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E de Agora em Diante (Oswaldo Montenegro)

E de agora em diante teria sido decretado o amor sem problemas

E seriam vitimas os olhos, e as almas vagariam sem medo

E de agora em diante seria pra sempre o que pra sempre acabara

E seria tdo puro o desejo dos homens, que Dionisio enlagaria a virgem com bragos enternecidos
E aplaudiriamos, calmos e frenéticos como um sdo Francisco febril

E de agora em diante pra tras ndo haveria

N&o mais a virtude dos fortes, mas o mérito dos suaves

O homem feminino e a mulher guerreira

O amor comunitario, sem ciimes.

Dariam as maos as mocas que amo e brincariam de roda em volta de minha preferida
E um artesdo crianca esculpiria flores nos cabelos e um sorriso sincero no rosto

E de agora em diante Ghandi tava vivo pra sempre

E Jesus era hippie, Beethoven era roqueiro e Lenon era como nds

E se ndo desse certo, de agora em diante, ao menos teriamos tentando.
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RESUMO

A interacdo patdgeno-hospedeiro de C. jejuni € um assunto ainda pouco explorado em aves e
humanos. Assim esse trabalho objetivou avaliar a habilidade de C. jejuni penetrar e colonizar
ovos de aves e os efeitos da cepa virulenta de C. jejuni IAL 2383 em embrides de aves SPF;
também foram avaliadas a quantificacdo de transcritos de citocinas e alteracdes morfométricas
em explants de ileo de aves SPF infectados, a participacdo do citoesqueleto e dos lisossomos
nos processos de invasdo e internalizacdo de C. jejuni em células Caco-2 e a resposta celular
pela quantificacdo de transcritos de citocinas inflamatorias. O experimento com ovos e
embrides indicou que C. jejuni é capaz de passar pelos poros dos ovos, colonizar o vitelo e
levar a alta mortalidade embrionéria precoce aumentando as dimensGes dos enterécitos de
embribes. Em explants de aves, a bactéria é capaz de invadir, aumentar o tamanho dos
enterdcitos e induzir a expressdo de transcritos de TGF-B3 precocemente e IL-1p com 4horas
de infeccéo. O processo de invasdo em Caco-2 é dependente dos microfilamentos de actina e
tubulina e ao se internalizar a bactéria se funde com lisossomos. A resposta celular a essa
invasdo é a distensdo celular e a expressao de transcritos de IL-8 que € uma citocina pro
inflamatdria. Esses resultados indicam que C. jejuni ndo € apenas um microorganismo
comensal em aves. Além disso, a invasdo desse microorganismo em células Caco-2 é
dependente de actina e tubulina e a internalizacdo leva a fusdo com lisossomos, 0 que provoca

a degradacdo bacteriana induzindo a producao de citocinas inflamatdrias e distenséo celular.

Palavras chaves: Caco-2, IL-8, IL-1B, TGF-B3, distenséo, explant, aves.



ABSTRACT

The host-pathogen interactions of C. jejuni is a little explored subject in birds and humans.
Thus, this study aimed to evaluate the passage and the effects of virulent strain of C. jejuni
IAL 2383 in SPF embryos of birds, the expression of cytokines and morphological changes in
SPF birds explants ileum infected with C. jejuni and verify the cytoskeleton and lysosomes
participation in the processes of invasion and internalization of C. jejuni in Caco-2 cells and
the cellular response by quantifying the expression of inflammatory cytokines. The
experiment with eggs and embryos indicated that C. jejuni passes through the pores of the
eggs, colonizes the vitellus and lead to high early embryonic mortality and increase the
embryos enterocytes dimensions. In avian explants, the bacteria invades, increases the size of
enterocytes and induces the expression of TGF-B3 and early IL-1p with 4hours of infection.
The invasion process in Caco-2 cells is dependent on actin microfilaments and tubulin and to
internalize the bacteria fused with lysosomes. The cellular response is the distention and cell
expression of 1L-8, a potent pro-inflammatory cytokine. These results indicate that C. jejuni is
not just a commensal in birds. In addition, this microorganism invasion in Caco-2 cells is
dependent on actin and tubulin and internalization leads to fusion with lysosomes, which
causes bacterial degradation by inducing the production of inflammatory cytokines and cell
strain.

Keywords: Caco-2, IL-8, IL-1B, TGF-B3, distension, explants, birds.



1. INTRODUCAO

Campylobacter jejuni é a principal causa de toxinfeccdo bacteriana de origem
alimentar (EFSA, 2009). A prevaléncia desta bactéria € mais significativa nas aves, sendo a
carne de frango responsabilizada como o principal fator de risco aos consumidores
(HUMPHREY et al., 2007).

Em aves a bactéria parece ter uma relacdo comensal enquanto em seres humanos pode
levar a diarréia com agravamento por algumas sindromes auto-imunes ap6s a infeccdo em
algumas pessoas. A diferenca entre a apresentacdo dos sintomas em aves e humanos ainda é
pouco entendida (KETLEY, 1997; JACOBS-REITSMA, 2000; YU et al., 2006).

Apesar de nos ultimos anos alguns trabalhos terem elucidado melhor a patogenia da
bactéria em aves, ainda faltam dados consistentes para o melhor entendimento dessa
patogenia. E apesar de ser considerado um comensal, ha relatos de que a bactéria pode causar
prejuizos aos lotes de frango sem sintomas clinicos aparentes (SARAKBI, 2002). Tais
estudos, porém ainda sdo escassose muitas vezes, limitados a modelos celulares existindo
ainda poucos estudos em enterdcitos de frango.

A interacdo bactéria-célula hospedeira é outro tema ainda mal entendida e muito
divergente, o entendimento da rota e mecanismo de invasdo e evasdo contribui para geracéo
de métodos preventivos e de controle efetivos. Como essa interacdo parece ser cepa
dependente, modelos experimentais bacterianos devem ser bem caracterizados para a melhor
analise dos resultados.

A importancia da C. jejuni para saude publica, o grande consumo e consequente
producdo mundial da carne de frango aliados aos poucos estudos realizados sobre a patogenia
da doenca nas aves e o entendimento da interacdo da bactéria com as células epiteliais,

instigam estudos que serdo importantes para o controle dessa bactéria.



2.0. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Biologia de Campylobacter jejuni

O género Campylobacter pertence a familia Campylobacteriaceae. As principais
espécies implicadas em doencas gastroentéricas no homem sdo: C. jejuni, C. coli e C. lari.
Sao bastonetes Gram-negativos, curvos, delgados que medem 0,2um a 0,8um por 0,5um a 5
um. Quando duas ou mais células bacterianas estdo agrupadas, elas formam um S ou um
formato de asa de gaivota (VANDAMME et al., 1992). Essas bactérias sdo termofilas com
crescimento ideal entre 37 a 42°C e microaerodfilas. Demonstram caracteristicas de motilidade
devido a presenca de flagelo, parede celular e cépsula de Gram negativos tipicos
(VANDAMME et al., 1992).

Campylobacter jejuni tem um genoma de aproximadamente 1600+1700 kilobases (kb)
(NUIJTEN et al., 1990), com 1.654 pares de base (PB) com um nivel de G(guanina) C
(citosina) de aproximadamente 30,6% (FOUTS et al., 2005), que € relativamente pequeno
guando comparado a outros enteropatdégenos (NUIJTEN et al., 1990). Varias cepas contém
plasmideos e em algumas os bacteri6fagos foram descritas (TAYLOR 1992).

De acordo com Rollins e Colwll (1986), Campylobacter pode passar da forma de
bacilo em espiral para foram cocoide quando exposta a atmosfera com alto nivel de oxigénio
ou outros elementos estressantes. Essa forma é denominada forma viavel ndo cultivavel
(VNC) e representa uma maneira da bactéria sobreviver sob condi¢des de crescimento que

normalmente a bactéria ndo suporta.

2.2. Patogenicidade bacteriana

A capacidade de um microorganismo causar doenca é denominada patogenicidade. A
diferenca entre microorganismos patogénicos e ndo patogénicos € que 0s primeiros expressam
genes que codificam fatores de viruléncia responsaveis por colonizar e desencadear eventos
que alteram a fisiologia hospedeira aparecendo assim, a doenca (BONITA et al., 2010).

Adesinas, toxinas, invasinas, sistemas de captacdo de ferro, e os fatores que rompem
as defesas do hospedeiro sd@o importantes fatores de viruléncia. Além disso, eventos que

levam a modificacdes de seqliéncias genéticas podem levar a aquisi¢cdo de novos fenétipos



pelas bactérias 0 que torna alguns microorganismos ainda mais patogénicos perpetuando essa
caracteristica para sua progénie (TORTORA et al., 2002).

Os genomas bacterianos sdo formados por uma seqiiéncia principal com contedo de
G+C uniforme e freqliéncia homogénea de uso de cddons. Esta regido possui genes cujos
produtos estdo envolvidos em funcdes essenciais para o microrganismo (HACKER e KAPER,
2000). Existem também, regides que diferem do restante do genoma tanto no contetdo G+C
quanto na frequéncia de uso de codons, fato que sugere uma transferéncia génica horizontal.
Essas regides que codificam fungdes acessorias fornecem vantagens ao microrganismo, como
resisténcia a antibioticos e propriedades envolvendo simbiose ou patogenicidade (HACKER e
KAPER, 2000). Tais regides sdo denominadas de ilhas génicas e séo classificadas de acordo
com as funcBes dos genes que possuem em llhas de Simbiose, llhas Metabolicas, llhas de
Resisténcia ou llhas de Patogenicidade (PAIs) (GAL-MOR e FINLAY, 2006).

As PAls possuem genes de viruléncia e ocupam regides entre 10 a 100 Kb do DNA.
Algumas estirpes possuem pequenos segmentos (1-10 Kb) de DNA na vizinhanca da PAI
chamadas de “ilhotas de patogenicidade” (GAL-MOR e FINLAY, 2006).

Hacker et al. (1990) foi quem introduziu o conceito de PAIls ao estudar a viruléncia de
amostras de Escherichia coli uropatogenica (ECUP). Durante seus estudos, 0s autores
observaram uma ligacao entre os genes que codificavam fatores de colonizacgdo que permitem
as ECUPs aderirem as células de vias urinarias e 0 gene responsavel pela produgdo de
hemolisina (fator de viruléncia das ECUPs). Esses genes estavam presentes em grandes
regibes cromossdmicas, que apresentavam caracteristicas proprias e grande instabilidade.

Tanto microorganismos gram-negativos como gram positivos podem conter as ilhas de
patogenicidade e atuarem em ceélulas animais ou vegetais. Helicobacter pylori, E. coli,
Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp., Citrobacter rodentium, Legionella
pneumophila, P. aeruginosa, P. syringae, Vibrio cholerae, Erwinia amylovora, Bacteroides
fragilis, Porphyromonas gingivalis, Listeria spp, Staphylococcus aureus, Streptococcus spp.,
Enterococcus faecalis e Clostridium difficile sdo exemplos de microorganismos em que as
ilhas foram descritas (GAL-MOR e FINLAY, 2006)

Os principais fatores de viruléncia encontrados nas ilhas de patogenicidade sdo fatores
de aderéncia, toxinas, sistema de captacdo de ferro, invasdo, modulinas, efetores, sistema de
secrecdo do tipo Il e sistema de secrecéo tipo IV (HACKER e KAPER, 2000).

Existem nas PAIs a presenca de fagos temperados, sequéncias de insercéo e integrases
presenca de “hot spots” (pontos quentes), ¢ significando um local no genoma onde a inser¢éo

ou delecdo ¢ facilitada. Isso pode indicar que a transferéncia horizontal de fragmentos de



DNA seja, provavelmente, a explicacdo para a aquisi¢do de novos fatores de viruléncia pelas
bactérias (JUHAS et al., 2009).

As ilhas de patogenicidade codificam as proteinas dos sistemas de secrecdo. Esses
sistemas sdo dispositivos moleculares que possibilitam a translocacdo de proteinas efetoras
das bactérias para o interior das células hospedeiras. Essas proteinas efetoras podem tanto
inibir quanto ativar a resposta de defesa do hospedeiro. O sistema de secrecdo tipo I11 (T3SS)
é geralmente encontrado em bactérias que infectam o trato gastrointestinal. Nesse sistema, as
proteinas efetoras entram na célula hospedeira por um modelo denominado “seringa
molecular”. No interior da célula, as proteinas efetoras interagem com dominios de proteinas
hospedeiras, por meio da fosforilacdo ou transferéncia de residuos, que, normalmente, resulta
em uma cascata de reacdes que promovem modificagdes no citoesqueleto, escape de sistema

de defesa no interior de fagossomos, morte e outras alteracdes celulares (MOTA et al., 2005).

2.3. Trafego de patogenos no epitélio intestinal

As trés rotas de invasdo que os microorganismos utilizam no trato intestinal sdo via
células M, células epiteliais e células dendriticas (VASQUEZ-TORREZ e FANG, 2000). Uma
variedade de espécies de virus, bactérias e protozoarios translocam o epitélio intestinal via
celulas M (OWEN, 1999; SANSONETTI e PHALIPON, 1999) e assim, a invasdo pelo
epitélio torna-se o evento secundario na cronologia da invasdo da mucosa. Exemplos de
microorganismos com tropismo por células M sdo Salmonella thyphi, Yersinia enterocolitica
e Shigella spp na translocacdo através dos foliculos associados ao epitélio (CLARK e
JEPSON, 1994; JONES et al. 1994). Essas bactérias translocam através das células M e séo
fagocitadas por macréfagos e células dendriticas residentes.

H& muitos anos atras, Takeuchi (1966) mostrou evidéncias por Microscopia Eletrdnica
de Transmissdao (MET) a invasdo direta de Salmonella pelos vilos das células epiteliais in
vivo. Parece claro que as células do epitélio intestinal respondem a patdgenos invasivos
expressando citocinas pro inflamatorias e quimiocinas (JUNG et al., 2005) que promovem a
atracdo e apoOs a migracdo transepitelial de leucdcitos polimorfonucleares, interrompendo
assim, a permeabilidade do epitélio (McCORMICK et al., 1995).

Bactérias mutantes de S. typhimurium (EVEREST et al., 1999) e mutantes de Y.
enterocolitica (PEPE et al., 1993) incapazes de invadir células M ou epitélio intestinal ou

entrada via placas de Peyer's ainda conservam a capacidade de disseminagdo extraintestinal e



provocar doengas sistémicas. 1sso sugere que rotas alternativas a células M e aos vilos das
células epiteliais podem existir para atravessar a barreira epitelial.

A captacdo bacteriana parece ser mediada por células dendriticas pela abertura das
zonulas de oclusao “tight junctions” e pelo envio dendritos para o limen do epitélio. Estas
células dendriticas expressam proteinas que podem estar envolvidas na abertura do epitélio
preservando, contudo a impermeabilidade da barreira epitelial enquanto se move via
transcelular (RESCIGNO et al., 2001).

O processo de “zipper” proposta por Isberg (2001) corresponde ao forte envolvimento
do corpo bacteriano com a célula hospedeira que € determinada pela alta afinidade de ligacao
da proteina bacteriana com o receptor molecular da superficie da célula hospedeira envolvida
com a adesao celular. Diferentes moléculas estdo envolvidas nessa ligacdo para adesédo celular
como, por exemplo, integrinas da familia B1 ou a ligacdo da internalina A com a E-caderina
(MENGAUD et al., 1996). Isberg (2001) ainda cita a importancia de proteinas envolvidas

com o sistema de invaséo das bactérias patogénicas.

2.4. Fatores de Viruléncia e patogenicidade da Campylobacter jejuni

Depois de ingerida pelo ser humano, C. jejuni sobrevive ao ambiente hostil do
estdbmago e do intestino delgado e ao chegar ao intestino grosso, a bactéria coloniza a mucosa
e adere a superficie das células intestinas. O microrganismo produz uma “cytolethal
distending toxin” (CDT) e possivelmente outras toxinas sem um papel claro na patogénese
(PICKETT, 2000). Apo6s, C. jejuni, invade e prolifera dentro da célula hospedeira e essa
proliferacdo e invasdo sdo consideradas a causa do dano celular pela indugdo da resposta
inflamatoria que resulta em diarréia com leucdcitos nas fezes de humanos (HU e KOPECKO,
2000).

De acordo com Hu e Kopecko (2000), dentre os fatores de viruléncia conhecidos com
a patogenia da Campylobacter pode-se destacar o flagelo, o lipooligossacarideo, CDT e outras
proteinas de membrana. Segundo Parkihill et al. (2000) C. jejuni apresenta sequéncias
hipervariaveis e a maioria dessas seqliéncias codifica proteinas envolvidas com a biossintese

ou modificacdo das estruturas de superficie como a capsula, lipooligossacarideo e flagelo.

C. jejuni pode adquirir o DNA do ambiente e isso pode levar a recombinacdo entre

cepas permitindo a geracdo de diversidade genética. Essa transferéncia de DNA plasmidal e



do cromossomo ocorre tanto in vitro como durante a colonizagdo em aves, 0 que indica que a
transformacéo natural tem um importante papel na plasticidade gendmica e na disseminagéo
de novos fatores tais como a resisténcia aos antibioticos (DE BOER et al., 2001; WILSON,
2003).

Dos componentes bacterianos envolvidos com a evasdo imune os lipoolissacarideos
(LOS) da C. jejuni séo altamente varidveis. Os LOS estdo envolvidos com a aderéncia a célula
hospedeira e servem como uma endotoxina que induz a resposta inflamatdria intestinal (HU e
KOPECKO, 2000). Varias estruturas de LOS de C. jejuni assemelham ao gangliosideo
neuronal do homem e esse mimetismo molecular é provavelmente responséavel pelas doencas
auto-imunes apdés infecgdo por C. jejuni como GBS e Mileler-Fisher (YU et al., 2006).

Karlyshev et al. (2005) cita que a uma grande variacdo entre as estruturas da capsula
entre as diferentes C. jejuni. Para Bacon et al. (2001) e Jones et al. (2004) a capsula é
importante para aderéncia e invasdo em células epiteliais, colonizacdo em aves e viruléncia.
Além do papel de colonizagdo do hospedeiro, a capsula pode desempenhar a prote¢do contra a

dessecacdo ou infec¢do por fago.

2.4.1. Motilidade e quimiotaxia da Campylobacter jejuni

A colonizacdo requer a habilidade de se movimentar na camada da mucosa que cobre
as células intestinais. Essa motilidade é conferida pelo flagelo polar e 0 movimento tipico de
“saca-rolha” (SZYMANSKI et al. 1995). O flagelo da C. jejuni e a motilidade flagelar é vital
para a biologia da bactéria como colonizacdo, viruléncia, secrecdo e invasdo na célula
hospedeira (WOSTEN et al., 2004).

O flagelo é formado por um corpo basal, gancho e filamento. Em C. jejuni o filamento
flagelar é composto por duas proteinas FlaA e FlaB (HENDRIXSON et al., 2001) codificados
pelos genes Fla A e Fla B (NUIJTEN et al. 1990b)

Para Takata et al. (1992) a quimiotaxia é a habilidade de um agente detectar e se
mover em um gradiente quimico. A quimiotaxia provavelmente tem um importante papel na
acao comensal e também patogénica. Marchant et al. (2002) analisando a sequéncia do
genoma mostra que C. jejuni codifica sistemas de quimiotaxia similares ao da E. coli.

Hazeleger et al. (1998) examinaram o comportamento quimiotatico de C. jejuni e
perceberam que a bactéria exibiu uma resposta quimiotatica positiva ao carbohydrate L-
fucose, aminoacidos L-aspartato, L-cisteina, L-glutamato e L-serina, e 0s acidos organicos

piruvato, succinato, fumarato, citrato, malato e a-ketoglutarato e também mucina, uma



glicoproteina de alto peso molecular que contém L-fucose como agucar terminal. De acordo
com Hugdahl et al. (1988) os &cidos biliares parecem ser repelentes de C. jejuni e esta,
apresenta motilidade quimiotatica para aminoacidos que sdo encontrados em alto nivel no
muco do trato gastrointestinal de aves.

Vérios relatos sugerem que a quimiotaxia € importante para determinagdo da
viruléncia de C. jejuni, pois mutantes ndo quimiotaticos sdo incapazes de colonizar o intestino
de modelos animais incluindo as aves (TAKATA et al. 1992; HENDRIXSON e DIiRITA,
2004).

2.4.2. Adesdo e invasdo de Campylobacter jejuni

Além do flagelo (GRANT et al., 1993), outras estruturas sao importantes para adesao
de C. jejuni em células epiteliais.(FOUTS et al., 2005; PARKHILL et al., 2000). Apesar de
uma estrutura real tipo pili ainda néo ter sido identificada em C. jejuni, proteinas do sistema
de secrecdo tipo Il que em outras bactérias como Vibrio cholerae e Neisseria gonorrhoeae
estdo associadas a montagem dos pilis foram identificadas em C. jejuni (WIESNER et al.,
2003).

Monteville et al. (2002) verificou a importancia da proteina CadF no processo de
adesdo. Essa proteina se liga especificamente a fibronectina, que esta localizada
basolateralmente em células epiteliais. Essa estratégia de ligacdo a fibronectina € usada por
muitas bactérias patogénicas (JOH et al., 1999). Segundo Monteville (2003), CadF é
importante para maxima ligacdo e invasdo por C. jejuni “in vitro” e mutantes de CadF
reduzem muito a colonizagdo de C. jejuni em aves quando comparado a cepas selvagens. O
mecanismo de invasdo mediado por CadF ainda ndo estd completamente definido
(MONTEVILLE et al., 2003; MONTEVILLE e KONKEL, 2002). Zinprin et al. (2001) cita
que esta proteina &€ importante para colonizacdo em aves. Além da CadF, a ligacdo a
fibronectina foi proposta também para flagelina e as proteinas de membrana externa MOMP
(proteina de membrana externa) e LPS (lipopolissacarideo) (MOSER et al., 1997).

O co-cultivo de C.jejuni e células INT-407 leva a produgdo e a secre¢do de ao menos 8
proteinas, incluindo CiaB. A mutante de C. jejuni CiaB adere igualmente ao tipo selvagem
porém, ndo internaliza. Ha especulacdo que a CiaB seja um membro do Sistema de secrecéo
tipo Il (KONKEL et al.,, 1999), mas isso ndo parece ser verdadeiro pois dados de
sequenciamento genémico de varias estirpes revelaram que Campylobacter ndo possui

homologos aos classicos encontrados em bactérias entéricas, como enterotoxinas, adesinas,



invasinas e sistemas de secrecdo de proteinas do tipo 11l (KONKEL et al., 2008).Utilizando
western blots, a secrecdo da proteina Cia foi reconhecida no soro de aves colonizadas com C.
jejuni o que sugere que a proteina é produzida in vivo (BISWAS et al., 2007).

