigénio (ASSREUY,

2006).
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2.2.2.2 Desregulacido da resposta imune € inflamacio sistémica

Quando a resposta imune local € incapaz de controlar a infec¢do, o microrganismo
pode invadir a corrente sanguinea e induzir uma resposta inflamatéria sistémica
caracterizada pela ativacdo celular exacerbada e liberacdao de varios mediadores pro-
inflamatoérios, a exemplo do fator de necrose tumoral (TNF-a), das interleucinas (IL) 6 e
12, do interferon gama (IFN-y) e da proteina quimiotitica de mondcitos (MCP-1). Em
paralelo ou sequencialmente a essa fase de hiperinflamacdo, surge também um estado de
imunossupressdo, caracterizado pela producdo de citocinas reguladoras, tais como a
interleucina 10 (IL-10) e o fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-f)
(WIERSINGA et al., 2014).

O TNF-a deriva de células imunes ativadas (macréfagos) e células ndo
pertencentes ao sistema imune (fibroblastos) em resposta a um estimulo infeccioso ou
inflamatério (PARAMESWARAN; PATIAL, 2010). Uma vez liberado, o TNF-o age em
distintas células alvo, tais como macrofagos, células endoteliais e neutréfilos. Em
macréfagos, essa citocina promove o aumento, ativacdo e diferenciacdo (WITSELL;
SCHOOK, 1992) e estimula a sobrevivéncia celular (CONTE et al., 2006). Nas células
endoteliais o TNF-o aumenta a expressdo de moléculas de adesdo e quimiocinas
(NAKAE et al., 1996), aumentando também a adesividade das integrinas nos neutréfilos,
0 que contribui com a sua migracdo para o foco infeccioso (SCHOUTEN et al., 2008). O
TNF-a também amplifica a cascata inflamatéria por ativar macréfagos a secretar outras
citocinas pré-inflamatérias (IL-6, IL-8), mediadores lipidicos e espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (COHEN, 2002).

A 1IL-6 é produzida por uma ampla variedade de células, especialmente
macréfagos, células dendriticas, linfocitos, células endoteliais, fibroblastos e células do
musculo liso em resposta a estimulos com LPS, IL-1 e TNF-a (SCHELLER; ROSE-
JOHN, 2006). Seu efeito bioldgico inclui a ativagao de linfécitos B e T e sistema de
coagulacdo e modulacdo da hematopoese (BORDEN; CHIN, 1994). Além disso, possui
importante papel na inducdo da febre, bem como medeia a resposta de fase aguda,
caracterizada por febre, leucocitose e liberacdo hepdtica de proteinas de fase aguda

(KUSHNER; RZEWNICKI, 1994).
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Fagocitos (macréfagos e neutréfilos) e células dendriticas s@o as principais fontes
da citocina heterodimérica IL-12 (TRINCHIERI, 2003). Sua a¢ao consiste em promover
o desenvolvimento de resposta imune adaptativa tipo 1, que € caracterizada por aumento
da resposta de fagdécitos mononucleares. IL-12 induz células T e células natural killer
(NK) a produzir IFN-y, o qual estimula macréfagos a aumentar sua atividade bactericida
(BONECCHI et al., 1998). Além disto, essa interleucina estimula a diferenciacdo de
células TCD4+ naive em células Tul e as protege da morte por apoptose (HSIEH et al.,
1993). O interferon gama (IFN-y) é produzido principalmente por células NK ativadas,
Tul e células T citotéxicas CD8*. Sua producdo é regulada e estimulada por citocinas
derivadas de macréfagos, especialmente TNF-a, IL-12 e IL-8 (BOEHM et al., 1997).

A proteina quimiotética de mondcitos (MCP-1) € uma quimiocina produzida por
varios tipos celulares quer constitutivamente ou apds a inducdo por estresse oxidativo,
citocinas e fatores de crescimento (VAN COILLIE et al., 1999). Dentre as células que a
produz estdo células endoteliais, fibroblastos, epiteliais, do musculo liso, mesangiais,
astrociticas, monociticas e microgliais. Entretanto, mondcitos/macréfagos sdo a principal
fonte dessa quimiocina (DESHMANE et al., 2009). MCP-1 estimula a quimiotaxia de
mondcitos e vdrios eventos celulares associados A quimiotaxia, incluindo o fluxo de Ca**
e a expressao de integrinas. Ela € também um indutor fraco da expressao de citocina em
mondcitos e, em altas concentracdes, desperta respiratory burst, que gera espécies
reativas de oxigénio (JIANG et al., 1992; PALOMINO; MARTI, 2015).

IL-10 € produzida por muitos tipos de células do sistema imune, tais como
mondcitos, macréfagos, linfécitos T e B, células NK (LATIFI et al., 2002). Tem func¢do
antinflamatdria (reguladora), suprimindo, in vitro, a producdo de mediadores pro-
inflamatorios como TNF-a, IL-1, IL-6 e IFN-y (MALEFYT et al., 1991).

Além da liberagdo de diversas moléculas pré-inflamatorias, alteracdes metabdlicas
e hemodinamicas também caracterizam a sepse e contribuem para o agravamento do
quadro clinico do paciente, tendo como consequéncia o comprometimento da
funcionalidade de diversos 6rgdos e mortalidade na maioria dos casos. As disfuncdes
organicas mais comuns sdo: cardiovascular, pulmonar, renal, neurolégica e do aparelho
digestivo. Posteriormente, ocorrem também disfuncdes hepdticas e hematoldgicas

(HATTORI et al., 2017).
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Dentre as disfungdes metabdlicas frequentemente observadas em pacientes
sépticos estdo as alteracdes nos niveis glicémicos (HIRASAWA et al., 2009), as quais
ocorrem por agdo de citocinas circulantes e de hormdnios contra-reguladores liberados
em condicdo de estresse (KROGH-MADSEN et al.,, 2004). Tanto o estado de
hiperglicemia (MARIK; RAGHAVAN, 2004; DAY et al., 2008; VAN CROMPHAUT et
al.,, 2008) quanto o de hipoglicemia (MACIEL et al., 2008) tém sido relatados no
contexto da sepse, sendo ambos agravantes do quadro séptico, estando relacionados com
mortalidade (ALI et al., 2008; AHMAD; KHALID, 2012).

As alteracdes hemodindmicas, por sua vez, compreendem a ativagdo de vdrias
cascatas de proteinas plasmaticas, como as da cascata de coagulacdo e do sistema
complemento. A ativacdo da cascata de coagulacdo do sangue durante a sepse consiste
em um mecanismo de defesa do hospedeiro que atenua a disseminagdo e facilita
destruicao de patégenos. Inflamagdo e coagulacio estdo estreitamente conectadas, visto
que um processo inflamatério descontrolado pode promover a coagulacdo intravascular
disseminada (DIC), um importante indicador de mau progndstico na sepse caracterizado
por producdo massiva de trombina e ativagdo/consumo de plaquetas, acoplados com
fibrindlise prejudicada e trombose microvascular (LUPU et al., 2014).

Similar a coagulagdo, o sistema complemento é um importante componente imune
inato na defesa contra microrganismos invasores. A ativacdo desse sistema proteico
contribui para a lise e opsonizacdo dos microrganismos, regula as reacdes inflamatorias e
conecta as imunidades inata e adaptativa (MARKIEWSKI, 2008). Entretanto, os
pequenos fragmentos das proteinas (C3a, C4a e C5a), conhecidos como anafilatoxinas,
liberados durante a clivagem das mesmas, amplificam a resposta inflamatéria por
aumentar a permeabilidade dos vasos sanguineos (SCHUERHOLZ et al., 2005) e atrair
leucécitos para o sitio infeccioso (SILASI-MANSAT, 2010).

Um indicio que a ativacdo do sistema complemento durante um estado de
bacteremia inicial auxilia na eliminacdo dos patdgenos reside no fato de que a auséncia
de C3 (uma molécula chave e que atua nas trés vias de ativacdo desse sistema) em
humanos e camundongos os torna vulnerdveis a infec¢des (SILASI-MANSAT, 2010).
Portanto, para permanecerem vidveis na corrente sanguinea e posteriormente se
disseminar no hospedeiro, os patégenos invasores devem também resistir a essas

propriedades bactericidas do soro (MIAJLOVIC; SMITH, 2014).
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Os patégenos humanos exibem uma serie de estratégias para evadir dos
mecanismos de a¢do do sistema imune, dentre as quais podemos citar: (1) a producao de
proteinas que mimetizam proteinas reguladoras do sistema complemento ou aquisi¢ao das
proteinas reguladoras do hospedeiro; (2) a inibicdo de C3 e C5 convertase ou da
formacdo do complexo de ataque a membrana (MAC); (3) inativagdo de anticorpos por
meio da degradacdo ou ocupagdo da por¢do Fc dessas proteinas; (4) a inativacdo das
proteinas do Sistema Complemento via secrecdo de proteases (ABREU; BARBOSA,
2017).

2.3 Proteases

Envolvidas em diversos processos celulares e extracelulares importantes (PAGE;
Di CERA, 2008), as proteases s@ao um grupo de enzimas capazes de catalisar a clivagem
hidrolitica de ligacdes peptidicas (TERSAIOL et al., 2002), estando entre os polimeros
biologicos mais estdveis por possuir ligacdes peptidicas que podem resistir por vdrias
horas em acidos concentrados ou altas temperaturas (DRAG; SALVESEN, 2010). Essas
enzimas sao encontradas em todos os organismos e algumas delas sao importantes fatores
de viruléncia bacteriana, atuando como toxinas com distintos alvos celulares
(POTEMPA; PIKE, 2009).

As proteases podem ser classificadas de acordo com a localizagdo do sitio de
clivagem na proteina alvo. Se esta ocorrer perto das porcdes amino ou carboxi-terminais,
elas sdo chamadas de exoproteases; caso a clivagem aconteca distante das extremidades
do substrato, a protease ¢ denominada endoprotease (IUBMB, 2007). As endoproteases
ainda podem ser subdivididas em sete grupos cataliticos: serinoproteases,
metaloproteases, cisteino proteases, aspdrtico proteases, treonino proteases, glutdmico
proteases e asparagino peptideo liases (BARRET et al., 2003; RAWLINGS et al., 2011;
MADHAVI et al., 2014).

As serinoproteases sao enzimas que possuem um sitio ativo que contém a triade
catalitica Ser/His/Asp, responsdvel por sua atividade proteolitica e sdo amplamente
distribuidas entre virus, bactérias e eucariotos, sendo, portanto, vitais para os organismos
(PAGE; Di CERA, 2008; HEDSTROM, 2002; DODSON; WLODAWER, 1998). Em

bactérias Gram-negativas, essas proteases sao conhecidas como SPATEs (serino protease
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autotransporter of Enterobacteriaceae), uma familia de proteases extracelulares
produzidas por bactérias pertencentes a familia Enterobactericeae (RUIZ-PEREZ;
NATARO, 2014).

