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t yrecíso ter força, é yrecíso ter raça, é yrecíso ter gana 

semyre... Quem trás no coryo essa marca místura a dor 

e a a{égría. 

t yrecíso ter manha, é yrecíso ter graça é yrecíso ter 

sonhos semyre... Quem trás na ye{e essa marca yossuí a 

estranha manía de ter fé na vída 

.Jtgradéço a 'Deus, por me oríentar, peCa yroteção e por 

toáos os momentos em que me acorfieu em mínFias 

orações... :M.uíto obrÍBaáa. 





A mínha mãe (ín memorían) 

Sínônímo áe amor é você! Ser úníco que se áoa, sem muítas vezes, 

naáa ter em troca. Sínônímo áe mãe é você! Nascí e no mesmo 

ínstante com você ayrendi a sentír ... 

Quanáo tríste, com você ayrendi a sorrír. Quanáo só, com você 

ayrendi a rezar. Quanáo na áúvíáa, com você ayrendi a buscar a 

certeza. Quanáo na áor, com você ayrendi a ser forte e yrosseguír. 

Quanáo magoaáa, com você ayrendi a yeráoar ... 'E quanáo a{egre, 

com você ayrendi o comyartí{har. 

'Em meío às trevas, você semyre foí a {uz que me fez enxergar o 

outro camínho. 'Em meío ao áesgaste áos momentos áifíceís, você 

semyre foí o coro que me amyarou. 'Em meío ao áesa{ento, você 

semyre foí o 6áfsamo que 6anhou meu coração, fortifícanáo-o na 

esyerança. 

'Você é a 60náaáe que sa{va quafquer ma[ 'Você é o firme a{ícerce 

que nunca se queáa. 'Você é o ífímítaáo dicíonárío áo amor. 'Você 

foí o :Jvt.JUO'R encontro áa mínha víáa! 'E encontreí 'Deus no 

momento em que 'E{e me esco{fieu para ser a S'l1.Jl fí{lia. 

.Jlmo você ... 



Ao meuyaí 

Quanáo yequena te vía como um heróí... O maís forte, o maíor. O 

temyo yassou, eu crescí e muíto áos meus yensamentos muáaram, 

mas aínáa assím você não áeíxou áe ser o meu granáe yayaí heróí. 

'Este homem que eu aámíro tanto, com toáas as suas vírtuáes e 

também com seus fímítes. 'Este homem com o(har áe meníno, 

semyre yronto e atento, mostranáo-me o camínho áa víáa, que 

está ye(a frente. 

'Este mestre contaáor áe hístórías traz em seu coração tantas 

memórías, esya(ha no meu camínhar muítas esyeranças, certezas 

e confíança. 

'Este homem a(egre e brínca(hão, mas também, às vezes, sí(encíoso 

e yensatívo, homem áe fé e granáe (uta, sensíve( e generoso. 

Paí, yaízínfw ... Infíníto é teu coração. 

Obrígaáa, yaí, yor oríentar o meu camínho, feíto áe futas e 

íncertezas, mas também áe muítas esyeranças e sonhos! Obrígaáa 

yor se esforçar semyre yara que eu reafíze os meus sonhos. 

Peço a 'D'EVS que me ajuáe a a(egrar seu coração, e quanto a mím, 

yrometo me esforçar ao máxímo yara também yoáer te fazer um 

yaí fefíz e que se orgu(he áe mím. 

Te amo muíto, meu yaí... 



.J\.os meus írmãos 

:Nós somos o maíor bem que exíste. 1:ntre nós vígora o (ema dos 

mosqueteíros desde semyre: um yor todos e todos yor um. 

:Nós somos uma írmandade em sangue e em sofídaríedade. 

Só tenho a agradecer o bem que yossuo ... Seu afeto, suas ya(avras 

de coragem, de conforto, de carínho, de esyerança ... 

Se há amor do qua( não duvído é do vosso. 

Yocês reafízaram um dos meus maís yrecíosos desejos ... Ter uma 

írmã... :Na farta de uma, ganheí três... Três maraví(hosas írmãs ... 

.J\.mígas, sínceras, c arínhos as, guerreíras ... Tenho muíto orgu(ho 

de comyartí(har com vocês os meus três yrecíosos amores, meus 

írmãos! 

:Nos momentos maís difíceís, nos momentos maís defícados, nos 

momentos maís confusos... Lá estavam todos vocês! :No aconchego 

de seus a6raços e de suas yafavras, lJusqueí a esyerança e 

encontreí a fefícídade. 

Símyfesmente amo vocês ... 



5\mo você ... 

5\0 meu :rfávío 

J-{e 

:May ve tlie face I can't forget, 

.Jl trace of yCeasure or regret 

:May ve my treasure or tlie yríce I liave to yay 

J-{e may ve tlie song tliat summer síngs 

:May ve tlie clií{{ tliat autumn óríngs 

:May ve a liuruCreá tearfu{ tliíngs 

Wítliín tlie measure of tlie tfay. 

J-{e 

:May ve tlie veauty or tlie veast 

:May ve tlie famíne or tlie feast 

:May turn eacli áay ínto lieaven or a lie{{ 

J-{e may ve tlie mírror of my áreams 

.Jl smíCe refCecteá ín a stream 

J-{e may not ve wliat lie may seem 

Insíáe a slief{ 

J-{e wlio a{ways seems so liayyy ín a crowá 

Wliose eyes can ve so yrívate aná so yrouá 

No one 's a{foweá to see tliem wlien tliey cry 

J-{e may ve tlie fove tliat can aná lioye to fast 

:May come to me from sliaáows of tlie yast 

'lliat I rememver tí{{ tlie áay I áíe 

J-{e 

:May ve tlie reason I survíve 

'llie wliy anáwliere for l'm afíve 

'llie one l'{{ care for tlirougli tlie rougli aruC raíny years 

:Me l'{{ taRe liís faugliter aná liís tears 

.JlruC maRe tliem a{{ my souvenírs 

for wliere lie goes I got to ve 

'llie meaníng of my rife ís 

J-{e 



J\ mínfia oríentadora e amíga :Marína 

7óSó' J1ftIi.fow 

Tfiose scfioo{ gír{ áays, of terang taCes aná 6ítíng naíCs are gone, 

'But ín my mím( 

I finow tfiey wí{{ stí{{ úve on aná on, 

'But fiow áo you tfianfi someone, wfio fias tafien you from crayons toyer fume? 

It ísn't easy, but ]'{{try, 

If you wanteá tfie sfiy I wouCá wríte across tfie sfiy ín Cetters, 

Tfiat wouCásour a tfiousanáfeet fiígfi, 

To Sír, wítfi Love 

Tfie tíme fias come, 

:for c{osíng 600& aná úmg lãst Coofis must em( 

.Jlná as f {eave, 

I finow tfiat f am Ceavíng my 6est fríená, 

.Jl fríená wfio taUfJfit me rÍfJfit from wrong, 

.Jlná weafi from strong, 

Tfiat's a {ot to Cearn, 

Wfiat, wfiat can I give you in return? 

If you wanteá tfie moon f wouCá try to mafie a start, 

'But f, wouCá ratfier you {et me give my fieart, 

To Sír, wítfi Love 

:Marína, muíto obrígada peCa ínestímáve{ confiança, peCas 

oportunídatfes, peCa amízade e carínho. Com você eu sorrí, cfioreí, 

aprendi e amadurecí... Tm seus abraços, pude suprír um pouco da 

mínfia carêncía materna... Não fiá paCavras sufícíentes que 

possam expressar a mínha gratúfão. 



Jts mínhas amígas 'Beth, Xaren, Xarín, Carfa, 

5\na Paufa e 'Renata 

.JlmíBos para síempre 

I áon't Fiave to say 

.Jl worá to you 

you seem to .€now 

)vFiatever mooá 

I'm goíng tfirouaFi 

:reefs as tFiougFi 

I've .€nown you forever 

you 

Can Coo.€ ínto my eyes aná see 

'lFie way I feee 

.Jlnáfiow 

'lFie wor{á ís treatíng me 

:MayfJe I fiave .€nown you forever 

.JlmíBos para síempre 

:Means you'{{ a{ways fJe my fríená 

.Jlmís pour semyre 

:Means a {ove tFiat wí{{ never ená 

:rríenás for rife 

Not just a summer or a spríng 

.Jlmígos para síemyre 

I feee you near me 

Tven wFien we are apart 

just .€nowíng you are ín tFiís wor{á 

Can warm my fieart 

:rríenás for rife 

Not just a summer or a spríng 

.Jlmígos para síempre 

)Ve sFiare memoríes 

I won't forget 

.Jlná we '{f sFiare more, 

:Myfríená, 

)Ve fiaven't starteáyet 

SometFiíng fiappens 

)vFien we're togetFier 

)vFien 

I {OOk at you 

I wonáer wFiy 

'lfiere Fias to come 

.Jl tíme wFien we must say gooáfJye 

I'm aúve wFien we are togetfier 

.Jlmígos para síemyre 

:Means you'{{ a{ways fJe my fríená 

.Jlmís pour semyre 

:Means a {ave tFiat wí{{ never ená 

:rríenás for rife 

Not just a summer or a spríng 

.Jlmígos para síemyre 

I feee you near me 

Tven wFien we are apart 

just knowíng you are ín tfiís wor{á 

Can warm my Fieart 

:rríenás for rife 

Not just a summer or a spríng 

.Jlmígos para síemyre 

'Vocês são umyresente na mínha víáa ... .1vtuíto oflrÍlJaáa!!! 



.Jtgrad"ecímentos 

.À mínfia amaáa avó :María (ín memorían), ye{o ínfíníto amor, 

carínfio, confíança e amízaáe. :Meu exemp{o áe coragem, no qua{ 

me esye{fio yara áar contínuíáaáe aos meus íáeaís . 

.Jto meu amaáo avô 'Vícente, ye{o carínfio, coro, resyeíto e 

confíança. 'Vô, muíto obrígaáa yor toáa a sua ajuáa... 'Por me 

yroyorcíonar a realização áe sonfios ímyortante e necessáríos 

yara a mínfia carreíra yrofíssíonaC 

.Jtos meus queríáos avós :Márío (ín memorían) e Cy6efes, ye{o 

carínfio, amor e confíança; yor se orgu{fiarem áe mím e como 

yessoa, neta e yrofíssíonaC 

.Jto 'Prof 'Dr. Sanáro 'Rogérío áe .Jt{meíáa, yor ter a6erto as yortas 

áe seu {a6oratórío, yefas oríentações e ye{a áedicação disyensaáa . 

.Jto meu amígo e cofa6oraáor Lucas (jonça{ves :ferreíra, yefa 

yacíêncía, amízaáe, fínaís áe semana tra6a{fiaáos, cervejas e 

fiístórías ... Sua yartícíyação neste tra6a{fio foí síngu{ar!!! 

.Jto :fernaáo Zanoní, Tíco, yor toáa a sua ínestímáve{ amízaáe, 

momentos áe a{egrías e áescontrações... :Muíto obrígaáa, 

Tíqu ínfio!!! 



51 mínha estagíáría .1v1arína 'Range{, Nína, eu agraáeço yor toáo o 

carínho, áedicação e amízaáe... \iocê ayenas começou o seu 

camínho na víáa cíentifíca e estou muíto honraáa áe ter te 

ínícíaáo nesse ramo tão áifící{, mas extremamente ayaíxonante. 

'Eu te aáoro!!! 

51 Sí{vía 'Banáo, que teve um yaye{ funáamenta{ no ínícío áeste 

traba{ho . .:Agraáeço yera sua amízaáe, carínho e cornyreensãof!! 

51 .:Ana 'Dantas, yor toáa a sua áedicação, seu carínho e 

yrínciya{mente a sua yacíêncía... .:Agraáeço áe coração yor tuáof!! 

51 'Dor{ey, Carmen, Craudinha e 'Rose yor sua amízaáe, carínho, 

áedicação, conversas, jestínhas... .:Aáoro vocês!!! 

.:Aos meus amígos ou co{egas áo Laboratórío áe .1v1ícrobío{ogía 

Caníca Isabe{, :rernanáa, :}-{ayáee, .1v1í{ton, L ara, .1v1ôníca, 

.1v1aríama e Charfíne. .:Agraáeço yor toáo o carínho, ajuáa, 

amízaáe e comyanheírísmo. 

51 'Proja. 'Dra. 'ElSa .1v1asae .1v1amízufia ye{o ayoío e carínho . 

.:Aos funcíonáríos, áocentes e estuáantes áo 'Deyartamento áe 

.:Anáfíses Canícas áa :racuWaáe áe Cíêncías :rarmacêutícas áa 

'Uníversíáaáe áe São 'Pau{o, ye{a cooyeração técníca e carínho. 

51 C.:A'P'ES, yera concessão áa bolSa áe estuáos. 



.Jt J .AP'ESP, ye{o ayoío fínanceíro concediáo yara a reaCízação 

áesta yesquísa . 

.Jt llníversíáaáe áe São pau{o, fonte ínesgotáve{ áa sa6eáoría, áa 

qua{ tíve a honra áe ter síáo afuna . 

.Aos camunáongos sacrifícaáos no áecorrer áeste tra6a{ho . 

.A toáos que, áe alguma forma, contríbuíram yara a reaCízação áo 

yresente tra6a{ho . 