Outras proteinas de membrana importantes como adesinas sdo as lipoproteinas JIpA e
Cap A (JIN et al., 2003; ASHGAR et al., 2007) . JIpA ¢é crucial para ligacdo em algumas
celulas e essa ligagdo ativa NF-kB ¢ a proteina ativada por mitogeno p38 quinase (MAP) ¢
ambas, contribuem com a resposta pro inflamatéria (JIN et al., 2003).

Proteinas autotransportadoras representam uma ampla e crescente familia de proteinas
associadas a viruléncia presentes em bactérias gram negativas (HENDERSON et al., 2004).
Cap A e Cap B sdo proteinas autotransportadoras que foram recentemente descritas em C.
jejuni. Cao A é uma adesina autotransportadora e a sua deficiéncia leva a diminuicdo da
aderéncia e invasdo em células Caco-2 e a perda da habilidade em colonizar aves (ASHGAR
et al., 2007).

Além das proteinas de membrana externa, ha proteinas periplasmaticas que atuam
como adesinas. Como exemplo, pode-se citar a PEB1 que se liga ao aspartato e ao glutamato
e a Cj1496¢ que tem homologia ao transportador de magnésio. Entretanto, 0 mecanismo de
acdo dessas proteinas ainda ndo esta bem estabelecido (KAKUDA et al., 2006; LEON-
KEMPIS et al., 2006). PEB 1 foi inicialmente identificada como a principal proteina
antigénica da C. jejuni (PEI et al., 1991) com habilidade em se ligar a membranas de células
HeLa (KERVELLA et al., 1993). Pei e Blaser (1993) cita que a PEB1 pertence a familia de
aminoéacidos transportadores das bactérias Gram-negativas.

JIpA é uma lipoproteina frouxamente ligada a superficie da célula bacteriana que pode
ser encontrada em cepas de C. jejuni e C. coli e é altamente conservada (JIN et al.,2001).

Além das estruturas bacterianas, Wooldridge et al. (1997) cita que processos na célula
hospedeira também é importante para a internalizacdo da bactéria, tal como a fosforilagdo de
proteinas como a proteina quinase. Tambeém, as caveolas parecem estar envolvidas no
processo de invasao provavelmente, pela via endocitica.

As estratégias de invasdo pela C. jejuni em células eucariéticas sdo controvérsias.
Alguns autores relatam que a internalizagdo de C. jejuni é exclusivamente actina-dependente
(de MELO et al., 1989; KONKEL e JOENS, 1989; MONTEVILLE et al., 2003). Para Biswas
et al. (2003) o processo € tanto actina como microtubulo dependente. Mas Russell e Blake
(1994) citam que nem actina nem tubulina participam do processo. Contudo a invaséo
microtubulo dependente tem ganhado importancia (OELSCHLAEGER et al., 1993; HU e
KOPECKO, 1999).



Parece que a forma de internalizacdo depende do tipo celular. Bras e Ketley (1999),
Grant et al. (1993) e Konkel et al. (1992) citam que em células Caco-2, C. jejuni transloca
pelas monocamadas celulares pela rota transcelular. Mas em células T84 Monteville e Konkel
(2002) citam que C. jejuni parece entrar basolateralmente. Chen et al. (2006) e MacCallum et
al.(2005b) relatam que C. jejuni rompem as zbnulas de oclusdo das células polarizadas,
sugerindo a translocacédo bacteriana pela rota paracelular.

As membranas das células epiteliais parecem estender pseudopodos para o0
envolvimento da C.jejuni e estes pseuddpodes parecem conter microtubulos. Uma vez
internalizada, os vacuolos contendo C. jejuni parecem se mover ao longo dos microtibulos
para a regido perinuclear da célula pela interagdo com a dineina (HU e KOPECKO, 1999).

Deun et al. (2008) concluiu que o mecanismo de invasao parece ser cepa e linhagem
de célula dependente. Apés estudar diferentes células e linhagens celulares os autores
verificaram que enquanto a invasdo de algumas foi microtibulo dependente, em outras foi
microtubulo e actina dependente e outras ndo sdo afetadas por esses dois componentes do
citoesqueleto.

Apds 10 minutos de inoculacdo de C. jejuni em células Caco-2, o flagelo se liga aos
microtubulos localizados proximos a zénula de oclusdo (HU et al., 2008). A bactéria entra na
célula pela profusdo de membrana e interioriza em endossomo (HU et al., 2008; WATSON e
GALAN, 2008). C. jejuni sobrevive dentro desses endossomos e evitam a fusdo com
lisossomos (WATSON e GALAN, 2008).

Em geral, os patdgenos bacterianos tém diferentes estratégias para sobrevivéncia
intracelular. Eles podem escapar da defesa do hospedeiro impedindo a acidificagdo e/ou fuséo
de endossomas com lisossomos; podem sair do fagossomo obtendo acesso ao citoplasma
tornando-se resistentes a morte pela célula hospedeira; podem inibir ou manipular a biologia
das células hospedeiras em seu beneficio ou usar as células para atingir tecidos mais
profundos. O destino intracelular de C. jejuni é ainda mal compreendido. Em células INT-
407, C. jejuni permanece no interior de um vacuolo dependente dos microfilamentos. Nesse
vacuolo a bactéria é capaz de se replicar, apdés um declinio inicial do nimero de bactéria
intracelular. A replicacdo da bactéria resulta no enfraquecimento da monocamada das células
epiteliais (KONKEL et al., 1992). A aquisicdo de ferro € essencial para a sobrevivéncia
intracelular nessa linhagem celular (NAIKARE et al., 2006).

A partir dos trabalhos de Bacon et al. (2000) e Bacon et al. (2002) foi verificado que o
plasmideo também parece estar envolvido no processo de viruléncia. O seqlienciamento do

plasmideo da C. jejuni revelou a sequéncia do pVir. Essa sequéncia do plasmideo é
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encontrada em alguns isolados de C. jejuni, e analise por mutacdo demonstra que 5 proteinas
codificadas pelo plasmideo tem papel na invasdo in vivo em células epiteliais INT-407
(BACON et al., 2002). Uma das proteinas assemelham-se aos componentes do sistema de
secrecdo tipo IV que em outras bactérias patogénicas, esta envolvido com a exportacdo do
DNA, conjugacdo e secrecdo de proteinas (CHRISTIE e VOGEL, 2000; CHRISTIE et al.,
2001) demonstrando o papel da invaséo e patogenicidade (BACON et al., 2002). Contudo, a
transferéncia do pVir para outras cepas menos invasivas ndo resulta em um aumento na
capacidade de invasdo (BACON et al., 2002). Tracz et al (2005) sugere que a presenca do
pVir esta associado a diarréia sanguinolenta porém, Louwen et al. (2006) afirma que ndo ha

associacao entre pVir e sintomas de diarréia sanguinolenta.

2.4.3. Mecanismo de secrec¢do e producéo de toxinas por Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni também possui mecanismos de secre¢cdo embora, ainda pouco
estudada quando comparada a outras bactérias patogénicas. Uma importante proteina
secretada por C. jejuni € a CiaB, que esta envolvida com a invasdo em culturas de células
epiteliais (KONKEL et al., 1999). Em aves, a secrecdo de CiaB também parece ser importante
para 0 processo de invasdo ja que bactérias mutantes com delecdo de CiaB exibem menor
colonizacdo (ZIPRIN et al., 2001).

O mecanismo da secrecdo da CiaB e seu papel na invaséo parecem estar associados ao
sistema de secrecdo tipo 111 (KONKEL et al., 1999; RIVERA-AMILL et al., 2001). Mas C.
jejuni parece nédo codificar o sistema de secrecdo tipo Il11 e evidéncias para direta secrecdo de
CiaB ainda ndo existe. O aparato flagelar da C. jejuni também secreta outra proteina
denominada de FlaC, que também é requerida para a invasao e tem pouca homologia com as
flagelinas maior e menor (FlaA e FlaB). FlaC n&o é requerida para formag&o ou motilidade do
flagelo. Contudo, a proteina se liga a células HEp-2 quando secretada pela bactéria in vivo
apos a infeccdo ou quando utilizado a proteina recombinante. Inativagdo de FlaC leva a
reducdo na invasdo de C. jejuni em culturas epiteliais mas nao afeta a aderéncia (SONG et al.,
2004)

Campylobacter passa pelo muco e interage com as células epiteliais. A sintese da
proteina Cia € estimulada pelos componentes biliares embora a secrecdo da Cia ndo seja. Isto
leva a sugerir que a producéo da Cia pode ser estimulada precocemente durante a colonizacdo
no intestino delgado, mas que a secrecdo ocorre apenas apés a aderéncia no local da
colonizacdo (RIVERA-AMILL et al., 2001).
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Assim como outras bactérias, como por exemplo E. coli, C. jejuni produz uma
“Cytolethal distending toxin” ou toxina citoletal distensora (CDT). A CDT ¢ codificada por
trés genes adjacentes, cdtA, cdtB e cdtC, sendo que a expressdo das trés subunidades sdo
requeridas para uma plena atividade da toxina (JEON; ITOH; RYU, 2005). Atuais evidéncias
indicam que o gene cdtB codifica a atividade e toxicidade dos componentes da toxina,
enquanto que os genes cdtA e cdtC estdo envolvidos na aderéncia e interiorizacdo na célula
hospedeira (ABUOUN et al., 2005).

Martinez et al. (2006) verificou que CDT afeta as células epiteliais, causando
progressiva distensdo e morte em varias linhagens celulares pelo acimulo intracelular dos
niveis de CAMP. Segundo Smith e Bayles (2006) depois de internalizada, a proteina CdtB
entra no nucleo e exibe uma atividade semelhante a DNase-I, resultando em cortes no DNA
dupla fita. Com os cortes no DNA ha bloqueio na fase G2/M da divisdo celular, induzindo
uma distensdo citoplasmética (JEON; ITOH; RYU; 2005; SMITH; BAYLES, 2006) que leva
a apoptose celular com fragmentacdo do DNA (JAIN et al., 2009)

Dependendo da célula eucaridtica afetada, CDT pode contribuir para a patogénese pela
inibicdo da imunidade humoral e celular, via apoptose de células de resposta imune, e por
provocar necrose do epitélio celular e fibroblastos envolvidos na reparacdo de lesdes
produzidas por patdgenos, resultando em lenta cicatrizacdo e inducdo dos sintomas da doenca
(SMITH; BAYLES, 2006). Hickey et al. (2000) verificaram que além do processo de invasdo
e aderéncia, a liberacdo de IL-8 pode ser conseqliéncia da acdo da CDT.

Todas essas acGes da CDT interferem na divisdo e diferenciacdo das células nas
criptas intestinais, contribuindo para o desenvolvimento da diarréia (WASSENAAR, 1997,
PARK, 2002). Sendo assim, a toxina CDT pode funcionar como um fator de viruléncia em
patdgenos que produzem essa toxina, desde que 0s genes estejam ativos (SMITH; BAYLES,
2006).

C.jejuni expressa a CDT em aves, mas diferente do que ocorre em humanos a
neutralizacdo de tal toxina por anticorpos ndo foi evidénciada em aves (ABUOUN, et al,.2
005).
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2.5. Campylobacter jejuni em aves e humanos

Campylobacter jejuni € a principal causa de enterite humana em paises desenvolvidos
(EFSA, 2009). Campylobacteriose € frequentemente transmitida por alimentos principalmente
pelo consumo de carne de frango. Nesses animais, a colonizagdo por C.jejuni ndo resulta em
sintomas clinicos e dependendo do pais, 20 a 100% dos lotes podem ser positivos no
abatedouro (JACOBS-REITSMA, 2000).

Evidéncias em estudos epidemioldgicos, como do tipo caso controle e investigacdes
moleculares, suportam a idéia de que ha relacdo entre contaminacdo por Campylobacter em
humanos e aves e que as cepas de Campylobacter encontradas em aves e humanos séo
similares (MILLER et al., 2006; SHEPPARD et al., 2009; WASSENAAR et al., 2009). Ha
uma grande diversidade de cepas de C. jejuni isoladas de lotes de frangos e estas cepas variam
principalmente pela habilidade de sobreviver ao estresse ambiental e as propriedades de
viruléncia como a invasividade e a producéo de toxinas (WASSENAAR ,1997; CARRILLO,
2004)

De acordo com Ketley (1997), a infeccdo entérica por Campylobacter normalmente
leva a diarréia, que em paises industrializados se manifesta mais frequentemente como uma
diarréia inflamatéria com severas contracdes, principalmente em adultos jovens e criancas,
mas também em pessoas mais velhas. Nesses paises a infec¢do parece ser sazonal. Em paises
em desenvolvimento ha um alto indice de pessoas assintomaticas, sintomas clinicos brandos
de diarréia ndo inflamatoria sdo usualmente visto em criancas, sendo que ndo é percebida a
sazonalidade. Especula-se que essas diferengas estdo associadas principalmente com a
multipla exposicdo de cepas muito cedo e consequentemente a aquisicdo de imunidade nos

paises em desenvolvimento.

Baixas doses da C. jejuni (500 a 800UFC) podem ser suficientes para levar a
gastroenterite em humanos (BLACK et al., 1988). As infec¢des em individuos que nunca
foram expostos ao agente C. jejuni é geralmente seguida por dor abdominal aguda apds um a
sete dias e frequentemente acompanhada por febre e indisposi¢do. Os sintomas progridem
para diarréia, que posteriormente tera a presenca de muco e sangue. A doenca € usualmente
limitada a um periodo de cinco a oito dias, mas a excrecdo da bactéria pode persistir apos o

fim dos sintomas clinicos.
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De forma curiosa, 0 DNA de C. jejuni foi encontrado no sangue circulante de pessoas
saudaveis e pacientes com GBS, embora nenhuma célula vidvel tenha sido detectada. 1sso
pode indicar ou a presenca de VNC ou que Campylobacter reside em um nicho ainda néo
identificado dentro de humanos servindo como reservatorio para infeccdo continua (VAN
RHIJN et al., 2002).

Anaélises patoldgicas em tecidos de pacientes que morreram com enterite por C. jejuni,
mostraram inflamacdo hemorragica e congestdo no jejuno e a na primeira metade do ileo.
Biopsia no colon indica difusdo e infiltracdo de neutréfilos na 1dmina propria com abscessos
superficiais nas criptas e alteracBes histopatoldgicas semelhantes as colites induzidas por
Salmonella e Shigella (LI, 2000).

Campylobacter jejuni é a causa mais comum de SGB e parece haver uma associacao
entre a infeccdo por C. jejuni e a neuropatia axonal motora aguda, mas ndo com a
polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda (KUWABARA et al., 2004), contudo esses
achados ainda ndo foram avaliados por outros autores.

Ha certa dificuldade no uso de modelos animais para detalhar a doenca clinica causada
por Campylobacter em humanos. Varios modelos murinos sdo usados, mas 0s resultados
parecem ser ainda inconsistentes, pois embora a inflamacao e outros indicadores patoldgicos
sejam observados, os sintomas clinicos ndo sao bem representados por esses modelos (FOX et
al., 2004; Watson et al., 1994; Mansfield et al. 2007). Em coelhos, a C. jejuni foi encontrada
associada a células M (EVEREST et al., 1993), sugerindo que esse tipo celular pode ser uma
importante porta de entrada. Especula-se que em baixa dose do inéculo (500-800 bacterias) C.
jejuni pode explorar primariamente as células M para atravessar o epitélio. Em contraste, altas
doses do inoculo, pode levar a invasdo das celulas epiteliais, talvez como um evento
secundario apos a perda da integridade das z6nulas de oclusdo (EVEREST, 2005, CHEN et
al., 2006).

Apesar de a ingestdo da carne de frango ser a principal causa de campilobacteriose em
humanos, a bactéria parece ter uma relacdo comensal com as aves (RUIZ-PALACIOS et al.,
1981; KOROLIK et al., 1998; STAS, 1999; YOUNG et al.,, 1999), embora a infeccéo
experimental possa levar a diarréia em frangos (SANYAL et al., 1984). Segundo Jacobs-
Reitsma (2000), mesmo assintomaticos, lotes de frango podem apresentar 20 a 100% de
prevaléncia de C. jejuni no momento do abate dependendo da época do ano e do pais.

O nivel de colonizagdo por C. jejuni pode atingir a 10 UFC por grama de contelido

intestinal em aves assintomaticas (DHILLON et al., 2006). Em pintos de um dia, Knudsen et
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al. (2006) verificaram que apenas 2 UFC é suficiente para levar a colonizacéo e em aves de 14
dias aproximadamente 200 a 1000 UFC.

Apesar da alta prevaléncia de C. jejuni em frangos, os animais ndo mostram sinais de
doenca. As bactérias preferencialmente se localizam no muco dentro das criptas em estreita
proximidade com as células epiteliais, mas aparentemente ndo aderem ou invadem o tecido
intestinal. Além disso, a inflamacéo intestinal parece estar ausente nas aves colonizadas
(BEERY et al., 1988, MEINERSMANN et al., 1991).

A origem da presenca da C. jejuni em ovos é discutida e pouco se sabe ainda sobre a
relacdo do ovo e a transmissao vertical. Muitas pesquisas mostram que a bactéria esta restrita
ao exterior dos ovos (JONES et al., 2006; JONES e MUSGROVE, 2007), mas ja houve
isolamento no conteudo interno de ovos que eram negativos em seu exterior (ADESIYUN et
al., 2005).

Embora estudos mostrem que a transmissdo pela via transovariana seja possivel
(CAMARDA et al., 2000; BUHR et al., 2002, 2005; HIETT et al., 2002; SAHIN et al., 2003;
COX et al., 2004), essa ainda ndo é considerada importante na disseminacdo do patdégeno e
poucos trabalhos mostram a passagem da bactéria pelos poros da casca do ovo.

H& uma grande diversidade de cepas de C. jejuni encontradas em lotes de frango.
Essas cepas, tanto variam na habilidade de sobreviver ao estresse ambiental quanto nas
propriedades de viruléncia como a invasividade e a inducdo da expressdo de citocinas
(WASSENAAR, 1997; CARRILHO et al., 2004).

A diferenga entre a patologia em humanos e aves pode estar relacionada com a
resposta imune. Estudos mostram que C. jejuni pode invadir cultura de células epiteliais de
humanos e induzir a producdo de citocinas e quimiocinas durante a infeccdo (AL-SALLOOM
et al., 2003; SMITH et al., 2005).

Li et al.(2008) usando cultura de células primarias de intestino de aves SPF observou
gue tanto a cepa de C. jejuni de origem humana com sintomas clinicos como de aves pode
invadir essas células, sendo que a percentagem de invasdo é gradualmente aumentada até 4
horas pos inoculagcdo com um declinio 24 horas pds inoculagdo. Ao comparar as duas cepas
perceberam que a cepa de origem humana tem maior percentagem de invasdo nos primeiros
tempos (1 e 2 horas) p0s inoculacéo.

C. jejuni pode sobreviver dentro das células por periodos relativamente longos em
fagdcitos e células epiteliais (KIEHLBAUCH et al., 1985; KONKEL et al., 1992) e a
fagocitose pode promover a sobrevivéncia de C. jejuni (KIEHLBAUCH et al., 1985), mas a
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bactéria ainda ndo é definida como um patdgeno intracelular facultativo. Diferente do que
ocorre em humanos, C. jejuni coloniza o trato intestinal da maioria dos mamiferos e também
das aves com baixo ou nenhum nivel de patologia (NEWLL e FEAMLEY, 2003).

Ainda ndo é claro qual o fator priméario determina a sobrevivéncia da C. jejuni dentro
da célula. A sobrevivéncia intracelular pode aumentar a capacidade de C. jejuni de escapar do
sistema imune do hospedeiro, favorecendo a persisténcia da infeccdo (HICKEY et al., 1999).

Byrne et al. (2007) cita que ceco das aves sdo bolsas encontradas nas juncdes ileal e
esse ambiente € similar ao colon humano onde é o local predileto de acdo da bactéria.

Estudos mostram a importancia do flagelo e a motilidade flagelar no processo de
colonizacdo em aves (HENDRIXON et al., 2004). Além do flagelo e outros sistemas
reguladores, outro fator que pode estar relacionado a colonizagdo de aves por C. jejuni é a
temperatura de 42°C. Perfil de transcricdo de culturas de C.jejuni transferidas de 37°C para
42°C mostrou alteracdes potenciais na estrutura da membrana pela regulacio de genes para
transporte e para proteinas de transporte e de ligacdo e também para os constituintes de parede
e envelope (BRAS et al.,, 1999). Parece haver um sistema regulador que permite a
sobrevivéncia da bactéria em alta temperatura. Esse sistema é denominado RacRs e é
requerido para cepas selvagens na colonizacdo em aves. Mutantes com 0 gene para RacRS
deletado tem problemas no crescimento a 42°C (MACKICHAN et al., 2004).

Alguns genes que controlam mecanismos como motilidade e regulagdo génica
(KAKUDA et al., 2006) também sdo importantes para coloniza¢do em aves. Isto inclui os
genes que codificam as enzimas responsaveis pela glicolizacdo de varias proteinas e os fatores
de aderéncia como CadF e CiaB (ZIPRIN, 2001).

2.6. Resposta imune intestinal a Campylobacter. jejuni

O trato intestinal dos invertebrados depende tanto da imunidade inata como adaptativa
para limitar a entrada de patégenos para o interior da mucosa intestinal ou para a corrente
sanguinea (DANN e ECKMANN, 2007). Deun et al. (2008) estudando o ceco de frangos,
observaram que C. jejuni € capaz de invadir, evadir e re-invadir as células sem causar necrose,
apoptose, lise celular e nenhuma inflamagé@o na parede intestinal e também se translocarem
para o figado e o baco e se multiplicar no muco da parede intestinal. Esses achados levaram
0s autores a sugerirem que a C. jejuni deve usar um mecanismo de colonizacgdo no qual seja

capaz de evitar ser expelida do intestino das aves pela invasédo e evasdo temporaria das criptas
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das células e persisténcia pela rapida multiplicagio no muco. Sendo assim, capaz de
manipular a resposta imune para evitar a inflamagao destrutiva do intestino o que é similar a
modulacdo feita por algumas bactérias comensais.

Durante as primeiras semanas de vida das aves, quando o sistema imune inato esta em
desenvolvimento, a exposi¢do de baixas doses de bactérias pode levar ao recrutamento de
heterdfilos e linfocitos, e liberagdo de citocinas IL-1B, IL-8 e K203 (BAR-SHIRA e
FRIEDMAN, 2006). Porém, ainda durante as duas primeiras semanas de vida, anticorpos
maternos podem estar presentes nos pintinhos desencadeando uma protecdo para colonizacao
por C. jejuni (SAHIN et al., 2001). Tais anticorpos podem reconhecer os componentes de
superficie como LOS, MOMP e flagelina (CAWTHRAW et al., 1994), levando a morte de C.
jejuni mediada pelo complemento. Assim, para que haja colonizacdo precoce em aves, C.
jejuni deve escapar da resposta imune inata dos jovens e da presenca dos anticorpos maternos.
A partir de duas semanas de idade os anticorpos maternos ja ndo estdo mais presente e com 3
semanas de idade, as aves comegam a produzir seus proprios anticorpos principalmente contra
a flagelina (CAWTHRAW et al., 1994; JEURISSEN et al., 1998).