O termo “autotransportadoras” refere-se a um grupo de proteinas que contém em
sua estrutura todos os componentes necessdrios para seu transporte através das
membranas interna e externa da bactéria e posterior secrecdo. Esse mecanismo ocorre via
um sistema de secrecdo Tipo V, presente em bactérias Gram-negativas (DAUTIN, 2010).
Estruturalmente semelhantes, as proteinas autotransportadoras sdo compostas pelas
seguintes regides (Figura 2):

(1) Peptideo sinal: importante para o reconhecimento e translocagdo da proteina
pelo sistema secretor Sec, presente na membrana interna da bactéria;

(2) Dominio passageiro: parte secretada ao meio externo e que exerce atividade
funcional;

(3) B-dominio: parte da proteina que forma um poro na membrana externa e

permite a passagem e excre¢do do dominio passageiro.

Peptideo sinal Dominio passageiro B-dominio

Figura 2. Estrutura geral das proteinas autotransportadoras.

Fonte: Adaptado de Ruiz-Perez e Nataro (2014).
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A familia SPATE, que inclui mais de 25 proteases com substratos diversos, tem
sido dividida filogeneticamente em duas classes distintas baseadas na sequencia de amino
dcidos do dominio passageiro. SPATEs de classe I possuem habilidade de causar efeitos
citopaticos em culturas de células e apresentam atividade enterotoxica. As SPATEs de
classe Il sdo capazes de degradar mucina, incluindo glicoproteinas da superficie de
leucécitos com papel vital em numerosas funcdes celulares, modulando a resposta imune
e sendo, portanto, consideradas como proteinas imunomoduladoras (HENDERSON et al.,
1998; DUTTA, 2002). Um importante membro das SPATEs é a proteina envolvida na

colonizacgao (Pic).

2.4 Proteina envolvida na colonizac¢ao (Pic)

Pic € uma proteina extracelular de 109.8 kDa produzida por E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli enteropatogénica
(EPEC) e Shigella flexneri 2a (RAJAKUMAR et al., 1997, HENDERSON et al., 1999;
PARHAM et al., 2004; ABREU et al., 2016).

Virios papéis bioldgicos para Pic ja foram descritos, incluindo hemaglutinacao,
atividade mucinolitica, degradacdo do fator V da cascata de coagulacdo e clivagem de
glicoproteinas de superficie de leucdcitos, que estdo envolvidas no trafego, migracio e
inflamacdo (HENDERSON et al., 1999; RUIZ-PEREZ et al., 2011). A capacidade de
aglutinar eritrdcitos de varias espécies sugere que Pic pode ter uma atividade adesiva que
pode promover aderéncia da bactéria produtora ao tecido intestinal ou a parede mucosa.
Devido a sua atividade mucinolitica, Pic também promove a colonizacio intestinal de
ratos e coelhos pela clivagem do muco presente na luz intestinal, favorecendo assim a
adesdo da bactéria aos enterdcitos (HARRINGTON et al., 2009; MUNERA et al., 2014;
ABREU et al., 2016). Porém, ao mesmo tempo em que possui atividade mucinolitica
sobre mucina, essa proteina também desencadeia a hiperprodu¢do de muco, o que sugere
a possivel participacdo de Pic nas caracteristicas patolégicas da diarreia induzida por
EAEC e diarreia mucoide vista em infec¢des por Shigella (NAVARRO-GARCIA et al.,
2010).

Além da capacidade de clivar uma notdvel gama de moléculas presentes na

superficie de vdarias linhagens de células hematopoiéticas, incluindo macréfagos,
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neutrdfilos e linfécitos (RUIZ-PEREZ et al., 2011), Pic também promove resisténcia ao
soro pela clivagem direta de moléculas-chave pertencentes as trés vias desta cascata do
sistema complemento (ABREU et al., 2015). Desta forma, patégenos produtores de Pic
sdo capazes de destruir a barreira protetora do epitélio intestinal causando a persisténcia
bacteriana, invasdo, migracdo para o trato urindrio e alguns deles t€ém a capacidade de

atingir a corrente sanguinea podendo causar bacteremia e sepse (HERZOG et al., 2014).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a capacidade da serinoprotease Pic produzida por Escherichia coli induzir

sepse letal em animais submetidos a inoculacdo intraperitoneal de bactérias.

3.2. Objetivos especificos

v’ Avaliar a a¢do de Pic na sobrevida dos animais apds infec¢do com as bactérias;

v' Verificar a capacidade de sobrevivéncia das bactérias na corrente sanguinea,
assim como sua disseminacao pelo hospedeiro.

v’ Avaliar a migracdo dos leucécitos para o foco infecioso inicial dos animais
submetidos a inoculagdo intraperitoneal de bactérias;

v Avaliar a ocorréncia de resposta inflamatéria local e sistémica nos animais
infectados;

v’ Analisar o perfil fenotipico e o potencial de ativagdo de leucécitos do bago e
peritonio dos animais infectados;

v' Analisar as modifica¢Oes histopatolégicas em 6rgéos dos animais apds a infecgéo.
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4. CAPITULOI

The serinoprotease Pic secreted by Escherichia coli induces an intense immune
response and death in a murine model of sepsis

DUTRA, LL."* LIMA, Y.A."; NASCIMENTO, J.R."* VALE, A.A.M."*; ASSUNCAO,
R.G. 3; ALVES, P.C.S.'%; TROVAO, L.0.}%; SILVA, L.A. ?; MACIEL, M.C.G"?%;
SILVA, R.M.* ELIAS, W.P.>; SOUSA, EMM.3; NASCIMENTO, F.R.F.'?; ABREU,
A.G.23

"Laboratory of Immunophysiology, Federal University of Maranhdo, Sdo Luis, Brazil;
’Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias da Saiide, Federal University of Maranhdo,
Sdo Luis, Brazil;

SPrograma de Pés-Graduagdo em Biologia Parasitdria, UNICEUMA, Sédo Luis, Brazil;
“Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Escola Paulista de
Medicina, Universidade Federal de Sao Paulo, Sdo Paulo, Brazil;

SLaboratério de Bacteriologia, Instituto Butantan, Sdo Paulo, Brazil.

Some Escherichia coli strains are important pathogens responsible for a variety of
diseases, and albeit using distinct mechanisms of pathogenesis, have in common the
production of Pic, or protein involved in colonization. We have recently shown that Pic
mediates immune evasion by the direct cleavage of complement molecules, significantly
reducing complement activation by all three pathways. The aim of this study was to
investigate the action of Pic in a murine model of sepsis. Six to eight-week-old female
Swiss mice were intraperitoneally inoculated with Pic-producing E. coli (F5), F5Apic
mutant or apyrogenic water (control). Animal survival was monitored for 5 days (n= 6
animals/group) and a subset of mice (n= 6 animals/group) was euthanized after 12 h for
sample acquire from blood, peritoneal lavage and organs. The parameters evaluated were
cellularity from blood, peritoneal cavity and organs; inflammatory mediators production;
quantity of colony forming units (CFU's); immunophenotyping of cells from spleen and
peritoneum; and histopathology of organs. Intraperitoneal inoculation of Pic-producing
bacteria induced 100% death within 24 h, different from the other groups where no death
was observed. The CFU count of bacteria in the organs was significantly higher in F5
than other groups. Besides, only F5 was viable on bloodstream. Hematological analysis
showed a decrease of total leukocytes, mainly lymphocytes. NO and cytokines (IFN-v,
TNF-a, IL-6, IL-12, IL-10 and MCP-1) were detected in serum, as well as on peritoneal
lavage (excepting IL-12) of F5 group in significantly higher levels than other groups.
Immunophenotyping of spleen and peritoneum cells revealed that there was a low
expression of co-receptors on lymphocytes and macrophages in F5 group, indicating that
the activation and function of these were compromised. Therefore, these results
evidenced that Pic represents an important virulence factor, allowing the survival of the
bacterium on bloodstream and several organs, as well as inducing a high production of
pro-inflammatory mediators by the host, leading to a sepsis and death.

Keywords: Escherichia coli; Pic; serinoprotease; sepsis.
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Introducao

A sepse consiste em uma disfun¢do orginica ameacadora a vida, que decorre de
uma resposta desregulada do organismo a uma infeccdo persistente (SINGER et al,
2016). O reconhecimento de patégenos invasores pelas células do sistema imune
desencadeia uma série de reacOes citoplasmaticas de fosforilacdo proteica que resultam
na transcricdo de vérios genes que codificam a producdo de mediadores inflamatérios,
tais como citocinas, quimiocinas e 6xido nitrico (MEDZHITOV; JANEWAY, 2000). A
ativacdo em excesso desse sistema gera alteragdes cardiovasculares e/ou hemodinamicas,
neuroldgicas, metabdlicas e ativacdo de vdrias cascatas de proteinas plasméticas, como a
cascata de coagulagdo e do sistema complemento, que contribuem para o agravamento do
quadro clinico do paciente, tendo como consequéncia o comprometimento da
funcionalidade de diversos 6rgdos e faléncia sist€émica, resultando em mortalidade na
maioria dos casos (LUPU et al., 2014; VAN DER POLL et al., 2017; MINASYAN,
2017).

A sepse representa um grave problema de satide publica mundial, devido a sua
alta taxa de mortalidade e ao seu dificil e oneroso tratamento (RULIM et al., 2017).
Comparando a taxa de mortalidade de pacientes hospitalizados em Unidades de Terapia
Intensiva (UTIs) de diferentes paises, uma alta taxa foi observada no Brasil (56,1%,)
seguido pela Argentina (46,6%), Canada (30,3%), Estados Unidos (33%), e Austrélia
(22%) (MACHADO; MAZZA, 2010). Nos Estados Unidos, a incidéncia de sepse é
estimada em 300 casos por 100.000 habitantes e o 6nus gerado com o tratamento desses
pacientes chega a 14 bilhdes de dolares (MAYR et al., 2014). Ja no Brasil, os gastos
decorrentes dessas internacdes, s6 no ano de 2015, foram de aproximadamente 400
milhdes de reais (MIQUELIN; REIS, 2016).

Tanto bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas podem desencadear o
processo de sepse, estando E. coli entre as principais Gram-negativas causadoras de sepse
(MAYR et al., 2014). Escherichia coli ¢ uma bactéria amplamente distribuida em
diversos ambientes e comumente encontrada no intestino grosso de humanos e animais de
sangue quente, sem causar doencas em individuos sauddveis (KAPER et al., 2004).
Entretanto, algumas linhagens sdo capazes de originar distdrbios intestinais a exemplo da
diarreia que € um grave problema de satide publica mundial e estd entre as principais

causas de morbidade e mortalidade entre criancas de paises em desenvolvimento (World
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Health Organization, 2016). Cepas patogénicas de E. coli sdo também responsaveis por
infeccOes exta-intestinais, tanto em individuos imunocomprometidos quanto nos
imunocompetentes, sendo relatadas como agente etioldgico de infec¢des do trato urindrio,
sistema nervoso central e corrente sanguinea (CROXEN et al., 2013).