.'Muíto obrÍf}ada!!!! 
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RESUMO 

Neste trabalho, esclarecemos tópicos da patogenicidade de EIEC que 

sustentam a sua menor virulência quando comparada à S. flexneri, e mostramos a 

importância das células dendríticas (CO) nesse processo. Estudou-se o 

comportamento de EIEC e S. flexneri quando em contato com células Caco-2, 

avaliando-se uma cinética de expressão dos genes envolvidos na invasão e 

disseminação bacteriana. Em geral, todos os genes foram menos expressos em 

EIEC, fato corroborado pelo fenótipo de disseminação bacteriana, onde EIEC foi 

menos eficiente do que Shigella. Também foi avaliada a modulação da resposta 

inflamatória de células dendríticas intestinais murinas pela produção de citocinas, 

expressão de moléculas co-estimulatórias e apresentação de antígenos, após 

desafio das células com as bactérias. Os resultados sugerem que EIEC induz a uma 

resposta protetora ao hospedeiro, enquanto que Shigella estaria "driblando" o 

sistema imune, além de provavelmente super-estimular o sistema imune adaptativo, 

fato que poderia levar a um agravamento da doença. As ações integradas das 

células Caco-2, células dendríticas e estímulos bacterianos foram estudadas em co

cultura celular. Observou-se que EIEC e suas proteínas secretadas induzem a 

migração das COs ao compartimento apical da co-cultura; nada foi observado 

quando o desafio se deu com Shigella. Também foram avaliadas as concentrações 

de citocinas inflamatórias no microambiente infeccioso formado. A citocina TNF-a, 

bem como CCL20 e MCP-1 foram mais proeminentes após estímulo com EIEC, fato 

que poderia explicar parcialmente a migração das COs ao lado apical da co-cultura 

após estímulo com EIEC e suas proteínas secretadas. Nossas evidências 

experimentais indicam que a doença desencadeada por EIEC é mais restrita a um 

determinado local da infecção, ou seja, não é capaz de se disseminar a ponto de 

estender a lesão tecidual de forma mais drástica, como Shigella. Esse fenômeno 

pode estar associado à menor expressão de seus dos fatores de virulência e à 

resposta imune inata induzida no sítio de infecção, o que levaria, fatalmente, à 

resolução da doença. 

Palavras chave: Escherichia coli enteroinvasora. Shigella flexneri. Célula dendrítica. 

Caco-2. Inflamação. 
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ABSTRACT 

In this study, we clarify topics of pathogenicity from EIEC that support its lower 

levei of virulence when it is compared to S. flexneri, and we have shown the 

importance of dendritic cells (DC) in this processo We studied the conduct of EIEC 

and S. flexneri when they were in contact with Caco-2 cells and we analyzed the 

kinetics of the genes expression that was involved in the spread and invasion of the 

bacteria. In general, ali genes were expressed less in EIEC, as demonstrated by the 

phenotype of the bacterial spread, where EIEC was less efficient than Shigella. We 

also analyzed the modulation of the inflammatory response by the murine intestinal 

dendritic cells by the production of cytokine, expression of co-stimulators molecules 

and antigens presentation, after the interaction of the cells with the bacteria. The 

results showed that EIEC induces a response that protects the host while Shigella 

manipulate the host intestinal innate and adaptive immune system and it probably 

over-stimulates the adaptive immune system which could let the disease worse. The 

integrated actions of Caco-2 cells , dendritic cells and bacterial stimulus, were studied 

in a co-culture cell. We observed that EIEC and its secreted proteins induce the 

migration of the DCs to the apical compartment of the co-culture; nothing was 

observed related to Shigella. We also evaluated the concentrations of the 

inflammatory cytokines at the infective micro environment that was formed. The 

cytokine TNF-a, as CCL20 and MCP-1 were more prominent after been stimulated 

with EIEC, a fact that could partially explain the migration of DCs to the apical side of 

the co-culture after the stimulus with EIEC and its secreted proteins. Our 

experimental evidence shows that the disease triggered by the EIEC is more 

restricted at a definite infection place, which means that it is not capable of 

disseminating beyond a certain point to extend the tissue's injury and let it worsen, as 

Shigella do. This phenomenon can be associated with the lower levei of expression 

of its virulence factors and to the immune response induced in the infection site, what 

could finally lead to the eradication of the disease. 

Key words: Escherichia coli enteroinvasora. Shigella flexneri. Dentritic cells. Caco-2. 

Inflam mation. 



opjnyO..l:,uI 



Introdução 12 

1- INTRODUÇÃO 

Em vários aspectos, a interação do organismo humano com as bactérias é 

muito conflitante. Diversos trabalhos científicos ilustram como os patógenos afetam 

a célula alvo do hospedeiro e como a resposta do hospedeiro erradica os patógenos 

(KAPER et aI., 2004). Em contraste, o colón humano alberga um imenso e complexo 

ecossistema de microrganismos, onde as bactérias comensais são muito 

importantes e necessárias para a educação das células do sistema imune da 

mucosa, além da fisiologia normal do intestino (RAKOFF-NAHOUM et aI., 2004). 

A barreira gastrointestinal possui uma área superficial enorme, da ordem de 

400 m2
, e compreende uma variedade de células e elementos não celulares. 

Estruturalmente, essa barreira é formada por uma monocamada de células epiteliais, 

um complexo número de agentes na superfície luminar e por tecidos linfóides 

organizados, designados a assistir uma função protetora contra antígenos estranhos 

e perigosos (ACHESON et aI., 2004). 

As células intestinais típicas possuem microvilosidades em sua superfície 

apical. Enquanto sua anatomia ajuda a prevenir a penetração de antígenos 

estranhos, essas células simultaneamente expressam receptores do tipo MHC 

classe 11 para a apresentação de antígenos ao sistema imune quando necessário. As 

células intestinais também podem reconhecer estruturas microbianas conservadas, 

através de receptores de superfície do tipo TOLL (TLR), e iniciar uma resposta de 

sinalização intracelular. Mais ainda, os enterócitos produzem uma variedade de 

moléculas funcionais, como enzimas proteolíticas e mucinas, presentes no muco. 

Essas características, somadas a várias outras, são essenciais na proteção contra 

diversos enteropatógenos (JUNG et aI., 1995; PÉDRON et aI., 2003, ACHESON et 

al.,2004). 

A localização anatômica na qual os antígenos intestinais são capturados e o 

fenótipo das células que os capturam possuem implicações importantes na natureza 

de qualquer desenvolvimento de uma resposta imune. Para manter a função 

intestinal ótima, é crucial que a resposta imune inflamatória, vital no combate aos 

enteropatógenos, seja intimamente controlada. Essas respostas não podem 

danificar os microrganismos comensais. O mecanismo de tolerância oral tem por 

função prevenir a ativação imune inapropriada enquanto detém a capacidade de 

destruir organismos patogênicos (NIESS & REINECKER, 2005) 
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As características particulares dos antígenos solúveis, partículas e 

microrganismos irão influenciar profundamente o seu destino, mas isso será 

fortemente influenciado pela maneira que eles inicialmente interagem com o sistema 

imune. Existem pelo menos três rotas por onde os antígenos luminais podem 

acessar o intestino (MILLlNG et aI., 2005). Ao longo da parede intestinal são 

encontradas as placas de Peyer (órgãos linfáticos secundários), muito importantes 

na geração da resposta imune da mucosa intestinal. As células M são células 

epiteliais especializadas localizadas no epitélio associado ao folículo (FAE) que 

recobre os nódulos linfáticos das placas de Peyer (SANSONETTI et aI., 1996). 

Essas células são capazes de condicionar a transcitose de antígenos luminais até o 

espaço subepitelial, onde os antígenos serão processados por células fagocíticas e 

apresentados ao tecido linfóide associado ao intestino (GAL T). Os antígenos da 

mucosa luminal são continuamente observados, uma vez que o intestino é 

monitorado por um sistema imune altamente adaptativo, no qual sentinelas como 

células dendríticas (CD), macrófagos (M4» e células epiteliais monitoram juntas o 

microambiente e coordenam as respostas imunes aos sinais perigosos (NIESS & 

REINECKER, 2006). De fato, quando um antígeno é internalizado através das 

células M, eles impreterivelmente são interceptados por M4>, CD, linfócitos B e T. 

Os antígenos intestinais podem ser processados por diferentes vias. Em 

condições estáveis, o acesso mediado por células M, com subseqüente 

apresentação de antígenos pelas CD pode gerar uma resposta T CD4+ antígeno

específica. Devido à sua capacidade de capturar e processar antígenos, CD estão 

intimamente envolvidas na iniciação das respostas imunes intestinais imunogênica e 

relacionadas à tolerância. Foi demonstrado que CDs expressam proteínas das tight 

junctions e são capazes de inserir dendritos entre os enterócitos (sem danificar a 

estrutura íntima da monocamada intestinal) tanto em cultura de tecidos quanto em 

alça ligada de intestino delgado. Desta forma, essas células sentem e diferenciam as 

bactérias próprias das patogênicas (RESCIGNO et aI., 2001). 

As células dendríticas são células apresentadoras de antígenos capazes de 

fazer um "Iink" entre a resposta imune inata e adaptativa, sendo as únicas, dentre as 

células apresentadoras de antígenos (APCs), a migrarem para os órgãos linfóides 

secundários e apresentar os antígenos aos linfócitos T nai"ve (BANCHEREAU, 2000; 

WICK, 2003). Estes, por sua vez, desencadeiam a indução da resposta imune 
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adaptativa no controle da inflamação do tecido e na manutenção da tolerância imune 

(STEINMAN et aI., 2003). 

As células dendríticas são encontradas em dois estágios de diferenciação que 

correspondem a funções imunes distintas. No estágio imaturo, essas células são 

capazes de internalizar partículas por fagocitose e degradá-Ias até apresentação de 

antígenos em sua superfície celular. Após ativação, elas perdem sua capacidade 

fagocítica e passam por um processo de maturação, adquirindo capacidade 

migratória para sair dos tecidos periféricos e entrar nos linfonodos adjacentes, onde 

elas apresentam antígenos aos linfócitos T nai"ve. Em contraste com as células 

dendríticas, os Mel> da mucosa, como os Mel> alveolares ou os Mel> recrutados na 

lâmina própria após sinais pró-inflamatórios, não são capazes de estimular linfócitos 

T naiVe, mas participam efetivamente no estabelecimento da resposta imune e são 

importantes no clearence dos microrganismos e células danificadas (NIESS & 

REINECKER, 2005). 

A maturação das células dendríticas também está associada com a regulação 

positiva de moléculas co-estimulatórias C080, C086, C054 e C040, moléculas MHC 

de classe 11 e a secreção de citocinas, como, IL-6, IL-12 e IL-10 (NIESS & 

REINECKER, 2005). É através da molécula de MHC II que as APC apresentam os 

antígenos aos linfócitos T, via receptor de células T (TCR). Entretanto, apenas a 

ligação do MHC II ao TCR não é suficiente para estimular o linfócito T. Faz-se 

necessário um segundo sinal, promovido pelas interações de C080 (B7-1) e C086 

(B7 -2) com C028, presentes nos linfócitos T, que é essencial para iniciar uma 

resposta inflamatória, com secreção de citocinas e expansão/diferenciação de 

clones específicos de células T (ALBA SOTO et aI., 2003). As moléculas co

estimulatórias e as citocinas secretadas no microambiente da infecção definem a 

imunidade mediada por células T em respostas dos tipos Th1, Th2 ou Tr. Contudo, a 

expressão de C040 é essencial na condução da ativação destes linfócitos. A falta da 

expressão de C040, juntamente com a expressão de CTLA-4 pelos linfócitos, pode 

desencadear um processo de supressão da resposta imune adaptativa. 

(PRENOERGAST, G.C., 2008). 

Alguns estímulos podem induzir o desenvolvimento de células dendríticas 

regulatórias, que criam tolerância aos antígenos que estão sendo apresentados 

através de células T regulatórias (Tregs) (LEWIS & POLLARO, 2006). Nas OCs 

regulatórias, que interagem com células T C04+ e prontamente induzem tolerância 
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antigênica, O mecanismo de sinalização via receptor 87 é extremamente importante 

para a tolerância e supressão imune. O contato das células T feito através deste 

sistema co-regulatório é concomitante àqueles realizados pelo receptor de célula T 

(TCR), que interage com o MHC. A co-regulação pelos receptores 87 sinalizam às 

células T se respondem ou não aos antígenos que estão sendo apresentados: 

enquanto a estimulação dos sinais 87 ativa as células T frente aos antígenos, a 

inibição dos sinais 87 instrui as células T a se tornarem tolerantes aos antígenos 

apresentados (PRENDERGAST, G.C., 2008). 

Diversos mecanismos estão envolvidos na translocação de antígenos através 

da barreira intestinal e as células dendríticas da mucosa possuem um papel 

fundamental no transporte e processamento de antígenos intestinais para 

apresentação nas placas de Peyer e linfonodos mesentéricos (Figura 1) (NIESS & 

REINECKER, 2006). A ativação da resposta imunológica é conseqüência de uma 

série de interações envolvendo diferentes tipos celulares. Para que ocorra uma 

resposta mediada por linfócitos T, é necessário que estes interajam com APCs, 

proliferem e se diferenciem em células efetoras. 

LUMEN INTESTINAL 

Amostra 
luminal ruptura da barreira 
pela CO intestinal 

Captaçlo 
dependente Invaslo do FAE 
de Célula. M , SaCIaria por patógenos 

,," 
), .. '. 

deAgparao/ Apresentação adaptativo 
sistema Imune 

Cel. B Cel. T 

Linfonodo mesentérico 

Placa de payer 

Célula T 
Reconhecimento 
local do patógeno 

M*crDfagos Granulócltos 

Cél.B Cél. T 

Llmina Própria 

Figura 1: Integração das células dendríticas intestinais com a resposta imune inata e adaptativa. As 
células dendríticas são responsáveis pelo reconhecimento de antígenos no intestino e estão 
presentes na lâmina própria, assim como nas regiões ao redor das placas de Peyer. Essas células 
são responsáveis pela continua aquisição de antígenos no lúmen intestinal e os transportam para os 
linfonodos mesentéricos para apresentação aos linfócitos T. As células dendríticas CCR6+ são 
recrutadas da região interfolicular para a região infectada após o reconhecimento dos patógenos 
pelas células epiteliais. Há a necessidade de se determinar como as células dendríticas da lâmina 
própria estão integradas com a resposta imune inata após a injúria da barreira epitelial intestinal. DC 
- células dendrítica, FAE - folículo associado ao epitélio, IEC - célula epitelial intestinal (modificado 
de NIESS & REINECKER, 2006). 
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o desenvolvimento predominante de uma subpopulação de células T durante 

uma infecção é extremamente importante, pois certos patógenos são mais 

efetivamente controlados por uma resposta do tipo celular (Th1) e outros por uma 

resposta do tipo humoral (Th2) (SHER & COFFMAN, 1992). Em algumas doenças 

crônicas, a resposta celular de células T CD4+ inapropriada pode exacerbar a doença, 

levando a uma inabilidade do hospedeiro para erradicar o microrganismo. 