As aves possuem uma resposta incompleta das células T independentes tipo 2 (T1-2)
aos antigenos em geral, normalmente polissacarideos. Assim, embora a capsula seja uma
estrutura fortemente antigénica, a resposta humoral a esse polissacarideo é fraca (JEURISSEN
et al., 1998). Antigenos TI-2 ativam células B independentemente de células T,
provavelmente por causa da sua habilidade em se ligar nas imunoglobulinas na superficie
celular. Esta resposta TI-2 ndo efetiva nas aves pode contribuir para a colonizacao de C. jejuni
nesses animais. Em humanos ha anticorpos produzidos contra CDT, mas no frango, embora a
C. jejuni expresse CDT, anticorpos neutralizantes ndo sdo produzidos (McNALLY et al.,
2006).

Receptores TLRs provavelmente sdo os primeiros desafios imunolédgicos para C.
jejuni durante a infeccdo. A resposta priméria para C. jejuni é do tipo TH1 e provavelmente
envolve células dendriticas (DCs) e macrofagos (FOX et al., 2004; HU et al., 2006; AL-
SALLOOM, 2003). Fox et al. (2004) mostraram in vivo que a imunidade contra um mutante
cdtB de C. jejuni foi mediada por TH1 dependente da reposta de 1gG2.

O papel dos mondcitos e macrofagos na infeccdo por C. jejuni ndo é claro porque 0s
resultados variam de acordo com a linhagem celular. Tanto NF-kB e a citocina

proinflamatéria IL-1B sdo induzidas por monocitos THP-1 estimulados com C. jejuni, o que
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aumenta a evidéncia que mondcitos também tem um papel na inflamac&o durante a infeccao
(HICKEY et al., 2005; WASSENAAR et al. 1997b).

Para Hickey et al. (2005) e Day et al. (2000), C. jejuni é capaz de sobreviver por
varios dias em macrdéfagos peritoneais de murinos e linhagens celulares de macrofagos
J774A.1. Porém, um relato mais antigo mostra que C. jejuni é morta por macrofagos
derivados de mondcitos humanos (KIEHLBAUCH et al., 1985).

Embora um mdltiplo nivel de variacdo existente nas estruturas de superficie da C.
jejuni possa ajudar na evasdo da resposta a anticorpos, uma resposta imune adaptativa foi
demonstrada durante a infecgdo por C.jejuni. Anticorpos para varios componentes bacterianos
foram observados no soro humano incluindo anti flagelar, MOMP (proteina de membrana
externa), outras proteinas de membrana e LOS (GUERRY et al, 2000).

A inducdo de citocinas pro inflamatorias e antiinflamatorias é importante na
determinacdo do sucesso da protecdo especifica contra patbgenos no organismo
(HENDERSON et al., 1998; KIDD, 2003). IL-8 é uma citocina pro inflamatéria, um potente
fator quimiotaxico para muitas células imunes efetoras e um mediador da resposta
inflamatdria localizada (WUYTS et al., 1998).

Em aves e mamiferos o TGF-f tem um papel imunorregulador. Uma das primeiras
interleucinas caracterizadas em aves foi a IL-6. Ela é produzida precocemente apds a infec¢ao
como parte da resposta imune inata (SHNEIDER et al, 2001). A sua importancia como
citocina pro inflamatoria parece estar ligado concomitante aumento dos niveis de IL-1B. IL-1
e TNF-a induzem a producéo de IL-6 (HENDERSON et al., 1998).

Li et al. (2008) verificaram que cepa de origem humana e de frango de C. jejuni pode
induzir a producdo de citocinas (IL-1R, IL-6, CXCLi1, CXCLi2, mas ndo de TGF-34), iINOS
e NO (oxido nitrico) em células intestinais primarias de embriGes de aves SPF. O aumento
dessas citocinas e de NOS s&o caracteristicas de doengas inflamatdrias. C. jejuni é capaz de
induzir a expressao de citocinas pro inflamatérias IL-1p e IL-6 e quimiocina pro inflamatéria
IL-8 em macrofago de aves (SMITH et al., 2005).

A resposta das células intestinais a C. jejuni esta geralmente caracterizada pela
inducdo de citocinas, como a IL-8, que é uma citocina proinflamatoria que € caracteristica na
campilobacteriose. Porém essa resposta parece ser cepa dependente (HICKEY et al., 2005).

Em células Caco-2, células T84 e explantes intestinais humanos a infec¢do por C. jejuni
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resulta na ativacéo das proteinas da familia MAP kinase ER K e p38 (WATSON et al., 2005,
MACCALLUM et al.,, 2005) que para células T84 essa ativagdo é essencial para a
estimulacao da IL-8 (WATSON e GALAN, 2005).

Larson et al. (2008) durante ensaios de adesdo e internalizagdo, verificaram que C.
jejuni € significativamente menos invasiva em células LMH de frango se comparadas as
células humanas INT 407, apesar de igual ligacdo das bactérias a cada espécie de célula
hospedeira. Esses autores, também avaliaram a transcri¢do e secrecdo de 1L-8 nos dois tipos
celulares antes citados, e concluiram que inoculagdo de células LMH com C. jejuni estimula a
expressao de IL-8 e CXCLi2, mas em niveis significativamente inferiores que nas células de
humanos. Zheng et al. (2008) também verificou a secrecdo de IL-8 em linhagens de células

humanas infectadas com C. jejuni.
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Capitulo |

Caracterizacdo da cepa de Campylobacter
jejuni 1AL 2383 isolada de humanos quanto a
viruléncia, termotolerancia e resisténcia a

antimicrobianos
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Resumo

A interacdo patdgeno-hospedeiro de C. jejuni, uma bactéria de grande importancia em
zoonoses alimentares, parece ser cepa dependente. Assim esse trabalho objetivou caracterizar
a cepa de C. jejuni IAL2383 quanto a presenca e expressdo de transcritos dos principais genes
de viruléncia para aves e humanos, a termotolerancia e a resisténcia a antimicrobianos. Para
isso foi realizado PCR para verificar a presenca dos genes associados a aderéncia e invasdo
flaA, plda e cadF. A presenca dos transcritos dos principais genes relacionados com a
colonizacdo em aves (racR), termotolerancia (dnaJ) e invasdo (ciaB) foi evidenciada por
rtPCR. A resisténcia aos principais antimicrobianos foi determinada por difusdo em disco e a
termotolerancia por cultura convencional. A bactéria apresentou e expressou todos 0s genes
de viruléncia avaliados e cresceu a temperatura de 41°C em quantidade superior comparada a
temperatura de 37°C. Apesar de virulenta, a cepa apresentou boa resposta a antibiéticos com
resisténcia apenas a trimetropim (5ug) e cefoxitina (30mg) e sensivel aos principais
antibidticos relacionados com a geracdo de superbactérias. Os resultados desse trabalho
indicaram que a cepa C. jejuni 1AL2383 isolada de humanos com sintomas clinicos e
mantidas na biblioteca de culturas do Instituto Adolfo Lutz é uma estirpe que pode ser
utilizada como modelo experimental para verificar a interacdo tanto com células humanas

como em células de aves.

Palavras chaves: viruléncia, modelo experimental, termotolerancia, Campylobacter jejuni
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Abstract

The objective of this study was to characterize C. jejuni 1AL2383 strain to virulence gene
presence, expression of virulence genes, level of thermotolerance and antimicrobial resistance
profile. We used PCR from genomic DNA to verify the existence flaA, plda e cadF and
rtPCR to verify the gene expression of racR responsible for avian colonization, dnal
involved with Thermal Stress and ciaB associated with invasion. Antimicrobial resistance
profile was evaluated by disks difusion. The bacterium expressed and show all virulence gene
and grew in 370C and 410C. Despite virulent C. jejuni was sensible to the most of important
antimicrobial used to public health. The findings indicated that the C. jejuni I1AL2383
isolated from humans with clinical symptoms is a strain that can be used as an experimental

model to verify the interaction with both human cells and in cells of birds.

Key words: virulence, experimental model, thermotolerance, Campylobacter jejuni
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1. Introducéo

A diversidade de C. jejuni se reflete na capacidade de colonizacédo e na causa potencial
de doencas. A variacdo nos fatores de viruléncia de diferentes estirpes foi observada tanto in
vitro quanto em modelos in vivo, demonstrando diferentes estratégias e consequentes riscos.
A compreensao da base molecular dos padrbes de viruléncia das cepas isoladas associada as
conseqiiéncias bioldgicas da diversidade genética entre as linhagens € de suma importancia
para o controle da doenca (AHMED et al., 2002).

A capacidade de causar doenca por espécies e cepas de Campylobacter ndo é
homogénea e esta relacionada a fatores intrinsecos de patogenicidade. Estudos de tipagem
molecular relataram uma sobreposicdo entre gendtipos de Campylobacter oriundos de
produtos carneos causando infeccdo em humanos (HANNINEN et al., 2000; WILSON et al.,
2008).

Fatores de viruléncia relacionados com a capacidade de Campylobacter aderir e
invadir células epiteliais foram associados a presenca e expressdo dos genes flaA, cadF, ciaB
e pldA (RIVERA-AMILL et al., 2001; HANEL et al., 2004; ZHENG et al., 2006). Os genes
flaA, ciaB, cadF e pldA sdo referéncia no estudo dos mecanismos de patogenicidade de
Campylobacter jejuni (HANEL et al., 2004; ZHENG et al., 2006). Esses genes codificam

proteinas envolvidas na adesao e na capacidade invasiva de Campylobacter jejuni.

Além dos fatores de viruléncia é importante conhecer a resisténcia a antimicrobianos e
essa resisténcia é reconhecida pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS), juntamente com
varias outras autoridades, como um dos principais problemas emergentes de importancia para
a saude publica (MOORE et al., 2006). Outro fator a ser considerado é o grau de

termotolerancia que cada cepa exibe.

Os mecanismos de interacdo C. jejuni-célula hospedeira ainda ndo sdo bem
compreendidos e ha grande divergéncia entre 0s pesquisadores. Talvez essa variacdo possa ser
explicada pela diferenca entre cepas encontrada por alguns autores (DEUN et al., 2008; LI et
al., 2008). A cepa de Campylobacter jejuni 1AL2383 foi isolada de humanos com sintomas
clinicos no Brasil e é de propriedade da biblioteca de cepas do Instituto Adolfo Lutz. Essa
estirpe parece ser ideal para o entendimento da relacdo patdgeno-hospedeiro por ter causado

sintomatologia em humanos no Brasil. No entanto, ainda ndo foram estabelecidas as
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caracteristicas dessa cepa quanto aos fatores de viruléncia, grau de termotolerancia e

resisténcia a antibidticos.

Diante da problematica encontrada acerca das divergéncias da relacdo patdgeno
hospedeiro e epidemiologia em muitas publicacdes, o conhecimento das caracteristicas da
cepa de C. jejuni utilizada para os experimentos cientificos em células e animais in vivo e in

vitro permite o melhor entendimento dos resultados encontrados.

2. Objetivos

Caracterizar a cepa IAL2383 quanto a presenca e a expressdo de transcritos dos
principais genes de viruléncia para Campylobacter jejuni, a temperatura de crescimento e a

resisténcia a antimicrobianos.

3. Material e Métodos

Para o estudo foi utilizada a cepa C. jejuni (IAL 2383), previamente isolada de
humanos em um surto, mantida no Banco de Culturas do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo

(IAL).

3.1. Antibiograma

Foram realizadas provas de resisténcia a antimicrobianos para a cepa IAL2383 pelo
método de Kirby-Bauer de difusdo com disco (BAUER; KIRB; SHERRIN, 1966), utilizando
protocolo recomendado pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS, 2002). Os seguintes antibioticos foram utilizados nas respectivas concentragdes
trimetropim (5ug), cefoxitina (30mg), cefitiofur (30mg), neomicina (30mg), cloranfenicol
(30mg), sulfametazol-trimetoprim (23mg), amoxilina, tetraciclina, gentamicina, &cido
nalidixico, norfloxacina, enrofloxacina, sulfazotrim e eritromicina. As analises foram feitas
em triplicada em agar Mueller Hinton com 5% de sangue de equino hemolizado e incubadas

em temperatura de 37°C graus por 48 horas em atmosfera de microaerofilia.
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3.2. Temperatura de crescimento

Para verificar se ha influencia da faixa de temperatura 6tima para o crescimento da C.
jejuni, sobre o crescimento bacteriano da cepa IAL2383, uma algada da bactéria foi colocada
em 10mL de solucdo salina e apos, foram realizadas 9 diluicdes seriadas. Uma aliquota de
0,1mL das diluicdes de 6 a 9 vezes foi retirada e colocada em superficie de agar CCDA sem
antibidtico e homogeneizada com alca de Drigalski. Para cada dilui¢do foram estriadas placas
em triplicata para as temperaturas de 37° e 41°C em paralelo. Apés 30 horas de incubagdo, em

atmosfera de microaerofilia, as bactérias foram quantificadas.

3.3. Presenca dos genes de viruléncia

Para verificar se a cepa IAL2383 possui 0s genes de viruléncia cadF, pldA e flaA
foram utilizados primers ja descritos na literatura (tabela 1). Como controle positivo foi
utilizado a cepa de C. jejuni NCTC 11351 LABIO-UFU.

O processo de extracdo de DNA foi de acordo com o descrito por Guo et al. (2000) e
Borsoi et al. (2009) modificado. Para isso, 1mL da cultura bacteriana foi centrifugada a
13.500xg por 2min em microcentrifuga refrigerada (CIENTEC®) descartando o
sobrenadante. O pellet foi ressuspendido em 800uL de agua destilada estéril e a mistura
centrifugada a 13.500g por 2min. O sobrenadante foi descartado e o pellet novamente
ressuspendido em 200uL de &gua destilada estéril. As amostras foram mantidas em
termobloco (DuPont®) a temperatura de 95°C por 10min. Apés extracdo, o DNA foi
guantificado por leituras espectrofotométricas a 260 e 280 nm.

O volume final para a reacdo de amplificacdo (50uL) foi composto por 20ng da
soluc@o de DNA bacteriano e pelos reagentes: 10mM de Tris-HCL; 50mM de KCI; 200uM de
cada deoxinucleotideo trifosfatado (DNTP); 5,5mM de MgCl,; 30 picomoles para cada primer
e 1,25U de Taq DNA polimerase. Cada gene foi estudado separadamente nas reagdes. Apos,
0s microtubos foram colocados em um termociclador (eppendorf) obedecendo aos seguintes
ciclos: 1 ciclo inicial a 95°C por 10 minutos; 35 ciclos de amplificagdo, constituidos de 3
etapas: desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 45°C por 1 minuto e extenséo a 72°C
por 2 minutos; completando com mais 1 ciclo de extensdo final a 72°C por 10 minutos. Ao
téermino da reacgdo, os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de

agarose 1,5%, corados com solucdo de syber safe (Invitrogen Brasil Ltda), submetidos a uma
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voltagem de aproximadamente 8V/cm e, posteriormente, visualizado por luz UV em um
transuluminador (L.PIX Loccus biotecnologia). Os tamanhos dos produtos amplificados

estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1: Oligonucleotideos iniciadores para identificacdo dos genes de viruléncia flaA, cadF
e pldA de Campylobacter jejuni.

Genes Primers Sequéncia 5> > 3’ Tazg%r)lho Referéncia

flaA  flaA-F ATGGGATTTCGTATTAACAC 1728 Hé(g"'(‘)'ozt)a'-
flaA-R CTGTAGTAATCTTAAAACATTTTG

cadF cadFI-F2B TTGAAGGTAATTTAGATATG 400 Zhé”go‘zst)a"
cadFI-R1IB CTAATACCTAAAGTTGAAAC

pldA  pldA-361 AAGAGTGAGGCGAAATTCCA 385 Zha”go‘ét)a'-

pldA-726 GCAAGATGGCAGGATTATCA

3.4. Presenca dos transcritos dos genes de viruléncia

Foram realizados ensaios para verificar se a cepa IAL2383 possui 0s transcritos dos
genes de viruléncia ciaB, dnaJ e racR (LI et al., 2008) (tabela 2). Para isso, colénias do
crescido bacteriano de 3 placas foram retiradas e extraido o RNA pelo método do Trizol
Reagent® (INVITROGEN), de acordo com as recomendagdes do fabricante. As células
bacterianas foram adicionadas a 1mL de trizol e apds a 0,2mL de cloroférmio e centrifugadas
a 20.500xg a 4°C por 15 minutos. A fase aquosa foi transferida para um microtubo e
adicionada a 0,5mL de isopropanol, homogeneizada e incubada a temperatura ambiente por
10 minutos. Posteriormente, centrifugada a 20.500xg por 10min a 4°C. O pellet foi lavado
com etanol 75% e centrifugado a 7.500xg a 4°C e ap6s secado e ressuspendido em agua
DEPC para posterior quantificacdo por leituras espectrofotométricas a 260 e 280 nm.

Apos extracdo do RNA, foi realizado ensaio de transcricdo reversa para sintese da
primeira fita CONA. Nessa reacdo foram utilizados 1 pg de RNA total (200ng/ul), 10 U de
inibidor de RNAse (Invitrogen), 40 U de MMLV-RT (Amersham Biosciences), 1X de tampéo
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da MMLV-RT (Amersham Biosciences), 200 uM de dNTPs (dGTP, dATP, dTTP ¢ dCTP) e
126 pmoles de oligonucleotideos hexdmeros como primers randémicos. O volume final de
cada reacao foi completado para 20 pl com agua tratada com DEPC. A solu¢do foi incubada
em termociclador PTC-100 (MJ Research) a 37°C por 1 hora. Reagdes controle foram
utilizadas para a verificagdo de possiveis contaminantes exdgenos. O cDNA foi estocado a -
20°C para posterior amplificagéo.

Para verificar a presenca dos transcritos de de viruléncia antes descritos, foi realizado
a PCR convencional. Como controle positivo foi utilizado a cepa de C. jejuni NCTC 11351.
Uma cepa de Campylobacter coli isolada de fezes de frango no LABIO-UFU de expresséo de
viruléncia desconhecida e células Caco-2 em contato com C. jejuni IAL 2383 foram utilizadas
em paralelo. Como controle negativo, agua foi utilizada agua milique estéril. O volume final
para a reacdo de amplificacdo (25uL) foi composto por 3uL da solucdo de cDNA e pelos
reagentes: 10mM de Tris-HCL; 50mM de KCI; 2001M de cada deoxinucleotideo trifosfatado
(dntp); 5mM de MgCI2; 4 picomoles para cada primer e 0,625U de Taq DNA polimerase.
Cada gene foi estudado separadamente nas reacdes. Apos, 0s microtubos foram colocados em
um termociclador (eppendorf) obedecendo aos seguintes ciclos: 1 ciclo inicial a 94°C por 3
minutos; 45 ciclos de amplificacdo, constituidos de 3 etapas: desnaturacdo a 94°C por 15
segundos anelamento a 51°C por 20 segundos e extensdo a 72°C por 20 segundos;
completando com mais 1 ciclo de extensdo final a 72°C por 3 minutos. Ao término da
reacdo, os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5%, corados com solucdo de syber safe (Invitrogen Brasil Ltda), submetidos a uma
voltagem de aproximadamente 8V/cm e, posteriormente, visualizado por luz UV em um
transuluminador (L.PIX Loccus biotecnologia). Os tamanhos dos produtos amplificados

estdo descrito na tabela 2.

Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores de transcritos de dos genes de viruléncia ciaB, dnaJ e
racR utilizados para caracterizar a cepa IAL 2383.

Gene Seqliéncia Tamanho do produto Referencia
amplificado
ciaB F: ATATTTGCTAGC AGCGAAGAG 157 Li et al. (2008)
R: GATGTCCCACTTGTAAAGGTG
dnaJ F: AGTGTCGAGCTTAATATCCC 117 Li et al. (2008)
R: GGCGATGATCTTAACATACA
racR F: CTTAAGCGATAAAGTTGTGG 114 Li et al. (2008)

R: CTTTTTGTGCGACGAAT
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4, Resultados

A cepa de C. jejuni IAL 2383 foi sensivel a todos os antibidticos a excecdo do
trimetropim (5ug), cefoxitina (30mg).

A bactéria cresceu melhor a temperatura de 41°C sendo possivel a contagem apenas a
partir da diluicdo de 8 vezes. Na temperatura de 37°C a média de crescimento foi de 8X10’
UFC (DP=0,060), inferior a média de 2X10® (DP=0,242) para temperatura de 42°C.

A cepa de C. jejuni IAL 2383 apresentou os genes de viruléncia cadF, pldA e flaA
(figura 1). Tais genes, juntamente com ciaB sdo referéncia no estudo dos mecanismos de
patogenicidade de Campylobacter jejuni (HANEL et al., 2004; ZHENG et al., 2006). A cepa

também expressou todos os genes de viruléncia estudados ciaB, dnaJ e racR.

Os resultados Rt-PCR mostra que a bactéria apresenta transcritos codificados para
para proteinas ciaB, dnaJ e racR sem a necessidade de contato com células eucariontes (figura
2).

Figura 1- PCR para presenca dos genes cadF, flaA e plda para cepa IAL 2383 de C. jejuni.
PM=marcador de massa molecular (100pb). CN: controle negativo, a.1: gene cadF cepa de C. jejuni
NCTC 11351, a.2: gene cadF cepa de C. jejuni 1AL 2383, b.1: gene flaA cepa de C. jejuni NCTC
11351, b.2: gene flaA cepa de C. jejuni IAL 2383, c.1: gene plda cepa de C. jejuni NCTC 11351, c.2:
gene plda cepa de C. jejuni IAL 2383.
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Figura 2- RT-PCR para presenca de transcritos de de viruléncia dnaJ(1), racR(2) ciaB(3), e para cepa IAL 2383
de C. jejuni. PM=marcador de peso molecular (100pb). 1 (dnaJ) C1= Cepa de C.coli isolada de frangos, la =
Cepa C. jejuni IAL 2383, 1b = Células Caco-2 infectadas com C. jejuni por 2 horas, 1c = Cepa C. jejuni NCTC
11351. 2 (racR) C2 = Cepa de C.coli isolada de frangos, 2a = Cepa C. jejuni IAL 2383, 2b = Células Caco-2
infectadas com C. jejuni 1AL 2383 por 2 horas, 2c = Cepa C. jejuni NCTC 11351. 3 (ciaB) C3 = Cepa de C. coli
isolada de frangos, 3a = Cepa C. jejuni IAL 2383, 3b = Células Caco-2 infectadas com C. jejuni IAL 2383 por 2
horas, 3¢ = Cepa C. jejuni NCTC 11351, CN: Controle negativo.