Infec¢cdes da corrente sanguinea tém sido relacionadas as vdrias linhagens de E.
coli (WISPLINGHOFF et al., 2004; LAUPLAND et al., 2008; de KRAKER et al., 2013).
As cepas que causam bacteremia possuem diversos fatores de viruléncia, incluindo
aqueles envolvidos com adesdo, evasdo do sistema imune, aquisi¢do de ferro e toxinas e
resisténcia a acao bactericida do soro (JOHNSON et al., 2002; MIAJLOVIC et al., 2016).
A presenca desses fatores pode garantir a persisténcia dessas bactérias no sangue e
disseminagdo pelo organismo, podendo consequentemente desencadear uma severa
resposta inflamatdria resultando em sepse (HERZOG et al., 2014; MORA-RILLO et al.,
2015).

Dentre os fatores de viruléncia que habilitam E. coli a evadir do sistema imune
temos a Proteina envolvida na colonizacdo (Pic). Esta consiste em uma serinoprotease
produzida por algumas bactérias da familia Enterobacteriaceae, que possui diversos
papeis bioldgicos, incluindo hemaglutinacio, atividade mucinolitica, degradacao do fator
V da cascata de coagulacido e clivagem de glicoproteinas de superficie de leucdcitos
(HENDERSON et al., 1999; RUIZ-PEREZ et al., 2011), além de promover resisténcia ao
soro pela clivagem direta de moléculas-chave pertencentes as trés vias da cascata do
sistema complemento (ABREU et al., 2015). Desta forma, patégenos produtores de Pic
sdo capazes de destruir a barreira protetora do epitélio intestinal causando a persisténcia
bacteriana, invasdo, migracdo para sitios extra-intestinais e alguns deles t€ém a capacidade
de atingir a corrente sanguinea podendo causar bacteremia e sepse (HERZOG et al.,
2014).

Uma vez que Pic € capaz de degradar importantes substratos bioldgicos, levantou-
se a hipdtese de que esta serinoprotease poderia induzir sepse letal em modelo murino.
Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a capacidade da serinoprotease Pic
produzida por Escherichia coli de induzir sepse letal em animais submetidos a inocula¢io

intraperitoneal de bactérias.
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Material e Métodos

Amostras bacterianas

Para realizacdo deste trabalho foi utilizada uma amostra de E. coli (F5) isolada de
um caso de bacteremia no Hospital Sdo Paulo (SP — Brasil), produtora da serinoprotease
Pic, bem como o seu mutante no gene pic (F5Apic). A constru¢dao do mutante foi baseada
na técnica de mutagénese especifica, com uso de fragmento linear de DNA, com emprego
do sistema de recombinases codificadas pelo fago A Red (DATSENKO et al., 2000).
Todas as amostras foram mantidas a -80°C em caldo de soja tripticase (TSB) acrescido de
glicerol a 20% e cultivadas em caldo Luria-Bertani (LB), 4gar LB ou dgar MacConkey
MC).

Animais

Foram utilizados 36 camundongos fémeas da linhagem Swiss entre seis e oito
semanas de vida para o modelo de sepse por inoculagdo intraperitoneal (ip.), obtidos do
Biotério Central da Universidade Federal do Maranhdo. Os protocolos experimentais

foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade

Federal do Maranhao (Processo n° 23115.006231/2015-20) — ANEXO I1.

Inoculacgio intraperitoneal das bactérias

A inoculacdo intraperitoneal das bactérias foi realizada conforme descrito
previamente por Picard et al. (1999). Apos determinacdo do inoculo adequado para
indugdo da sepse letal, que consistiu em 200 uL de suspensdes contendo 10° UFC/mL,
procedeu-se com a inoculacdo das suspensdes por via intraperitoneal nos camundongos

fémeas da linhagem Swiss entre seis e oito semanas de vida, com peso entre 25 e 30 g.

Avaliacao da sobrevida dos animais submetidos a inoculacio intraperitoneal e
ensaios subsequentes
Os 36 camundongos usados no experimento foram separados em 03 grupos (12

animais/grupo). Os animais do grupo Controle receberam inje¢des contendo 200 puL de
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dgua apirogénica. Nos grupos F5 e FSApic foram inoculadas as cepas de E. coli F5 e seu
mutante E. coli F5Apic, respectivamente.

Doze horas ap6s a inducdo da sepse por inoculacdo intraperitoneal, metade dos
animais de cada grupo (n=6) foi eutanasiada, por overdose de anestésico, para coleta de
amostras destinadas aos ensaios descritos a seguir. A outra metade dos animais (n=6) foi
destinada a avaliagao da sobrevida, sendo esta acompanhada a cada 12 horas até o 5° dia

ap6s a indugdo da sepse (MACIEL et al., 2014).

Dosagem de glicose e coleta de sangue

A quantificacdo de glicose foi feita utilizando sangue periférico 12 h apds a
inoculagdo intraperitoneal das bactérias usando glicosimetro digital (Accu-check). O
valor obtido expressou a concentracdo da glicose (mg/dL).

Em seguida, os animais foram anestesiados (150 mg/kg Cloridrato de Ketamina e
120 mg/kg Cloridrato de Xylazina) por via intramuscular e submetidos a pung¢do retro
orbital para coleta do sangue destinado contagem celular diferencial, mensuracdo sérica
de citocinas e NO, além da avaliacdo da presenca de bactérias no sangue, por meio do
cultivo em dgar MacConkey, meio seletivo para bactérias Gram-negativas.

A contagem de células sanguineas foi realizada por método automatizado,

utilizando o Bioclin 2.8 Vet (Bioclin, Brasil).

Obtencao das células peritoneais

ApOs a eutandsia e coleta de sangue, as células peritoneais dos animais foram
assepticamente coletadas a partir da lavagem da cavidade peritoneal com 5 mL de
Solucdo tamponada com fosfato (PBS) estéril gelada (MACIEL et al., 2014). Para a
determinacdo do numero total, as células peritoneais foram coradas com cristal violeta
(0,05%) em éacido acético 30% na propor¢do de 9:1. As células foram contadas com

auxilio de um hemocitometro (Sigma, USA), e de um microscopio optico de luz comum.

Producao de peroéxido de hidrogénio
Para avaliar a producdo de peréxido de hidrogénio (H202) peritoneal foi utilizado

o método de oxidacdo do vermelho de fenol (PICK; MIZEL, 1981). Para isto, aliquotas
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de 100uL da suspensdo celular (2 x 10° células/mL de sol. fenol vermelho) foram
transferidas para placa de cultura de fundo chato (96 pocos). Os ensaios foram feitos em
quadruplicata e em dois dos pocos foram acrescentados 10uL de Acetato Miristato de
Forbol (PMA) diluido em dimetil sulf6xido (DMSO), de modo a obter uma concentragao
final de 10ng por poco. A placa foi incubada a 37 °C em estufa contendo 5% de CO: e
atmosfera imida por uma hora. Apds esse tempo, a reagcdo foi interrompida pela adicao
de 10uL de NaOH IN por pogo. A absorbancia foi determinada por ELISA (Titertek-
Multiscan), com filtro de 620 nm, contra branco constituido por solu¢do de vermelho de
fenol. Os resultados, obtidos em densidade Optica, foram transformados em uM de H,O>
mediante equacdo de regressdo linear com base em uma curva padrio feita com

concentracdes conhecidas de H>O».

Obtencao dos orgaos

O figado, baco, rins, pulmdes e o fémur foram retirados. Pequenos fragmentos do
figado, baco e pulmdo foram retirados, pesados com auxilio de balanca digital e
destinados a determinacdo das Unidades Formadoras de Coldnias (UFCs). Fragmentos do
figado, baco e rins também foram retirados, pesados e utilizados para andlises

histopatoldgicas.

Determinacio das Unidades Formadoras de Colonias (UFCs)

Aliquotas de dilui¢des seriadas em PBS do sangue, lavado peritoneal e macerado
dos orgaos (bago, figado e pulmao) foram semeadas dgar MacConkey para avaliacdo da
presenca de bactérias.

Para o cultivo das bactérias do sangue e do lavado peritoneal, aliquotas de 10 uL e
100 pL, respectivamente, foram diluidas em PBS estéril, seguido de dilui¢des seriadas até
a concentracdo de 107. Posteriormente, um total de 100 pL de cada dilui¢io foram
semeados em dgar MacConkey (meio seletivo para bactérias Gram-negativas), com 0
auxilio de uma al¢a de drigalski. Para avaliagdo das bactérias nos 6rgaos, fragmentos dos
mesmos foram pesados, triturados e homogeneizados em PBS estéril (pH 7,4) e dilui¢Oes
seriadas até a concentracdo de 10 foram semeadas em dgar MacConkey. As UFCs foram
contadas apds incubacgdo overnight a 37°C, sendo os resultados expressos como Log de

UFC/mL.
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Contagem de células do baco e medula éssea

Para a obtencdo das células do bago, o mesmo foi triturado e ressuspenso em 5
mL de PBS. J4 para obtencdo das células da medula dssea, o fémur foi perfundido com 1
mL de PBS. Para determinar o nimero total de células, nove volumes de células foram
adicionados a 1 volume de cristal violeta a 0,05% em acido acético a 30% (MACIEL et
al., 2014). As células foram contadas com auxilio de um hemocitometro (Sigma, St.

Louis, MO, USA) em microscopio 6ptico de luz comum.

Imunofenotipagem das células do baco e peritonio

Apés contagem de células da cavidade peritoneal e do baco, 10° células/mL foram
ressuspensas em tampao especifico para imunofenotipagem e transferidas para uma placa
de 96 pocos de fundo em “U”. Em seguida, procedeu-se a marcacido das células com
anticorpos especificos e incubacdo a 4°C por 15 minutos. Na marcacdo das células do
baco, foram utilizados 2 painéis com os seguintes anticorpos monoclonais conjugados
com fluorocromos: anti-CD3 conjugado com FITC; anti-CD28 conjugado com PE e anti-
CD4, anti-CD8 conjugados com PerCP (Tabela 2). Para as células do peritonio foram
montados 5 painéis de marcacdo: anti-CD3, anti-CD14 e Ia-Ie conjugados com FITC;
anti-CD28, anti-CD80, anti-CD86 e anti-CD19 conjugados com PE e anti-CD4, anti-
CD8, anti-iNOS e anti-Ly6G conjugados com PerCP (Tabela 3).

Quantificacao de NO, citocinas e quimiocina ap6s a infeccao bacteriana

Para investigar a producdo de mediadores inflamatdrios apds inducao da sepse por
inoculacdo intraperitoneal de bactérias, foram realizadas dosagens de NO, citocinas (IL-6,
IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-12) e da quimiocina MCP-1.

Para determinagdo do NO, aliquotas de 50 pL do soro foram utilizadas para
dosagem de nitrito como forma indireta de avaliar a producdo de 6xido nitrico, conforme
protocolo adaptado de Miranda et al. (2001). Amostras do soro, bem como do lavado
peritoneal dos animais, foram destinadas a dosagem de citocinas por citometria de fluxo.
A quantificagdo de citocinas secretadas (IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-12, IL-10) e da
quimiocina MCP-1 foi realizada utilizando o kit CBA (Cytometric Bead Array) (BD

Pharmingen, San Diego, CA, EUA), seguindo recomendacdes do fabricante.
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Avaliacao histopatolégica

Fragmentos do figado, baco e rim foram removidos, pesados e fixados em formol
10% por 24 h, desidratados em &dlcool e embebidos em parafina. Fragmentos de 5-mm
foram corados em hematoxilina — eosina para andlise histopatolégica dos seguintes
parametros: hemorragia, infiltrado celular, necrose e edema. A andlise foi determinada
em teste duplo cego a partir da seguinte classificacdo: 0 = ausente; 1 = leve; 2 =

moderado; 3 = intenso.

Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Graph Pad Prism,
versdao 07. Os resultados foram expressos em média e desvio padrdo e submetidos a
Andlise de Variancia (ANOVA), seguida do teste de comparacdes multiplas de Turkey,
teste T ou Kruskal-Wallis e Mann-Whitney quando o pressuposto de normalidade dos
dados nao era satisfeito. Para a andlise da sobrevida, utilizou-se a curva de Kaplan-Meier

e o teste de Long-Rank.

Resultados

E. coli produtora de Pic induz sepse letal nos animais

A inoculacio intraperitoneal de bactérias produtoras da serinoprotease Pic (E. coli
F5) induziu a morte de aproximadamente 66% dos animais em até 12 h apds a infecgdo.
Os animais restantes morreram em até 24h ap0s a inoculacao bacteriana, refletindo numa
mortalidade de 100% em até 24h apos a inducdo da sepse. Nenhuma morte foi verificada

nos demais grupos (Figura 3).

Pic é essencial para a permanéncia da bactéria na corrente sanguinea

A contagem de UFCs ap6s cultivo de aliquotas do lavado peritoneal dos animais
em agar MacConkey evidenciou a presenca de ambos os grupos bacterianos (F5 e seu
mutante F5Apic), sendo o numero de bactérias produtoras de Pic maior quando
comparado ao mutante (Figura 4). Nas amostras de sangue foi detectada a presenca de

bactérias apenas nas amostras pertencentes ao grupo F5 (Figura 4).
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Nas culturas dos macerados dos 6rgaos (bago, figado e pulméo) pode-se verificar
a presenca das bactérias produtoras da serinoprotease Pic (grupo F5) e do seu mutante
(grupo F5Apic), sendo o ntimero de bactérias produtoras de Pic superior em relagdo ao do

mutante em pic (Figura 5).

Pic promove alteracoes no niimero de leucocitos nos animais infectados por E. coli
F5

O hemograma mostrou uma redu¢do na quantidade total de leucdcitos no sangue
dos animais do grupo F5 quando comparado aos demais grupos (Figura 6). Essa redugdo
ocorreu devido a uma reducao no nimero de linfécitos, visto que o nimero destes estava
reduzido em comparacdo ao grupo Controle, enquanto o nimero de neutr6filos ndo
diferiu entre estes mesmos grupos. O grupo FSApic, por sua vez, apresentou um aumento
no numero total de leucdcitos quando comparado ao grupo controle, atribuido
principalmente a um aumento do nimero de neutréfilos (Figura 6). Além disso, foi
observada também uma menor quantidade de leucdcitos totais da cavidade peritoneal dos

animais do grupo F5 com relagcdo aos demais grupos (Figura 8).

Pic nao induz alteracao nos niveis glicémicos e no nimero total de leucécitos no baco
e na medula dssea

Os animais do grupo F5 apresentaram um nivel glicémico mais baixo que os
demais grupos, ndo sendo este, entretanto, estatisticamente significativo (dados ndo
mostrados). A quantidade total de leucécitos do bago (dados ndo mostrados) e da medula

Ossea também foi similar entre os grupos (Figura 7).

Pic compromete a expressao de moléculas co-estimuladoras em linfocitos T CD4 e
macrofagos e afeta a expressao de iNOS por macroéfagos na cavidade peritoneal
Ensaios de imunofenotipagem mostraram que a serinoprotease Pic reduz a
expressao de CD28 nos linfécitos T CD4+ do baco (Figura 9), assim como das moléculas
CD80 e CD86 nos macrofagos oriundos da cavidade peritoneal (Figura 10).
Apesar da frequéncia relativa de iNOS em macréfagos peritoneais ndo ter diferido

entre os grupos (dados ndo mostrados), a expressdo desta enzima no grupo F5Apic foi
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superior em relacdo aos demais grupos, enquanto a expressdao desta pelo grupo F5 nao

diferiu do grupo Controle (Figura 11).

Pic promove aumento exacerbado de mediadores inflamatoérios no soro e peritonio

Tanto citocinas pro-inflamatérias (IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-12, MCP-1), como a
citocina anti-inflamatéria IL-10 foram detectadas nas amostras de soro do grupo F5, de
modo significativo em relacdo aos demais grupos (Figura 12), sendo as concentracdes
séricas de IL-6 e MCP-1 as mais elevadas. O 6xido nitrico das amostras de soro também
foi produzido de forma mais acentuada pelos animais infectados por bactérias produtoras
de Pic (Figura 14).

A dosagem de citocinas das amostras do lavado peritoneal dos animais também
mostrou uma producao significativa de citocinas no grupo F5, a excecdo de IL-12 (Figura
13). No entanto, a producdo de H>O> na cavidade peritoneal ndo mostrou diferenca

significativa entre os grupos (dados nao mostrados).

A infeccio induz alteracdes histologicas nos 6rgaos dos animais

Os animais dos grupos F5 e F5Apic apresentaram alteracOes histopatoldgicas
caracteristicas de inflamag¢do no baco, figado e rins. Foi observada a presenca de
hemorragia, infiltrado celular e edema nesses 6rgaos, ndo sendo, entretanto, evidenciada a
presenca de necrose. Contudo, tais alteracdoes histopatolégicas ndo diferiram

estatisticamente entre os grupos F5 e F5Apic (Tabela 4).

Discussao

Neste trabalho mostramos que Pic, uma importante serinoprotease produzida por
algumas bactérias Gram-negativas, pode induzir sepse letal em animais infectados com
bactérias que a produzem, uma vez que Pic afeta de maneira significativa a sobrevida
desses animais, promovendo a morte dos mesmos em até 24 h.

O papel de Pic como fator de viruléncia ja vem sendo discutido em alguns
trabalhos. Zhang et al. (2013), por exemplo, investigaram se a viruléncia de uma
linhagem de Shigella (SF51), uma enterobactéria também produtora de Pic, estava

associada a proteina. Por meio de ensaios de invasdo em células HeLa in vitro e teste de
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invasividade in vivo (Sereny test), foi verificado que Pic estd associada com o potencial
invasivo de Shigella flexneri 2a.

Harrington et al. (2009) e Abreu et al. (2016) também verificaram uma diferenca
na capacidade de colonizacdo em camundongos infectados oralmente com as linhagens
EAEC 042 e EPEC589, respectivamente. Nos seus experimentos, ambas as bactérias
foram mais eficientes em colonizar o trato gastrointestinal dos animais infectados do que
os mutantes em pic, mostrando que Pic € um importante fator de viruléncia envolvido na
colonizagdo. Porém, a influéncia de Pic na inducdo da sepse em animais ainda nao havia
sido testada e tdo pouco os desfechos imunoldgicos resultantes de uma infec¢do mediada
por bactérias produtoras de Pic.

Neste trabalho, o cultivo das amostras de sangue dos animais revelou que a tinica
cepa capaz de se manter vidvel na corrente sanguinea foi a E. coli F5. Esses dados
mostram que Pic € essencial para a sobrevida da bactéria na circulagdo, uma vez que o
mutante em pic (E. coli F5Apic) ndo foi capaz de sobreviver no sangue. A sobrevivéncia
das bactérias no soro aumenta o seu potencial de disseminacdo pelo organismo,
favorecendo sua permanéncia em diversos 0rgdos - a exemplo do bago, figado, pulmao e,
possivelmente, outros 6rgdos - promovendo, desta forma, uma infeccdo disseminada que
culminou na morte dos animais em menos de 24 horas.

A resisténcia ao soro de cepas de E. coli produtoras da serinoprotease Pic ja havia
sido demonstrada em modelo in vitro (HENDERSON et al., 1999). O mecanismo de
resisténcia também ja foi elucidado por Abreu et. al. (2015), ao demonstrarem que Pic
promove a clivagem direta de moléculas chave das trés vias do sistema complemento,
inativando um dos principais mecanismos de reacdo imune. Dessa forma, uma bactéria
capaz de sobreviver na corrente sanguinea torna-se um potencial agente causador de
sepse.

Além da presenca de bactérias vidveis no sangue, o grupo F5 também apresentou
um maior nimero de bactérias no peritdnio 12h apds infec¢do, quando comparado ao
grupo F5Apic. Este resultado aponta para uma falha na eliminacdo das bactérias
produtoras de Pic, o que € plausivel uma vez que o nimero de leucécitos na cavidade
peritoneal do grupo F5 estava reduzido, ndo sendo assim capaz de conter a infec¢do. Esse

menor nimero de leucdcitos no peritonio pode decorrer de trés processos: deficiéncia na
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producdo (hematopoese), morte celular (apoptose) e falha migracdo para a cavidade
peritoneal.

A deficiéncia na producao € uma alternativa pouco provavel, visto que o nimero
total de células da medula dssea ndo apresentou diferenga entre os grupos, indicando que
a serinoprotease Pic ndo interfere na hematopoese das células sanguineas. A morte celular
de leucdcitos, por sua vez, ¢ um fendmeno frequentemente descrito no contexto da sepse
(WESCHE et al., 2005), que pode desencadear um estado de imunossupressao deixando o
hospedeiro susceptivel a infeccao (HOTCHKISS et al., 2013), podendo ser também
ativado pela serinoprotease Pic (RUIZ-PEREZ et al., 2011).

A falha na migracdo dos leucdcitos para a cavidade peritoneal também € uma
alternativa que pode ser explicada com base em uma das propriedades bioldgicas de Pic,
que reside na sua capacidade de clivar glicoproteinas presentes na superficie dos
leucécitos, o que interfere em processos como quimiotaxia, transmigracdo, ativacdo e
apoptose (RUIZ-PEREZ et al., 2011; AYALA-LUJAN et al.,, 2014). Além disso, a
deficiente migracdo leucocitdria para o sitio infeccioso também pode ser explicada em
funcdo da produgdo de NO, pois ji foi demostrado que o mesmo pode interferir nesse
processo por inibir a expressio de moléculas de adesdao na superficie endotelial
(BENJAMIM et al., 2002).

Qualquer que seja a causa da reducdo de leucdcitos no peritdnio, seja uma das
alternativas supracitadas ou a acdo sinérgica destas (Figura 15), a diminui¢do dessas
células no foco infeccioso prejudica o controle da infec¢do e favorece a multiplicacdo e
disseminac¢@o do patégeno (SHEN et al., 2017), o que pode também justificar diminui¢cao
da sobrevida dos animais do grupo F5.