As células dendríticas estão diretamente envolvidas na relação entre o 

patógeno e o sistema imune do hospedeiro, o que, na maioria das vezes, 

desencadeia uma eficiente resposta inflamatória. No entanto, alguns patógenos 

possuem a capacidade de afetar as funções biológicas dessas células através da 

inibição de suas moléculas de superfície, bem como da inibição da síntese de 

citocinas importantes na ativação de linfócitos do tipo Th1, como IL-12 

(GUERMONPREZ et aI., 2002). Sua maturação e ativação são desencadeadas por 

sinais de perigo provenientes de microrganismos ou células danificadas. 

As células dendríticas reconhecem os microrganismos e suas partículas por 

meio de receptores de superfície, como os receptores do tipo TolI (toll-like receptor 

TLR). Os TLR são moléculas transmembranas que contêm um domínio externo à 

membrana com seqüências ricas em leucina (LRR), particular para cada TLR, e uma 

cauda intracelular que mostra grande homologia com o domínio intracelular do 

receptor para a IL-1 (IL-1 R), chamado domínio ToII/IL-1 R (TIR) (GAY et ai, 1991). A 

família dos receptores do tipo TolI compreende, até o momento, onze proteínas 

identificadas em mamíferos (11 receptores identificados em camundongos e 10 

receptores em humanos) (NETEA et ai, 2004). Entre seus diversos ligantes, os 

melhores caracterizados são peptidoglicanos e lipoproteínas bacterianas, âncoras 

de glicofosfatidil inositol (GPI) presentes em protozoários e zimosan em fungos 

(ligantes de TLR2); RNA dupla-fita, comuns em vírus (ligante de TLR3); 

lipopolissacarídeo (LPS) presentes na parede de bactérias gram-negativas (ligante 

de TLR4); flagelina, subunidade do filamento flagelar microbiano (Iigante de TLR5) e 

seqüências de DNA não metilados, ricas em CpG, presentes em bactérias e vírus 

(Iigante de TLR9), entre outros (NIEDERGANG et ai, 2004). A ativação do TLR por 

seus ligantes induz o recrutamento de proteínas adaptadoras específicas que 

transduzem o sinal, ativando quinases e fatores de transcrição como NF-kB e STAT-

1 (TAKEDA et ai , 2004). Dá-se, dessa maneira, a produção de diferentes moléculas 

efetoras, citocinas pró-inflamatórias, entre outros mediadores, responsáveis pelas 
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diferentes respostas. Sinais pró e anti-inflamatórios (TNF, IL-6, IL-1, IL-10, TGF-f3 e 

prostaglandinas) ou sinais derivados de células T (via CD40L) (BANCHEREAU et aI., 

2000) são capazes de ativar o processo de maturação das células dendríticas 

(PALUCKA & BANCHEREAU, 2002). 

A inflamação intestinal aumenta a permeabilidade epitelial, tanto paracelular 

(entre as células adjacentes) quanto transcelular (passagem de materiais pela 

porção apical e/ou basolateral) . Assim, a diminuição da função da barreira é a causa 

ou o efeito da inflamação. As células epiteliais intestinais secretam água e eletrólitos 

em quantidades ideais sob condições fisiológicas. Quando o epitélio é invadido por 

microrganismos, a secreção de água e eletrólitos, bem como a produção de 

citocinas é aumentada e leva ao quadro clínico da diarréia secretora. 

Enterobactérias, como Salmonella, Escherichia e Shigella, são os agentes 

etiológicos mais importantes a diarréia infecciosa ao redor do mundo (W.H.O., 2004; 

GOMES et al.,1991; LAW, 1994; ALBERT et aI., 1995; ALMEIDA et aI., 1998; 

SOUZA et aI., 2002; SCALETSKY et aI., 2002; FERNANDES-FILHO et aI., 2004). 

A espécie E. colí compreende amostras comensais, que predominam entre a 

microbiota anaeróbia facultativa do cólon de mamíferos, e amostras patogênicas, 

que se distinguem por suas características biológicas, sorológicas, fatores de 

virulência e síndromes clínicas. Cada grupo é classificado de acordo com seu modo 

de ação (LEVINE, 1987). 

Em 1947, EWING e GRAVATTI isolaram amostras de E. colí a partir de fezes 

de soldados americanos com diarréia, durante a segunda guerra mundial. Estudos 

posteriores demonstraram que essas cepas eram capazes de causar 

ceratoconjuntivite experimental em cobaias, ensaio conhecido como teste de Serény 

(SERENY, 1963). No Brasil, a primeira amostra capaz de causar ceratoconjuntivite 

em cobaia foi isolada de fezes de um paciente com enterite aguda (TRABULSI, 1965). 

Essas cepas, que se assemelhavam à bactéria do gênero Shigella em muitos 

aspectos, foram denominadas de E. colí enteroinvasora (EIEC). 

EIEC e Shigella sp. possuem características bioquímicas, genéticas e 

fisiopatológicas muito semelhantes. Embora a disenteria bacilar devido à EIEC seja 

clinicamente indistinguível daquela causada por Shigella, estudos com voluntários 

humanos mostraram que a dose infectante de EIEC é maior (da ordem de 106
) do 

que de Shigella (10 a 102 microrganismos) (DuPONT, 1971). Como nas shigeloses, 

a infecção causada por EIEC consiste em inflamação e morte das células da 
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mucosa e submucosa intestinal. O quadro clínico é caracterizado por diarréia líquida 

ou sanguinolenta, com a presença de leucócitos e muco, freqüentemente 

acompanhada de dor abdominal severa, vômitos, tenesmo, cefaléia, febre, calafrios 

e mal-estar generalizado (DuPONT et aI., 1971). 

Na literatura são encontrados diversos trabalhos científicos que abordam os 

mecanismos de virulência de S. flexneri, bem como a resposta do hospedeiro em 

relação a essa espécie bacteriana. Devido à proximidade entre as bactérias, os 

resultados obtidos com S. flexneri foram aplicados, de uma maneira geral , à EIEC e 

às outras espécies de Shigella. 

Bactérias enteropatogênicas são dotadas de sistemas especializados que lhes 

conferem a capacidade de utilizar as funções das células epiteliais para favorecer a 

sua penetração no epitélio do hospedeiro e causar doença. O ciclo de infecção 

tradicional - entrada do patógeno, estabelecimento e multiplicação, danos à célula 

hospedeira e saída - deve-se à presença de sistemas macromoleculares conservados 

presentes nessas bactérias (DONNENBERG, 2000). 

Muitos patógenos possuem um conjunto específico de fatores de virulência que 

afetam a célula hospedeira (FINLAY, 1999). Por meio de sistemas de secreção, os 

enteropatógenos são capazes de secretar proteínas efetoras para o meio externo ou 

para o interior das células hospedeiras. (DONNENBERG, 2000). Um dos sistemas 

mais importantes para esse grupo de patógenos é o sistema de secreção do tipo III 

(SSTT). 

A invasão de EIEC e Shigella sp. em células intestinais é essencial na 

condução da disenteria bacilar. A secreção de um conjunto de efetores através do 

SSTT para o interior da célula hospedeira é um pré-requisito para desencadear o 

processo de internalização. 

S. flexneri se ligam especificamente à mucosa do intestino e invadem as 

células por endocitose. Observou-se que essa espécie bacteriana possui pouca 

aderência às células epiteliais e a internalização consiste em seu engolfamento pela 

formação do bolso macropinocítico. Inicialmente, a bactéria se adere à superfície da 

célula epitelial. Esse contato induz a reorganização dos filamentos de actina e 

elementos do citoesqueleto, o que leva à formação de invaginações localizadas na 

membrana da célula, através das quais as bactérias são internalizadas. Uma vez 

dentro da célula, o microrganismo lisa a membrana do endossomo e ganha acesso 

ao citoplasma, onde se multiplica. O movimento bacteriano é dado pela formação de 
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protrusões, que proporcionam a penetração das bactérias nas células adjacentes. O 

ciclo da infecção é então completado pela lise da dupla membrana formada pela 

protrusão, a fim de liberar a bactéria no citoplasma da célula vizinha (Figura 2) 

(COSSART & SANSONETTI, 2004; PARSOT, 2005). 

Motilidade 

~ 
Célula 

intestinal laI \., , 

3 

Figura 2. Modelo de patogenicidade induzida por Shigella sp. translocação bacteriana através das 
células M (1). Fagocitose pelos macrófagos residentes (2), escape por indução à necrose celular (3), 
invasão do enterócito através da região basolateral (4), disseminação (5) e indução a formação de 
protrusões e lise da dupla membrana com liberação da bactéria na célula vizinha (modificado de 
PARSOT, 2005) 

Todos esses mecanismos de patogenicidade de Shigella sp. e EIEC na célula 

epitelial (invasão, multiplicação intracelular e disseminação de célula para célula) 

depende da presença de um plasmídio de virulência de 213 Kb, denominado plNV 

(SANSONETTI et aI., 1982a; BUCHRIESER et aI., 2000). A maioria dessas funções 

está relacionada a proteínas codificadas por um fragmento de 31 Kb do plasmídio de 

virulência. Este fragmento contém 32 genes essenciais para a invasão. Entre estes 

genes, estão ipaA, ipaB, ipaC, ipaD (antígenos plasmidiais de invasão); ipgB, ipgC e 

ipgD (chaperoninas citoplasmáticas) e genes do locus mxi-spa (antígenos de 

transporte e apresentação das Ipas na superfície da membrana celular) (Figura 3) 

(BUCHRIESER et aI., 2000). Células sem o plasmídio de invasão são avirulentas, 

não penetram em células epiteliais e não causam ceratoconjuntivite em cobaias 

(SANSONETTI et aI., 1982b). 
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Figura 3: Mapa esquemático da ilha de patogenicidade de 30 kb do plasmídio de S. flexneri e os 
genes virF e icsA. A orientação da transcrição está indicada com as flechas pretas, os localização dos 
promotores (P) e as flechas verticais indicam a ponto de regulação das proteínas VirF e VirB 
(modificado de PORTE R ANO OORMAN, 1997) 

A regulação da expressão dos genes do operon de virulência tem sido 

extensivamente estudada (PHALlPON & SASONETTI, 2007). A transcrição dos genes 

da região de entrada é regulada a 37°C sob o controle da proteína VirF, um membro 

da família das AraC de ativadores transcricionais, e VirB, um membro da família das 

ParB de divisão protéica ( LE GALL et ai., 2005; PARSOT, 2005). 

As proteínas codificadas pelos genes contidos no locus mxi-spa são 

necessárias para a formação do SSTT. O contato da bactéria com a célula 

hospedeira induz a atividade do SSTT (MÉNARD et alo, 1993; MÉNARD ET AL., 

1996), que leva à inserção das IpaB e IpaC na membrana da célula, com formação 

de um poro de 25 A (BLOCKER et alo, 1999). Por esse poro, efetores são 

translocados para dentro da célula, como IpaA e IpgD que modulam a reorganização 

dos filamentos de actina da célula alvo (BLOCKER et alo, 2003). A atividade do Mxi

Spa SSTT também pode ser induzida após a exposição da bactéria ao corante 

vermelho congo ou a determinados meios de cultura (BAHRANI et alo, 1997). 

A inativação dos genes ipaB, ipaC, ipaD inibe a entrada da bactéria dentro de 

células HeLa (BLOCKER et ai., 1999) e a inativação do gene ipaA altera, mas não 

impede a entrada da bactéria nestas células (TRAN VAN NHIEU et ai., 1997; 

BLOCKER et ai., 1999). Foi demonstrado também que a IpaB sozinha é suficiente 

para ativar a apoptose em macrófagos (CHEN et ai., 1996). A função da IpaA até há 

pouco tempo era desconhecida. Foi proposto que esta Ipa seria translocada para 

dentro do citoplasma onde modularia a invasão de Shigella pela sua interação com a 

vinculina (proteína da célula hospedeira associada com a actina intracitoplasmática) 

durante a invasão em células HeLa. (TRAN VAN NHIEU et ai. , 1997). O papel da 

IpaD na invasão ainda não está claro. Acreditava-se que esta proteína estaria 

envolvida na fase inicial de aderência bacteriana. Contudo, foi demonstrado que 



Introáução 21 

mutantes no gene ipaD preservaram a capacidade de aderir nas células do 

hospedeiro. Sabe-se que estes mutantes não são invasivos, não são hemolíticos e, 

presumivelmente, incapazes de escapar do fagossomo (MÉNARD et aI., 1993). 

Recentemente, foi sugerido que a IpaD, acompanhada da IpaB, interagem com o 

aparato de secreção para modular a secreção de IpaC, IpaB e de várias outras 

proteínas bacterianas. A IpaD está presente no citoplasma e também associada à 

membrana externa (COSSART & SANSONETTI, 2004; TURBYFILL et aI., 1998). 

O gene plasmidial icsA ("intra- and intercellular spread") codifica uma proteína 

de membrana externa de 120 kDa que atua no pólo apical da bactéria. IcsA é 

responsável pela indução da polimerização da actina nesse local, o que leva à 

formação de protrusões intercelulares que propulsionam a bactéria para frente 

(BERNARDINI et ai., 1989; RATHMAN et ai., 2000) . 