4. Discussao

Esse resultado mostra que a cepa cresce a temperatura acima de 37°C, o que possibilita
sua sobrevivéncia no interior das aves cuja temperatura varia entre 40 e 42°C (SESTI e ITO,
2000). Aliado a temperatura de crescimento, a presenca dos transcritos dos genes racR e dnaJ
indica que a cepa utilizada nesse trabalho pode colonizar o trato intestinal das aves, sendo
assim, util como modelo para avaliar a patogenia da C. jejuni nesses animais. 1sso porque
racR é um componente do sistema racR e racS (reduced ability to colonize) de regulagdo e
esta envolvido na habilidade em colonizar o trato intestinal de aves (BRAS, et al., 1999)
enquanto, o dnaJ codifica uma proteina do choque térmico que permite a bactéria crescimento
em temperatura superiores a 40°C (KONKEL et al., 1998). A presenca dos transcritos do
gene ciaB por essa cepa é importante ja& que a secrecdo da proteina ciaB é de grande
relevancia para invasdo tanto em células epiteliais como na mucosa intestinal de aves
(KONKEL et al., 1999; ZIPRIN et al., 2001).
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A presenga desses genes de viruléncia indica a capacidade de adesdo, invaséo e
internalizacdo da cepa IAL2383. O gene flaA é necessario para a adesdo e invasdo nas células
epiteliais (WASSENAAR et al., 1991). O cadF codifica uma proteina que interage com a
fibronectina da matriz extracelular do hospedeiro, participando da colonizagédo da superficie
celular (MONTEVILLE et al., 2003). O gene pldA esta relacionado a invasdao celular e
codifica uma proteina envolvida na sintese de fosfolipase da membrana externa (ZIPRIN et
al., 2001).

A prova de resisténcia aos antimicrobianos indica que a cepa de C. jejuni IAL 2383
ainda apresenta boa sensibilidadade a maioria dos antibidticos testados excluindo trimetropim
(5ug) e cefoxitina (30mg). Muitas cepas de C. jejuni apresentam multiresisténcia a
antimicrobianos (JONKER e PICARD, 2010; CHEN et al., 2011; SCHWEITZER et al.,
2011), e para enterobactérias a resisténcia a fluoquinolonas e as cefalosporinas de terceira
geracdo representa um dos maiores problemas para geracao de superbactérias (PIGNATARI,
2011).

5. Conclusdo

A cepa IAL ndo apresenta resisténcia aos principais antibidticos para enterobactérias,
porém essa estirpe, apresenta e sdo capazes de produzir transcritos dos principais genes de
viruléncia no genoma sendo um modelo Util para se avaliar a patogenia em frangos e

humanos.
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Capitulo 11

Transferéncia, viabilidade e colonizacéo de
Campylobacter jejuni em vitelos e embrides de

aVves
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Resumo

A passagem e a colonizacdo de C. jejuni em embrides de aves € um tema muito pouco
discutido. O objetivo desse estudo foi avaliar a habilidade de C. jejuni penetrar e colonizar
ovos de aves SPF e reprodutoras pesadas, determinar os efeitos da bactéria sobre a viabilidade
dos embriGes e as alteracbes morfométricas em explants de intestino de embriGes. Foi
detectada passagem de C. jejuni em 10% de ovos de matrizes pesadas e 20% de ovos SPF.
Isso demonstra a habilidade da bactéria passar pelos poros dos ovos e contaminar vitelos até 3
horas em contato do ovo com a maravalha contaminada. Em 80% dos embrides SPF
avaliados, C. jejuni sobreviveu e se multiplicou durante todo o periodo de 21 dias de
incubacdo e sua presenca levou a uma alta mortalidade embrionaria precoce. Além disso, a
bactéria levou a um aumento do tamanho dos enterdcitos de explants de embrides com 20 dias
de idade. Esses resultados indicam que em determinadas circunstancias a bactéria pode
penetrar pelos poros das cascas dos ovos e levar a alta mortalidade embrionaria precoce, bem

como provocar alterag6es celulares em enterdcitos de aves .

Palavras chaves: incubacéo, mortalidade embrionéria, poro de ovos, Campylobacter jejuni
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the ability of Campylobacter jejuni to penetrate
and colonise eggs from specific-pathogen-free (SPF) and heavy breeder hens, and to
determine its effects on the viability of SPF embryos. We detected C. jejuni in 10% of breeder
hens and 20% of SPF eggs, which demonstrates the ability of the bacteria to go through the
pores of eggs and contaminate the vitellus after 3 h of contact. These results indicate that there
Is a risk of contamination under commercial production conditions, where, after oviposition,
there is contact between the egg and organic material such as faeces and blood. We observed
that in 80% of SPF eggs analysed, C. jejuni survived the 21-d incubation period. This positive
result suggests that this microorganism was also responsible for early embryonic mortality. In
addition, the bacteria led to an increase in the size of enterocytes of explants with embryos 20
days old. These results indicate that in certain circumstances the bacteria can penetrate the
pores of the eggshells and lead to high early embryonic mortality, and cause cell changes in

the enterocytes of birds.

Keywords: incubation, embryonic mortality, pore eggs, Campylobacter jejuni
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1. Introducgéo

A Campylobacter jejuni parece ter uma relagdo comensal em aves e muito pouco se
sabe sobre sua manutencdo nos lotes de frango (KOROLIK et al., 1998; STAS, 1999;
YOUNG et al., 1999). A disseminacdo de patdgenos em lotes de frango via transmissao pelos
ovos e contaminagdo no incubatério é relatada para espécies de Salmonella. Para
Campylobacter jejuni, provavelmente devido a ndo existéncia de sintomas clinicos na ave
adulta, a transmissdo transovariana ndo é uma rota considerada importante ou mesmo, bem
estudada. Outro fator negligenciado é o efeito da bactéria sobre a viabilidade dos embribes de
aves.

Pesquisas mostram que C. jejuni esté restrita no exterior dos ovos (JONES et al., 2006;
JONES e MUSGROVE, 2007), mas ja houve isolamento no conteudo interno de ovos que
eram negativos em seu exterior (ADESIYUN et al., 2005). Embora alguns estudos mostrem
gue a transmissdo pela via transovariana seja possivel (CAMARDA et al., 2000; BUHR et al.,
2002, 2005; HIETT et al., 2002; SAHIN et al., 2003; COX et al., 2004, 2005), essa via ainda
é ndo é considerada importante na disseminacdo do patégeno e poucos trabalhos mostram a
passagem da bactéria pelos poros da casca do ovo.

O melhor entendimento da transmisséo de C. jejuni pela via transovariana, assim como
seus efeitos em embrides é util para que se foque na real importancia dessa rota na

epidemiologia da C.jejuni em lotes de frangos.

2. Objetivos

Verificar a capacidade de C. jejuni penetrar pelos poros de ovos de reprodutoras
pesadas e SPF e permanecerem vidveis em seu interior, além de determinar se a infeccdo pela

bactéria é patogénica para embrides de aves SPF.

3. Material e Métodos

3.1. Passagem de Campylobacter jejuni para o interior dos ovos
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Para verificar a passagem de C. jejuni para o interior dos ovos foi utilizada maravalha
previamente esterilizada e artificialmente infectada com 10°> UFC.g™" de C. jejuni (IAL 2383).
A cultura foi diluida em caldo Bolton suplementado com 5% sangue bovino hemolisado e
utilizada para umedecer a maravalha. Para os grupos controles foi utilizada maravalha esteril
e umedecida com caldo Bolton suplementado com 5% de sangue bovino hemolisado sem a
presenca da bactéria.

Foram utilizados um total de 1200 ovos, sendo 600 ovos provenientes de matrizes
pesadas e 600 de aves SPF divididos em quatro grupos experimentais: 300 ovos de matrizes
em contato com maravalha com 10° UFC.g™" de C. jejuni (teste 1); 300 ovos de matrizes
armazenados em maravalha sem a bactéria (controle 1); 300 ovos SPF armazenados em
maravalha com 10° UFC.g™ de C. jejuni (teste 2); e 300 ovos SPF armazenados em maravalha
sem a bactéria (controle 2). Antes do inicio do trabalho, uma amostragem de 10 ovos foi
avaliada quanto a presenca da bactéria para confirmar a negatividade.

Os ovos dos diferentes grupos foram dispostos em recipientes individuais para cada
tratamento. Foi utilizada a disposi¢cdo em camadas, intercalando os ovos e a maravalha e
manutencdo a temperatura ambiente (25°C+2°C) até o momento das analises. Foram definidos
trés momentos para 0 processamento das amostras: 3 horas, 7 horas e 24 horas de contato. Em
cada periodo, foram coletados os vitelos de 100 ovos controle e 100 ovos teste de cada grupo
experimental para analise. Uma amostra da maravalha de cada um dos grupos foi retirada em
cada um dos periodos pré-determinados para verificar a viabilidade da bactéria.

As amostras de vitelo e maravalha foram analisadas por meio do cultivo tradicional
em placas e PCR em tempo real. Foi retirado 1 mL do vitelo de cada uma das amostras e
adicionado a 9mL de caldo Bolton (Oxoid) e analisado imediatamente para investigar a
presenca de C. jejuni por real-time PCR. Em paralelo, essas amostras foram pré-enriquecidas
em atmosfera de microaerofilia (Probac microaerobac generator) a temperatura de 37°C por
24 horas para posterior cultivo em meio solido CCDA (Oxoid). A espécie bacteriana foi
identificada pelo método de PCR multiplex (descrito no item 3.3). As amostras de vitelo
foram fixadas em glutaraldeido 3% e depois lavadas com tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,2.
Posteriormente, o vitelo foi centrifugado e adicionado a agar-agar 5% para processamento em

Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM).
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3.2. Pesquisa de Campylobacter spp. — cultura convencional

As amostras foram pré-enriquecidas em caldo Bolton (Oxoid) e mantidas a
temperatura de 37°C durante 24 horas em atmosfera de microaerofilia. Depois desse periodo,
aliquotas foram semeadas em &gar CCDA (Oxoid) e 5% de sangue bovino hemolisado. As
placas foram incubadas em atmosfera de microaerofilia (Probac microaerobic generator) em
jarras para anaerobiose a 37°C por 48 horas. A cepa de Campylobacter jejuni ATCC 33291
foi utilizada como controle positivo.

Colonias suspeitas de pertencerem ao género Campylobacter foram confirmadas pela
coloragéo de Gram para verificar a morfologia em virgula ou “asa de gaivota” ¢ a espécie foi

confirmada por técnica de PCR multiplex.

3.3) Identificacdo das espécies de Campylobacter sp por PCR-multiplex

As colbnias suspeitas foram confirmadas por técnica de PCR multiplex. O processo de
extracdo de DNA genémico foi de acordo com o descrito por Guo et al. (2000) e Borsoi et al.
(2009) modificado. Para isso, 1mL da cultura bacteriana foi centrifugada a 13.500xg por 2min
em microcentrifuga refrigerada (CIENTEC®) descartando o sobrenadante. O pellet foi
ressuspendido em 800uL de agua destilada estéril e a mistura centrifugada a 13.500xg por
2min. O sobrenadante foi descartado e o pellet novamente ressuspendido em 200uL de dgua
destilada estéril. As amostras foram levadas a um termobloco (DuPont®) e submetidas a
95°C por 10min. Apo6s extracdo, o DNA foi quantificado por leituras espectrofotométricas a
260 e 280 nm.

A amplificacdo foi realizada utilizando os conjuntos de primers | e Il descritos por
Gillespie et al. (2002): (conjunto | - gene flaA — C. jejuni e C. coli - produto de 460pb -
pg 3 e pg 50; conjunto Il - seqiiéncia unica de C. jejuni - 160pb - C1 e C4); 20ng de
DNA e demais reagentes (INVITROGEN), descritos por Harmon et al. (1997). O volume
final para a reacdo de amplificagdo (50uL) foi composto por 20ng/pL da solugdo de DNA
bacteriano e pelos reagentes: 10mM de Tris-HCL; 50mM de KCI; 200uM de cada
deoxinucleotideo trifosfatado (DNTP); 5,5mM de MgCI2; 30 picomoles para cada primer e
1,25U de Tag DNA polimerase. Cada gene foi estudado separadamente nas reacgdes. O
controle positivo de C. jejuni (ATCC 33291) foi utilizado em todas as reacdes de

amplificacdo, bem como um controle negativo composto por dgua ultrapura estéril.



36

Os componentes da reagdo foram amplificados no termociclador (eppendorf),
obedecendo aos seguintes ciclos: 1 ciclo inicial de desnaturacdo a 94°C por 4 minutos;
25 ciclos de amplificagdo, cada qual constituidos de 3 etapas: desnaturacdo a 94°C por 1
minuto, anelamento a 45°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto; completando
com mais ciclo de extensdo final do iniciador a 72°C por 7 minutos (Harmon et al.,
1997). Ao término da reacdo, os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 1,5%, corados com solucdo de syber safe (Invitrogen Brasil Ltda),
submetidos a uma voltagem de aproximadamente 8V/cm e, posteriormente, visualizado por

luz UV em um transuluminador (L.PIX Loccus biotecnologia).

3.4. Real-time PCR das amostras para verificar a presenca da bactéria e contagem da C.

jejuni

A real-time PCR foi realizado no BAX System de acordo as orientagdes do fabricante
(User Guide, 2007). No laboratério, imediatamente ap0s a chegada, as amostras de vitelo e
maravalha coletadas em caldo Bolton, homogeneizadas e transferidas aliquotas de 5uL para
microtubos (Bioexpress, USA) contendo 200uL de solucéo de lise. A mistura foi aquecida a
37°C por 20 minutos e 95°C por 10 minutos, e depois transferida para bloco de resfriamento
(2°C a 8°C) durante 5 minutos. Apos resfriamento, 30uL do lisado foi transferido para os
tubos de PCR contendo os primers para C. jejuni, C. coli e C. lari, dNTPs, a Tag-DNA
polimerase, corante fluorescente, controle positivo interno e demais reagentes necessarios
para a PCR. Os tubos foram transferidos para o termociclador/detector, onde o programa pré-
estabelecido no hardware do equipamento foi executado. Ao final do ciclo de amplificacéo e
deteccdo, o0 equipamento automaticamente liberou os resultados identificando a espécie e o
nimero de UFC.g*. A cepa ATCC 33291 de Campylobacter jejuni foi processada em

paralelo e utilizada também como controle positivo.

3.5) Microscopia eletrénica de transmissao (TEM)

As amostras de vitelo fixadas e centrifugadas foram colocadas em agar-agar 5% no
Centro de Microscopia Eletrénica do ICBIM-UFU. O material foi recortado em cubos de
aproximadamente 1mm? e colocados em uma solucdo de tetroxido de 6smio 1% em tampao
fosfato a 0,1 M, pH 7,2 por uma hora e depois tratadas com tetroxido de ésmio 1% contendo

ferrocianeto de potassio (1,25%) por mais 30 minutos. Os fragmentos foram desidratados em
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séries de concentracdo crescentes de acetona, incluidos em resina Epon e cortados em
ultramicr6tomo para obtencao de cortes ultrafinos (Bozzola and Russell, 1998).

Os cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila e posteriormente, com
citrato de chumbo (Bozzola and Russell, 1998). A avaliacdo e a documentacéo fotogréafica foi

realizada em microscopio eletrnico de transmissdo (Zeiss Eletron Microscope EM 109).

3.6. Viabilidade e patogenicidade de C. jejuni em embribes de aves SPF

Foram utilizados 100 ovos “specific pathogen free” (SPF), sendo 50 pertencentes ao
grupo teste e 50 ovos utilizados como controle. Os ovos do grupo teste foram artificialmente
inoculados com 0,1 mL de uma solucéo de NaCl 0,85% contendo 10 UFC de C. jejuni IAL
2383. A inoculacdo foi realizada na cadmara de ar, no polo superior, sem rompimento da
membrana corioalantoide, utilizando agulha hipodérmica estéril (0,3mmx13mm). Os ovos do
grupo controle foram inoculados no mesmo local e com a mesma solu¢do do grupo teste,
porém sem a bactéria. Os ovos foram incubados em duas incubadoras experimentais (brood
chocadeira Ltda) da mesma marca, modelo e ano de fabricacdo, destinadas a cada grupo (teste
e controle), ajustadas e sincronizadas para temperatura, umidade e viragem, localizadas no
Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia
(CBEA — UFU).

Apds 21 dias de incubacdo, os pintos eclodidos e ndo eclodidos foram enviados ao
Laboratdrio de Biotecnologia animal (LABIO-UFU) e foram analisados quanto a viabilidade
por ovoscopia. Foi retirado 1 mL do vitelo de cada uma das amostras e adicionado a 9mL de
caldo Bolton (Oxoid) e analisado imediatamente para investigar a presenca de C. jejuni por
real-time PCR. Em paralelo, essas amostras foram pré-enriquecidas em atmosfera de
microaerofilia (Probac microaerobac generator) a temperatura de 37°C por 24 horas para
posterior cultivo em meio so6lido CCDA (Oxoid). Os protocolos de cultura em placa, PCR
multiplex e PCR em tempo foram os mesmos utilizados para analise da passagem da C. jejuni
em ovos descritos nos itens 3.2, 3.3 e 3.4.

As amostras de vitelo foram fixadas em glutaraldeido 3% foram lavadas com tampé&o
fosfato 0,1 M, pH 7,2. Posteriormente, o vitelo foi centrifugado e adicionado a agar-agar 5%

para processamento em TEM conforme ja descrito no item 3.5.



38

3.7. Alteragbes morfoldgicas de intestinos de embrides infectados por C. jejuni

A coleta das amostras foi realizada em embrides de aves SPF com 20 dias de
incubacdo. Foram incubados 20 ovos a fim de se obter 10 embrides viaveis. Esses ovos foram
incubados nas incubadoras localizadas em uma sala propria Centro de Bioterismo e
Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia (CBEA — UFU). O
processamento das amostras foi realizado no laboratério de histologia da Universidade
Federal de Uberlandia.

Com 20 dias de incubacdo, os embrifes foram insensibilizados com cetamina
30mG/kG e anestesiados com xilasina 0,4mG/kG. Apds, foram sacrificadas por deslocamento
cervical e foi retirado o intestino das aves, separando-se a por¢do referente ao ileo, o qual foi
acondicionado em DEMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino estéril e enviado ao
laboratério de histologia ICBIM-UFU. Antes da realizacdo do trabalho, 5 embriGes foram
analisadas para confirmar a negatividade para C.jejuni.

Imediatamente ap6s o sacrificio, foram coletados 40 fragmentos de ileo de
aproximadamente 0,5 mm, divididos em dois grupos (tratado e controle) de 20 embribes. Os
fragmentos foram incubados em placas de cultura celular de 24 pocos contendo meio de
cultura DEMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, a 37 °C, atmosfera com 5% de
CO, e méxima umidade. Ap6s cinco minutos de incubagdo, a cada po¢o com fragmentos do
grupo tratado foi adicionado 0,1mL de soro fisiolégico (0,85% de Na Cl) contendo 10° UFC
de C. jejuni. Aos pocos contendo fragmentos do grupo controle foi adicionado 0,1mL de soro
fisioldgico puro. Ap6s os tempos de 15 e 60 minutos metade dos fragmentos em cada tempo
foi retirada e fixada com formol 4% até o processamento das amostras.

Apos fixagdo, as amostras foram desidratadas em série alcodlica crescente a 50%,
70%, 85%, 90%, 95% e 100%, clarificadas em Xilol (100%) e incluidos em parafina
histolégica. Cortes histologicos de 5 a 7 um de espessura foram corados por hematoxilina-
eosina e montados em balsamo do Canada.

Os fragmentos de ileo foram avaliados morfologicamente verificando a integridade
das vilosidades comparando-se os grupo controle e tratado em cada momento de coleta.
Todos os cortes histologicos foram avaliados por analise computacional de imagens
digitalizadas obtidas em microscopio Olympus BX 40 com uma objetiva de 100X, acoplada a
uma camera Olympus Oly 200 conectada a um microcomputador PC através da placa
digitalizadora Datatranslation 3153. As analises morfométricas foram realizadas pelo software
HL Image (Western Vision Software).
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De cada fragmento foram medidas aproximadamente 225 células epiteliais de 12
diferentes vilosidades e de cada célula foi medido a altura e a largura.

3.8. Analise Estatistica

Foi utilizada estatistica descritiva aplicando-se valor relativo em forma de
percentagem para positividade na PCR, na analise microbioldgica de cultura em placa e
nimero de embrides ou pintos viaveis. Para comparacdo entre os resultados obtidos na analise
microbioldgica convencional e na PCR foi realizado o coeficiente de kappa (p<0,05). Para
verificar a influéncia da presenca da bactéria sobre a mortalidade embrionéria foi utilizado o
teste do quiquadrado (y°). Para verificar diferencas morfométricas entre os enterdcitos de cada

grupo foi utilizado o teste “t”

As analises das variaveis foram realizadas com o uso do programa estatistico Biostat

5.0 (AIRES, 2007).

4.0 Resultados

4.1. Passagem, colonizacéo e viabilidade de C. jejuni em vitelos e embrides de ovos

férteis

Campylobacter jejuni permaneceu viavel e cultivavel nas amostras de maravalha
utilizadas para o grupo teste coletadas ap6s 3 horas, 7 horas e 24 horas. A bactéria ndo foi
detectada em nenhuma amostra de maravalha utilizada para o grupo controle em nenhum dos
periodos analisados.

Apbs contato com a maravalha contaminada com C. jejuni durante 3 horas foi
detectada a presenca da bactéria em 20% (20/100) dos ovos SPF e 10% (10/100) dos ovos de
matrizes. Os resultados foram coincidentes nas técnicas de real time PCR e cultivo em placas.

Passados 7 horas e 24 horas de contato com a maravalha contaminada, o
microrganismo ndo foi detectado em nenhuma das amostras. Nao houve positividade nos ovos

SPF e de matrizes utilizados como controles em nenhum dos periodos analisados.
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Nos embrides provenientes de ovos SPF inoculados na cAmara de ar, a porcentagem de
positividade para Campylobacter jejuni foi de 80% (40/50) ap6s 21 dias de incubagdo. A
bactéria ndo foi isolada em nenhum embrido dos ovos inoculados somente com NaCl 0,85%

estéril.

Tabela 1 — Relacdo entre a presenca de C. jejuni e a mortalidade de embrides provenientes
de ovos SPF inoculados na cdmara de ar com a bactéria (teste) e com NaCl 0,85% estéril
(controle).