A contagem de células sanguineas mostrou uma baixa quantidade de leucdcitos no
grupo infectado com bactérias produtoras de Pic, especialmente de linfécitos. Essa
deficiéncia de leucdcitos na corrente sanguinea pode decorrer do processo de apoptose de
linfécitos. Embora a maioria dos relatos de apoptose no contexto da sepse tenham focado
na apoptose nos tecidos, a literatura também descreve a ocorréncia deste processo em
linfécitos do sangue periférico (LE TULZO et al., 2002; HOTCHKISS et al., 2005).
Além disto, pacientes com sepse tendem a ter uma diminui¢do persistente no nimero
absoluto de linfécitos através do curso da sepse (LE TULZO et al., 2002), sendo que as

perdas por apoptose podem afetar seus varios subconjuntos, em especial linfécitos B e as



41

células T CD4 (HOTCHKISS et al., 2001). Essa deplecao de linfécitos esta associada a
mortalidade na sepse (FELMET et al., 2005; DREWRY et al, 2014), fato que ¢
corroborado por estudos que mostram uma melhora na sobrevivéncia de individuos
sépticos quando a apoptose de linfécitos foi mitigada (HOTCHKISS et al., 2000;
OBERHOLZER et al., 2001).

A infecgdo dos animais com o mutante F5Apic ocasionou um aumento no nimero
total de leucdcitos, especialmente de neutréfilos, o que ndo foi observado no grupo F5.
Os neutréfilos sdo essenciais no contexto da resposta imune inata, exercendo uma fungao
primordial durante a resposta imune inicial na sepse no sentido de eliminar os
microrganismos invasores (CRACIUN et al., 2010) e uma falha na sua produgdo e/ou
funcdo pode impactar de forma significativa a habilidade do sistema imune em controlar
a infeccdo (NAVARINI et al., 2009). Assim, a reduzida quantidade de neutr6filos nos
animais do grupo F5 também pode ter contribuido para a alta taxa de mortalidade
encontrada neste grupo.

Os animais infectados com E. coli FS ainda apresentaram uma defici€éncia na
producdo de agentes microbicidas. A producdo de peroxido de hidrogénio na cavidade
peritoneal ndo mostrou diferencga significativa entre os grupos e a enzima iNOS também
apresentou baixa expressdo no peritonio dos animais deste grupo. Outros estudos ja
demostraram a importancia de NO sintetizado via iNOS no controle da infec¢do na sepse,
onde camundongos deficientes de INOS falharam em conter a replicagdo de Listeria
monocytogenes in vivo (MACMICKING et al., 1995). Em outro trabalho, camundongos
deficientes de iNOS submetidos a sepse letal e sub-letal induzida por ligadura e
perfuracdo do ceco sofreram uma alta taxa de letalidade, sendo esta atribuida a falta de
atividade antimicrobiana de neutrofilos deficientes de iNOS e sua inabilidade de produzir
NO. A falha no controle da infec¢@o foi ainda evidenciada pelo alto nimero de exsudatos
bacterianos detectados nesses camundongos deficientes de iNOS (BENJAMIM et al.,
2002).

Além de afetar a producdo de agentes bactericidas, Pic também compromete a
expressdo de moléculas envolvidas no processo de co-estimulacdo presentes tanto nos
linfécitos T auxiliares do bago, quanto em macréfagos no peritdnio. A expressao
debilitada de co-estimuladores representa uma das vias que leva a imunossupressdao na

sepse. Semelhantemente ao nosso estudo, Inoue e colaboradores (2013) encontraram uma
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reducdo na expressdo de CD28 em linfécitos T CD4+ e CD8+ em idosos com sepse. Em
outro trabalho, macréfagos peritoneais isolados de animais submetidos a sepse induzida
por ligadura e perfuragdo do ceco (CLP) também apresentaram uma significante redugdo
de CD86 (NEWTON 2004), corroborando os nossos resultados. Vale ressaltar que, neste
trabalho, os animais infectados com a cepa F5 podem ter apresentado uma redugdo das
moléculas co-estimuladoras devido a clivagem proteolitica destas moléculas por Pic,
visto que Ruiz-Perez et al. (2011) ja demostraram a acdo proteolitica da proteina Pic
sobre glicoproteinas superficiais de leucdcitos.

Neste estudo, a serinoprotease Pic ainda mostrou ser uma importante molécula
indutora da producdo de citocinas e quimiocina, visto que todas as citocinas testadas
(IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-12, IL-10, MCP-1) foram detectadas nas amostras de soro do
grupo F5, de modo significativo em relagdo aos demais grupos, sendo as concentracdes
de IL-6 e MCP-1 as de valores mais elevados tanto em amostras de soro quanto nas do
lavado peritoneal dos animais. Outros trabalhos também t€m relatado a alta producdo de
citocinas no contexto da sepse, a exemplo da IL-6, bem como da quimiocina MCP-1
(proteina quimiotatica de mondcitos) (MACIEL et al., 2014; RIOS et al., 2017).

Ja foi mostrado que a IL-6 induz a expressdo de mRNA e a secrecdo de MCP-1
em células mononucleares de sangue periférico humano (BISWAS et al., 1998). Ha
também relatos de que MCP-1 pode induzir a expressdo de citocinas, incluindo IL-6, em
monocitos humanos (JIANG et al., 1992) e o tratamento de camundongos sépticos com
anticorpos anti-MCP-1 reduz os niveis de IL-6 no soro (SPEYER et al., 2004), o que
sugere uma alternativa ou complementar alca de amplificacdo da resposta inflamatéria.

A producdo exacerbada de IL-6 € um indicativo de mau prognéstico em pacientes
com sepse, estando associada com uma maior propensdo de mortalidade. Valores mais
altos de IL-6 mensurados ao longo do periodo de internacdo em Unidade de Terapia
Intensiva (UTI) evidenciam uma manutencao do estimulo inflamatério, estando associado
ao posterior 6bito do paciente, ao passo que uma diminui¢do significativa nos niveis
dessa citocina foi detectada entre os pacientes que sobreviveram, mostrando que o
aumento nos niveis plasmaticos de IL-6 pode ser considerado um bom marcador precoce
na predicao da mortalidade entre pacientes sépticos (BENEYTO et al., 2016).

Em modelos animais de sepse, a relagdo de IL-6 com mortalidade foi evidenciada

em trabalhos que mostram um aumento da sobrevida de animais cujo nivel de IL-6 foi
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diminuido por bloqueio da via de sinalizacdo dessa citocina (RIEDEMANN et al., 2003;
BARKHAUSEN et al., 2011). Modelos de sepse induzida por ligadura e perfuracdo do
ceco (CLP) e endotoxemia em animais também detectaram um aumento significativo nos
niveis de MCP-1, indicando um papel dessa quimiocina como mediador pré-inflamatério
na sepse (RAMNATH et al., 2008).

Em humanos, altas concentracdes de MCP-1 também tém sido relacionadas com
mortalidade na sepse. Alguns trabalhos tém detectado concentracdes plasmadticas de
MCP-1 mais elevadas em pacientes que faleceram do que entre os sobreviventes (ZHU et
al.,, 2017), estando, portanto, significativamente diminuida com a resolucdo da sepse
(SANS et al., 2012).

Além da producdo de citocinas e quimiocina, neste trabalho também foi observada
uma elevada producio sérica de NO nos animais do grupo F5. Estimulos inflamatérios
deflagrados durante um estado de sepse podem aumentar a producdo de NO, promovendo
a vasodilatacdo periférica, queda da pressdo arterial, com consequente reducdo da
perfusdo sanguinea e hipdxia tecidual, o que contribui para a faléncia de multiplos 6rgdos
(ELLIS et al., 2002; TRZECIAK et al.,, 2007), estando sua producdo em excesso
relacionada com mau progndstico em pacientes com sepse (SANTOS et al., 2012). A
producdo excessiva de NO pode também prejudicar o processo de adesdo ao endotélio,
rolamento e migracdo de neutrofilos para o foco infeccioso (BENJAMIM et al., 2002).

As amostras histolégicas do baco, figado e rins dos animais apresentaram
hemorragia, infiltrado celular e edema nos 6rgdos dos animais dos grupos F5 e F5Apic.
Tais alteracdes certamente foram causadas pela presenca das bactérias nos tecidos,
independente da presenca de Pic. Estudos prévios ja apontaram que Pic ndo possui efeito
citopatico (DUTTA et al., 2002), ndo sendo capaz de induzir dano ao tecido. Dessa
forma, provavelmente outros fatores de viruléncia presentes em ambas as bactérias
podem estar associados aos danos.

Os resultados em conjunto mostram que Pic interfere na sobrevida dos animais
infectados com bactérias produtoras dessa serinoprotease, possivelmente devido a
capacidade dessas bactérias em sobreviver na corrente sanguinea, alterar a dindmica de
leucécitos e induzir uma alta producao de mediadores pro-inflamatérios pelo organismo

infectado (Figura 16).



44

Referéncias

ABREU AG, ABE CM, NUNES KO, MORAES CT, CHAVEZ-DUENAS L,
NAVARRO-GARCIA F, BARBOSA AS, PIAZZA RM, ELIAS WP. The serine protease

Pic as a virulence factor of atypical enteropathogenic Escherichia coli. Gut microbes
2016; 7:115-125.

ABREU AG, FRAGA TR, MARTINEZ APG, KONDO MY, JULIAN M.A, JULIANO
L, NAVARRO-GARCIA F, ISAAC L, BARBOSA AS, ELIAS WP. The serine protease
Pic from enteroaggregative Escherichia coli mediates immune evasion by the direct
cleavage of complement proteins. J. Infect. Dis. 2015; 212:106-115.

AYALA-LUJAN JL, VJAYAKUMAR V, GONG M, SMITH R, SANTIAGO AE,
RUIZ-PEREZ F. Broad spectrum activity of a lectin-like bacterial serine protease family
on human leukocytes. PLoS ONE 2014; 9(9):1-14.

BARKHAUSEN T, TSCHERNIG T, ROSENSTIEL P, VAN GRIENSVEN M,
VONBERG RP, DORSCH M, et al. Selective blockade of interleukin-6 trans-
signaling improves survival in a murine polymicrobial sepsis model. Crit Care Med
2011; 39:878-88.

BENEYTO LAP, LUIS OR, LUIS CS, SIMON OC, RENTERO DB, BAYARRI VM.
Prognostic value of interleukin 6 for death of patients with sepsis. Medicina
Clinica (Barc) 2016, 147(7):281-286.

BENJAMIM CF, SILVA JS, FORTES ZB, OLIVEIRA MA, FERREIRA SH, CUNHA
FQ. Inhibition of leukocyte rolling by nitric oxide during sepsis leads to reduced
migration of active microbicidal neutrophils. Infection Andimmunity 2002; 70(7):3602—
3610.

BISWAS P, DELFANTI F, BERNASCONI S, MENGOZZI M, COTA M,
POLENTARUTTI N, MANTOVANI A, LAZZARIN A, SOZZANI S, POLI G.
Interleukin-6 induces monocyte chemotactic protein-1 in peripheral blood mononuclear
cells and in the U937 cell line. Blood 1998; 91(1):258-265.

BREITSCHWERDT EB, LOAR AS, HRIBERNIK TN, GRATH RK. Hypoglycemia in
four dogs with sepsis. J American Vet Med Assoc 1981; 178:1072-1076.

CRACIUN FL, SCHULLER ER, SCHULLER DG. Early enhanced local neutrophil
recruitment in peritonitis-induced sepsis improves bacterial clearance and survival. The
Journal of Immunology 2010; 185:6930-6938.