Outro gene plasmidial envolvido na disseminação intercelular é o icsB. 

Inicialmente, foi atribuído à proteína IcsB a função de lise das duas membranas 

celulares que envolvem a bactéria na passagem de uma célula infectada para outra 

adjacente (ALLAOUI et aI. , 1992). Ogawa e colaboradores (2003), através de 

experimentos de placas de lise em células MDCK e testes de Serény em cobaias, 

observaram que o gene de virulência icsB é essencial para a patogenicidade de 

Shigella. Recentemente, Ogawa e colaboradores (2005) observaram que IcsB 

interage com IcsA e com Atg5 (proteína autofágica) na formação do autofagossomo. 

Em ensaios envolvendo monocamadas celulares foi demonstrado que S. 

flexneri invade células epiteliais apenas por seu pólo basolateral, sendo incapaz de 

fazê-lo pelo pólo apical. Para promover a infecção, portanto, a bactéria necessitaria 

de outra rota de invasão. Utilizando-se alça ligada de coelho, foi observado que 

cepas de Shigella translocam através células M, sendo esta então sua via de 

entrada no epitélio intestinal (PERDOMO et aI., 1994; COSSART & SANSONETTI, 

2004). 

Penetrando pelas células M, a bactéria encontra células apresentadoras de 

antígenos, como macrófagos residentes e células dendríticas, e a fagocitose por estas 

células é o primeiro passo na geração da resposta inflamatória. A ligação da IpaB, 

produzida por Shigella, com a Caspase 1, uma protease intracelular presente nos 

macrófagos, desempenha um duplo papel : a morte dos macrófagos por apoptose, 

demonstrada in vitro e in vivo (ZYCHLlNSKI et ai., 1992 e 1996); e a clivagem das 
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citocinas pró- IL-1 e pró-IL-18 em suas formas ativas (GUICHON et aI., 2001; HILBI et 

aI., 1998). 

Após o escape dos macrófagos, a bactéria penetra então na célula intestinal, 

pelo lado basolateral, e se dissemina para as células adjacentes. Em resposta à 

invasão bacteriana, as células epiteliais intestinais expressam uma série de 

moléculas pró-inflamatórias, principalmente quimiocinas, como IL-8 (JUNG et aI., 

1995). De fato, as células do epitélio intestinal não funcionam apenas como barreira 

mecânica, protegendo o indivíduo do meio externo; elas também participam 

ativamente da imunidade da mucosa. Foi demonstrado, in vitro e in vivo, que células 

epiteliais intestinais apresentam a capacidade de expressar moléculas de adesão, 

apresentar antígenos para células T e produzir citocinas (JUNG et aI., 1995; 

PÉDRON et aI., 2003). 

A síntese de quimiocinas (IL-8, principalmente) tem papel fundamental na 

disseminação bacteriana e forte resposta inflamatória característica da infecção por 

Shigella sp. Estas quimiocinas são responsáveis pelo recrutamento de células do 

sistema imune inato, como monócitos, células dendríticas e principalmente neutrófilos 

polimorfonucleares (PMN). A migração destas células para o local da infecção causa 

desestabilização do epitélio intestinal, permitindo, assim, a passagem de um maior 

número de microrganismos que irão invadir os enterócitos, pela superfície basolateral, 

o que leva à destruição tecidual. (DONNENBERG, 2000; PARSOT & SANSONETTI, 

1995, SANSONETTI, 2001). O grupo consiste nas moléculas IL-8, MCP-1, CCL4, 

CCL20, CCL 19, PF4 e RANTES, produzidos basicamente por macrófagos e células 

endoteliais ativadas, sob influência de citocinas pró-inflamatórias. 

Na shigelose, a resposta inflamatória da mucosa intestinal está bem 

caracterizada quanto à função dos Mel> (ZYCHLlNSKY et ai, 1994a, ZYCHLlNSKY et 

ai, 1994b, HILBI et ai, 1997) e células epiteliais intestinais (JUNG et aI., 1995; 

PÉDRON et aI., 2003; PHILPOTT et aI., 2000; SANSONETTI, 2001). Edgeworth e 

colaboradores (2002) estudaram o comportamento das células dendríticas durante 

infecção por S. flexneri. Assim como os Mel>, as células dendríticas derivadas de 

monócitos humanos também sofrem rápida morte celular dependente de IpaB, em um 

mecanismo que envolve caspase-1 e outras cisteína-proteases ainda não 

identificadas. Esses autores também observaram que células dendríticas infectadas 
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com S. flexneri contribuem para a indução do início da resposta inflamatória através 

da secreção de IL-113, seguida de ativação celular em resposta à invasão bacteriana. 

PÉDRON e colaboradores (2003) demonstraram que Shigella flexneri altera o 

padrão transcricional de mediadores inflamatórios em células intestinais Caco-2. Pela 

técnica de microarray, foi possível observar que após a invasão bacteriana ocorre 

aumento na expressão de uma série de moléculas, como quimiocinas (IL-8, CXCL 1, 2 

e 3), TNF, moléculas de adesão (ICAM-1) entre outras. Foi observado também, que 

células epiteliais, após invasão por Shigella, ativam a translocação do fator 

transcricional NF-KB, que promove a transcrição dos genes responsáveis pela síntese 

de citocinas inflamatórias, como IL-8 (PHILPOTT et aI., 2000). 

Apesar das semelhanças fisiopatológicas entre EIEC e Shigella, a dose 

infectante de EIEC é muito maior do que a de Shigella (DuPONT et aI., 1971). Além 

disso, a doença causada por EIEC parece apresentar-se numa forma mais branda e 

autolimitante. Em testes de Serény realizados em nosso laboratório, foi possível 

observar claramente a diferença de patogenicidade entre EIEC e Shigella. O 

desenvolvimento da ceratoconjuntivite em cobaias inoculadas com EIEC ocorre após 

quatro a cinco dias de infecção enquanto que Shigella desencadeia essa patologia 

após 48 horas, além de proporcionar um quadro clínico mais grave, com a presença 

de ulcerações na córnea do animal. Contudo, já foi demonstrado que não há 

diferenças significantivas entre os plasmídios de invasão das duas espécies 

(FORMAL et aI., 1983). 

Mesmo com sua importância reconhecida, pouco se sabe sobre o mecanismo 

de patogenicidade de EIEC e as alterações que essa bactéria gera nas células 

hospedeiras. Com a finalidade de contribuir para o conhecimento da biologia de 

EIEC, vários trabalhos foram desenvolvidos em nosso laboratório. 

Os sistemas de captação de ferro por EIEC foram abordados por Andrade 

(1996) e Dall'agnol e Martinez (1999). Sistemas de alta afinidade de transporte de 

ferro foram expressos pelas amostras de EIEC durante o crescimento em meio de 

cultura com baixas concentrações de ferro. Foram produzidos sideróforos do tipo 

fenolato (enterobactina) e hidroxamato (aerobactina). Os autores sugeriram que 

EIEC possui alta capacidade de adaptação ao microambiente, talvez pelo uso de 

sistemas de captação de ferro, . que consomem menos energia. A capacidade de 

utilizar diferentes fontes de ferro pode facilitar o desenvolvimento de processos 

infecciosos por esta bactéria. 
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AZEVEDO (1998) estudou a influência do pH ácido no metabolismo de EIEC, 

onde a tolerância ao pH ácido estomacal poderia ser uma diferença entre EIEC e 

Shigella [as espécies de Shigella sobrevivem ao pH ácido (GORDEN & SMALL, 

1993)]. O pH estomacal provocou alterações no perfil eletroforético do AgO, 

fenômeno que foi reversível após três a cinco horas em pH neutro. Esses 

dados foram confirmados por uma amostra de EIEC Serény positiva que, 

após duas horas em pH 2,5, perdeu sua capacidade de causar 

ceratoconjuntivite em cobaio; contudo, após seis horas em pH neutro, essa 

amostra retomou seu potencial invasor. 

A produção de flagelos por sorotipos imóveis de EIEC foi conduzida por 

Andrade e colaboradores (2002). Os estudos realizados mostraram que os sorotipos 

imóveis de EIEC são capazes de expressar flagelos, que nem sempre são 

traduzidos em motilidade. A motilidade dessas amostras só foi observada em meios 

de cultura cuja concentração máxima de ágar era de 0,2%. 

Após diversos ensaios fenotípicos que não elucidaram possíveis diferenças 

entre EIEC e Shigella, Gibotti e colaboradores (2004) estudaram as seqüências de 

nucleotídeos dos genes invasores de EIEC. Os autores observaram que os genes 

ipaA, ipaB, ipaC e ipaD de EIEC não possuem diferenças em suas seqüências de 

nucleotídeos que possam explicar a distinta patogenicidade entre EIEC e Shigella. 

A partir de 2005, foram iniciados estudos sobre a interação parasita

hospedeiro, onde se abordou a interação de EIEC com macrófagos J774 e/ou 

macrófagos peritoniais murinos. Os dados desses estudos, obtidos recentemente 

em nosso laboratório, sugeriram que a doença mais branda causada por EIEC se 

deve provavelmente aos menores níveis transcricionais dos genes de virulência 

desse microrganismo, que podem resultar em uma menor tradução protéica quando 

comparado à S. flexneri (ALBUQUERQUE, 2006). Além disso, foi observado que (i) 

o escape de EIEC do macrófago se dá mais lentamente que o escape de Shigella; 

(ii) na infecção por Shigella, parece haver um maior estímulo dos mecanismos 

imunes inatos, como a produção de NO; (iii) a maior produção de TNF-a e IL-10 

após desafio dos macrófagos com EIEC pode estar relacionada com uma eliminação 

mais eficiente da bactéria; (iv) em ensaios in vivo, foi observada uma maior 

produção de citocinas pró-inflamatórias na infecção por Shigella, enquanto EIEC 

estimulou um maior produção de IL-10; (v) Shigella mostrou ser mais eficiente na 
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geração da resposta imune adaptativa, (vi) a cinética de migração das células 

mononucleares e polimorfonucleares para o peritônio de camundongos infectados 

com Shigella e EIEC apresentou diferenças significativas (AMHAZ, 2007). 

As células Caco-2 são derivadas de um adenocarcinoma intestinal. Em culturas 

longas, essa linhagem celular espontaneamente se diferencia, expressando diversas 

características morfológicas e bioquímicas do enterócito do intestino delgado (PINTO 

et aI., 1983). Essas células crescem em monocamada, com morfologia polarizada 

cilíndrica, microvilosidades no lado apical, tight junctions entre as células adjacentes e 

expressão de hidrolases enzimáticas de intestino delgado. Por apresentar todas 

essas características, as células Caco-2 tem sido extensivamente utilizada nos 

últimos 20 anos como um modelo de barreira intestinal (SAMBUY et aI., 2005). 

Sendo o intestino o sítio anatômico alvo da infecção por EIEC, estudos com 

células intestinais são necessários para o conhecimento da biologia celular da 

infecção por esse microrganismo. 

No presente trabalho foi estudado o comportamento de EIEC e S. flexneri 

quando em contato com células Caco-2, avaliando-se uma cinética de expressão dos 

genes envolvidos na invasão, escape e disseminação bacteriana. Também foi 

avaliada a modulação da resposta inflamatória de células dendríticas intestinais 

murinas pela da produção de citocinas, expressão de moléculas co-estimulatórias e 

apresentação de antígenos, após desafio das células com EIEC e S. flexneri. Um 

sistema de co-cultura foi utilizado como modelo experimental para mimetizar de forma 

mais fidedigna um microambiente intestinal. Neste, foram integradas as ações das 

células Caco-2, células dendríticas e estímulos bacterianos. 

Com nossos resultados, esperamos contribuir para o conhecimento do 

processo invasor de EIEC, bem como para o conhecimento da biologia celular da 

infecção por esse microrganismo, visto que a mucosa intestinal é a primeira linha de 

defesa do organismo contra enteropatógenos. 
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2- OBJETIVOS 

2.1- Objetivo geral 

o objetivo principal deste trabalho é esclarecer tópicos da patogenicidade de 

EIEC que sustentem a sua menor virulência quando comparada à Shigella flexneri. 

Para tanto, o projeto em desenvolvimento tem como objetivos (i) quantificar e 

comparar a expressão dos genes plasmidiais de EIEC e Shigella durante infecção 

em células intestinais humanas Caco-2, (ii) estudar o papel das células dendríticas 

intestinais de camundongos no processo inflamatório gerado por esses 

microrganismos e (iii) avaliar a interação entre as células intestinais humanas e as 

células dendríticas humanas durante a infecção. 

2.2- Objetivos específicos 

• Comparar a transcrição de genes plasmidiais de virulência de EIEC e Shigella 

através das técnicas de RT-PCR semi-quantitativo e PCR em tempo real, 

após invasão e disseminação em células Caco-2 polarizadas; 

• Estudar a ativação das células dendríticas por EIEC e Shigella através da 

expressão de moléculas co-estimularórias e receptores de superfície, bem 

como o perfil de secreção de citocinas inflamatórias e anti-inflamatórias TNF

a, IL-10 e IL-12; 

• Avaliar a capacidade de apresentação de antígenos das células dendríticas 

intestinais infectadas com EIEC e Shigella através de ensaios de proliferação 

de células T CD4+ naiVe; 

• Avaliar a transmigração de células dendríticas humanas através de uma 

monocamada de células Caco-2 após estímulo bacteriano, bem como o perfil 

de secreção de citocinas inflamatórias neste microambiente. 
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3- MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1- Amostras bacterianas, 

Os ensaios de infecção bacteriana foram realizados com as cepas Shigella 

flexneri M90T e Escherichia coli enteroinvasora do sorotipo 0124:H- (Tabela 1), 

previamente submetidas ao Teste de Serény (SERÉNY, 1963) para confirmação de 

sua capacidade invasora. O cultivo das bactérias foi realizado em caldo tríptico de 

soja (TSB), ágar vermelho-congo (VC) [ágar tríptico de soja, acrescido de 0,02% de 

corante vermelho congo (Sigma-Aldrich)] ou ágar MacConkey (MC), sempre 

incubados a 37°C em estufa bacteriológica. 