Embrido Teste Controle p (x9)
Vivo 0 26 <0.0001
Morto 46 21 <0.0001
Total* 46 47

* Ovos inférteis ndo entraram na analise (grupo teste=4; grupo controle=3)

Os embrides do grupo inoculado com C. jejuni IAL 2383 na camara de ar
apresentaram mortalidade precoce (p<0,05), com 86,9% (40/46) dos embriGes mortos aos dois

dias de incubagéo (tabela 2).

Tabela 2. Classificacdo de embrides SPF oriundos de ovos inoculados na camara de ar com
C. jejuni IAL 2383 (teste) e com NaCl 0,85% estéril (controle).

Grupo teste (n) Grupo controle (n)
Infértil 4 3
Eclodidos 0 26
ME aos 2 dias 40 4
ME aos 3 dias 0 2
ME aos 4 dias 0 4
ME > 5 dias 6 11

ME: Mortalidade embrionaria

A tabela 3 mostra a relagdo entre os resultados obtidos pelas técnicas de cultivo em
placas e real-time PCR em amostras de vitelo de embriGes ou pintos provenientes de ovos
SPF inoculados com C. jejuni na camara de ar utilizando o coeficiente kappa. Houve boa
replicabilidade entre os resultados e em sete amostras houve positividade apenas com a

utilizagdo do real-time PCR.



Tabela 3. Teste Kappa comparando PCR em tempo real e cultura em
placa em amostras de vitelo de embrides inoculados na camara de ar
com C. jejuni (IAL 2383)

Real-time PCR
P N
P 33 0
Plate culture N 7 10

K= 10,6535 p<0,0001

Replicability: Good
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As contagens de C. jejuni por grama de vitelo variaram de 3,4x10° UFC.g™ a 5,9x10’

UFC.g*, com média de 9,54x10° UFC.g™ + 1,32x10" UFC.g™ (tabela 4).

Tabela 4. Contagem de C. jejuni (UFC.g™) em vitelos de ovos
inoculados na cdmara de ar apds 21 dias de incubacédo

UFC.g*
Minimo 3.4 x 10°
Maximo 5.9 x 10’
Mediana 3.6 x 10°
Média Aritmética 9.5 x 10°
Desvio Padrio 1.3 x 10’

A MET demonstrou a presenca da bactéria no vitelo de ovos de matrizes e SPF que

permaneceram em contato com a maravalha e em vitelo de embribes provenientes dos ovos

SPF inoculados (figuras 1 e 2). A bactéria ndo foi observada em amostras do grupo controle

[ HV [ Mag | Gema
\E22 80 KV|30000 x| ——500 nm——

Figura 1: Fotomicrografia de C. jejuni no interior de vitelos de embrides infectados com mortalidade precoce
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Figura 2: Fotomicrografia de C. jejuni no interior de vitelos de ovos de aves SPF e matrizes em contato com
maravalha contaminada

N&do foram observadas alteracGes histopatoldgicas evidentes nas condicdes testadas.
No entanto, a avaliacdo morfométrica mostrou alterac6es significativas tanto na altura quanto
na largura dos enterdcitos de explants de intestino de embriGes com 20 dias de idade. As
células do grupo tratado ficaram maiores quando comparadas com as células do grupo

controle (figuras 3 e 4).
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Figura 3. Morfometria (altura) de células epiteliais de explants intestinais de ileo de embrifes de aves
SPF.
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Figura 4. Morfometria (comprimento) de células epiteliais de

explants intestinais de ileo de embriGes de aves SPF.

4.0. Discussao

Os resultados mostram que houve passagem de C. jejuni presente na maravalha para o
interior de ovos SPF e de matrizes com 3 horas de contato. Esse fato ndo deixa duvidas de que
essa bactéria tem capacidade atravessar 0s poros dos ovos, passar pelo albume e permanecer
viavel. Assim, € possivel especular que mesmo que ovos de matrizes possuam anticorpos
maternos contra C. jejuni (SAHIN et al., 2001) a passagem através dos poros da casca e a
multiplicacdo da bactéria no interior é possivel. Outros autores, Allen e Griffiths (2001)
observaram que € possivel a passagem da bactéria pela casca dos ovos utilizando luminescent
Campylobacter jejuni ATCC 3329 e relatam que 4% dos ovos podem ser experimentalmente
infectados com C. jejuni ap6s imersdo em condigdes de microaerofilia.

A positividade de 80% de vitelos dos embrides de ovos SPF inoculados com C. jejuni
na camara aos 21 dias de incubacdo mostra que a bactéria é capaz de sobreviver e se
multiplicar nas condi¢des de microambiente de incubacéo. As contagens da bactéria variaram
de 3,4x10° UFC.g™ a 5,9x10” UFC.g™ ap6s o periodo de incubagdo, indicando que a bactéria
foi capaz de se multiplicar no interior do ovo ja que foi inoculado 10°UFC.g™.
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Além de sobreviver e se multiplicar, a bactéria ocasionou danos suficientes para
causar mortalidade nos embrides nos primeiros dias de incubacdo. Alguns relatos antigos
evidenciam que C. jejuni é capaz de levar a mortalidade embrionaria em aves (LAM et al.,
1992; KING et al., 1993). Todas as mortalidades foram em fases precoces e isso pode ser
explicado por Zhang e Sharma (2003) que afirma que mortalidade precoce de embriGes a um
patdgeno é provavelmente devido a falta de imunidade ativa ja que sé com 14 dias de idade
embrionaria as aves adiquirem a capacidade funcional de detectar a entrada de antigenos.

A viabilidade da bactéria que entrou pelos poros apenas no periodo de 3 horas apds
contato com maravalha infectada e a alta taxa de sobrevivéncia da C. jejuni em vitelos durante
todo periodo de incubacdo pode ser explicada pela temperatura. A temperatura de incubagéo é
de 37°C, o que é ideal para microorganismos termotolerantes. J4 a temperatura de 25°C onde
permaneceram 0s 0vos em contato com a maravalha é baixa para a multiplicacéo da C. jejuni.

Neste estudo foi utilizada maravalha contaminada com a bactéria diluida em meio de
cultura e 5% de sangue e esta € uma evidéncia que em circunstancia praticas, se houver
contato dos ovos com material infectado, é possivel a passagem dessa bactéria para seu
interior. Muitas vezes, na oviposi¢do, 0s 0vos aproveitados permanecem sujos com residuos
organicos como fezes e sangue. Além disso, em muitos locais de clima quente ainda ndo ha

um local de armazenamento adequado para esses 0vos em temperaturas mais baixas.

E possivel que a alta mortalidade embrionaria observada nos embrides SPF ndo seja
um problema nas préticas de avicultura industrial onde as aves reprodutoras tém contato
prévio com a bactéria. Porém, a capacidade de penetrar nos poros dos ovos de matrizes apos
contato com material contaminado e manter a capacidade de se multiplicar mostra que a
imunidade materna nem sempre € suficiente para conter a infeccdo. Caso a bactéria seja
também capaz de penetrar naturalmente em ovos de matrizes ou ser transmitida via
transovariana, mesmo que permaneca em formas ndo cultiviveis, e encontre temperaturas
altas o suficiente para sua multiplicacdo, se converterd em um problema de sadde publica e
em um desafio para a sanidade avicola.

Outro fator a ser considerado nos conjuntos desses resultados, é a especulacdo sobre as
condigdes dos lotes de matrizes pesadas. Assim, pode ser que em determinados grupos de
reprodutoras pesadas com baixa exposicdo ao antigeno ou com problemas de
imunossupressdo associado ao armazenamento dos ovos a temperaturas proximas a 37°C, a

bactéria pode entrar pelos poros da casca e levar a mortalidade embrionaria.
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A andlise dos explants de embriBes, ndo evidenciou alteragdes histopatologicas
evidentes a andlise visual nas condicOes testadas. No entanto, a avaliagdo morfométrica
mostrou alterac6es significativas tanto na largura quanto na altura dos enterécitos de explants

de intestino de embrides com 20 dias de idade.

A relacdo entre o aumento celular e a infeccdo bacteriana € apresentada por varios
autores em cultivo celular e a proteina responsavel por essa alteracdo nessas células foi
denominada toxina citoletal distensiva (CDT) (BAYLES, 2006; JEON; ITOH; RYU; 2005).

Uma vez dentro da célula, a proteina CdtB entra no ndcleo e exibe uma atividade
semelhante & DNase-I, resultando em cortes no DNA dupla fita. As células eucariéticas
respondem aos cortes no DNA (SMITH; BAYLES, 2006), blogueando a fase G2/M da
divisdo celular, induzindo uma distensdo citoplasmatica que leva a morte da célula (JEON;
ITOH; RYU; 2005).

A alteracdo nas dimensdes celulares de enterdcitos de explants de ileo de embrides é
um achado interessante mostrando que ndo s6 em linhagens celulares de mamiferos, mas
provavelmente também em enterdcitos de aves a bactéria libera secrecdes relacionadas a sua

viruléncia.

5. Concluséo

Em condicGes experimentais a C. jejuni é capaz de penetrar pelos poros da casca de
ovos, sobreviver e se multiplicar durante todo o periodo embrionario, levar a alta mortalidade
precoce de embribes e alterar o tamanho dos enterdcitos. E provavel que em determinadas
circunstancias como alta temperatura de armazenamento dos ovos e em lotes com
imunossupressao os achados experimentais desse trabalho possa se refletir nas condi¢des de

campo.
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Capitulo 111

Quantificacio de transcritos de citocinas e
quimiocinas e alteracdes morfométricas e
estruturais apoés invasao de Campylobacter

jejuni em explants de ileo de aves SPF



47

Resumo

Apesar da alta colonizagédo de C. jejuni em aves, a sintomatologia clinica nesses animais ainda
ndo foi determinada. Na expectativa de se obter melhor entendimento acerca da presenca de
C. jejuni em intestino de aves, o0 objetivo desse trabalho foi verificar a taxa de invasao, as
alteracbes morfométricas e estruturais e a quantificacdo de transcritos de citocinas
inflamatdria em células de explants de ileo de aves SPF com 25 dias de idade. A bactéria
invadiu os fragmentos intestinais, mas ndo houve indicios da multiplicacdo em seu interior,
Enterécitos de células infectadas aumentaram suas dimensGes quando comparados ao grupo
néo tratado. Houve aumento muito precoce de TGF-B3 provavelmente na tentativa de realizar
uma imunomodulacdo antinflamatoria. Porém a expresséo de transcritos de TGF-$3 diminuiu
a partir de 30 minutos de infec¢do e com 4 horas pos inoculacdo houve aumento de IL-1f que
€ uma potente citocina pro inflamatéria. Ndo houve aumento de IL-8, CXCL-2 ou IL-6 nos
periodos estudados. A partir dos resultados desse trabalho, pode-se hipotetizar que a C. jejuni
leva a alteracbes na mucosa intestinal ndo se comportando meramente como um

microorganismo comensal.

Palavras chaves: IL-1B, TGF-B3, distensao, invasdo, frango, Campylobacter jejuni
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Abstract

Despite the high colonization of C. jejuni in poultry, the clinical symptoms in these animals
has not been determined. Hoping to gain a better understanding about the presence of C.
jejuni in the avian gut, the aim of this study was to determine the rate of invasion,
morphological and structural changes and inflammatory cytokine expression in cells from
explants of ileum of SPF birds with 25 days of age. C. jejuni invade the intestinal fragments,
but there was no evidence of multiplication inside. Enterocytes of infected cells increased
their size when compared to untreated animals. There was a very early increase of TGF-f3
probably in an attempt to achieve anti-inflammatory immunomodulation. But the expression
of TGF-B3 decreased from 30 minutes of infection and 4 hours after inoculation there was an
increase of IL-1p that is a potent pro inflammatory cytokine. There was no increase of IL-8,
CXCL-2 or IL-6 in the periods studied. From the results of this work, it can be hypothesized
that C. jejuni leads to changes in the intestinal mucosa does not behave merely as a

commensal organism.

Keywords: IL-1B, TGF-B3, distension, invasion, chicken, Campylobacter jejuni
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1.Introdugéo

As aves sdo incriminadas como a principal causa de Campylobacteriose humana pelo
consumo da carne e subprodutos. Em aves, hd alta ocorréncia de C.jejuni, mas a alta
colonizacdo ndo resulta em sintomas clinicos (EVANS, 1997; JACOBS-REITSMA, 2000;
MEAD, 2002). Mesmo sendo considerado um microorganismo comensal, alguns autores
verificaram que a bactéria é capaz de se internalizar nos enterdcitos de aves levando a
producdo de citocinas e recrutamento de heteréfilos e linfocitos (LI et al., 2008; Smith et al.,
2005). Ensaios conduzidos por Larson et al. (2008) in vitro mostrou que C. jejuni € capaz de
estimular a migracdo de heterofilos em células de aves porém, in vivo sinais patologicos ndo
foram observados (BAR-SHIRA e FRIEDMAN, 2006).

Deun et al. (2008) também demonstraram a capacidade de C. jejuni invadir enterocitos
de aves, porém para esses autores a bactéria entra e sai da célula sem levar a maiores danos

driblando o sistema imune e se multiplicando no muco.

Algumas proteinas secretadas por C. jejuni tem um papel importante na viruléncia
bacteriana. E uma toxina muito conhecida € Toxina Citoletal Distensora (CDT) que leva a
uma distensdo celular em linhagens de células epiteliais de mamiferos. Mesmo levando a
alteracOes nas células e apesar da hipotese de que a toxina afetar a funcdo da barreira epitelial
levando a morte dos vilus (WHITEHOUSE et al., 1998), a associacdo entre inducdo dos

sintomas gastrointestinas e a CDT ainda ndo € clara.

Apesar da constante presenca de C. jejuni em lotes de aves, a maioria dos autores
relatam que ndo ha evidencias clinicas associadas a colonizacdo intestinal por essa bacteéria.
No entanto, ha uma linha de pesquisadores que acredita que essa bactéria pode provocar
sintomas clinicos nas aves mesmo que brandos. O entendimento das altera¢cBes provocadas
por C. jejuni em intestino de aves é necessario, pois mesmo que de forma subclinica, a

presenca dessa bactéria pode levar efeitos indesejaveis em lotes de aves.

2. Objetivos

O objetivo desse estudo foi avaliar a capacidade de invaséo de C. jejuni em explants

de ileo de aves SPF com 25 dias de idade, bem como as alteragcdes histopatologicas e
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morfométricas nos enterocitos destes explants e a quantificacdo de transcritos de citocinas

inflamatorias nestes explants.

3. Material e métodos

Fragmentos de ileo de 4 (quatro) aves SPF com 25 dias de idades criadas em uma
empresa de producdo comercial foram utilizados para verificar as altera¢des histopagoldgicas
e morfométricas, quantificacdo de transcritos de genes de citocinas e 0 processo de
internalizacdo. Um total de quatro aves foram insensibilizados com cetamina 30mG/kG e
anestesiados com xilasina 0,4mG/kG. Apos, foram sacrificadas por deslocamento cervical,
retirado o intestino das aves separando a porcdo referente ao ileo e acondicionado em DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino estéril e enviado ao laboratério de histologia
ICBIM-UFU. Antes da realizacdo do trabalho, fragmentos de ileo foram retirados em paralelo
para confirmar a negatividade para C.jejuni.

Imediatamente apds o sacrificio, os fragmentos de ileo de aproximadamente 0,5 mm
foram coletados, sendo que de cada ave foram retiradas amostras para infeccdo com a bactéria
e amostras para controle negativo. Os fragmentos foram incubados em placas de cultura
celular de 24 pogos contendo meio de cultura DEMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino, a 37 °C, atmosfera com 5% de CO, e maxima umidade. Apds cinco minutos de
incubacdo, a cada pogo com fragmentos do grupo tratado foi adicionado 0,1mL de soro
fisiolégico (0,85% de Na Cl) contendo 2X10" UFC de C. jejuni. Aos pogos contendo
fragmentos do grupo controle foi adicionado 0,1mL de soro fisiologico puro. Apds os tempos
determinados nos itens seguintes para cada tipo de diagndstico, foi retirado um fragmento
para analise de internalizacéo, alteracdes histopatologicas e morfometricas e quantificagdo dos

transcritos de genes para producéo de citocinas inflamatorias.

3.1. Internalizacao de C. jejuni em explantes de aves SPF

As amostras para ensaio de invasao foram coletadas nos tempos 15, 30, 60, 120 e 240
minutos e foi utilizado o protocolo de Deun et al. (2008) modificado. Cada fragmento foi
pesado para posterior diluicdo. A fim de retirar as bactérias aderidas, mas nao internalizadas,
os fragmentos foram lavados 5 X com solucdo de Hank's (HBSS - Balanced Salt Solution)

com célcio e magnésio. Apds, os fragmentos foram tratados com gentamicina 100 pg/ml
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durante 2 horas para matar as bactérias aderidas. Os fragmentos foram novamente lavados 5
vezes com solucdo de HBSS com célcio e magnésio sem centrifugacdo para retirada das
bactérias ndo internalizadas. Os fragmentos foram novamente lavados 5X com solucéo de
HANK s centrifugados a 350xg force por 10minutos para retirada dos DNA das bactérias ndo
internalizadas. As amostras foram submetidas ao tratamento com 2mL de 1% de tritom X 100
e trituradas durante 30 minutos para liberacdo das bactérias internalizadas. Cada amostra foi

diluida na proporcéo de 1:10 e ap0s, realizados ensaios de PCR em tempo real para contagem.

3.2. PCR em tempo real das amostras para quantificacdo de C. jejuni internalizada

O real-time PCR foi realizado no BAX System de acordo as orienta¢fes do fabricante
(USER GUIDE, 2007). No laboratério, imediatamente apds a chegada, as amostras foram
diluidas na concentracao de 1:10 em caldo Bolton levando em conta o peso de cada fragmento
de intestino pesando antes da trituracdo. Depois de homogeneizadas, aliquotas de 5uL foram
transferidas para microtubos (Bioexpress, USA) contendo 200uL de solucdo de lise. A
mistura foi aquecida a 37°C por 20 minutos e 95°C por 10 minutos, e depois transferida para
bloco de resfriamento (2°C a 8°C) durante 5 minutos. Ap6s resfriamento, 30uL do lisado foi
transferido para os tubos de PCR contendo os primers para C. jejuni, C. coli e C. lari, dNTPs,
a Tag-DNA polimerase, corante fluorescente, controle positivo interno e demais reagentes
necessarios para a PCR. Os tubos foram transferidos para o termociclador/detector, onde o
programa pré-estabelecido no hardware do equipamento foi executado. Ao final do ciclo de
amplificagéo e detecgédo, o equipamento automaticamente liberou os resultados identificando
a espécie e o nimero de UFC.g". A cepa ATCC 33291 de Campylobacter jejuni foi

processada em paralelo e utilizada também como controle positivo.

3.3. Alteracgdes morfologicas e morfomeétricas de explants de aves SPF infectados com C.

jejuni

Amostras dos explants infectados e ndo infectados foram coletadas nos tempos 15 e 60
minutos e apos e fixadas em formol a 10%. Apoés a fixacdo, foram desidratadas em série
alcodlica crescente a 50%, 70%, 85%, 90%, 95% e 100% sendo trinta minutos em cada
concentracdo, clarificadas em Xilol (100%) e incluidos em parafina histologica. Cortes
histologicos de 5 a 7 um de espessura foram corados por hematoxilina-eosina e montados em

balsamo do Canada.
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Os fragmentos de ileo foram avaliados morfologicamente verificando a integridade
das vilosidades comparando-se os grupo controle e tratado em cada momento de coleta. Foi
tambeém realizada analise morfométrica dos enterdcitos medindo a altura das células. De cada
fragmento foram medidas aproximadamente 64 células epiteliais de 8 diferentes vilosidades.

Todos os cortes histoldgicos foram analisados através de cruzamento de imagens
digitalizadas obtidas em microscépio Olympus BX 40 com uma objetiva de 100X, acopldaa a
uma camera Olympus Oly 200 conectado a um microcomputador PC através de um cartdo de
Traducdo 3153 dados. As analises morfometricas foram realizadas pelo software HL Image
(Western Vision Software).

3.4. Quantificacdo de transcritos de citocinas e quimiocinas por RT-gPCR

Os fragmentos foram coletados nos tempos de 15, 30, 60, 120 e 240 minutos e
conservados em ultrafreezer (-80°C) até o processamento. Para avaliacdo da quantificacio
dos transcritos das citocinas IL1B, IL 8, IL6, TGF e¢ CXCL-2 foi utilizado RT-PCR
guantitativa em tempo (reacdo de transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da
polimerase RT-PCR). Antes, das reacGes, os pares de oligonucleotideos iniciadores foram
desenhados e cada primer foi padronizado.

3.4.1. Oligonucleotideos especificos

Foram desenhados pares de oligonucleotideos iniciadores para cada uma das
sequéncias génicas das citocinas das espécie Gallus gallus (ILB, IL6, IL8, TGF, CXCL-2) e
para 0 gene enddgeno de referencia da galinha (beta actina), para se estabelecer o perfil
transcricional em amostras de células e explantes de frango. Na tabela 1 estdo descritos 0s
oligonucleotideos considerados viaveis quanto aos padrGes de amplificacdo segundo o
programa Primer Express versao 3.0.

Os oligonucleotideos foram inicialmente testados em PCR convencional para a
confirmacdo do fragmento amplificado e da auséncia de amplicons inespecificos. Para
padronizacdo foi utilizada fitohemaglutinina a 1mG/mL (KATIAL et al., 1998) em cultura de
explant durante 3 horas. As reacdes de PCR convencional para a amplificacdo dos
oligonucleotideos anteriormente descritos foram realizadas para um volume final de 20 ul
contendo: luL de cDNA, 1U of Taq DNA Polimerase Platinum (Invitrogen), 50 mM KCI; 10
mM Tris-HCI pH 8.3, 1.5 mM MgCI2, 200 M dNTPs e 5.0 pmoles de primers direto e
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reverso. As condigdes das reagdes foram: 95°C por 5 min, 35 ciclos a 94°C por 40 s, 59°C por

50 s, 72°C por 50 s, seguido de uma extenséo final a 72°C por 10 min.

Os amplicons foram visualizados ap0s eletroforese em gel de agarose 1,5 %, por 1

hora a 100 volts, utilizando-se como tampdo de corrida TBE (45 mM Tris-borato, pH 8,3 e 1

mM EDTA) 0,5 X, corado com 0,5 pg/ml de syber safe (Invitrogen Brasil Ltda), visualizado

por luz UV em um transuluminador (L.PIX Loccus biotecnologia).

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores desenhados e padronizados para quantificacdo de

citocinas em aves.