CROXEN MA, LAW RJ, SCHOLZ R, KEENEY KM, WLODARSKA M, FINLAY BB.
Recent advances in understanding enteric pathogenic Escherichia coli. Clinical
Microbiology Reviews 2013; 26:822— 880.



45

DATSENKO KA, WANNER BL. One step inactivation of chromosomal genes in
Escherichia coli K-12 using PCR products. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2000;
97:6640-6645.

DE KRAKER MEA, JARLIER V, MONEN JCM, HEUER OE, VAN DE SANDE N,
GRUNDMANN H. The changing epidemiology of bacteraemias in Europe: trends from
the European Antimicrobial Resistance Surveillance System. Clin Microbiol Infect 2013;
19(9): 860-8.

DREWRY AM, SAMRA N, SKRUPKY LP, FULLER BM, COMPTONA SM,
HOTCHKISS RS. Persistent lymphopenia after diagnosis of sepsis predicts mortality.
Shock 2014; 42(5): 383-391.

DUTTA PR, CAPPELLO R, NAVARRO-GARCIA F, NATARO JP. Functional
comparison of serine protease autotransporters of enterobacteriaceae. Infect Immun 2002;
70(12):7105-13.

ELLIS CG, BATEMAN RM, SHARPE MD, SIBBALD WIJ, GILL R. Effect of a
maldistribution of microvascular blood flow on capillary O(2) extraction in sepsis. Am J
Physiol Heart Circ Physiol 2002; 282:H156-H164.

FELMET KA, HALL MW, CLARK RSB, JAFFE R, CARCILLO JA. Prolonged
lymphopenia, lymphoid depletion, and hypoprolactinemia in children with nosocomial
sepsis and multiple organ failure. J Immunol 2005; 174:3765-377.

HARRINGTON SM, SHEIKH J, HENDERSON IR, RUIZ-PEREZ F, COHEN PS,
NATARO JP. The Pic protease of enteroaggregative Escherichia coli promotes intestinal
colonization and growth in the presence of mucin. Infect. Immun. 2009; 77:2465-2473.

HENDERSON IR, CZECZULIN J, ESLAVA C, NORIEGA F, NATARO JP.
Charactezation of Pic, a secreted protease of Shigella flexneri and enteroagregative
Escherichia coli. Infect. Immun. 1999; 67:5587-96.

HERZOG K, ENGELER DUSEL J, HUGENTOBLER M, BEUTIN L, SAGESSER G,
STEPHAN R, HACHLER H, NUESCH-INDERBINEN M. Diarrheagenic

enteroaggregative Escherichia coli causing urinary tract infection and bacteremia leading
to sepsis. Infection 2014; 42:441-4.

HOTCHKISS RS, CHANG KC, SWANSON PE, TINSLEY KW, HUI JJ, KLENDER P,
XANTHOUDAKIS S, ROY S, BLACK C, GRIMM E, et al. Caspase inhibitors improve
survival in sepsis: a critical role of the lymphocyte. Nat. Immunol. 2000; 1:496.

HOTCHKISS RS, MONNERET G, PAYEN D. Sepsis-induced immunosuppression:
from cellular dysfunctions to immunotherapy. Nature Reviews Immunology 2013;
13:862-874.



46

HOTCHKISS RS, OSMON SB, CHANG KC, WAGNER TH, COOPERSMITH CM,
KARL IE. Accelerated lymphocyte death in sepsis occurs by both the death receptor and
mitochondrial pathway. The Journal of Immunology 2005; 174:5110-5118.

HOTCHKISS RS, TINSLEY KW, SWANSON PE, SCHMIEG RE, HUI JJ, CHANG
KC, OSBORNE DF, FREEMAN BD, COBB JP, BUCHMAN TG, KARL IE. Sepsis-

induced apoptosis causes progressive profound depletion of B and CD4+ T lymphocytes
in humans. The Journal of Immunology, 166:6952-6963; 2001.

INOUE S, SUZUKI-UTSUNOMIYA K, OKADA Y, IIDA Y, TAIRA T, MIURA N,
TSUJIT, YAMAGIWA T, MORITA S, CHIBA T, SATO T, INOKUCH S. Reduction of

Immunocompetent T Cells Followed by Prolonged Lymphopenia in Severe Sepsis in the
Elderly. Crit Care Med, 41:810-819; 2013.

JIANG Y, BELLER DI, FRENDL G, GRAVES DT. Monocyte chemoattractant protein-1
regulates adhesion molecule expression and cytokine production in human monocytes. J
Immunol. 1992; 148(8):2423-8.

JOHNSON JR, RUSSO TA. Extraintestinal pathogenic Escherichia coli: “The other bad
E. coli”. J Lab Clin Med 2002; 139:155-62.

KAPER JB, NATARO JP, MOBLEY HLT. Pathogenic Escherichia coli. Nature
Reviews Microbiology 2004; 2(2):123—-140.

LAUPLAND, K.B., GREGSON, D.B., CHURCH, D.L., ROSS, T., PITOUT, J.D.
Incidence, risk factors and outcomes of Escherichia coli bloodstream infections in a
large Canadian region. Clin. Microbiol. Infect. 2008; 14(11);1041-1047.

LE TULZO, Y., C. PANGAULT, A. GACOUIN, V. GUILLOUX, O. TRIBUT, L.
AMIOT, P. TATTEVIN, R. THOMAS, R. FAUCHET, AND B. DRENOU. Early
circulating lymphocyte apoptosis in human septic shock is associated with poor outcome.
Shock 2002; 18:487.

LUPU F, KESHARI RS, LAMBRIS JD, COGGESHALL KM. Crosstalk between the
coagulation and complement systems in sepsis. Thromb Res. 2014; 133(01):28-31.

MACHADO FR, MAZZA BF. Improving mortality in sepsis: analysis of clinical trials.
Shock, 4:54-58; 2010.

MACIEL MCG, FIALHO EMS, GUERRA RNM, BORGES VM, KWASNIEWSKI FH,
NASCIMENTO FRF. Tityus serrulatus scorpion venom improves survival and lung
inflammation in lethal sepsis induced by CLP in mice. Toxicon 2014; 89:1-8.

MACMICKING JD, NATHAN C, HORN G, CHARTRAIN N, FLETCHER DS,
TRUMBAUER M, STEVENS K, XIE O, SOKOL K, HUTCHINSON N, CHEN H,



47

MUDGETT JS. Altered Responses to Bacterial Infection and Endotoxic Shock in Mice
Lacking Inducible Nitric Oxide Synthase. Cell, 61:641-650; 1995.

MAYR FB, YENDE S, ANGUS S. Epidemiology of severe sepsis. Virulence 2014; 5:4—
11.

MEDZHITOV R, JANEWAY JR C. Innate immune recognition: mechanisms and
pathways. Immunol Rev. 2000; 173:89-97.

MIAJLOVIC H, AOGA MM, COLLINS CJ, ROGERS TR, SMITH SGJ.
Characterization of Escherichia coli bloodstream isolates associated with mortality.
Journal of Medical Microbiology 2016; 65:71-79.

MINASYAN H. Sepsis and septic shock: Pathogenesis and treatment perspectives.
Journal of Critical Care 2017; 40: 229-242.

MIQUELIN PRS, REIS GR. Comparacdo entre as taxas de morbimortalidade de
pacientes com septicemia em todos os estados da federacdo e o Distrito Federal.
Amazonia Science & Health 2016; 4:420-24.

MIRANDA KM, ESPEY M, WINK DA. A rapid, simple spectrophotometric method for
simultaneous detection of nitrate and nitrite. Nitric Oxide: Biol. Chem. 2001; 5:62-71.

MORA-RILLO M, FERNANDEZ-ROMERO N, NAVARRO-SANFRANCISCO C,
DIEZ-SEBASTIAN J, ROMERO-GOMEZ MP, FERNANDEZ FA, LOPEZ JRA,
MINGORANCE J. Impact of virulence genes on sepsis severity and survival in
Escherichia coli bacteremia. Virulence 2015; 6(1):93-100.

NAVARINI AA, LANG KS, VERSCHOOR A, RECHER M, ZINKERNAGEL AS,
NIZET V, et al. Innate immune-induced depletion of bone marrow neutrophils aggravates
systemic bacterial infections. Proc Natl Acad Sci U S A. 2009; 106:7107-12.

NEWTON S, DING Y, CHUNG CS, CHEN Y, LOMASNEIRA JL, AYALA A. Sepsis-
Induced Changes in Macrophage Co-Stimulatory Molecule Expression: CD86 as a
Regulator of Anti-Inflammatory IL-10 Response. Surg Infect (Larchmt), 5(4): 375-383;
2004.

OBERHOLZER C, OBERHOLZER A, BAHJAT FR, MINTER RM, TANNAHILL CL,
ABOUHAMZE A, LAFACE D, HUTCHINS B, CLARE-SALZLER MJ, MOLDAWER
LL. Targeted adenovirus-induced expression of IL-10 decreases thymic apoptosis and
improves survival in murine sepsis. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2001; 98:11503.

PICARD B, GARCIA JS, GOURIOU S, DURIEZ P, BRAHIMI N, BINGEN E, ELION
J, DENAMUR E. The link between phylogeny and virulence in Escherichia coli
extraintestinal infection. Infect Immun. 1999; 67:546-53.



48

PICK E, MIZEL D. Rapid microassays for the measurement of superoxide and hydrogen
peroxide production by macrophages in culture using an automatic enzyme immunoassay
reader. J. Imnmunol. Methods, 46:211-226; 1981.

RAMNATH RD, WEI S, GUGLIELMOTTI A, BHATIA M. Role of MCP-1 in
endotoxemia and sepsis. International Immunopharmacology 2008; 8:810—818.

RIEDEMANN NC, NEFF TA, GUO RF, BERNACKI KD, LAUDES 1J, SARMA JV,
LAMBRIS JD, WARD PA. Protective effects of IL-6 blockade in sepsis are linked to
reduced C5a receptor expression. J Immunol 2003; 170(1):503-507.

RIOS CEP, ABREU AG, BRAGA FILHO JAF, NASCIMENTO JR, GUERRA RNM,
AMARAL FMM, MACIEL MCG, NASCIMENTO FRF. Chenopodium ambrosioides L.
improves phagocytic activity and decreases bacterial growth and the systemic

inflammatory response in sepsis induced by cecal ligation and puncture. Front Microbiol.
2017; 8:148, 1-10.

RUIZ-PEREZ F, WAHID R, FAHERTY CS, KOLAPPASWAMY K, RODRIGUEZ L,
SANTIAGO A, MURPHY E, CROSS A, SZTEIN MB, NATARO JP. Serine protease
autotransporters from Shigella flexneri and pathogenic Escherichia coli target a broad
range of leukocyte glycoproteins. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2011; 108:12881-6.

RULIM ALL, RULIM MAB, ROLIM NETO ML, PITA P, BATISTA IL. Sepsis
Epidemiology: Settings and Contexts. Internatlonal Archives of Medicine 2017; 10(155).