Tabela 1 - Amostras bacterianas 

Fôrd, ,: 
Gibotti, A. et aI., 2004 

nstitut 

3.1.1- Inoculo bacteriano 

O corante vermelho-congo foi utilizado como um marcador de virulência das 

amostras bacterianas M90T e FBC 124/13. São consideradas colônias vermelho

congo positivas aquelas que apresentam coloração vermelho-tijolo em ágar VC, 

resultado da precipitação do corante quando em contato com proteínas virulentas 

secretadas pelas bactérias (BAHRANI et aI. , 1997). Desta forma, as bactérias M90T e 

FBC 124/13 foram semeadas em ágar VC e incubadas por 48 horas a 37°C em estufa 

bacteriológica. As colônias vermelho-congo positivas foram selecionadas, inoculadas 

em caldo TSB e incubadas por 4 horas (para a obtenção da fase logarítmica de 

crescimento) sob agitação contínua (30 g), a 37°C. A cultura bacteriana foi 

centrifugada a 900 g por 5 minutos e o sedimento foi ressuspenso em meio de cultura 

celular (DMEM ou RPMI). A concentração bacteriana foi ajustada em 

espectrofotômetro (Spectronic 20, Bausch & Lomb) até obtenção de 108 bactérias por 

mililitro (A = 625 nm, absorbância 0,01). A densidade bacteriana foi confirmada 

através da semeadura desta diluição em ágar MC, com posterior contagem de 

colônias. 
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3.2- Modelo celular de epitélio intestinal polarizado 

Células Caco-2, uma linhagem celular de adenocarcinoma intestinal humano, 

foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium (D-MEM) 

suplementado [10% de soro fetal bovino, 25 mM de glicose, 1 % de aminoácidos não 

essenciais 100X concentrado (Sigma-Aldrich), 2 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich)], 

acrescido de 100 U/mL penicilina (Sigma-Aldrich) e 100 J.!g/mL estreptomicina 

(Sigma-Aldrich). As células foram mantidas em atmosfera de 5% de CO2, a 37°C, em 

garrafa para cultura celular (75 cm2). Antes de sua confluência, as células foram 

tripsinizadas e cultivadas em placas de 24 orifícios (2 X 105 células/poço) (TPP®, 

Suíça) ou em membrana de 3 \-Im de poro (2 X 105 células/poço), presente em um 

dispositivo de cultura celular (Transwe/~ inserido em placas de 12 orifícios (Corning, 

Inc., Corning, NY), até sua diferenciação e polarização (10 dias pós-confluência 

total). 

3.3- Infecção bacteriana em células Caco-2 polarizadas 

3.3.1- Ensaio de invasão bacteriana 

Após a diferenciação da monocamada de células Caco-2 em placas de 24 

orifícios (item 3.2), as células foram lavadas duas vezes com solução salina 

tamponada (SST - 137 mM NaCI; 2,7 mM KCI; 10 mM Na2HP04; 2 mM KH2P04) 

para remoção do antibiótico remanescente do meio de cultura. Para a infecção, 

adicionou-se um mililitro de DMEM suplementado (sem antibiótico) contendo 107 

bactérias, seguido de centrifugação a 1 9 por 5 minutos para sincronizar a infecção. 

O ensaio foi realizado em triplicata para cada espécie bacteriana. 

As células infectadas foram incubadas em atmosfera de 5% de C02 a 3rC 

por diferentes intervalos de tempos (1,5 e 2 horas). Logo após, as células foram 

lavadas três vezes com SST e incubadas por 50 minutos com DMEM suplementado 

e acrescido de 50J.!g/mL de gentamicina. Uma nova lavagem com SST foi realizada 

para posterior lise celular com solução de triton X-100 a 0,1%. As bactérias foram 

diluídas e semeadas em ágar MC. Após incubação por 18h a 37°C, realizou-se a 

contagem das unidades formadoras de colônias que estavam presentes no interior 

das células eucarióticas. 
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3.3.2- Cinética de disseminação bacteriana 

Procedeu-se a infecção em células Caco-2 polarizadas de acordo com o item 

3.3.1. As células infectadas foram incubadas em atmosfera de 5% de CO2 a 37°C 

por 2 horas (tempo determinado após análise dos resultados do item 3.3.1). Logo 

após, as células foram lavadas com SST e incubadas com DMEM (adicionado de 

50 I-lg/mL de gentamicina) por diferentes intervalos de tempo (1, 2, 3, 4, e 5 horas). 

Em seguida, as células foram novamente lavadas com SST e lisadas com solução 

de triton X-100 a 0,1%. As bactérias foram diluídas e semeadas em ágar MC. Após 

incubação por 18h a 37°C, realizou-se a contagem das unidades formadoras de 

colônias. 

3.4- Viabilidade das células Caco-2 após infecção bacteriana 

As células Caco-2 foram infectadas com FBC124/13 e M90T conforme 

descrito no item 3.3.2. Após a cinética de disseminação bacteriana, o sobrenadante 

celular foi descartado e as células foram lavadas uma vez com SST. Em seguida, as 

células foram ressuspensas em 300 iJL de tampão citrato (0,1% de Citrato de sódio, 

0,1% de Triton X-100 e 50 I-lg/ml de lodeto de Propídio) e analisadas em Citômetro 

de Fluxo (FACScalibur, Becton-Dikinson). 

3.5- Ensaio de placas de lise para visualização da disseminação bacteriana 

As células Caco-2 foram cultivadas em placas com 6 orifícios (TPP®, Suíça) 

(1 x 106 células/poço) até formação de uma monocamada diferenciada. Para o 

ensaio de placas de lise, as células foram lavadas com SST, acrescidas de 2 mL de 

DMEM e infectadas com duas concentrações diferentes de inóculo bacteriano: 1 x 

104 e 1 x 105 bactérias (FBC124/13 ou M90T) por poço. As células foram, então, 

incubadas em atmosfera de 5% de C02, a 37°C por 2 horas, tempo escolhido para 

promover a invasão bacteriana. Em seguida, as células foram lavadas 2 vezes com 

SST e incubadas em DMEM contendo 50 iJg de gentamicina/ mL, sob atmosfera de 

5% de C02, a 37°C por 30 minutos. Logo após, o meio de cultura foi removido e um 

novo DMEM, agora acrescido de 50 iJg de gentamicina/ mL e 1 % ágar bacteriológico, 

foi adicionado à monocamada delicadamente. As células foram novamente 
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incubadas em atmosfera de 5% de CO2, a 37°C, por diferentes intervalos de tempo: 

36, 48 e 84 horas. Após incubação, adicionou-se ao meio semi-sólido 1,5 mL de 

uma solução de vermelho-neutro a 0,033% em SST. As células foram novamente 

incubadas, agora por 2 horas, sob atmosfera de 5% de CO2, a 37°C. Em seguida, a 

solução de vermelho-neutro foi removida e as células foram re-incubadas na estufa, 

até a visualização das placas de lise (aproximadamente 2 horas). As placas de lise 

foram foto-documentadas para posterior análise do diâmetro dos halos formados. 

3.6- Avaliação da expressão dos genes de virulência de EIEC FBC124/13 e 

Shigella flexneri M90T após infecção em células Caco-2 polarizadas 

3.6.1- Processo de invasão bacteriana em células Caco-2: bactérias presentes 

no sobrenadante da cultura celular 

A infecção das células polarizadas foi realizada segundo o item 3.3.1. Para o 

estudo da cinética da expressão de genes de virulência, as células infectadas foram 

incubadas durante 30, 60, 90 e 120 minutos. Em seguida, o sobrenadante da cultura 

foi coletado para extração do RNA total (item 3.5.3). Os RNAs foram analisados 

quanto à expressão qualitativa dos genes virF, virB, ipaA-D, spa32, mxiH e ipgC por 

RT -PCR semiquantitativo e quanto à expressão quantitativa dos genes virF, virB, 

ipaA-D por PCR em tempo real (PCR quantitativo - qPCR). A fração 16S do gene 

RNA ribossômico (16S rRNA) foi utilizada como controle interno e todos os cálculos 

de expressão gênica foram baseados na sua expressão. A fim de se estudar o 

papel da célula do hospedeiro na regulação da transcrição dos genes de virulência, 

oRNA bacteriano foi obtido também de bactérias que não entraram em contato com 

as células Caco-2. Vide esquema Figura 4. 
ensaios com Caco-z Ensaios sem C.co.2 

~~ 
23456 

A888888 
B888888 
c 888888 
oGGGGGG 

Figura 4 - Desenho esquemático dos ensaios de invasão de Shigella flexneri M90T e EIEC 
FBC124/13 em células Caco-2 polarizadas. A - poços com FBC124/13. B - poços com M90T. D
poços sem bactérias. Colunas 1. 2 e 3 - monocamada de Caco-2; colunas 4. 5 e 6 - ausência de 
monocamada celular. 
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3.6.2- Processo de disseminação bacteriana em células Caco-2: bactérias 

intracelulares 

A infecção celular foi realizada segundo o protocolo descrito no item 3.3.2. 

Após os tempos de incubação de 1, 2, 3,4, e 5 horas, as células foram novamente 

lavadas com SST e coletadas para extração do RNA total (monocamada de Caco-2 

e bactérias intracelulares) (item 3.6.3). Os RNAs foram analisados quanto à 

expressão qualitativa dos genes virB, ipaA-D e icsA por RT -PCR semiquantitativo e 

quanto à expressão quantitativa dos genes virF, virB, ipaA-C, icsA e icsB por qPCR. 

O gene 16S rRNA foi utilizado como controle interno, como descrito anteriormente 

(item 3.6.1). 

3.6.3- Extração de RNA 

As amostras adquiridas nos itens 3.6.1 e 3.6.2 foram submetidas à extração 

de RNA total pelo Kit Rneasy (Qiagen Laboratories, Uniscience do Brasil, São Paulo), 

de acordo com protocolo recomendado pelo fornecedor. A preparação foi tratada 

com DNase (RNase-Free DNase set, Qiagen Laboratories) e uma eletroforese em 

gel de agarose a 0.8% foi realizada no final do ensaio para observar a qualidade da 

extração. Além disso, foi realizada uma reação de PCR com Taq DNA polimerase 

para observar se havia contaminação com DNA. 

As preparações de RNA total foram estocadas a -80°C até o momento da 

utilização. 

3.6.4- Quantificação do RNA total 

Um microlitro de cada amostra de RNA extraído foi quantificado através do 

NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) a 260 nm e sua pureza foi 

avaliada em comprimento de onda de 260/280 nm. Todas as amostras foram 

diluídas para 10 ng/J.JL para posterior síntese da primeira fita de DNA complementar. 

3.6.5- Síntese da fita de DNA complementar (cDNA) 

A primeira fita de cDNA foi sintetizada com Superscript II e hexâmeros 

randômicos do kit SuperScript™ First-Strand synthesis System for RT-PCR, segundo 

recomendações do fabricante _(Invitrogen, Carlsbad, Calif.). Em um microtubo, 

acrescentou-se 100 ng de hexâmeros, 10 mM de dNTP mix e 170 ng de RNA, para 

um volume final de 20 J.JL. A preparação foi incubada a 65° C por 5 min e em seguida 



:Materiais e :Métodos 32 

imediatamente colocada no gelo. Ao microtubo, adicionou-se 18 IJL de uma solução 

contendo 1 x RT buffer, 25 mM de MgCb, 0,1 M de DTT e 24 unidades de 

RNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor. A reação foi incubada por 2 min a 

25°C. Logo após, adicionou-se 30 U de Superscript /I seguido uma incubação 

sucessiva de 25°C por 10 min, 42°C por 50 min e 70°C por 15 mino Ao final da 

reação, foi adicionada 1,2 U de RNaseH, seguida de incubação a 37°C por 20 min 

para remover as fitas de RNA remanescentes. A amostra foi estocada a - 20°C até o 

uso. 

3.6.6- RT-PCR semiquantitativo 

A primeira fita de cDNA sintetizada por RT foi submetida à técnica de PCR 

semiquantitativo. A expressão do gene 16S rRNA foi usada como controle interno da 

reação. O cDNA foi amplificado por PCR, utilizando-se Taq DNA polimerase, tampão 

da enzima, dNTPs e iniciadores específicos. Os iniciadores foram sintetizados a 

partir da seqüência de Shigel/a flexneri depositada no GenBank, número nc_002698 

(Tabela 2). Para um volume final de 20 IJL, utilizou-se 1x Solução tampão 10X, 1,5 

mM de MgCI2 , 150 IJM de cada dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 0,4 IJM de 

iniciador, 1,0 unidade de Taq DNA polimerase (Fermentas Life Sciences, Lituânia), 

20 ng de cDNA e água milliO estéril para completar o volume final da reação. As 

amplificações foram realizadas no termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf) 

sob as seguintes condições: um ciclo a 94°C por 2 min; variável número de ciclos 

(padronizado para cada amostra) a 94°C por 40 s, 50-60°C (dependendo da 

temperatura de associação de cada iniciador) por 30 s e 72°C por 50 s. A reação foi 

concluída com um ciclo a 72°C por 5 mino O número de ciclos foi padronizado a 

partir do nível de expressão de cada gene a fim de evitarmos trabalhar com 

amplificações na região do platô. Os produtos da PCR foram analisados em gel de 

agarose a 1 % em tampão TBE O,5x (Trisma-base O,1M, ácido bórico O,09M e EDTA 

1 mM). As amostras foram coradas com brometo de etídio (10 IJg/mL) e visualizadas 

sob luz UV. A imagem fotográfica foi digitalizada pelo sistema Photodocumantation 

System Modelo: DP-OO 1. FDC Versão 10 (Vilber Lourmat, Mame-Ia-Val/ée Cedex 1 -

França) e impressa pelo sistema de Vídeo Graphic UP-895CE (SONY). 