0
Genes Primers Sequéncia 5’ > 3’ Tamanho T°Cde
(pb) anelamento
IL1B foward TGAGCCCGTCACCTTCCA
IL1B G. gallus 141 58°C
IL1B reverse GCGCAATGTTGAGCCTCACTT
CXCL-1 CXCL-1 foward TGAACTCCGATGCCAGTGC 1 0
G.gallus CXCL-1 reverse GCTCAGGGAGGATTTTGCAA
IL-8 foward GCACTTATGGCCAAGGCTCA
IL8 G. gallus 149 58°C
IL-8 reverse CGATGTGGAAGGTGGAAGATG
IL-6 foward CTGTTCGCCTTTCAGACCTACC
IL-6 G. gallus 120 58°C
IL-6 reverse CACCATCTGCCGGATCGT
TGFp-3 . TGFp-3 foward TGAGTGGCTTCTGCACAGAGAG " ol
gallus TGFp-3 reverse GTATGCTGATTTCCAGGCCG
Beta actina G. Beta actina foward CCACCGCAAATGCTTCTAAAC 102
gallus Beta actina reverse TAATCCTGAGTCAAGCGCCA

3.4.2. Extracio RNA total das células e tecidos

A extracdo do RNA total das amostras de tecido e células foi realizada utilizando-se o

Trizol Reagent® (INVITROGEN), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Para isso,

os tecidos foram macerados em 1mL de trizol. As amostras foram adiconadas a 0,2mL de

cloroférmio e centrifugada a 20.500xg a 4°C por 15 minutos. A fase aquosa foi transferida
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para um microtubo e adicionada a 0,5mL de isopropanol, homogeinizada e incubada a
temperatura ambiente por 10minutos para ser centrifugada a 20.500xg por 10minutos a 4°C.
O pellet foi lavado com etanol 75% e centrifugado a 7.500xg a 4°C e apés secado e
ressuspendido em agua DEPC para posterior quantificacdo por leituras espectrofotométricas a
260 e 280 nm.

A qualidade do RNA total foi analisada por eletroforese em gel de agarose e por
leituras espectrofotométricas a 260 e 280 nm. A eletroforese foi feita em gel de agarose 1,5 %,
por uma hora a 100 volts, utilizando-se como tampao de corrida TBE 0,5 X, corado com 0,5
pg/ml de brometo de etidio e visualizado por luz ultravioleta (sistema de video documentacao
ImageSystem — VDS, Amersham Biosciences). Em seguida, o &cido ribonucléico foi

armazenado a —80°C para subsequentes analises.
3.4.3. Transcricao reversa

A transcri¢do reversa foi realizada para cada amostra, utilizando 1 pg de RNA total
(200ng/uL), 10 U de inibidor de RNAse (Invitrogen), 40 U de MMLV-RT (Amersham
Biosciences), 1X de Tampdo da MMLV-RT (Amersham Biosciences), 200 uM de dNTPs
(dGTP, dATP, dTTP e dCTP) e 126 pmoles de oligonucleotideos hexameros como primers
randomicos. O volume final de cada reagédo foi completado para 20 ul com agua tratada com
DEPC. A solucdo foi incubada em termociclador PTC-100 (MJ Research) a 370C por 1 hora.
Reac0es controle foram realizadas para a verificacdo de possiveis contaminantes exdgenos. O

cDNA foi estocado a -20°C para posterior amplificagéo.
3.4.4. PCR para validagdo das amostras

A qualidade do cDNA foi avaliada pela amplificacdo de um fragmento de 139 pb do
gene constitutivo beta actina (tabela 1). As condicdes desta reacdo foram: 1X tampéo de PCR
(20 mM Tris-HCI — pH 8.0, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, glicerol 50% v/v) (Invitrogen), 200
mM de dNTPs (Invitrogen), 5 pmoles de primers (Invitrogen), 1 U Platinum®Taq DNA
polymerase (Invitrogen), 1,5 mM de MgCI2 (Invitrogen), 3 pL de cDNA e agua mili-Q
utilizada para completar o volume final da reacdo para 20 pL. A reacdo ocorreu com um ciclo
inicial de 95°C por 4 min, 35 ciclos de 94°C por 40 s, 59°C por 40s, 72°C por 50s e um ciclo
final de 72°C por 5 min em termo ciclador PTC-100 (MJ Research Inc.). O produto da reagéo
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foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1,5% e corado com 0,5 mg/mL de syber safe

(invitrogen).

3.4.6. Quantificacdo de mRNA por PCR em tempo real

As quantificacdes relativas dos genes alvos para cada espécie (tabela 1) em relacéo ao
gene de referéncia beta actina foram realizadas por PCR em tempo real a partir do cDNA
transcrito reversamente de 1pg de RNA total extraido de cada amostra. As reacdes de PCR
em tempo real para a amplificacdo dos oligonucleotideos anteriormente descritos foram
realizadas para um volume final de 10 pl contendo: 2 pl de cDNA, Sul Master Mix
SYBR®Green PCR Core Reagents ((Applied Biosystems) composto por: AmpliTag Gold®
DNA Polymerase LD, dNTPs com dUTP/dTTP), 5 pmoles de primers direto e reverso. As
temperaturas de anelamento estéo descritas na tabela 1.

Durante a amplificagdo, o nimero minimo de ciclos para amplificacdo (threshold)
relacionando os ciclos de termociclagem com a intensidade de fluorescéncia emitida durante a
amplificacdo do DNA nas amostras, ciclo a ciclo foi construido pelo sistema de analise
software. Este valor, denominado Ct (“Cycle Threshold”) permitiu a quantificagdo relativa do
DNA de cada uma das amostras. O Ct dos genes alvo foi normalizado pelos Ct dos genes
controle de referencia (endégenos).

O Ct € proporcional ao logaritmo da quantidade inicial de expressdo do gene-alvo em
uma determinada amostra, quanto menor for o ndmero inicial do Ct obtido do gene-alvo
existente na amostra, comparativamente com outra amostra, & porque houve maior
amplificacdo do gene-alvo e, conseqlientemente, 0 mesmo apresenta maior expressao.

Para obter a quantificacéo relativa dos niveis transcricionais dos genes em estudo (fold
change), o grupo tratado foi comparado ao grupo controle pela metodologia descrita por
Livak e Schmittgen (2001). Assim, o Ct foi normalizado com a expressdo do enddgeno
através da férmula dCt. A subtragdo do valor de dCt do grupo controle e do grupo infectado
forneceu o valor de ddCt e a partir dai foi encontrado o valor de fold change pela derivagédo da
formula 299", Para os resultados negativos de ddCt foi aplicada a formula —(2“BS@IYy) ¢
para os resultados positivos de ddCt a férmula 29! foi utilizada de acordo com o esquema
simplificado abaixo.

Passos para se obter a quantificacdo relativa dos niveis transcricionais dos genes em

estudo no grupo infectado em relacéo ao grupo controle (fold change):
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1. Normalizagéo (dCt):
dCt=Ctf - Ct€

2. Calibracéo (ddCt)
ddCt=dCtcn-dCti

3. Fold change
Se ddCt < 0; —(2(ABS(ICDy)
Se ddCt>0: 2%

€: gene de referencia (endogeno)
£: gene alvo
cn: controle negativo

i: grupo infectado

3.5. Analise estatistica

Foi utilizado o teste de Kolmogorov-Sminorv para verificar se os dados eram
paramétricos. Obedecida a distribuicdo normal, foi utilizado o teste de Turkey para verificar a
diferenca entre o valor de dCt entre os grupos infectados e controle. Os graficos foram
construidos com base no valor fold change que mostras quantas vezes o grupo infectado
expressa o gene alvo em relacdo ao grupo controle.

As analises das variaveis foram realizadas com o uso do programa estatistico

Graphpad Prism 5.
3.6. Aprovacdo do Comité de ética

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da

Universidade Federal de Uberlandia, nimero 057/09 e niimero 323/09.
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4. Resultados

A contagem de bactérias internalizadas por grama de fragmento intestinal mostra que

com o tempo de 15minutos de infeccdo as bactérias ja invadiram os explants e a contagem em

logUFC/g n&o altera até o periodo de 4 horas (figura 1)
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Figura 1. Quantificacdo de C. jejuni internalizada em explants de ileo de aves SPF com 25 dias de idade

infectadas nos tempos investigados.

N&do houve alteracbes histopatoldgicas perceptiveis a avaliagdo visual na mucosa
intestinal dos explants infectados. Porém, alteracbes morfométricas foram identificadas na

altura das células epiteliais (figura 2).
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Figura 2. Média da altura de enterécitos infectados com C. jejuni e ndo infectados.

Para teste da quimiocina CXCL-2 ndo foi identificada diferenca estatistica para dCt
entre os grupos controle e teste nos tempos (tabela 2). A figura 3 apresenta os valores de fold
change para o nivel de expressdo do grupo tratado em relagdo ao grupo controle. Apesar do

pico de fold change no tempo de 4 horas, esse valor ndo apresentou diferenca significante.

Tabela 2. Valor de dCt para quimiocina CXCL-2 para os grupos desafiados com C. jejuni e
0s grupos controles em explants de ileo de aves SPF com 25 dias de idade.

15min  30min 60min 2hs 4hs

Controle 4,63** 566> 6,14 530" 437"
Teste 4,004 922 6,01* 5,00 3,322

Letras minusculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca estatistica. Letras maiusculas diferentes na mesma

coluna apresentam diferenca estatistica.
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Figura 3. Quantificacdo relativa dos niveis de transcritos de CXCL-2 dos grupos desafiados com C. jejuni em
relacdo ao grupo controle (fold change).

A analise de IL-8 mostra que tanto o grupo controle como o grupo teste apresentam
uma diminuicdo nos valores de dCt com a cinética de tempo desse estudo. Porém, a presenca
da bactéria ndo altera o dCt em nenhum dos tempos testados (tabela 3). Os valores de fold
change (figura 4) também aumentam com tempo com um pico no tempo 4 horas, apesar de

ndo haver diferencas estatisticas nos valores de dCt até o periodo testado.

Tabela 3. Valor de dCt para quantificagdo de transcritos da citocina IL-8 para 0s grupos
desafiados com C. jejuni e o grupo controle em explants de ileo aves SPF com 25 dias de
idade.

15min  30min  60min 2hs 4hs

Controle 11,628 12,17° 1152* 10,18° 6,94
Teste  11,48*" 11,96 11,30* 953" 6,26

Letras minusculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca estatistica. Letras maiusculas diferentes na mesma

coluna apresentam diferenca estatistica.
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Figura 4. Quantificacdo relativa dos niveis de transcritos de IL-8 dos grupos desafiados com C. jejuni em relagéo
ao grupo controle (fold change).

O valor de dCt para IL1p nao apresenta variagdes com o tempo em cultura porém, no
tempo 4 horas ha diferenca entre os grupo desafiado e controle (tabela 4). Na figura 5 esta
esquematizado o valor de fold change mostrando que no tempo de 4 horas ha uma expressao

de transcritos 38 vezes maior de IL-1p comparado grupo controle.

Tabela 4. Valor de dCt para transcritos da citocina IL1J para os grupos desafiados com C.
jejuni e os grupos controles em explantes de ileo de aves SPF com 25 dias de idade

15min  30min  60min  2hs 4hs

Controle 14,29 16,20 14,78 13,81%" 14,74
Teste 12,66 15,05% 13,75° 12,33 10,66

Letras minusculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca estatistica. Letras maiusculas diferentes na mesma

coluna apresentam diferenca estatistica.
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Figura 5. Quantificagdo relativa dos niveis de transcritos de IL1J dos grupos desafiados com C. jejuni em
relacdo ao grupo controle (fold change).

N&o houve diferenca entre 0s grupos teste e controle para os valores de dCt para a
citocina IL-6 em explantes de ileo de galinhas SPF (tabela 5). Os valores de fold change estéo
representados na figura 6.

Tabela 5. Valor de dCt para transcritos da citocina IL-6 para os grupos desafiados com C.
jejuni e os grupos controles em explants de ileo de aves SPF com 25 dias de idade

15min  30min  60min 2hs 4hs

Controle 7,30%" 7,16*% 7,84 561%4 4,722
Teste 580% 10,54 849 820 3,19a"

Letras minusculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca estatistica. Letras maiusculas diferentes na mesma

coluna apresentam diferenca estatistica.
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Figura 6. Quantificacdo relativa dos niveis de expressao de IL-6 dos grupos desafiados com C. jejuni em relagdo
ao grupo controle (fold change).

Houve diferenca entre os grupos teste e controle para os valores de dCt para a citocina
TGFpB-3 em explantes de ileo de galinhas SPF no tempo de 15minutos (tabela 6) mostrando
gue hd uma maior expressao dessa citocina no periodo de 15 minutos no grupo tratado (figura
7) em relacdo ao grupo controle. O valor para dCt aumentou tanto no grupo teste quanto no

grupo controle depois de 15 minutos (tabela 6).

Tabela 6. Valor de dCt para expressdo da citocina TGF-B3 para os grupos desafiados com C.
jejuni e os grupos controles em explants de ileo de aves SPF com 25 dias de idade.

15min  30min  60min  2hs 4hs

Controle 10,34% 11,34 12,38"" 11,49°" 12,00
Teste 7588 11,35 10,6 1056°" 11,24°*

Letras minusculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca estatistica. Letras maiusculas diferentes na mesma

coluna apresentam diferenca estatistica.
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Figura 7. Quantificacdo relativa dos niveis de expressdo de TGF-B3 dos grupos desafiados com C. jejuni em
relacdo ao grupo controle (fold change).

4. Discussao

Campylobacter jejuni foi capaz de invadir as os explants de ileo de aves SPF o que
corrobora com achados de outros autores (DEUN et al., 2008; L1 et al., 2008). Isso indica que
a persisténcia da bactéria nos lotes pode ndo ser devida apenas a simples colonizacéo pelo
processo de aderéncia ou multiplicacdo no muco. No periodo de 15minutos até 4 horas ndo
foram encontradas alteracBes significantes da quantidade de bactéria internalizada. Isso
evidencia que a bactéria foi capaz de internalizar, mas que aparentemente as células
intestinais ndo sdo o melhor ambiente para multiplicacdo desse agente até o periodo de 4
horas.

Nesse trabalho utilizamos o PCR em tempo real que quantifica 0 DNA genémico e
automaticamente libera os resultados em UFC. Assim, a evidencia de que a bactéria seja
capaz de invadir as células intestinais de ileo de aves foi comprovada nesse trabalho, porém a
viabilidade do microorganismo apds a entrada nao pode ser confirmada.

O mecanismo de invasao e sobrevivéncia da bactéria no interior das células de aves
ainda é pouco entendido, mas Deun et al. (2008) e Li et al. (2008) verificaram que cultura
celular a quantidade de C. jejuni diminui com o tempo o que é diferente do que ocorre com

Salmonella Enteritidis. Além disso, a bactéria é capaz de invadir, evadir e re-invadir as células
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sem causar necrose, apoptose, lise celular e nenhuma inflamacao na parede intestinal (DEUN
et al., 2008). Para esses autores, esse mecanismo é importante para que C. jejuni utilize
invasdo e evasao temporaria nas criptas das células e persisténcia pela rapida multiplicacdo no
muco do intestino das aves.

O resultado para avaliagdo morfométrica mostrou alteracdes significativas na altura
dos enterdcitos de explants de intestino de aves SPF com 25 dias de idade. A principal
proteina relacionada com essa alteracdo € a CDT que em células de mamiferos, devido a sua
atividade semelhante a DNse-I, leva um bloqueio na fase G2/M da divisdo celular induzindo a
distensdo citoplasmatica levando a morte das células (JEON; ITOH; RYU; 2005).

Apesar de outros autores hipotetizarem alteracdes morfométricas em células epiteliais
de aves infectadas por Campylobacter jejuni (NEWELL e WAGENAAR, 2000), essa
alteracdo é pouco relatada. Nesse trabalho ndo foi avaliada as alteragdes morfométricas
provocadas em enterdcitos em animais in vivo. Assim, ndo é possivel afirmar se essas
alteracdes resultem ou ndo a doenca clinica mesmo que de forma branda. Admitindo que nao
haja doenca clinica, conforme descrito por grande parte da literatura, o mecanismo pelo qual a
presenca da bactéria seja capaz de alterar o tamanho das células epiteliais das aves e ndo levar
a doenca também néo foi bem esclarecido nesse trabalho. Pode-se, no entanto especular que a
proteina bacteriana provoque uma alteracdo celular, mas que a resposta imune a essas toxinas
seja rapida o suficiente a ponto de ndo levar a apoptose. Outra hipbtese, é que apesar da
apoptose provocada pela toxina bacteriana, a rapida atuagdo do sistema imune associado a um

alto turn over das células seja o suficiente para ndo resultar a doenca.

Outro fator a ser considerado, é que no animal in vivo a sintomatologia em decorréncia
da distensdo celular encontrada nesse trabalho, pode ndo acontecer com freqiiéncia devido a
resposta imune que ndo permite sequer a entrada da bactéria nas celulas. Entretanto, hipdtese
ndo e considerada pela equipe executora desse trabalho, ja que em ensaios prévios utilizando
aves reprodutoras adultas (ndo SPF) de campo foi identificada C. jejuni internalizadas (dados
ndo mostrados). Para diminuir os efeitos da interferéncia de outros patdgenos ou a presenca
da C. jejuni de campo, o experimento foi conduzido em aves SPF que apesar de serem
adultas, podem ndo apresentar anticorpos para essa bactéria devido suas condi¢cfes de criagéo.
(CAWTHRAW et al., 1994; JEURISSEN et al., 1998).

N&o houve aumento do nivel de transcrito de IL-6, CXCL-2 e IL-8 em explants

infectados com C. jejuni em relacdo ao controle negativo em nenhum dos tempos testados.
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Smith et al. (2005) e Li et al. (2008) verificaram a maior expresséo de citocinas inflamatorias
IL-1B, IL-6, IL-8 em células de aves infectadas com C. jejuni. Li et al. (2008) evidenciou o
aumento de IL-1B ¢ IL-6 apo6s 4 horas de infeccdo com uma cepa de C. jejuni isolada de
humanos em células primarias de intestino de embrides, enquanto Smith et al. (2005) relata
um maior aumento de IL-1pB, IL-6 e IL-8 com 4 horas apds a infec¢do. A diferenca entre os
achados desses autores e no presente trabalho pode estar relacionada a natureza do material
em estudo. Isso porgue, em fragmentos intestinais ha presenca de uma maior diversidade de
células que podem liberar outras citocinas importantes para realizar uma resposta
imunorregulatéria, ao contrario do que ocorre em cultura de um Unico tipo celular, como nos

trabalhos citados.

Houve um pico de transcrito de IL-1P no periodo de 4 horas e um pico de expressao
precoce de TGF-B3 com 15 minutos apds a infeccdo. Em aves, IL-1B e IL-8 tem papel
inflamatdrio muito importante (WEINING et al. 1998; SCHNEIDER et al., 2000). Como o
maior nivel de transcrito de IL-1p ocorreu apenas 4 horas ap0s 0 contato com a bactéria, é
possivel que as demais citocinas aumentem seus transcritos em tempos tardios. Nesse trabalho
ndo foi possivel avaliar essa especulacdo, pois a partir de 4 horas em cultura, os explants
comecam a entrar em um processo de desagregacao que impede avaliacGes posteriores.

O maior nivel de transcritos da citocina pro-inflamatoria IL1p no tempo de 4 horas
pode desencadear uma resposta inflamatéria que ndo é normalmente relatada para
microorganimos comensais. IL-1p estd envolvida como o inicio da resposta inflamatéria e ha
uma correlacdo entre o nivel de IL-1B e a inflamacéo intestinal (REINECKER et al.,1991).
Bactérias patogénicas como, por exemplo, S. Typhimurium aumenta significantemente os
niveis de transcritos de citocinas pro inflamatérias como IL-1p em células do ceco de aves e
esse aumento é persistente (BRISBIN et al., 2011; , BERNDT et al., 2007).

Apesar do papel pro inflamatdrio de IL-1p um trabalho recente de Brisbin et al. (2011)
mostra que bactérias comensais como espécies de Lactobacillus também levam a um eumento
dos niveis de transcritos de IL-1B, porém com um pico em periodos de 6 horas e essa
expressao cai muito com o tempo até 18 horas pds inoculagcdo em tonsilas cecais. Esse
mecanismo, entretanto ainda ndo foi bem elucidado. Como C. jejuni é considerado um
comensal em aves, estudos utilizando como referéncia bactérias intestinais como
Lactobacillus, seriam Uteis para melhor esclarecimento.

A citocina TGF-B3 apresentou altos niveis de transcritos apenas no periodo inicial

apos infeccdo com um decréscimo ap6s o periodo de 15minutos. Os membros da de TGF-
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tem um papel essencial na regulacdo da resposta imune. No entanto, essa familia é conhecida
pelo seu papel multifuncional e atua em uma grande variedade de tipos celulares (ROBERTS
e SPORN, 1990). Na presenca de microorganismos comensais como L. salivarius, hd um
aumento do nivel de transcritos de TGF-B durante periodos precoces e tardios apos cultura em
Ceco de aves e mamiferos (SHEIL et al, 2004; BRISBIN et al., 2011).

O pico do nivel de transcritos de TGF-B3 precoce pode ser uma tentativa de regular a
expressao de citocinas pro inflamatérias. Mas provavelmente, a interferéncia de outras
citocinas ndo sdo capazes de permitir aumento dos transcritos por periodos superiores a 15
minutos. Interessantemente, os efeitos da cultura no grupo controle diminuem os transcritos
dessa citocina e € razodvel acreditar que isso ocorre ja que o intestino perde sua homeostasia
em que segundo Sanches-Munos et al. (2008) é uma fun¢do importante da TGF.

O conjunto de resultados descritos nesse trabalho € suficiente para se acreditar que C.
jejuni parece néo ser apenas um comensal em aves. E dificil estudar a bactéria nesses animais,
principalmente in vivo devido a inimeros fatores envolvidos como temperatura de criagdo das
aves, idade, niveis de anticorpos, dose do microorganismo a ser utilizada e interferéncia de
outros patdgenos ou mesmo C. jejuni do proprio ambiente

Uma hipdtese especulada nesse trabalho é que a C. jejuni cause sintomas brandos ou
subclinicos e tais sintomas sdo ocultados por outras doencas mais graves e passam
despercebidos levando apenas a provaveis perdas zootécnicas. Outra hipoete € que em aves a
bactéria se comporte de forma semelhante a humanos de paises desenvolvidos em que ha altos
niveis de anticorpos e a sintomatologia clinica ndo esta presente (BLASER, 1987). Ainda,
outro fator a ser especulado esta relacionado a tolerancia imunoldgica. Assim, é possivel que
0 trato intestinal das aves tenha desenvolvido uma tolerancia imunologica a C. jejuni assim
como ocorre para outras bactérias intestinais (LEE e MAZMANIAN, 2010; JARCHUM e
PAMER, 2011)

5. Conclusao

Campylobacter jejuni invade células de explant de ileo de aves em momentos precoces
e leva a alteracdes nas dimensGes das células epiteliais. Durante essa interacdo, ha aumento
dos transcritos de citocina pro inflamatéria IL-1p apds 4 horas de infec¢do. Enquanto a
citocina TGF-B3 tem um pico de transcrito muito precocemente (15min) diminuindo seus
niveis a partir de 30 minutos. Outras importantes citocinas e quimiocinas pro inflamatérias

como IL-8, IL-6 e CXCL-1 nédo variaram 0s niveis de transcritos na presenca da bactéeria. Os
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resultados desse trabalno mostra que mesmo sendo considerada um microorganismo
comensal C. jejuni é capaz de alterar o tamanho dos enterdcitos. Assim, outros estudos devem

ser realizados para melhor entendimento da relacdo patdgeno e célula hospedeira de aves.