SANS T, RULL A, LUNA J, MACKNESS B, MACKNESS M, JOVEN J, IBANEZ M,
PARIENTE R, RODRIGUEZ M, ORTIN X, MASDEU G, CAMPS J. Monocyte
chemoattractant protein-1 and paraoxonase-1 and 3 levels in patients with sepsis treated
in an intensive care unit: a preliminary report. Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine 2012; 50(8).

SANTOS SS, BRUNIALTI MKC, RIGATO O, MACHADO FR, SILVA E, SALOMAO
R. Generation of nitric oxide and reactive oxygen species by neutrophils and monocytes
from septic patients and association with outcomes. Shock 2012; 38(1):18-23.

SHEN X, CAO K, JIANG J, GUAN W, DU J. Neutrophil dysregulation during sepsis: an
overview and update. J. Cell. Mol. Med. 2017; 20(10):1-11.

SINGER M, DEUTSCHMAN CS, SEYMOUR CW, SHANKAR-HARI M, ANNANE
D, BAUER M, et al. The Third International Consensus Definitions for Sepsis and Septic
Shock (Sepsis-3). JAMA 2016; 315(8):801-10.

SPEYER CL, GAO H, RANCILIO NJ, NEFF TA, HUFFNAGLE GB, SARMA JV, et al.
Novel chemokine responsiveness and mobilization of neutrophils during sepsis. Am J
Pathol 2004; 165:2187-96.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nascimento%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28203235
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guerra%20RN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28203235
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amaral%20FM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28203235
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maciel%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28203235
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nascimento%20FR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28203235
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28203235

49

TRZECIAK S, DELLINGER RP, PARRILLO JE, GUGLIELMI M, BAJAJ J, ABATE
NL, ARNOLD RC, COLILLA S, ZANOTTI S, HOLLENBERG SM. Early
microcirculatory perfusion derangements in patients with severe sepsis and septic shock:

relationship to hemodynamics, oxygen transport, and survival. Ann Emerg Med 2007;
49:88-98.

VAN DER POLL T, VAN DE VEERDONK FL, SCICLUNA BP, NETEA MG. The
immunopathology of sepsis and potential therapeutic targets. Nature Reviews
Immunology 2017; 17:407-420.

WESCHE DE, LOMAS-NEIRA JL, PERL M, CHUNG CS, AYALA A. Leukocyte
apoptosis and its significance in sepsis and shock. Journal of Leukocyte Biology 2005;
78:325-337.

WISPLINGHOFF H, BISCHOFF T, TALLENT SM, SEIFERT H, WENZEL RP,
EDMOND MB. Nosocomial bloodstream infections in US hospitals: analysis of 24,179
cases from a prospective nationwide surveillance study. Clin Infect Dis 2004; 39:309-17.

World Health Statistics 2016: monitoring health for the SDGs, Sustainable Development
Goals. Geneva: World Health Organization; 2016.

ZHANG J, QIAN L, WU Y, CAl Y, LI X, CHENG X, QU D. Deletion of pic results in
decreased virulence for a clinical isolate of Shigella flexneri 2a from China. BMC
Microbiology 2013; 13(31):1-10.

ZHU T, LIAO X, FENG T, WU Q, ZHANG J, CAO C, LI H. Plasma Monocyte
Chemoattractant Protein 1 as a Predictive Marker for Sepsis Prognosis: A Prospective
Cohort Study. Tohoku J. Exp. Med. 2017, 241:139-147.



50

Tabelas, figuras e legendas

Tabela 2. Painel de marcadores para células do bago.

FLUOROCROMO FITC PE PERCP
PAINEL 1 CD3 CD28 CD4
PAINEL 2 CD3 CD28 CD8

Tabela 3. Painel de marcadores para células do lavado peritoneal.

FLUOROCROMO FITC PE PERCP
PAINEL 1 CD3 CD28 CD4
PAINEL 2 CD3 CD28 CD8
PAINEL 3 CD14 CD80 iNOS
PAINEL 4 CDh14 CD86 iNOS

PAINEL 5 Ia-Ie CD19 Ly6G
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Tabela 4. Avaliacdo histopatoldgica do bago, figado e rins dos animais submetidos a

inoculagao intraperitoneal de bactérias e dos animais controle.

Hemorragia Infiltrado Necrose Edema

Rim Controle 0 0 0 0

F5 1,0+0,6® 1,4+0,5 0 1,6 £0,5

F5Apic 0,16 £0,3 1,33+£0,4 0 0,83 £0,7
Baco Controle 0 0 0

F5 1,2+1.2 2,25+04 0 1,2+1,0

F5Apic 0,8 £0,7 2+06 0 1,8+12
Figado Controle 0 0 0 0

F5 0 1,0£0 0 0,2+04

F5Apic 0 0,83 £0,7 0 0,66 +0,7

Doze horas apés a inoculagdo peritoneal de bactérias, fragmentos do figado, baco e rim dos animais foram
removidos, pesados e fixados em formol 10% por 24 h, desidratados em dlcool e embebidos em parafina. A

analise histopatoldgica foi realizada com auxilio de microscopio 6tico.

n = 6 animais/grupo

* Os resultados estdo expresso como média + SD dos escores: 0-ausente, 1-leve, 2-moderado, 3-

intenso.
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Figura 3. Curva de sobrevida dos animais submetidos a inoculacao intraperitoneal
de bactérias ou agua apirogénica. Os animais usados no experimento foram distribuidos
em trés grupos (6 animais/grupo). Os animais do grupo controle receberam injecoes
contendo 200 pL dgua apirogénica. Os demais grupos receberam 200 uL. de suspensdes
bacterianas (E. coli F5 e F5Apic) contendo 10° UFC/mL. Em seguida, o nimero de 6bitos
foi avaliado durante 5 dias com intervalos de 12/12 horas ap6s a infec¢ao.

**kx%p <0,0001 quando comparado com os demais grupos.
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Figura 4. Contagem das Unidades Formadoras de Colonias (UFCs) das amostras de
sangue e lavado peritoneal dos animais submetidos a inoculacido intraperitoneal de
bactérias ou agua apirogénica. Para avaliacdo das UFCs, aliquotas do sangue e do liquido
peritoneal foram diluidas em PBS estéril e dilui¢des seriadas, até a concentracdo de 10, foram
semeadas em dgar MacConkey. As UFCs foram contadas apds incubagdo overnight a 37°C.
Os resultados estdo expressos como Log de UFC/mL e representam a média + S.D. de 6
animais por grupo.

#*k%%p <(0,0001 quando comparado com os demais grupos.
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Figura 5. Contagem de UFCs das amostras do baco, figado e pulmao dos animais
submetidos a inoculacido intraperitoneal de bactérias ou agua apirogénica. Para
avaliacdo da presenca de bactérias nos 6rgaos, uma parte dos mesmos foi pesada, macerada e
dilui¢des seriadas, até a concentragio de 107, foram semeadas em dgar MacConkey. As
UFCs foram contadas apds incubacdo overnight a 37°C. Os resultados estdo expressos como
Log de UFC/mL e representam a média + S.D. de 6 animais por grupo.

#*k%%p <(0,0001 quando comparado com os demais grupos.
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Figura 6. Contagem diferencial das células sanguineas dos animais submetidos a
inoculacao intraperitoneal de bactérias ou agua apirogénica. Doze horas ap6s indugio
da sepse por inoculacdo peritoneal de bactérias, os animais ja anestesiados foram submetidos
a puncao retro orbital para coleta do sangue destinado a contagem celular total e diferencial,
que foi realizada por método automatizando, utilizando o Bioclin 2.8 Vet (Bioclin, Brasil).
Os resultados representam a média + S.D. de 6 animais por grupo.

#p < 0,05 quando comparado com o grupo controle.

#p < 0,01 quando comparado com o grupo controle.

**p < 0,01 quando comparado com o grupo F5Apic.

Sesfestek

p <0,0001 quando comparado com o grupo F5Apic.
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Figura 7. Contagem do nimero total de células da medula éssea dos animais
submetidos a inoculacio intraperitoneal de bactérias ou agua apirogénica. Doze
horas ap6s a inducdo da sepse, as células da medula 6ssea foram obtidas por meio da
perfusdo do fémur dos animais com 1 mL de PBS. As células foram coradas com cristal
violeta a 0,05% em dacido acético a 30% e contadas com auxilio de um microscopio
optico de luz comum. Os resultados representam a média + S.D. de 6 animais por grupo.
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Figura 8. Contagem do niimero total de células do peritonio dos animais submetidos
a inoculacdo intraperitoneal de bactérias e dos animais controle. As células
peritoneais dos animais foram assepticamente coletadas a partir da lavagem da cavidade
peritoneal com 5 mL PBS estéril gelada, coradas com cristal violeta (0,05%) em 4cido
acético 30% na proporcao de 9:1 e contadas com auxilio de um hemocitometro (Sigma,
USA), e de um microscopio 6ptico de luz comum. Os resultados representam a média +
S.D. de 6 animais por grupo.

*p < 0,05 quando comparado com o grupo Controle.
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Figura 9. Intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) da molécula CD28 em
linfécitos T CD4+ oriundos do baco. Apés contagem de células do bago, 10°
células/mL foram ressuspensas em tampao especifico, transferidas para uma placa de 96
pocos de fundo em “U”, marcadas com anticorpos especificos e incubadas a 4°C por 15
minutos. Os anticorpos utilizados e seus respectivos conjugados foram: anti-CD3
conjugado com FITC; anti-CD28 conjugado com PE e anti-CD4 conjugado com PerCP.
Os resultados representam a média + S.D. de 6 animais por grupo.

*#%p < 0,001 quando comparado os demais grupos.
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Figura 10. Intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) das moléculas CD80 e CD86
em macrofagos oriundos da cavidade peritoneal. Ap6s contagem de células da
cavidade peritoneal, 10° células/mL foram ressuspensas em tampdo especifico,
transferidas para uma placa de 96 pocos de fundo em “U”, marcadas com anticorpos
especificos e incubadas a 4°C por 15 minutos. Os anticorpos utilizados e seus respectivos
conjugados foram: anti-CD14 conjugado com FITC; anti-CD80 e anti-CD86 conjugados
com PE. Os resultados representam a média = S.D. de 6 animais por grupo.

**p < 0,01 quando comparado os demais grupos.

###p < 0,001 quando comparado com o grupo Controle.

sesfesiek

p <0,0001 quando comparado com o grupo F5Apic.



60

*% 1 Controle
HH#
B F5

F5Apic

£ (3]
o o
o o
1 1

300-

*k*

200-

100+

iNOS (CD14 CD80) iNOS (CD14 CD86)

Intensidade de Fluorescéncia (MFI)
o

Figura 11. Intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) da enzima oxido nitrico
sintase induzivel (iNOS) em macroéfagos CD80+ e CDD86+ oriundos da cavidade
peritoneal. Apés contagem de células da cavidade peritoneal, 10° células/mL foram
ressuspensas em tampao especifico, transferidas para uma placa de 96 pocos de fundo em
“U”, marcadas com anticorpos especificos e incubadas a 4°C por 15 minutos. Os
anticorpos utilizados e seus respectivos conjugados foram: anti-CD14 conjugado com
FITC; anti-CD80 e anti-CD86 conjugados com PE e anti-iNOS conjugado com PerCP.
Os resultados representam a média + S.D. de 6 animais por grupo.