Após a obtenção da imagem digital, os tamanhos dos fragmentos de DNA 

foram analisados para construção dos histogramas de intensidade de banda através 

do programa PhotoCaptMw versã01 0.01 for Windows. 
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Os iniciadores foram sintetizados de forma a se evitar a formação de hairpin e 

dímeros, sendo testados e padronizados em DNA de lisados das bactérias para 

observar o seu funcionamento nas mesmas condições do RT-PCR. Os lisados 

bacterianos foram obtidos por fervura após cultivo das bactérias em meio ágar TSA 

a 37°C por 18 horas. 

Tabela 2- Iniciadores sintetizados a partir da cepa de Shigella flexneri depositada no 

GenBank (N° nc_002698). 

Gene 

ipaB 

Seqüências (5'-3') Tamanho do fragmento (bp) 

.307. 
ipaB-F CCGGCAATTCCTTCATGGAAC 

Temperatura de 
hibrldizaçllo 

.--
5O?C 

ipaB-R AGTTGAGAAGAAAAATTCTTG 310 50·C 

~GTCA~CAAGTAGGtÃTAAê'G ... ,:-::" TI'"", --:: --J[ .--...........,,' I 
ipaC-RICIGGGtG;TCMI .. nAECT - k _ Fi''-, ~º"- ~_ % 5~C -

326 50·C 

301 50·C 

'-______ ..1'. IIwn-:n. ""'_I "",\< ', t(V'\;B"""'-'.1 I I ""'O"" f 'I' t50 I L . ~O!C'-"!.-___ ..... 

icsA icsA-F GAGTCAATCTACCCATAATC 
icsA-R GTGTTCCATCATCTTGTTTAC 342 50·C 

v(if:F OATTtêAA'CAC:rCCTATrC 
W' • - I :.Y.!lf..:B.M.Çj"~GMGMº-Çj~EG . , &F- • ,"UO ·1 • "'''''''''''_ ~''-_~''' 

virB 
251 53·C 

3.6.7- peR em tempo real 

A expressão dos genes de virulência de FBC124/13 e M90T foi quantificada 

por PCR em tempo real (Sistema TaqMan®). O cDNA proveniente dos ensaios de 

invasão (item 3.6.1) e disseminação (item 3.6.2) foram submetidos às condições 

universais de termociclagem no equipamento ASI Prism® 7500 Sequence Detection 

System (Applied Biosystems, New Jersey, EUA). Para cada reação da PCR, utilizou

se 3 ng de cDNA (ensaio de invasão) ou 15 ng de cDNA (ensaio de diseminação); 

12,5 IJL 2x TaqMan peR Masfer Mix (Applied Biosystems, Foster City, Calif.); 

1,25 IJL 20x gene expression (iniciadores e sonda fluorescente) (Applied Biosystems, 

Foster City, Calif.) (Tabela 3) e 8 IJL de água milliQ estéril (volume final de reação -

25 IJL) . 

A expressão relativa dos genes de virulência foi calculada pelo método 

matemático de 2- MCT, onde o gene 16S rRNA foi utilizado como normalizador e os 

genes ipaBE1EC/30 minutos e icsAE1EC/1 hora foram usados como calibradores dos ensaios 
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de invasão e disseminação respectivamente. No Esquema 1, pode-se visualizar de 

forma mais clara o método utilizado para o cálculo da expressão relativa dos genes 

de virulência. 

Esquema 1 - Método matemático para cálculo da expressão relativa de genes por 

PCR em tempo real 

Dados obtidos após análise da PCR em tempo real: 

• CT 16S rRNA (normalizador) 

• CT gene alvo 

• CT gene calibrador 

CT gene alvo - CT normalizador = ilCT gene alvo 

ilCT gene alvo - ilCT gene calibrador = ililCT gene alvo 

Expressão relativa = Z MCT 

Tabela 3 - Iniciadores e sondas da reação RT-PCR Quantitativo 

Gene Primer 5' (5'-3') Sonda (5'FAM) Primer 3' (5'-3') 

GAAACAGCrGATAAAAGG~GCT 

virB TCTCGCGCGAAAGTCACT CCTTTCAGGCAGCAAGC GTTCTGACGCGATTGGAAATAGAGA 

COGTAACGG~CTeA 

~aB TTGGGCGTCGACTCGAAAA ATTGCCCCCAGAATAGA ACTGCTGCAACTAGGACAAGAG 

CCTCACCACAAACtAAGTCTAG0A CTGQCGCCAGtí'TAi: GAGAAGTTTTAtGTTCÁGtrGACAQGGATA 

ipaD CAAGATTTTAGCGCTGTTCTTTCCA TTGCCGGCTGGATCT CGGAGTTTCCGTCGTTACCT 

icsB CATTCCGCCGGGATACCA CTACAGGAACCAACTCATACCT GGCATAACCCATTTAGGGCATACTA 

GACTCAAGCTTGCCAGTATCAGAT 
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3.7- Modelo animal 

Camundongos C57BU6 machos (8 a 12 semanas de idade) foram utilizados 

para a obtenção das células dendríticas intestinais. Os animais foram adquiridos no 

Biotério de Criação e Experimentação vinculado à Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas-USP. Foram utilizados aproximadamente 100 animais. 

3.7.1- Purificação de células dendríticas intestinais de camundongos 

As células dendríticas do intestino delgado de camundongos C57BU6 foram 

purificadas, segundo técnica modificada descrita por Jang e colaboradores (2006). 

Brevemente, segmentos do intestino delgado foram tratados com SST contendo 

10% SFB, 20 mM HEPES, 100 U/mL penicilina, 1 00 ~g/mL estreptomicina, 1 mM 

piruvato de sódio e 10 mM EDTA. Após incubação por 30 minutos a 3rC, os 

segmentos intestinais foram lavados várias vezes com SST suplementada (2% SFB, 

100 U/mL penicilina, 1 00 ~g/mL estreptomicina) e submetidos à digestão celular 

com colagenase tipo 1 (0,7 ~g/mL em R10). Filtrou-se a mistura em gaze estéril e o 

sobrenadante foi centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos. O sedimento celular foi 

ressuspenso em 0,5 mL SST 2% SFB, marcado com anticorpo anti-CD11c 

microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch, Alemanha) e incubado em gelo por 15 

minutos. As células dendríticas foram, então, separadas de outras linhagens 

celulares por coluna magnética, utilizando-se o kit MACS LS Columns (Miltenyi 

Biotec), segundo instruções do fabricante. 

3.8- Imunofenotipagem de células dendríticas intestinais 

As células dendríticas, ativadas ou não com FBC124/13 ou M90T foram 

caracterizadas por citometria de fluxo quanto às moléculas co-estimulatórias e 

específicas expressas em sua superfície. Analisou-se a expressão dos seguintes 

marcadores: MHC-II, CD80, CD86, CD40 e TLR4 marcados com PE ou FITC. As 

células dendríticas purificadas foram contadas em câmera de Neubauer, aliquotadas 

(3 X 105) em R10 (RPMI suplementado com 10% de SFB) e desafiadas por 3 horas 

com bactérias em uma diluição de infecção (DI) de 1:10 (uma célula para cada 10 

bactérias). Cada alíquota de células dendríticas, desafiadas ou não com antígenos, 

foi marcada com anticorpos específicos e incubadas em gelo por 30 minutos. Após 
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incubação e centrifugação, as células foram ressuspensas em solução fixadora (SST 

com 2% glicose e 1 % formaldeído) e mantidas a 4°C até análise. As células foram 

lavadas, ressuspensas em SST 2% SFB e analisadas quanto à média de 

intensidade de fluorescência (MIF) através de citometria de fluxo (FacScalibur -

Becton & Dickison, CA). 

3.9- Ensaio de proliferação de células T 

3.9.1- Purificação de linfócitos T 

Os linfonodos mesentéricos de camundongos C57BU6 não infectados foram 

retirados e macerados. A mistura de células foi marcada com anticorpo monoclonal 

anti-CD4+ microbeads (Miltenyi Biotec), de acordo com o item 3.7.1 . Os linfócitos T 

CD4+ natve foram separados das outras linhagens celulares utilizando-se o kit 

MACS LS Columns (Miltenyi Biotec), segundo instruções do fabricante. 

3.9.2- Proliferação de linfócitos T mediada por células dendríticas intestinais 

após infecção por FBC124/13 e M90T 

Os linfócitos T CD4+ purificados foram ressuspensos em meio RPMI 

suplementado com 2% SFB (R2) e 50 IJg gentamicina/mL. As células foram contadas 

em câmara de Neubauer e alíquotadas (5x104
) em placas de 96 orifícios. As células 

dendríticas (15x104
) foram ativadas por uma hora com concentrações variadas de 

bactérias (1:1 e 1:10). Em seguida, as células foram centrifugadas, ressuspenas em 

meio R2 suplementado com 50 IJg gentamicina/mL e co-cultivadas com os linfócitos T, 

em uma proporção de 3 células dendríticas para um linfócito (3: 1). A placa foi 

incubada em atmosfera de 5% de CO2 , por 72 horas, a 37°C. A fitohemaglutinina 

(PHA) (20 IJg/mL) foi utilizada como controle positivo da proliferação celular. 

Nas 16 horas precedentes à análise da linfoproliferação, adicionou-se 1 /lCi 

de metil-3H-timidina em cada poço da cultura celular. Para a análise, as células 

foram coletadas por um coletor automático de células e mensuradas quanto à 

incorporação da timidina através da emissão de radiações beta (Liquid Scintillation 

Counter, 1205 betaplate, Wallac) . 
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3.10- Células dendríticas derivadas de monócitos humanos 
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Células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram obtidas a partir 

do sangue venoso de voluntários saudáveis, recrutados no Departamento de 

Análises Clínicas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da USP. O sangue 

periférico foi coletado diretamente em tubos contendo heparina sódica. O gradiente 

de Ficoll-Paque PLUS (densidade de 1.077 ± 0.001 g/mL) (GE Healthcare Bio

Sciences) foi utilizado para separar os componentes celulares do sangue periférico 

(eritrócitos, leucócitos, monócitos, linfócitos, etc), segundo as instruções do 

fabricante. Resumidamente, em um tubo estéril com capacidade para 50 mL, 

adicionou-se 15 mL de Ficoll-Paque PLUS. Em seguida, 20 mL de sangue periférico 

diluído 1: 1 em SST foi cuidadosamente depositado acima do Ficoll-Paque, com o 

auxílio de uma pipeta pasteur estéril. A mistura foi centrifugada a 400 g por 45 

minutos a 20°C. Logo após, a camada superior (plasma) gerada pela centrifugação 

foi descartada e, com uma pipeta parteur, a "nuvem" de PBMC foi cuidadosamente 

removida para um novo tubo, que continha 10 mL de SST, com o intuito de diluir o 

Ficoll remanescente, tóxico para as células (Figura 5). As PBMC foram lavadas com 

SST (adição de SST às células, seguido de centrifugação a 400 g, onde o 

sedimento celular foi ressuspenso em 90 iJL SST 2% SFB, marcadas com anticorpo 

anti-CD14 microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch, Alemanha) e incubado em gelo por 

15 minutos. Os monócitos foram, então, separados dos linfócitos por coluna 

magnética, utilizando-se o kit MACS LS Columns (Miltenyi Biotec), segundo 

instruções do fabricante. 

Os monócitos purificados foram ressuspensos em 2 mL de meio R10, suplementado 

com as citocinas humanas GM-CFS (100 ng/mL) e IL-4 (50 ng/mL), e incubados por 

3 dias em atmosfera de 5% de C02, a 37°C. No terceiro dia de cultura, o meio de 

cultura foi coletado em tubo estéril, centrifugado a 200 g por 5 minutos e o 

sedimento celular foi ressuspenso e um novo meio R10, suplementado com as 

citocinas. Essa suspensão celular foi adicionada ao mesmo poço de onde o meio de 

cultura foi removido. As células foram incubadas por mais 4 dias, em atmosfera de 

5% de CO2, a 37°C. 

Após sete dias de cultura; as células dendríticas que se diferenciaram de 

monócitos foram coletadas do sobrenadante da cultura celular (as células que se 
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apresentavam aderidas não foram utilizadas). A pureza da cultura celular foi 

verificada por microscopia ótica, onde foram observadas as características 

peculiares das células dendríticas (dendritos), e por citometria de fluxo, onde parte 

da cultura celular foi marcada com os anticorpos anti-CD1 a (marcador de células 

dendríticas), anti-DC14 (marcador de monócitos) e anti-HLA (molécula presente em 

altas concentrações nas células dendríticas). As células foram analisadas quanto à 

média de intensidade de fluorescência (MIF) através de citometria de fluxo 

(FacScalibur - Becton & Dickison, CA). 
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Figura 5 - Esquema representativo da separação de células 
sanguíneas por gradiente de densidade com Ficoll-Paque 
PLUS. Células mononucleares do sangue periférico venoso de 
voluntários saudáveis foram purificadas após centrifugação em 
gradiente de densidade de Ficoll-Paque. Após centrifugação, a 
fase superior, correspondente ao plasma, foi removida, expondo a 
camada de células mononucleares. Estas foram cuidadosamente 
removidas para posterior purificação dos monócitos. 