68

Capitulo IV

Participacdo do citoesqueleto e
compartimentos lisossomais nos mecanimos
de invasdo de Campylobacter jejuni em céelulas
Caco-2 e resposta celular pela anélise
morfometrica e da quantificacio de transcritos

de citocinas e quimiocinas
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Resumo

O mecanismo e a rota de invasdo/evasao de C. jejuni em células epiteliais e a resposta das
células pela quantificacdo de transcritos de citocinas inflamatodrias ainda € um processo nédo
completamente elucidado. Esse trabalho objetivou avaliar a participacdo dos microtubulos e
microfilamentos de actina no processo de internalizagcdo, a interacdo dos lisossomos com
fagossomos bacterianos, a alteracdo morfométrica e a quantificacdo de transcritos de citocinas
inflamatdrias em células Caco-2 infectadas com C. jejuni. Tanto actina como tubulina
participaram do processo de internalizacdo. E depois de internalizadas, os lisossomos se
fundem aos fagossomos, o que provavelmente leva a morte bacteriana ja que em periodos
superiores a 2 horas de infeccdo a bactéria ndo foi visualizada por MET. H& aumento da
expressao de transcritos de TGF-B3 em periodos precoces ¢ de IL-8 a partir de 60minutos pds
infeccdo. Esse trabalho evidenciou que C. jejuni invade e provoca importantes alteragdes
morfométricas em células epiteliais. Em resposta, as células aumentam a expressdo de
transcritos de citocinas que podem culminar com o processo inflamatdrio. O mecanismo de
invasdo sdo actina e tubulina dependentes e uma vez as bactérias interiorizadas, os lisossomos

se fundem com os fagossomaos.

Palavras chaves: IL-8, TGF-B3, lisossomos, citoesqueleto, invasdo, Caco-2, Campylobacter

jejuni
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Abstract

The mechanism and route of invasion/evasion from C. jejuni in epithelia cells and responses
by the expression of inflammatory cytokines is a process not yet fully understood. This study
aimed to evaluate the participation of actin and tubulin in the process of internalization, the
interaction of bacterial phagosomes with lysosomes, the morphometric changes and the
expression of inflammatory cytokines in Caco-2 cells infected with C. jejuni. Both actin and
tubulin participated in the process of internalization. Inside cells, lysosomes fuse with
phagosomes, which probably leads to bacterial death because in periods longer than two hours
the bacteria was not seen by TEM. There is increased expression of TGF-B3 during the early
stages and IL-8 from 60minutos post infection. This work showed that C. jejuni invades and
causes major morphometric changes in epithelial cells. In response, the cells increase
expression of cytokines that can lead to inflammation. The mechanism of invasion are

dependent on actin and tubulin and once internalized, lysosomes fuse with phagosomes.

Keywords: IL-8, TGF-B3, lysosomes, cytoskeleton, invasion, Caco-2, Campylobacter jejuni
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1. Introducgéo

Nos ultimos anos muitos avangos tém sido realizados no estudo da interacdo de
Campylobacter jejuni com a célula hospedeira. No entanto, mesmo se conhecendo os efeitos
da bactéria no intestino humano e o numero de estudos sobre esse agente, ainda ndo hd uma
completa elucidagdo acerca dos mecanismos de invaséo utilizados pelos microorganismos e a
resposta celular a tais mecanismos.

A participacdo do citoesqueleto no processo de invasdo ainda é muito discutida. Para
alguns é actina dependente (MONTEVILLE et al., 2003; BISWAS et al., 2003) e para outros
microtubulo dependete (OELSCHLAEGER et al., 1993; HU and KOPECKO, 1999). Outro
processo ainda ndo completamente entendido é a sobrevivéncia da bactéria no interior das
células epiteliais. Trabalhos acerca da rota intracelular da C. jejuni em células epiteliais sdo

muito divergentes.

A possibilidade de que a bactéria consiga evadir células epitelias ou células do sistema
imune ainda ndo foi bem determinada. Outro ponto ainda ndo completamente elucidado é a
estratégia de sobrevivéncia intracelular utilizada por essa bactéria. Enquanto Konkel et al.
(1992) afirma que a C. jejuni é capaz de se multiplicar em vacuolos de células epiteliais, De
Melo et al. (1989) relata que a bactéria pode ser digerida apds fusdo do fagossomo com o

lisossomo.

A resposta das células epiteliais na presenca da C. jejuni € caracterizada pela indugdo
de citocinas como IL-8 que é uma potente pro-inflamatéria (WATSON e GALAN, 2005). A
inducdo de IL-6 também tem sido descrita como importante para o processo inflamatério.

O melhor conhecimento do mecanismo de invasdo e a resposta da célula hospedeira C.
jejuni sdo de suma importancia para o controle e a prevenc¢éo da bactéria em humanos, ja que
atualmente, ha alta incidéncia dessa bactéria e ela provoca secundariamente doencas auto-

imunes graves.

2. Objetivos

Esse trabalho tem como objetivo avaliar 0 processo e a rota de internalizacéo, a fusdo
de lisossomos com vactolos bacterianos, as alteracbes morfométricas das células em
consequéncia da presenca da bactéria e a inducdo da expressdo de transcritos citocinas

inflamatdrias pela C. jejuni em células Caco-2.
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3. Material e métodos

Os ensaios de invasdo, participacdo de actina e tubulina no processo de internalizacéo,
alteracbes morfométricas celulares, expressio do RNA mensageiro para citocinas
inflamatorias e fusdo de lisossomos com fagossomo bacteriano foram realizados na linhagem
celular Caco-2.

Para todos os ensaios, antes da infeccédo, as células foram mantidas em cultura durante
7 a 15 dias até se tornarem polarizadas. Ap6s esse periodo, elas foram utilizadas nos

experimentos.

3.1. Internalizacédo de C. jejuni em células CACO-2

Para verificar a invasdo bacteriana foi utilizada cultura de células Caco-2
(BCRJ:CR069) do banco de células do Rio de Janeiro. As células Caco-2 sdo oriundas de
adenocarcinoma de c6lon humano primeiramente isoladas e cultivadas in vitro em 1977 por
FOGH e colaboradores (PINTO et al. 1983). Essa célula apresenta capacidade de
diferenciacdo espontanea em cultivo in vitro expressando muitas caracteristicas morfologicas
e bioquimicas presentes no intestino humano (ARTURSON e BORCHARD, 1997).

Durante o crescimento, as células Caco-2 formam uma monocamada de ceélulas
cilindricas. Apds um periodo, as células se polarizam, com microvilosidades na borda apical,
apresentando, ainda, as juncdes oclusivas entre células adjacentes e expressando atividades
enzimaticas de hidrolases (PINTO et al., 1993)

Células Caco-2 polarizadas crescidas em garrafas foram utilizadas para avaliacdo com
5, 15, 30, 60, 120 e 240 minutos apds a inoculacdo. Para cada tempo, havia um grupo controle
negativo e outro infectado em quadruplicata. Para infeccdo, uma aliquota de solugéo salina
contendo 2X10'UFC de C. jejuni IAL2383 foi colocada em uma garrafa com
aproximadamente 80% de confluéncia, contendo 5mL de DMEM puro. Apds 0s tempos
estabelecidos, o sobrenadante foi descartado e as células lavadas com PBS 3 vezes. As células
foram retiradas com auxilio de um cell scraper e lavadas em PBS por centrifugacdo a 350xg
force por 5 minutos.

A fim de retirar as bactérias aderidas, mas nao internalizadas, os fragmentos foram
lavados 5 vezes com solugdo Hank's (HBSS - Balanced Salt Solution) com célcio e magnésio

a 200xg por 5minutos. Apos, as celulas foram tratadas com gentamicina 100 pg/ml durante 1
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hora para matar as bactérias aderidas. Novamente, houve 5 lavagens com solucéo de Hank's
com célcio e magnésio e centrifugacdo a 13.500xg por 10minutos para retirada dos DNA das
bactérias ndo internalizadas. As celulas foram submetidas ao tratamento com 1mL de 1% de
tritomX100 durante 30 minutos para liberacdo das bactérias internalizadas. As amostras foram
retiradas e diluidas na proporcdo de 1:10 e apds, realizados ensaios de PCR em tempo real

para contagem das bactérias internalizas.

3.2. PCR em tempo real das amostras para quantificacdo de C. jejuni internalizados

O real-time PCR foi realizado no BAX System de acordo as orienta¢6es do fabricante
(User Guide, 2007). No laboratério, imediatamente ap0s a chegada, as amostras foram
diluidas na concentracdo de 1:10 Depois de homogeneizadas, aliquotas de 5pL foram
transferidas para microtubos (Bioexpress, USA) contendo 200pL de solucdo de lise. A
mistura foi aquecida a 37°C por 20 minutos e 95°C por 10 minutos, e depois transferida para
bloco de resfriamento (2°C a 8°C) durante 5 minutos. Apos resfriamento, 30uL do lisado foi
transferido para os tubos de PCR contendo os primers para C. jejuni, C. coli e C. lari, dNTPs,
a Tag-DNA polimerase, corante fluorescente, controle positivo interno e demais reagentes
necessarios para a PCR. Os tubos foram transferidos para o termociclador/detector, onde o
programa pré-estabelecido no hardware do equipamento foi executado. Ao final do ciclo de
amplificacdo e deteccdo, o equipamento automaticamente liberou os resultados identificando
a espécie e 0 nimero de UFC.g*. A cepa ATCC 33291 de Campylobacter jejuni foi

processada em paralelo e utilizada também como controle positivo.

3.3. Participacéo do citoesqueleto na invaséo de C. jejuni

Para verificar a participagdo dos filamentos de actina no processo de internalizagéo,
apos 10 dias em cultivo, foi utilizada a citocalasina 5uM durante 1lhora em estufa de CO..
Foram utilizados 3 grupos experimentais em triplicata. O grupo 1 foi o controle positivo e era
constituido de células ndo tratadas com o citocalasina mas infectadas com C. jejuni. O grupo 2
era constituido de células Caco-2, tratadas com citocalasina durante 1 hora e apés infectadas
com C. jejuni. O grupo 3 era constituido por celulas tratadas com citocalasina porém néo
infectadas com C. jejuni. Transcorrido o periodo de 1 hora de tratamento com a citocalasina,
a droga foi retirada dos grupos 2 e 3 e lavadas com PBS. Apds, os meios dos 3 grupos foram
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trocados e 0s grupos 1 e 2 infectados com 2X10” UFC de C. jejuni por garrafa e avaliados por
PCR em tempo real nos tempos de 5, 15, 30, 60, 120 e 240 minutos apés a infeccao.

Foram também realizados ensaios para verificar a participacdo da tubulina no processo
de internalizacdo utilizando nocodasol 10uM. Para o ensaio, havia 3 grupos experimentais em
triplicata. O grupo 1 foi o controle positivo e era constituido de células ndo tratadas com o
nocodazol mas infectadas com C. jejuni. O grupo 2 era constituido de células Caco-2 tratadas
com nocodazol durante 1 hora e ap0s infectadas com C. jejuni. O grupo 3, controle negativo,
era constituido por células tratadas com nocodazol porém ndo infectadas com C. jejuni.
Passado periodo de 1 hora a droga foi retirada dos grupos 2 e 3 e lavadas com PBS. Apés, 0s
meios dos 3 grupos foram trocados e 0s grupos 1 e 2 infectados com 2X10” UFC de C. jejuni
e avaliados com 30minutos e 4 horas pos infec¢éo.

Para verificar se a internalizacdo da bactéria € dependente de actina e tubulina , ap6s
os periodos estebelecidos foi utilizado o mesmo protocolo de avaliacdo da internalizacdo
descrito no intem 3.2.

3.4. Alterac6es morfométricas de células CACO-2 infectadas com C. jejuni

Para verificar as alteracbes morfométricas das células Caco-2, as mesmas foram
crescidas em laminulas em placas com 24 pocos. Depois de diferenciadas, as células foram
infectadas em triplicada com 2X10"UFC por poco sendo que em cada tempo havia um grupo
negativo em paralelo também em triplicata. Nos tempos 30 e 60 minutos de infeccdo as
celulas foram coradas com Giemsa diluido 4vezes durante 40 minutos. Todas as laminulas
foram avaliadas por analise computacional de imagens digitalizadas obtidas em microscopio
Olympus BX 40 com uma objetiva de 100X, acopldaa a uma camera Olympus Oly 200
conectado a um microcomputador PC através da placa digitalizadora Datatranslation 3153.

De cada laminula, foram medidas utilizando-se o software HL Image (Western Vision
Software) aproximadamente 36 celulas epiteliais de 6 a 8 diferentes campos aleatérios e de

cada célula foram medidos o maior eixo e o eixo perpendicular.
3.5. Avaliagéo da fuséo dos compartimentos lisossomais com vacuolos contendo C. jejuni.
Para avaliagdo morfologica do processo de invasdo foi utilizado crescimento de

células Caco-2 em membrana transwell durante 10 dias a fim de se obter células polarizadas.

Os ensaios foram realizados em duplicata para o grupo teste e em paralelo foi utilizado um
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controle negativo. As células foram infectadas com 2X10"UFC por pogo contendo as células e
incubadas em estufa de CO..

Nos tempos de 15, 30, 60 minutos, 2 e 4 horas, as membranas contendo as células
foram retiradas, lavadas e fixadas em solucdo de Karnovsk 1% (2,5% glutaraldeido, 2%
paraformoldeido, 0,1M tampdo cacodilato de sodio pH7,2M) durante 1 hora. Para marcagéo
dos compartimentos lisossomais foi utilizada a fosfatase acida de acordo com o protocolo de
Worth et al. (2009) com algumas modificacdes. Para tal ensaio, apos a fixacdo as membranas
permaneceram em tampdo cacodilato de sodio durante 24 horas. Depois desse periodo, foram
incubadas durante 1 hora em meio Gomori modificado (13,9mM de B-glicerofosfato, 1mM de
nitrato de chumbo, 0,05M de tampdo cacodilato de sédio pH5, 0,08% de cloreto de calcio,
5% sacarose) e apds marcacdo, as membranas foram extensivamente lavadas em tampédo
cacodilato de sédio (0,2M) durante 6 horas.

O material foi desidratado em series alcodlicas crescentes (50%, 70%, 80%, 95%,
100%, 100%, 100%) ficando 5 minutos em cada banho. Posteriormente as amostras foram
processadas em LR White com &lcool na proporcdo de 1:1 por 24 horas a 37°C e ap6s,
incluidas em LR White puro mantidas em estufa de 60°C até total solidificagdo. Foram
realizados cortes ultrafinos contrastados por acetado de uranila e nitrato de chumbo em telas
de Nikel (BOZZOLA e RUSSELL, 1998). As telinhas foram analisadas em microscopio
eletronico de transmissdo Zeiss EM-109 acopldao ao sistema de captura de imagens

Megaview®?/Olympus Soft Imaging Solutions.

3.6. Quantificacdo dos transcritos de citocinas inflamatérias em células Caco-2 por RT-
gPCR

Foram realizados ensaios em triplicata nos tempos 15, 30, 60, 120 e 240 minutos para
producdo de citocinas em celulas Caco-2. Para cada tempo havia um grupo de celulas
infectadas com 2X10”UFC de C. jejuni por garrafa e em paralelo, controle negativo também
em triplicata sem a presenca da bactéria.

Apds os tempos estabelecidos, 0 meio contendo a bactéria foi descartado, as células
foram lavadas, retiradas das garrafas com auxilio de um cell scraper e conservadas em
ultrafreezer (-80°C) até o processamento. Para avaliacdo dos transcritos das citocinas IL 8,
IL6, TGF beta-1 e CXCL-2 foi utilizado RT-PCR quantitativa em tempo real (reacdo de
transcri¢do reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase RT-PCR). Antes, das reacoes,

os pares de oligonucleotideos iniciadores foram desenhados e cada primer foi padronizado.
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3.6.1. Padronizagéo dos oligonucleotideos especificos

Foram desenhados pares de oligonucleotideos iniciadores para cada uma das
sequéncias génicas das citocinas das espécie Homo sapiens (IL6, 1L8, TGF, CXCL-2) e para
0s genes enddgenos de referencia humana B2M (beta microblobulina), para se estabelecer o
perfil transcricional em amostras de células. Na tabela 1 estdo descritos os oligonucleotideos
considerados Vviadveis quanto aos padrdes de amplificacdo segundo o programa Primer Express
versdo 3.0.

Os oligonucleotideos foram inicialmente testados em PCR convencional para a
confirmacdo do fragmento amplificado e da auséncia de amplicons inespecificos. Para
padronizacdo foi utilizada fitohemaglutinina a ImG/mL (KATIAL et al., 1998) durante 18 a
24 horas em contato com células Caco-2. As reacdes de PCR convencional para a
amplificacdo dos oligonucleotideos anteriormente descritos foram realizadas para um volume
final de 20 ul contendo: luL de cDNA, 1U of Taq DNA Polimerase Platinum (Invitrogen), 50
mM KCI; 10 mM Tris-HCI pH 8.3, 1.5 mM MgCI2, 200 M dNTPs e 5.0 pmoles de primers
direto e reverso. As condicdes das rea¢fes foram: 95°C por 5 min, 35 ciclos a 94°C por 40 s,
59°C por 50 s, 72°C por 50 s, seguido de uma extensao final a 72°C por 10 min.

Os amplicons foram visualizados em gel de agarose 1,5 %, por 1 hora a 100 volts,
utilizando-se como tampéo de corrida TBE (45 mM Tris-borato, pH 8,3 e 1 mM EDTA) 0,5
X, corado com 0,5 pg/ml de syber safe (Invitrogen Brasil Ltda), visualizado por luz UV em

um transuluminador (L.PIX Loccus biotecnologia).
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Tabela 1. Relacdo dos Oligonucleotideos iniciadores para cada gene estudado.

Tamanho  T°C de

Genes Primers Sequéncia 5> > 3’
(pb) anelamento
CXCL-1 foward GTGGCCACTGAACTGCGC
CXCL-1H. 146 58
sapiens CXCL-1 Reverse GCTATGACTTCGGTTTGGGC
IL8- foward TGGAGAAGTTTTTGAAGAGGGC
sapiens IL8- Reverse GCATCTGGCAACCCTACAACA
IL6- IL6- Foward TCAGCCCTGAGAAAGGAGACAT
H.sapiens 76 58
IL6- Reverse GGTTGTTTTCTGCCAGTGCC
TGE beta 1 TGFp-1foward AGTGGTTGAGCCGTGGAGG
) 53 58
H.sapiens  7Gpp-1 reverse AGAAGCAGGAAAGGCCGGT
(B2M) H. B2M foward AGCAGAGAATGGAAAGTCAAA
sapienx B2M reverse TGTTGATGTTGGATAAGAGAA

3.6.2. Extracdo do RNA

A extracdo do RNA total das amostras de tecido e células foi realizada utilizando-se o
Trizol Reagent® (Invitrogen), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Para isso, as
ceélulas foram adicionadas a 1mL de trizol. As amostras foram tratadas com a 0,2mL de
cloroférmio e centrifugada a 20.500xg a 4°C por 15 minutos. A fase aquosa foi transferida
para um microtubo e adicionada a 0,5mL de isopropanol, homogeinizada e incubada a
temperatura ambiente por 10minutos para ser centrifugada a 20.500xg por 10minutos a 4°C.
O pellet foi lavado com etanol 75% e centrifugado a 7.500xg a 4°C e apés secado e
ressuspendido em &gua DEPC para posterior quantificacdo por leituras espectrofotométricas a
260 e 280 nm.

A qualidade do RNA total foi analisada por eletroforese em gel de agarose e por

leituras espectrofotométricas a 260 e 280 nm. A eletroforese foi feita em gel de agarose 1,5 %,
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por uma hora a 100 volts, utilizando-se como tampéo de corrida TBE 0,5 X, corado com 0,5
pg/ml de brometo de etidio e visualizado por luz ultravioleta (sistema de video documentacao
ImageSystem — VDS, Amersham Biosciences). Em seguida, o acido ribonucléico foi

armazenado a —80°C para subsequentes analises.

3.6.3. Transcricao Reversa

A transcricdo reversa foi realizada para cada amostra, utilizando 1 pg de RNA total
(200ng/uL), 10 U de inibidor de RNase (Invitrogen), 40 U de MMLV-RT (Amersham
Biosciences), 1X de Tampdo da MMLV-RT (Amersham Biosciences), 200 uM de dNTPs
(dGTP, dATP, dTTP e dCTP) e 126 pmoles de oligonucleotideos hexadmeros como primers
randomicos. O volume final de cada reacdo foi completado para 20 pl com 4gua tratada com
DEPC. A solucdo foi incubada em termociclador PTC-100 (MJ Research) a 370C por 1 hora.
Reacdes controle foram realizadas para a verificagdo de possiveis contaminantes exdgenos. O

cDNA foi estocado a -20°C para posterior amplificacao.