**p < 0,01 quando comparado com o grupo F5.

*#*%p < (0,001 quando comparado os demais grupos.

###p < 0,001 quando comparado com o grupo Controle.
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Figura 12. Concentracdo de citocinas no soro dos animais submetidos a inoculacio
intraperitoneal de bactérias ou agua apirogénica. Doze horas apds indugdo da sepse por
inoculagdo peritoneal de bactérias, os soros dos animais foram obtidos e utilizados para a
dosagem de citocinas (IL-6, IL-10, TNF-0, IFN-y e IL-12) e da quimiocina MCP-1. A
quantificacdo destas foi realizada por citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric Bead
Array) (BD Pharmingen, San Diego, CA, EUA), seguindo recomendagdes do fabricante. Os
resultados representam a média + S.D. de 6 animais por grupo.

**%p < (0,001 quando comparado com os demais grupos.

#**%p < 0,0001 quando comparado com os demais grupos.
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Figura 13. Concentracio de citocinas no lavado peritoneal dos animais submetidos a
inoculacio intraperitoneal de bactérias e dos animais controle. Doze horas apés indugio da
sepse por inoculacdo peritoneal de bactérias, os lavados peritoneais dos animais foram obtidos e
utilizados para a dosagem de citocinas (IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-12) e da quimiocina
MCP-1. A quantificacdo destas foi realizada por citometria de fluxo utilizando o kit CBA
(Cytometric Bead Array) (BD Pharmingen, San Diego, CA, EUA), seguindo recomendacdes do
fabricante. Os resultados representam a média + S.D. de 6 animais por grupo.
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##*%p < 0,0001 quando comparado com os demais grupos.



63

150~
— 100+
=
2
(@)
Z 50-
0
\@ A2) XY
'éo < QDVQ\
c,o‘\ <

Figura 14. Producéo de Oxido Nitrico no sangue dos animais submetidos & inoculacio
intraperitoneal de bactérias ou agua apirogénica. Doze horas apds a inoculacdo peritoneal
de bactérias, os animais ja anestesiados foram submetidos a punc¢do retro orbital para coleta
do sangue destinado a mensura¢do sérica de NO via dosagem de nitrito. Os resultados
representam a média + S.D. de 6 animais por grupo.

*#*%p < (0,001 quando comparado com os demais grupos.
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Figura 15. Mecanismos que justificam a falha no controle bacteriano no grupo F5. A determinagdo
das Unidades Formadoras de Col6nias do lavado peritoneal dos animais mostrou que o grupo F5
ainda continha uma grande quantidade de bactérias no sitio infeccioso inicial em comparagdo ao
grupo mutante, evidenciando uma falha no controle de bactérias produtoras de Pic. Esse controle
ineficiente pode ser explicado por distintos mecanismos ndo excludentes. Um reduzido quantitativo
de leucdcitos totais na cavidade peritoneal (que pode ter decorrido de uma falha na migragdo destes
e/ou da sua morte por apoptose) é um reflexo da redugdo leucocitaria também detectada no sangue
dos animais do grupo F5. Essa falha na migracdo de leucdcitos para o peritbnio, por sua vez, é
embasada por trabalhos que mostram: (1) a capacidade de Pic clivar glicoproteinas da superficie de
leucdcitos envolvidas nos processos de adesdo, rolamento e transmigracdo para o foco infeccioso; e
(2) a falha na migracdo via acdo NO sobre a expressdo de moléculas de adesdo pelo endotélio
vascular. Além de reduzir o nimero de leucécitos no peritonio e sangue, Pic também compromete a
expressao de moléculas co-estimuladoras nos leucdcitos, assim como a expressdao de iNOS e
consequente producdo de NO, comprometendo os processos de ativacdo de células imunes e
producdo de agentes microbicidas, respectivamente, o que também pode contribuir para a
ineficiente eliminagdo das bactérias F5.
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Figura 16. Sintese dos processos envolvidos na indugdo de sepse letal por bactérias produtoras de Pic. A
serinoprotease Pic consiste em um importante fator de viruléncia de Eschericchia coli F5, capaz de promover sepse
letal em até 12 h pds-infeccdo. A letalidade da infecgdo por bactérias produtoras de Pic pode decorrer de distintos
processos. Os reduzidos nimeros de leucdcitos na cavidade peritoneal e no sangue, o prejuizo na produgdo de
agentes microbicidas no peritdnio, e a redugdo na expressao de moléculas co-estimuladoras em linfécitos T CD4+ e
macrofagos pode ter contribuido para o inificiente controle bacteriano no sitio infeccioso inicial. A falha no controle
da infecgdo no seu local de origem permitiu que uma maoir quantidade de microrganismos pudesse invadir a
corrente sanguinea e, uma vez que as bactérias produtoras de Pic permanecem vidveis na circulacdo devido a
capacidade de clivar moléculas do sistema complemto, érgdos distantes do sitio infeccioso inicial puderam ser
invadidos e colonizados por elas de modo acentuado. A disseminacdo do patdgeno pelo corpo do hospedeiro
amplificou a resposta imunoldgica, induzindo a exacerbada producdo de mediadores inflamatérios, tais como
citocinas, quimiocina e NO, o que desregulou a homeostase do hospedeiro de maneira irreversivel, levando-o a
Obito.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos com este trabalho revelaram o potencial papel de Pic na
inducdo de sepse, nos ajudando a entender alguns dos mecanismos envolvidos na
patogénese dessas infec¢des, o que serd de grande valia no manejo clinico/terapéutico de
pacientes acometidos de infecgdes causadas por bactérias produtoras dessas
serinoprotease. Porém, devido a complexidade e riqueza de interagdes entre diversos
fatores, mais estudos estdo em andamento no nosso grupo de pesquisa para que a resposta
imune frente a uma infec¢do ocasionada por bactérias produtoras de Pic seja melhor

compreendida.
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CONCLUSOES

e A serinoprotease Pic € um importante fator de viruléncia capaz de induzir sepse
letal em até 12 h apds infeccdo, em modelo de infeccdo por inoculagcdo

intraperitoneal de bactérias;

e A sobrevivéncia da bactéria na corrente sanguinea parece ser mediada pela
producdo de Pic, visto que o mutante Apic foi incapaz de se manter vidvel na

circulacao;

e A manutencdo da viabilidade de bactérias produtoras de Pic no sangue
possibilitou que um maior nimero destas alcangasse os 6rgdos do hospedeiro,

potencializando sua disseminacao;

e Pic reduz a quantidade de leucdcitos na cavidade peritoneal, assim como na

corrente sangul’nea;

e Pic induz uma intensa resposta inflamatoria sist€mica, evidenciada pela alta

producdo de mediadores inflamatdrios, tais como citocinas, quimiocina e NO;

e A proteina Pic € capaz de comprometer a ativacdo de leucdcitos por prejudicar a
expressao de moléculas co-estimuladoras presentes na superficie destes, podendo

comprometer também a produgdo de agentes antimicrobianos, como NO;

e Pic ndo induz danos histopatolégicos nos 6rgaos (baco, figado e rins) no tempo de

12 h, refletindo a auséncia de uma atividade citopatica sobre tais tecidos.
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The serinoprotease Pic secreted by Escherichia coli
induces an intense immune response and death in a
murine model of sepsis
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Escherichia coli are important pathogens responsible for a variety of diseases and, albeit using distinct
mechanisms of pathogenesis. Some of them have in common the production of Pic, a protein involved in
colonization. We have recently shown that Pic mediates immune evasion by the direct cleavage of
complement molecules, significantly reducing complement activation by all three pathways. The aim of
this study was to analyze the action of Pic in a murine model of sepsis. Six to eight-week-old female
Swiss mice were intraperitoneally inoculated with Pic-producing E. coli (F5) or F5Apic mutant or
apyrogenic water (control). E. coli F5 strain was isolated from patient with bacteremia admitted to a
tertiary hospital in Sao Paulo city. Animal survival was monitored for 5 days (n= 6 animals/group) and a
subset of mice (n= 6 animals/group) was euthanized after 12 h to analyze hematological parameters,
glucose, production of IL-10, IL-12, IL-6, TNF-a, IFN-y and MCP-1, hydrogen peroxide, nitric oxide
(NO), as well as cells count and organ weight. To evaluate the colony forming units (CFU), blood,
peritoneal lavage, spleen, liver and lung were cultivated on MacConkey agar for 18 hours. Peritoneal
lavage and spleen were also collected in order to quantify cells and perform the immunophenotyping of
T cells and antigen-presenting cells. In addition, histological analysis of kidney, spleen, lung, and liver
were performed to evaluate the following parameters: vascular congestion, hemorrhage and cellular
infiltration. The results showed that intraperitoneal inoculation of Pic-producing E. coli (F5) induced
lethal sepsis in 100% of animals within 24 h, while in the group inoculated with F5Apic there was no
death. Only E. coli F5 was viable on blood, and CFU count of bacteria in the organs (spleen, liver and
lung) was significantly higher in F5 than in the F5Apic group. Hematological analysis showed a decrease
of total leukocytes, lymphocytes and neutrophils, besides impairment of leukocytes migration to
peritoneum in F5 group. In addition, the NO production on peritoneum, as well as, the activation of T
cells and antigen-presenting cells were compromised in F5 group. Consequently, the pathogen
dissemination induced an excessive activation of the immune response, as indicated by inflammatory
mediators measurement. NO and cytokines (IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-12, IL-10 and MCP-1) were detected
in serum, as well as high levels of IL-6 and MCP-1 on peritoneal lavage of F5 group, significantly higher
than in the other groups. Besides, histological analysis showed that E. coli F5 induced inflammation
with cellular infiltration and hemorrhage on the organs. Therefore, these results evidenced that Pic
represents an important virulence factor, allowing the survival of the bacterium on bloodstream and
several organs, as well as inducing a high production of pro-inflammatory mediators by the host, leading
to sepsis and death.
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Identificagdo da equipe executora:
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11 — Objetivos:

Avaliar a resposta imunologica de camundongos submetidos a sepse induzida por E. coli e S. flexineri
produtoras da serinoprotease Pic.

11l = Sumario do projeto:

O projeto pretende aumentar o conhecimento dos mecanismos de patogenicidade de bactérias bem
disseminadas em nosso meio e responsaveis por diversas enfermidades, contribuindo, no futuro,
para o desenvolvimento de inibidores proteicos, antibiéticos e vacinas.

Serdo utilizados camundongos das linhagens Swiss (6-8 semanas) e C57/BI6 (8-12 semanas), fémeas,
divididas em 12 grupos (6 animais/grupo). Os animais serdo inoculados com cepas selvagens e




mutantes das bactérias em questao, via subcutanea, aléem de grupos com sepse por CLP. Serdo
realizados experimentos de avaliacdo de sobrevida (a cada 12 horas / 5 dias apés inducdo da sepse).
Apo6s a eutandsia dos animais, serdo obtidos o lavado peritoneal e lavado bronco alveolar (avaliacdo
in vitro e ex vivo da fun¢do de macréfagos), o figado, baco e linfonodo inguinal para contagem de
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