3.11 - Secreção de proteínas efetoras bacterianas 

A secreção de proteínas foi realizada de acordo com metodologia 

padronizada em nosso laboratório. A amostra bacteriana foi cultivada em Meio 

Essencial Mínimo Dulbeco (MEM; Sigma-Aldrich Química Brasil Ltda.) por 16-18 h a 

37°C com agitação (35 g). Após a centrifugação (centrífuga Sorva 11 RC2-B, 

Wilmngton, Delaware, USA) a 10.410 9 por 30 min a 4°C, o sobrenandante foi 

filtrado em membrana com poro de 0,22 J.lm de diâmetro (Millipore do Brasil, São 

Paulo, Brasil) e suplementado com Fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF; Sigma-Aldrich 

Química Brasil Ltda) a 50 J.lg/mL e EDTA (Gibco BRL - Life Technologies do Brasil 

Ltda., São Paulo, Brasil) a 0,5 J.lM. Em seguida, o sobrenadante foi concentrado 
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1.000 vezes pelo sistema de ultrafiltração AMICON (Millipore do Brasil, São Paulo, 

Brasil) com membrana PM-10 (Millipore do Brasil, São Paulo, Brasil). O concentrado 

foi submetido à eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 10%. 

3.12 - Migração de células dendríticas humanas através de uma monocamada 

de células Caco-2 diferenciadas 

As células Caco-2 foram cultivadas em membrana de 3 ~m de poro (2 X 105 

células/poço), presente em um dispositivo de cultura celular (Transwelf) inserido em 

placas de 12 orifícios (Corning, Inc., Corning, NY), até sua diferenciação e 

polarização (10 dias pós-confluência total). Este dispositivo permite que seja 

montado um sistema de três componentes: superfície apical (AP) (que mimetiza o 

lúmen intestinal), monocamada de células epiteliais intestinais e o lado baso-Iateral 

(BL) (que mimetiza a mucosa intestinal) (Figura 6). A superfície apical (AP) foram 

adicionadas 1 x 106 bactérias (M90T ou FBC124/13) ou 100 ~g de proteínas totais, 

em um volume final de 700 ~L, seguido de incubação por 2 horas, sob atmosfera de 

5% CO2, a 3rC. Após esse tempo de pré-estimulação das células epiteliais, células 

dendríticas humanas (2 x 105
) derivadas de monócitos foram adicionadas à câmara 

basolateral (BL), também em um volume final de 700 ~L. Como controle negativo, 

adicionou-se apenas meio de cultura (R10) à superfície AP das células Caco-2, 

previamente à adição das células dendríticas na câmara BL. O sistema foi incubado 

a 3rC, em atmosfera de 5% C02 por 5 horas. Os sobrenadantes de AP e BL foram 

coletados e a determinação da migração imuno-celular foi realizada em 

hemocitômetro. Adicionalmente, esses sobrenadantes foram analisados quanto à 

secreção das citocinas IL-S, MCP-1, CCL4, CCL 19, CCL20 e TNF-a por ELISA de 

captura. 
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Figura 6 - Esquema do sistema de co-cultura celular. No compartimento apical, foram 
adicionados os estfmulos bacterianos (bactérias ou proternas secretadas). No compartimento baso
lateral, foram adicionadas as células dendrrticas diferenciadas de mon6citos humanos. 

3.13- Dosagem de citocinas 

As citocinas foram mensuradas por ELISA, utilizando-se anticorpos 

monoclonais de captura e detecção contra as citocinas, nas concentrações 

recomendadas pelo fabricante (R&D Systems ou PEPROTECH). As citocinas IL-10 e 

IL-12 foram dosadas a partir do sobrenadante de cultura de células dendríticas 

intestinais purificadas após 12 e 24 horas de contato com EIEC FBC124/13 e 

Shigella flexneri M90T. Utilizou-se uma DI de 1:10. Também foram dosadas as 

citocinas inflamatórias secretadas pelas células Caco-2/DC humana nas câmaras AP 

e BL, conforme item 3.12. 

3.14- Análise estatística 

A análise foi realizada através do teste T não pareado ou Two Way ANOVA e 

os resultados foram confirmados através de múltiplas comparações pelo teste de 

Tukey. Foram considerados significativos os valores de p < 0,05. 
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4- RESULTADOS 

4.1- Cinética de invasão bacteriana em células Caco-2 

Com o intuito de se conhecer a capacidade invasora das cepas Shigella 

flexneri M90T e EIEC FBC124/13, foi realizada uma cinética de invasão bacteriana 

em células Caco-2 polarizadas (Figura 7). Não observamos diferenças de bactérias 

intracelulares nos dois tempos estudados (1,5 e 2 horas), o que mostrou que a 

capacidade invasora das duas bactérias aparentemente é a mesma para um tempo 

de exposição relativamente curto. 

Este ensaio foi realizado com o propósito de escolher um tempo de infecção 

adequado para os estudos posteriores (expressão dos genes de virulência 

bacterianos). No tempo de 2 horas, a média das bactérias internalizadas (triplicata) 

foi de 21.900 e 19.300 para M90T e FBC124/13 respectivamente, o que mostra uma 

quantidade de bactérias suficiente para posteriores extrações de RNA de bactérias 

intracelulares. Uma vez que o tempo de exposição das células Caco-2 às bactérias é 

diretamente proporcional aos danos que elas sofrem, o tempo de 2 horas de 

infecção também foi escolhido por apresentar dois pontos favoráveis: quantidade de 

bactérias intracelulares adequada para extração de RNA e poucos danos à célula do 

hospedeiro (não houve descolamento da monocamada de Caco-2 após 2 horas de 

infecção). 
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Figura 7 - Invasão bacleriana em células Caco-2 polarizadas. Células Caco-2 com 10 dias de 
diferenciação foram infectadas com 107 bactérias por diferentes intervalos de tempo (eixo X). As 
unidades formadoras de colônias (U.F.C.) (eixo Y) foram obtidas pela semeadura do lisado celular 
(pós-infecção) em ágar MaConkey e contagem do número de colônias crescidas após 18 horas de 
incubação em estufa bacteriológica a · 37°C. Observa-se que não há diferenças significativas de 
concentração de M90T e EIEC FBC124/13 nos dois intervalos de tempo estudados. Gráfico 
representativo de uma média de três experimentos independentes. 
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4.2- Cinética de disseminação bacteriana em células Caco-2 

Após infecção das células Caco-2 por 2 horas, a cinética de disseminação 

das bactérias internalizadas foi avaliada pela contagem das unidades formadoras de 

colônias. Para os tempos de quatro e cinco horas (p = 0,023 e p < 0,001, 

respectivamente), M90T foi recuperada em maior número que EIEC FBC124/13 

(Figura 8); nos demais tempos estudados, não foram observadas diferenças 

estatísticas. A proposta deste ensaio foi avaliar a capacidade de disseminação de 

cada espécie bacteriana e sua concentração intracelular. Mais ainda, a integridade 

da monocamada de células Caco-2 pode ser avaliada no decorrer do experimento. A 

princípio, os tempos de seis e oito horas de disseminação bacteriana estavam 

inclusos no protocolo. Entretanto, verificou-se que havia uma grande porcentagem 

de descolamento celular após tanto tempo de exposição das células às bactérias. 

Assim, devido aos danos causados a essas e a infidelidade da quantidade de 

bactérias recuperadas após lise celular (a perda de células diminuía muito a 

recuperação das bactérias), esses tempos foram descartados do experimento 

principal. 

A integridade das células Caco-2 (avaliada quanto à capacidade celular de 

manter-se em monocamada - sem descolamento - após os diferentes tempos de 

exposição às bactérias), juntamente com a concentração microbiana intracelular, 

possibilitou a escolha dos tempos de disseminação bacteriana para análise da 

transcrição de seus genes de virulência. Para os RT-PCR semiquantitativo e 

quantitativo, todos os tempos foram escolhidos (1, 2, 3, 4 e 5 horas). Não foram 

observadas diferenças das concentrações de M90T e FBC124/13 nos tempos de 1, 

2 e 3 h e, a partir de 4 horas, a diferença é muito evidente; desta forma, o estudo da 

cinética de expressão dos genes de virulência em todos esses tempos tornava-se 

interessante. Será que em até 3 horas de disseminação bacteriana não há diferença 

de expressão gênica dos fatores de virulência? Será que a diferença de expressão 

dos genes de invasão e disseminação bacterianos é mais proeminente a partir de 3 

horas de exposição das células às bactérias? 



~su{tados 43 

I 
1~1 1300000 1000000 

c:::J FBC124j13 

_M90T li 
800000 

o 
"" 600000 o 
p.. 

..... 
U 
~ 
::i 4()()()()() 

200000 

O 
3 4 5 

Tempo de disseminação (horas) 

II 

Figura 8- Disseminação bacteriana em células Caco-2 polarizadas. 1- Células Caco-2 com 10 dias 
de diferenciação foram infectadas com 107 bactérias por 2 horas, lavadas com SST e incubadas com 
meio de cultura contendo gentamicina por diferentes intervalos de tempo (eixo X). As unidades 
formadoras de colônias (U.F.C.) (eixo Y) foram obtidas pela semeadura do lisado celular (pós
infecção) em ágar MacConkey e contagem do número de colônias crescidas após 18 horas de 
incubação em estufa bacteriológica a 37°C. Observa-se que a concentração de M90T é maior que 
FBC124/13 a partir de 4 horas de infecção. 11- microscopia ótica da monocamada de células Caco-2. 
A - controle negativo; B - microscopia ótica de uma placa de lise referente a 5 horas de 
disseminação de FBC124/13; C - microscopia ótica de uma placa de lise referente a 5 horas de 
disseminação de M90T. Gráfico representativo de uma média de três experimentos. * (p < 0,05); *** 
(p < 0,001). * - diferença estatística entre FBC124/13 x M90T para um mesmo tempo analisado. 
Análise estatística realizada pelo teste Two Way ANOVA. 

4.3- Viabilidade das células Caco-2 após Disseminação bacteriana 

o dano celular foi avaliado pelo ensaio de incorporação de iodeto de propídeo 

(IP) às células infectadas e não infectadas com FBC124/13 ou M90T. O IP é um 

composto fluorescente que se liga à molécula de DNA. Entretanto, esse composto 

não atravessa a membrana íntegra das células, sendo permeável apenas às células 

que sofreram alguma injúria, seguida de perda da integridade da membrana (morte 

celular). O ensaio de viabilidade celular foi realizado com o tampão citrado, que 

contém Triton X100. Este, por ser um detergente, permeabiliza a membrana celular 
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de células íntegras, favorecendo a entrada do IP. Esse método permite a análise da 

integridade do DNA de células mortas e células vivas. 

As células da monocamada de Caco-2 foram avaliadas quanto à viabilidade 

celular após duas horas de infecção, seguida de sucessivas horas de disseminação 

(1,2,3,4 e 5 horas) bacteriana (Figura 9). Todos os dados foram normalizados com 

o dano celular das células não infectadas de cada período estudado. M90T mostrou

se mais citotóxica do que FBC124/13 até 3 horas de disseminação. Após esse 

período, não foi observada nenhuma diferença estatística entre a citotoxicidade das 

duas bactérias. As médias de morte celular induzidas por FBC 124/13 e M90T foram 

de 9,23% e 15,57% (1 hora); 22,8% e 37,13% (2 horas); 18,96% e 37,32% (3 horas); 

40,75% e 35,97% (4 horas); 46,03% e 50,05% (5 horas) respectivamente. 

Na Figura 9, ao se analisar separadamente a cinética de morte celular 

desencadeada pelas duas bactérias, observa-se que com o passar das horas, 

FBC124/13 apresentou um aumento significativo de citotoxicidade até 4 horas de 

disseminação. Já para M90T, esse aumento foi até 2 horas de disseminação, onde 

logo após, a citotoxicidade se estabiliza para os tempos estudados. 
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Figura 9 - Cinética de viabilidade de células Caco-2 induzida por Shigel/a f/exneri M90T e EIEC 
FBC124/13 durante disseminação bacteriana. Uma monocamada de células Caco-2 polarizadas foi 
infectada por 2 horas com FBC124/13 ou M90T, seguida de tempos sucessivos de disseminação 
bacteriana (1 , 2, 3, 4 e 5 horas), na presença de meio de cultura contendo gentamicina. A viabilidade 
celular foi avaliada pela integridade do DNA após a incorporação de iodeto de propideo. FBC124/13 e 
M90T danificaram as células Caco-2 de forma distinta, onde M90T mostrou-se mais citotóxica que 
FBC 124/13 até 3 horas de infecção. Para os tempos de 4 e 5 horas, não foram observadas 
diferenças de citotoxicidade entre as bactérias. Os resultados são representativos de uma triplicata de 
experimento. * (p < 0,05); ** (p < 0,01). * - diferença estatística entre FBC124/13 x M90T para um 
mesmo tempo analisado. Análise estatística realizada pelo teste Two Way ANOVA. 
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4.4- Ensaio de placas de lise 

Para se comparar mais efetivamente o fenótipo de disseminação bacteriana, 

foi realizado um ensaio de placas de lise, onde as bactérias foram incubadas por 

diferentes intervalos de tempo (36, 48 e 84 horas), para posterior análise dos halos 

formados pela destruição celular. Foram utilizadas duas diluições bacterianas: 104 e 

105
. Para melhor visualização fotográfica, foi escolhida a maior diluição para os 

tempos de 36 e 48 horas. Contudo, após 84 horas de disseminação bacteriana, os 

danos celulares foram tão intensos que a coloração da monocamada não foi 

eficiente. Portanto, para esse tempo, a foto apresentada refere-se à menor diluição. 

Na Figura 10 é possível observar que FBC124/13 não é tão eficaz quanto 

M90T no processo de disseminação bacteriana. Os halos formados por FBC124/13 

foram muito pequenos, principalmente para o tempo de 36 horas (1,095 mm ± 0,098), 

o que tornou sua visualização fotográfica insatisfatória. M90T, por sua vez, a partir 

do primeiro tempo analisado (36 h) conduziu a formação de placas de lise com 

diâmetro de 6,283 mm ± 0,882. Para o tempo de 48 horas, os halos formados por 

FBC124/13 foram praticamente iguais aos observados no tempo anteriormente 

analisado (1,120 mm ± O, 198); para a cepa M90T, pode-se observar que houve um 

aumento de aproximadamente 0,5 mm no diâmetro do halo (6,850 mm ± 0,664), o 

que mostrou uma tendência de maior velocidade de disseminação bacteriana. O 

último tempo avaliado foi de 84 horas, onde foi observado com mais clareza as 

placas de lise formadas pela cepa FBC124/13 (3,025 mm ± 0,659), duas vezes 

maior do que as observadas em 48 horas. O tamanho do halo observado após a 

disseminação de M90T também foi duas vezes maior do que o observado em 48 

horas (14,990 mm ± 0,920). 