3.6.4. PCR para validagédo das amostras

A qualidade do cDNA foi avaliada pela amplificagdo de um fragmento de 139 pb do
gene constitutivo B2M (tabela 1). As condicBes desta reacdo foram: 1X tampédo de PCR (20
mM Tris-HCI — pH 8.0, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, glicerol 50% v/v) (Invitrogen), 200 mM
de dNTPs (Invitrogen), 5 pmoles de primers (Invitrogen), 1 U Platinum®Taq DNA
polymerase (Invitrogen), 1,5 mM de MgCI2 (Invitrogen), 3 pL de cDNA e agua mili-Q
utilizada para completar o volume final da reacdo para 20 pL. A reagdo ocorreu com um ciclo
inicial de 95°C por 4 min, 35 ciclos de 94°C por 40 s, 59°C por 40s, 72°C por 50s e um ciclo
final de 72°C por 5 min em termo ciclador PTC-100 (MJ Research Inc.). O produto da reacédo
foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1,5% e corado com 0,5 mg/mL de syber safe

(invitrogen).
3.6.5. Quantificacdo de mRNA por PCR em tempo real
As quantificacdes relativas dos genes alvos para cada espécie (tabela 1) em relagdo ao

gene de referéncia beta actina foram realizadas por PCR em tempo real a partir do cDNA

transcrito reversamente de 100ng/uL de RNA total extraido de cada amostra. As reacdes de
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PCR em tempo real para a amplificacdo dos oligonucleotideos anteriormente descritos foram
realizadas para um volume final de 10 pl contendo: 2 pul de cDNA, 5ul Master Mix
SYBR®Green PCR Core Reagents ((Applied Biosystems) composto por: AmpliTag Gold®
DNA Polymerase LD, dNTPs com dUTP/dTTP), 5 pmoles de primers direto e reverso. As
temperaturas de anelamento estéo descritas na tabela 1.

Durante a amplificacdo, o nimero minimo de ciclos para amplificacdo (threshold)
relacionando os ciclos de termociclagem com a intensidade de fluorescéncia emitida durante a
amplificacdo do DNA nas amostras, ciclo a ciclo foi construido pelo sistema de anélise
software. Este valor, denominado Ct (“Cycle Threshold”) permitiu a quantificagdo relativa do
DNA de cada uma das amostras. O Ct dos genes alvo foi corrigido pelos Ct dos genes
controle de referencia (endogenos).

O Ct é proporcional ao logaritmo da quantidade inicial de expressdo dos transcritos do
gene-alvo em uma determinada amostra, quanto menor for o nimero inicial do Ct obtido do
gene-alvo existente na amostra, comparativamente com outro gene, é porque houve maior
amplificacdo do gene-alvo e, conseqlientemente, 0 mesmo apresenta maior expressao.

Para obter a quantificacdo relativa dos niveis transcricionais dos genes em estudo (fold
change), o grupo tratado foi comparado ao grupo controle pela metodologia descrita por
Livak e Schmittgen (2001). Assim, o Ct do gene alvo foi normalizados do Ct do enddgeno
através da férmula dCt. A subtracdo do valor de dCt do grupo controle e do grupo infectado
forneceu o valor de ddCt e a partir dai foi encontrada o valor de fold change pela derivacdo da
formula 299", Para os resultados negativos de ddCt foi aplicada a formula —(2“BS@IYy) ¢
para os resultados positivos de ddCt a férmula 29! foi utilizada de acordo com o esquema
simplificado abaixo.

Passos para se obter a quantificacdo relativa dos niveis transcricionais dos genes em
estudo no grupo infectado em relacéo ao grupo controle (fold change):

1. Normalizagéo (dCt):
dCt=Ctf — Ct€

2. Calibracdo (ddCt)
ddCt=dCtcn-dCti

3. Fold change
Se ddCt < 0: —(2A8Cy)
Se ddCt>0: 29t
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€: gene de referencia (endogeno)
£: gene alvo
cn: controle negativo

i: grupo infectado

3.7. Analise estatistica

Foi utilizado o teste de Kolmogorov-Sminorv para verificar a se 0s dados eram
paramétricos. Obedecida a distribuicdo normal, foi utilizado o teste de Turkey para verificar a
diferenca entre o valor de dCt entre os grupos infectados e controle. Os gréficos para
quantificacdo dos niveis transcricionais das citocinas foram construidos com base no valor de
2°9C (fold change) que o nimero relativo de vezes que o grupo infectado expressa o gene
alvo em relagdo ao grupo controle.

Para os ensaios de participacdo do citoesqueleto foi realizada estatistica descritiva.

As andlises das varidveis foram realizadas com o uso do programa estatistico Graphpad

Prism 5.

4. Resultados

4.1 Invasao de C.jejuni em células Caco-2

Os ensaios de internalizacdo em células Caco-2 mostram que até o periodo de 5

minutos a bactéria ndo é capaz de entrar na célula e que a partir de 15 minutos a bactéria entra

com um pico de internalizacdo aos 60 minutos. A partir desse periodo ndo ha diferencas

significativas no nivel de internalizagéo (figura 1)
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Figura 1. Quantificacdo de C. jejuni internalizada células Caco-2.
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Os resultados de participagdo dos microfilamentos de actina e tubulina estdo

demostrados nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Quantificacdo Campylobacter jejuni (log UFC/mL) ap6s tratamento com

citocalasina.

5min 15min 30min  60min 2hs 4hs
Controle positivo
o Au 4,00 4,00 4,69 4,41 4,34
(média)
) Au Au Au Au Au Au
Controle negativo
) ) Au Au 4,69 <4 <4 4,00
Tratado Citocalasina 1
) . Au Au 4,20 <4 <4 <4
Tratado Citocalasina 2
Au Au Au <4 4,73 4,85

Tratado Citocalasina 3

Au: ausente. Cada tratamento corresponde a uma repeticao.
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Tabela 3. Quantificagao Campylobacter jejuni (log UFC/mL) ap6s tratamento com

nocodazol.
30min 4hs
Controle positivo (média) 4,12 4,22
Controle negativo Au Au
Tratado Nocodazol 1 Au <4,00
Tratado Nocodazol 2 Au <4,00
Tratado Nocodazol 3 Au 4,00

Au: ausente. Cada tratamento corresponde a uma repeticao.

Na MET foi encontrada a bactéria internalizada j& a partir de 15 minutos de infeccao.
Nesse periodo, estavam presentes lisossomos contendo bactérias. Tanto bactéria como
lisossomo foram percebidos nos tempo de 15 a 2 horas. No tempo de 4 horas foram
visualizadas uma menor quantidade de lisossomos e a bactéria ndo foi visualizada. As
bactérias foram visualizadas tanto préximas as zbnulas de oclusdo quanto na regido
perinuclear. No periodo de 1 hora ainda foram visualizadas bactérias proximas as

microvilosidades (figuras 2.1, 2.2).
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Figura 2.1. Eletromicrografia de transmisséo de células Caco-2 mostrando a internalizagao de C. jejuni e a fusdo com
lisossomos. A e B: Presenca de bactérias (seta preta) préximas as zonulas de oclusao (seta branca) com 15 e 60
minutos pos infecgao respectivamente. C. Presenca bactéria internalizada préxima a zonula de oclusao com 60 minutos

pos infeccao. D. Fusdo entre lisossomo e a bactéria com 15 minutos pos infeccao (cruz).
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Figura 2.2. Eletromicrografia de transmissao de células Caco-2 mostrando a internalizacao de C. jejuni e a fusdo com lisossomos.

E, F: Fuséo entre lisossomo e a bactéria com 15 minutos pds infeccao (cruz) Na fotomicrografia E ( aumento maior da figura 2.1.D.)
é possivel ver a bactéria (triangulo) e o lisossomo Lisossomo marcado com Fosfatase Acida (estrela). G e H: Bactéria (seta preta)
internalizada (V: vacuolo) na regido perinuclear (N: nicleo) com 60 minutos pds infecgao.



A avaliacdo morfomeétrica das células Caco-2 identificou aumento das medidas de
diametro nos tempos de 15 e 60 minutos (figuras 3).
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Figura 3 - Morfometria (didmetro) de células Caco-2 infectadas e ndo infectadas com C.jejuni.
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A andlise de dCt para os transcritos de CXCL-2 em células Caco-2, mostrou diferenca

estatistica entre 0s grupos controle e teste apenas no tempo de 2 horas (tabela 4). No tempo de

2 horas o nivel de expressdo relativa (fold change) do grupo desafiado € 25 vezes maior que

no grupo controle (figura 4).

Tabela 4. Valor de dCt para citocina CXCL-2 para os grupos desafiados com C. jejuni e 0s

grupos controles células Caco-2

15min 30min 60min 2hs 4hs
Controle 1,36** 4,16%* 057" 2,7% 0,68
Teste 0,684 1,17% 0,047 -146%® -0,59*A

Letras minusculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca estatistica. Letras maitsculas diferentes na
mesma coluna apresentam diferenca estatistica.
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Figura 4. Quantificagdo relativa dos niveis de transcritos de CXCL-2 das células desafiadas com C. jejuni em
relacdo ao grupo controle (fold change).

A andlise de dTC das citocina IL-8 em células Caco-2 mostra que ndo ha alteracao dos
niveis transcricionais com o tempo devido as efeitos da cultura. Porém, a partir de 60 minutos
h& uma diminuicdo do dTC no grupo tratado comparado ao grupo teste (tabela 5). A figura 5
mostra que o nivel de expressao relativa (fold change) em relacdo ao grupo controle. 1L-8
aumenta em 14, 28 e 6 vezes quando células Caco-2 sdo desafiadas com C. jejuni nos

periodos de 60 minutos, 2 e 4 horas respectivamente quando comparado ao grupo controle.

Tabela 5. Valor de dCt para citocina IL-8 para células Caco-2 desafiadas com C. jejuni e 0

grupo controle.

15min  30min 60min 2hs 4hs
Controle 9,25 966 11,23*% 11,15 945%"
Teste 10,60 7,84% 7238 §85% 6,94%

Letras minusculas diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica. Letras maitsculas

diferentes na mesma coluna representam diferenca estatistica.
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Figura 5. Quantificagdo relativa dos niveis de transcritos de 1L8 dos grupos de células Caco-2 desafiados com C.

jejuni em relagdo ao grupo controle (fold change).

N&o houve diferenca entre os grupos teste e controle para os valores de dCt para a
citocina IL-6 em células Caco-2 (tabela 6). Os niveis de expressdo (fold change) de IL-6 das

celulas desafiadas em relag&o as células controle podem ser visto no gréfico (figura 6).

Tabela 6. Valor de dCt para citocina IL-6 para as células desafiadas com C. jejuni e 0s grupos

controles.

15min  30min 60min 2hs 4hs
Controle 11,73** 10,61 10,70* 9,73 7,85
Teste 814 876 738" 724 788"

Letras minusculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca estatistica. Letras maitsculas

diferentes na mesma coluna apresentam diferenca estatistica.
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Figura 6. Quantificacdo relativa dos niveis de transcritos de IL6 dos grupos de celulas Caco-2 desafiados com C.
jejuni em relacdo ao grupo controle (fold change

Houve diferenca entre os grupos teste e controle para os valores de dCt para a citocina
TGFp-1 em células Caco-2 no tempo de 15 minutos (tabela 7). No tempo inicial de infeccdo
hd uma expressdo 19 vezes maior dos transcritos dessa citocina no grupo desafiado

comparado ao grupo controle (figura 7)

Tabela 7. Valor de dCt para citocina TGF para células Caco desafiadas com C. jejuni e 0s

grupos controles.

15min  30min 60min 2hs 4hs
Controle 3,35% 2,094°¢ 363" 244b°¢ 2,73
Teste 1,218 4,40°C 4,49°C 227°C 184"

Letras minusculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca estatistica. Letras maitsculas

diferentes na mesma coluna apresentam diferenca estatistica.
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Figura 7. Quantificagdo relativa dos niveis de transcritos de TGFf-1 dos grupos de celulas Caco-2 desafiados
com C. jejuni em relagéo ao grupo controle (fold change).

5. Discussao

Na avaliacdo morfométrica foi verificada alteracbes no didmetro das celulas. Essa
anomalia j& foi descrita na literatura sendo a proteina CDT a principal incriminada (JEON;
ITOH; RYU; 2005; SMITH; BAYLES, 2006). Essa toxina depois de levar a um efeito
distensor nas células provoca apoptose com fragmentacdo do DNA (JAIN et al., 2009).

A alteracdo do tamanho das células epiteliais causada pela CDT é um mecanismo
importante para patogenia da doenca, pois a posterior morte celular ja identificada por outros
autores pode comprometer a permeabilidade intestinal e facilitar a entrada de bactérias para
camadas mais profundas da mucosa intestinal.

Campylobacter jejuni invadiu células Caco-2 em periodos superiores a 5minutos com
um pico de quantificagdo de 60 minutos. Como a quantidade de bactéria ndo aumentou em
periodos superiores & 60 minutos é possivel que a multiplicagdo bacteriana intracelular ndo
seja um mecanismo importante no caso da C.jejuni como ocorre para espécies de Salmonella
(MERESSE et al., 2001; UNSWORTH et al., 2004). A multiplicacdo intravacuolar para C.
jejuni foi descrita por Konkel et al. (1992). Como foi utilizada PCR em tempo real, pode-se
afirmar que a bactéria entra na célula, porém néo se sabe se ela continua viavel durante todo o
periodo. Deun et al. (2008) verificou uma diminui¢do da quantidade de bactérias no interior
de células T84 humana e para uma das cepas utilizadas ele ndo encontrou bactéria viavel apés

0 periodo de 18 horas para uma das cepas testadas.
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Nesse trabalho, Campylobacter jejuni foi observada tanto na regido perinuclear quanto
proximo a zoénula de oclusdo em células Caco-2. Tais achados corroboram com Hu e Kopecko
(1999) que afirmam a existéncia da posicdo perinuclear e para esses autores a bactéria se
move para essa regido ao longo dos microtubulos. Também, o rompimento e a posicdo
proxima a zonula de oclusdo foram observados no processo de internalizacdo
(MACCALLUM et al., 2005; CHEN et al., 2006; HU et al., 2008).

Algumas bactérias desenvolvem um sistema de evasdo desenvolvendo adaptacfes que
garantem a sobrevivéncia e replicacdo do parasita no interior de diferentes compartimentos
intracelulares nas células hospedeiras. Exemplo disso € a bactéria Mycobacterium
tuberculosis no bloqueio da fusdo lisossomal as inclusdes bacterianas, Listeria
monocytogenes no escape de vesiculas fagociticas para a replicacdo no citoplasma
(HACKSTADT, 1998). e Coxiella burnetti ou Salmonella na adaptacdo a compartimentos
acidos (OH et al., 1996; HACKSTADT, 1998).

No presente estudo identificou-se a fusdo dos compartimentos lisossomais com o
vacuolo bacteriano ja com 15 minutos apds a infeccdo com a bactéria. Caso a bactéria seja
eliminada pelos lisossomos, provavelmente, toxinas liberadas por esse patdgeno sao
responsaveis por desencadear a resposta imune. Campylobacter jejuni pode usar um
mecanismo similar a Salmonella conforme ja descrio por Oh et al. (1996) e se adaptar aos
comportimentos lisossomais.

Os achados de negatividade em células Caco-2 apds tratamento com nocodazol ou
citocalasina prova gque ha uma participacdo da actina e tubulina na entrada bacteriana (tabelas
2 e 3). No caso da citocalasina os resultados sdo consistentes a ponto de se afirmar que com
15 minutos apoés a infeccao ha participacdo dos filamentos de actina. No tempo de 30 minutos
também foi encontrado um resultado negativo e dois resultados positivos. Pode-se questionar
o fato de o PCR em tempo real ser uma ferramenta altamente sensivel para esse tipo de
diagnostico. Porém, além de ter sido utilizado um grupo controle com resultados consistentes
durante todo o periodo, um resultado falso negativo para um teste tdo sensivel como PCR em
tempo real é muito dificil ocorrer. A partir de 1 hora C. jejuni internaliza mesmo com 0
tratamento prévio com citocalasinacitocalasina.

Para analise da tubulina, foram utilizados apenas os periodos de 30 minutos e 4 horas.
Mesmo assim, os resultados desse trabalho levam a concluir que a participacdo de actina e
tubulina ocorrem em periodos precoces. O envolvimento dos microfilamentos em periodos
precoces pode estar ligado a sobrevida da droga que talvez diminua com o tempo. Mesmo

internalizada, apds 1 hora ha um valor inferior a 4 logUFC/mL. Infelizmente, o software
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utilizado para esse sistema de PCR em tempo real ndo permite saber qual o valor exato do
nimero <4 logUFC/mL e em consequéncia, se ha diferenca estatistica em relacdo ao o
controle positivo.

Alguns autores relatam que a internalizacdo de C. jejuni é exclusivamente actina-
dependente (de MELO et al., 1989; KONKEL e JOENS, 1989; MONTEVILLE et al., 2003).
Para Biswas et al. (2003) o processo é tanto actina como microtubulo dependente. Mas
Russell e Blake (1994) citam que nem actina nem tubulina participam do processo. Contudo a
invasdo microtibulo dependente tem ganhado importancia (OELSCHLAEGER et al., 1993;
HU e KOPECKO, 1999). Entretanto, a participacdo do citoesqueleto parece ser cepa
dependente (DEUN et al., 2008).

A citocina IL-8 realiza um papel de quimioatracdo potente, ativando as células do
sistema imune 0 que é muito importante para a resposta do hospedeiro a C. jejuni e alguns
autores afirmam que a secrecdo dessa citocina em resposta a C. jejuni é dose dependente. O
trabalho de MacCallum (2006) mostra que a liberagdo de IL-8 em resposta a C. jejuni €é
relacionada ao tipo celular. Esses autores verificaram participacdo dessa citocina em niveis
basais em células Caco-2 infectadas com C. jejuni . Apesar de nesse estudo ter sido utilizado
RT-gPCR em tempo real e no estudo antes citados, ensaios de Elisa, os resultados do presente
trabalho mostram que a significativa expressao de transcritos de IL-8 ocorre a partir de 60
minutos até o tempo de 4 horas.

A quantificacdo dos transcritos de IL-6 na resposta inata aqui encontrada ndo foi
significativa. Isso pode ser explicado pelos tempos precoces da célula em cultura. Ja que a
importancia da IL-6 como citocina pro inflamatdria parece estar ligado concomitante aumento
dos niveis de IL-1p (HENDERSON et al., 1998). Pode ser que em tempos tardios, tal citocina
seria expressa. Friis et al. (2009) verificou a secrecdo de IL-6 em células Caco-2 infectadas.

A citocina TGF betal apresentou altos niveis de transcritos apenas no periodo inicial
apos infecgdo com um decréscimo apos 30 minutos. Os membros da familia TGF-B parecem
ter um papel essencial na regulacdo da resposta imune e é importante para a homeostasia
intestinal (Sanchez-Munoz et al., 2008). A maior expressdo dos transcritos dessa citocina no
periodo de 15 minutos pode ser uma tentativa de modular a resposta a bactéria. Todavia,
devido ao aumento de IL-8 e CXCL-2 ambas pro inflamatérias, € possivel que essa

modulagéo por TGF-B1 nao resulte em sucesso.
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6. Conclusdo

Campylobacter jejuni invade células epiteliais Caco-2 proximo a zénula de oclusao
podendo ser encontrada na regido perinuclear. Sua entrada provoca um aumento do tamanho
das células em tempos precoces de infeccdo. Apds entrada, os compartimentos lisossomais se
fundem com o fagossomo contendo a bactéria.. Em resposta a bactéria ou a produtos
resultantes de sua digestdo, as células aumentam os niveis de transcritos das citocinas IL-8 e
CXCL-2 e apesar de também aumentar transcritos de TGF-B1, seu pico de expressdo ¢
precoce diminuindo com o decorrer do tempo, caracterizando um perfil de citocinas que

induziriam um processo inflamatorio.
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1. Conclusao Geral

A cepa virulenta de Campylobacter jejuni 1AL 2383 é capaz de penetrar pelos poros
das cascas de ovos, se multiplicar em vitelos de embrides durante o todo o periodo de
incubacédo dos ovos de galinha e levar a alta mortalidade precoce. Em explants de intestino de
embribes e aves SPF essa bactéria leva a um aumento do tamanho das células.

Em explants de aves SPF com 25 dias de idade C. jejuni invade os enterdcitos o que
leva a um aumento dos niveis de transcritos para as citocinas IL1p com 4 horas de contato e
TGF beta-3 com 15 minutos de contato sem persisténcia até o periodo de 4 horas. As
citocinas IL-8 e IL-6 e a quimiocina CXCL-2 ndo alteram os niveis transcricionais na
presenca da bacteéria.

Em células Caco-2 C. jejuni invade com a participacdo de actina e microtubulos e se
localiza préximo as zonulas de oclusdo ou na regido perinuclear. J& em periodos precoces, ha
fusdo da bactéria com os compartimentos lisossomais e um aumento do didmetro celular. Em
resposta, ha um aumento dos niveis transcricionais de IL-8 a partir de 30 minutos de contato e
CXCL-2. TGF beta-1 também tem um pico de transcritos com 15 minutos de contato sem
persisténcia, mas a citocina IL-6 ndo aumenta seus niveis.

Os resultados desse trabalho mostram que em determinadas circunstancias C. jejuni
pode entrar em ovos e matar embrides ndo sendo apenas um microrganismo comensal para
aves. Em células humanas a participacdo de microtdbulos e microfilamentos de actina é
importante para o processo de invasdao e ha fusdo com os compartimentos lisossomais.
Durante a invasdo a presenca da bactéria leva a um aumento dos niveis transcricionais de

citocinas e quimiocinas pro inflamatdrias importantes para a resposta imune.

2. Perspectivas

Esse trabalho propde um modelo de cepa de C. jejuni que pode ser utilizado para 0s
ensaios de patogenia ja que essa cepa apresentou e expressou transcritos dos principais genes
de viruléncia.

O capitulo 2 mostra a possibilidade de C. jejuni penetrar em ovos de galinha,
sobreviver, se multiplicar em vitelos de embrides e levar a mortalidade embrionaria precoce.
Esse achado é o primeiro dado experimental ja descrito e é importante para avaliacdo
epidemioldgica princiapelmente em ambientes com alta temperatura.

Assim, em locais onde ndo ha controle da temperatura ambiental durante o armazenamento
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dos ovos associado a outros fatores como, por exemplo o estado imune da galinha, essa
bactéria pode ter importancia tanto em termos epidemiol6gicos como patogénicos

O capitulo 3 abre uma grande frente de pesquisa para definitivamente se avaliar se a
relacdo de C. jejuni e aves é apenas comensal. Assim, ensaios posteriores com células de aves
devem ser realizados para verificar se hd expressdo de transcritos e secre¢do de citocinas
inflamatorias em periodos posteriores a 4 horas e se ha relacdo com outras citocinas anti-
inflamatdrias ou imunomoduladoras. Outra linha importante é a avaliagdo do mecanismo de
invasdo e trafego no epitélio intestinal. Tais estudos sdo importantes, mas ainda ha muitas
dificuldades de se realizar tais pesquisas em aves. Alguns fatores como por exeplo, a
dificuldade em se encontrar kits para avaliar secrecdo de citocinas para aves e também,
linhagens de células intestinas estabelecidas para esses animais.

O capitulo 4 apresentou resultados interessantes sobre o processo de invasdo de C.
jejuni em células Caco-2, no entanto outros trabalhos devem ser realizados como, por
exemplo, avaliando as vias de entrada utilizadas por essa bactéria e a estratégia de

sobrevivéncia intracelular.
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