Neste experimento, fica muito explícita a diferença de capacidade de 

disseminação das duas bactérias, o que corroborou com os resultados obtidos no 

ensaio de disseminação bacteriana do item 4.2. 

Uma vez estudada a cinética de invasão bacteriana (item 4.1) e o fenótipo de 

disseminação bacteriana (itens 4.2,4,3 e 4,4), a pergunta seguinte foi: como se dá a 

expressão dos genes de virulência que estão envolvidos no processo de invasão e 

disseminação bacteriana? Desta "forma, tornou-se necessário e interessante estudar 
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a cinética e expressão dos genes de virulência de EIEC FBC124/13 e Shigella 

flexneri M90T no curso da invasão e disseminação. 
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Figura 10 - Ensaio de placas de lise após infecção bacteriana das células Caco-2. As células 
Caco-2 foram cultivadas em placas com 6 orifícios (1 x 106 células/poço) até formação de uma 
monocamada diferenciada e, posteriormente, foram infectadas com duas concentrações diferentes de 
inóculo bacteriano: 1 x 104 e 1 x 105 bactérias (FBC124/13 ou M90T) por poço. Após o tempo de 2 
horas de invasão, as células foram incubadas na presença de antibióticos por 36, 48 e 84 horas, para 
a análise da disseminação bacteriana. Para melhor visualização fotográfica, foi escolhida a maior 
diluição para os tempos de 36 horas (A e D) e 48 horas (B e E). Contudo, após 84 horas de 
disseminação bacteriana, escolheu-se a menor diluição para visualização fotográfica (C e F). É 
possível observar que a quantidade de halos formados por FBC124/13 é aproximadamente 5 vezes 
maior do que os formados por M90T. Observa-se também que, o diâmetro dos halos formados por 
FBC124/13 são significativamente menores do que os formados por M90T. A, B e C - células 
infectadas por FBC124/13; D, E e F - células infectadas por M90T. Os resultados são representativos 
de um experimento. *** (p < 0,001). * - diferença estatística entre FBC124/13 x M90T para um mesmo 
tempo analisado. Análise estatística realizada pelo teste Two Way ANOVA. 
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4.5- Avaliação da cinética de expressão dos genes de virulência de EIEC 

FBC124/13 e Shigella flexneri M90T após infecção em células Caco-2 pelo 

método de RT -PCR semiquantitativo 

4.5.1- Cinética de expressão de genes envolvidos na invasão bacteriana após 

contato com células Caco-2 

A expressão dos genes de regulação (virF e virB) (Figura 11), de montagem 

do sistema do SSTT (spa32, mxiH) (Figura 12), chaperonina (ipgC) (Figura 12) e de 

invasão (ipaA-D) (Figura 13) foi avaliada de forma qualitativa por RT-PCR. A 

expressão do gene 16S rRNA foi utilizada com controle interno das reações. Os 

tempos escolhidos para essa análise (30, 60, 90 e 120 min) representam a cinética 

do início até um estágio mais avançado da invasão bacteriana. Uma vez que o 

gênero Shigella sp é mais virulento que a espécie EIEC, fez-se necessário abranger 

intervalos de tempo razoavelmente grandes para se avaliar a expressão dos genes 

de virulência entre essas duas bactérias. Nestes intervalos, coletou-se apenas o 

sobrenadante da cultura celular para a extração do RNA. A expressão dos genes de 

virulência também foi estudada em bactérias sem contato com Caco-2 (dados não 

demonstrados). A primeira fita de cDNA foi utilizada como molde para amplificação 

dos fragmentos. Foram realizados três ensaios de infecção independentes para 

verificar a expressão dos genes de virulência. 

Uma vez que a análise visual das bandas possui muitas falhas, a intensidade 

das bandas de todas as fotos a seguir foi analisada digitalmente pelo programa 

PhotoCaptMw versã010.01 for Windows. 

A cinética de expressão dos genes de virulência de EIEC F8C124/13 e 

Shigella flexneri M90T sem contato com Caco-2 foi aparentemente a mesma, onde 

observou-se que todos os genes estavam igualmente expressos, sem a necessidade 

de um estímulo prévio do hospedeiro para a ativação da transcrição do operon de 

virulência. 



16S 

virF 

virB 

. ........ . 

30min 60min 90min 120 min 

o S o S o S o S 
<I!Ií!!iIMO' _ ~ ~ _ , __ __ _ 

--- .... ......... '-
virF o FBCJ24/13 

.M90T 
virB 

c.RJtsu{taáos 48 

o FBCJ24/13 

.M90T 

i~l[J~~,~ ~ 
:9 
:! 
~ 

0,6 

0,5 

.a 0,4 

" 0,3 
20,2 

0,1 
o 
[J[lcI~ 

, I • 

30 60 90 120 30 60 90 120 

Tempo de invasao (minutos) Tempo de invasao (minutos) 

Figura 11 - RT-PCR semiquantitativo dos genes de regulação da ilha de patogenicidade de 31 
Kb de M90T e FBC124/13. A figura mostra a cinética de expressão dos genes virF e virB de EIEC 
FBC124/13 (O) e Shigella flexneri M90T (S) em gel de agarose a 1 %. As amostras de RNA foram 
provenientes do sobrenadante da cultura de Caco-2 polarizadas após diferentes tempos de infecção 
(30, 60, 90 e 120 min) com as bactérias. O gene 16S rRNA foi utilizado como controle interno da 
reação. A expressão gênica foi avaliada através da intensidade das bandas obtidas da reação de RT
PCR. virF apresentou uma expressão mais acentuada em M90T, principalmente a partir de 60 min de 
infecção. A expressão de virB não foi muito diferente entre as bactérias nos tempos estudados. Nota
se que com o decorrer do tempo, a expressão dos genes parece aumentar gradativamente, dado 
observado após comparação dos tempos de 30 e 120 mino Figura representativa de três 
experimentos independentes. 
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Figura 12 - RT-PCR semiquantitativo de genes de montagem do SSTT e uma chaperonina da 
ilha de patogenicidade de 31 Kb de M90T e FBC124/13. A figura mostra a cinética de expressão 
dos genes spa32, mxiH e ipgC de EIEC FBC124/13 (O) e Shige/la flexneri M90T (5). As amostras de 
RNA foram provenientes do sobrenadante da cultura de Caco-2 polarizadas após diferentes tempos 
de infecção (30, 60, 90 e 120 min) com as bactérias. O gene 16S rRNA foi utilizado como controle 
interno da reação. A expressão de spa32 não apresentou diferenças visrveis entre as duas bactérias 
nos intervalos de tempo estudados. Com o passar do tempo, verifica-se um leve aumento de 
intensidade de banda, o que sugere o aumento de expressão do gene. No inrcio da infecção, a 
expressão de mxiH é aparentemente muito superior em M90T. Essa diferença de intensidade de 
bandas continua até o tempo de 90 mino Em 120 min, ainda há diferenças na intensidade de banda, 
porém, visivelmente, não muito acentuada. A expressão de ipgC, desde o inrcio da infecção, é 
superior em M90T. Contudo, no tempo de 120 min, parece não haver diferenças na intensidade de 
bandas das duas espécies bacterianas. Figura representativa de três experimentos independentes. 
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Figura 13 - RT-PCR semiquantitativo dos genes de invasão da ilha de patogenicidade de 31 Kb 
de M90T e FBC124/13. A figura mostra a cinética de expressão dos genes ipaA, ipaB, ipaC e ipaD de 
EIEC FBC124/13 (O) e Shigella flexneri M90T (S). As amostras de RNA foram provenientes do 
sobrenadante da cultura de Caco-2 polarizadas após diferentes tempos de infecção (30, 60, 90 e 120 
min) com as bactérias. O gene 16S rRNA foi utilizado como controle interno da reação. A expressão 
de todos os genes foi mais branda em FBC124/13. Em todos os tempos, nota-se o aumento gradativo 
da intensidade das bandas conforme o tempo de infecção. Aparentemente, no tempo de 120 min, não 
há diferenças perceptrveis na transcrição dos genes ipaA e ipaC entre as duas bactérias. ipaB, por 
sua vez, apresentou-se mais expresso em Shigella em todos os intervalos de tempo. Os resultados 
encontrados na expressão da ipaD foram muito interessantes. Aparentemente, FBC124/13 expressa 
pouca ipaD, principalmente no início da infecção (30 e 60 min) e seu nível de transcrição continua 
baixo até 120 mino Em contrapartida, M90T expressa ipaD desde o início da infecção e, em 120 min, 
o nível de transcrição é muito elevado. Figura representativa de três experimentos independentes. 
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4.5.2- Cinética de expressão dos genes no curso da disseminação bacteriana 

em células Caco-2 

A cinética de expressão dos genes no curso da disseminação de EIEC 

FBC124/13 e Shigella flexneri M90T em uma monocamada de células Caco-2 

diferenciadas foi avaliada pela técnica de RT-PCR semiquantitativo. Após um tempo 

de infecção de 2 horas (item 3.6.2), as monocamadas foram incubadas por 

diferentes intervalos de tempo (1, 2, 3, 4 e 5 h) para avaliação da expressão dos 

genes da disseminação intercelular das bactérias. Após incubação, as células foram 

coletadas para extração do RNA total (Caco-2 + bactérias). Estudou-se a cinética de 

expressão dos genes virB (regulador de transcrição) (Figura 14), icsA (formação da 

cauda de actina e indução das protrusões) (Figura 14), ipaA-D (invasão) (Figura 15). 

A expressão do gene 16S rRNA foi utilizada com controle interno das reações. 

Foram realizados três ensaios de infecção independentes para verificar a expressão 

dos genes de virulência. A intensidade das bandas de todas as fotos à seguir foi 

analisada digitalmente pelo programa PhotoCaptMw versã01 0.01 for Windows. 
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Figura 14 - RT-PCR semiquantitativo dos genes virB e icsA da ilha de patogenicidade de 31 Kb 
de M90T e FBC124/13. A figura mostra a cinética de expressão dos genes virB e icsA de EIEC 
FBC124/13 (O) e Shigella nexneri M90T (S). Células Caco-2 com 10 dias de diferenciação foram 
infectadas com 107 bactérias por 2 horas, lavadas com SST e incubadas com meio de cultura 
contendo gentamicina por diferentes intervalos de tempo (1 , 2, 3, 4 e 5 h). Em seguida, a 
monocamada foi coletada para extração do RNA total. O gene 16S rRNA foi utilizado como controle 
interno da reação. A expressão gênica foi avaliada pela intensidade das bandas obtidas da reação de 
RT-PCR. Aparentemente, a expressão dos genes de M90T foi um pouco mais elevada. Até 3 h de 
disseminação, a diferença da intensidade de banda entre as bactérias parece ser pequena. Contudo, 
principalmente para icsA, essa diferença acentua-se a partir de 4 h de disseminação, onde a 
expressão dos genes parece ser razoavelmente maior em M90T. Nota-se que com o decorrer do 
tempo, a expressão dos genes parece aumentar gradativamente. Figura representativa de três 
experimentos independentes. 
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Figura 15 - RT-PCR semiquantitativo dos genes de invasão da ilha de patogenicidade de 31 Kb 
de M90T e FBC124/13. A figura mostra a cinética de expressão dos genes ipaA-D de EIEC 
FBC124/13 (O) e Shigella f1exneri M90T (5). Células Caco-2 com 10 dias de diferenciação foram 
infectadas com 107 bactérias por 2 horas, lavadas com 55T e incubadas com meio de cultura 
contendo gentamicina por diferentes intervalos de tempo (1, 2, 3, 4 e 5 h). Em seguida, a 
monocamada foi coletada para extração do RNA total. O gene 16S rRNA foi utilizado como controle 
interno da reação. Em todos os tempos estudados, o nível de expressão de todos os genes foi mais 
brando em EIEC FBC124/13. A intensidade das bandas aumentou gradativamente para cada espécie 
bacteriana no decorrer da cinética. O gene ipaD, contudo, apresentou-se pouco expresso e, 
aparentemente, sua expressão não foi observada em EIEC FBC124/13. A partir de e 3 h de 
disseminação, M90T apresentou baixos níveis de expressão para ipaD. Em 4 h, a banda é muito 
fraca, quase imperceptível. Figura representativa de três experimentos independentes. 
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4.6- Avaliação da cinética de expressão dos genes de virulência de FBC124/13 

e M90T após infecção em células Caco-2 por RT -PCR quantitativo 

4.6.1- Expressão relativa dos genes virF, virB, ipaA, ipaB, ipaC e ipaD durante 

invasão bacteriana em células Caco-2 

A técnica de PCR em tempo real foi utilizada para quantificar a expressão dos 

genes virF, virB, ipaA-D de FBC 124/13 e M90T após uma cinética de invasão em 

células Caco-2 polarizadas. As diferenças de quantidades de U.F.C. das duas 

bactérias e dos diferentes tempos experimentais foram normalizadas pela expressão 

do gene 16S rRNA de cada bactéria em cada tempo estudado. Desta forma, todos 

os resultados foram analisados como expressão relativa ao gene 16S rRNA (Figura 

16). 

Os genes de EIEC FBC124/13 apresentaram-se significativamente menos 

expressos do que os de Shigella flexneri M90T e essa relação foi observada em 

todos os tempos de invasão avaliados (Figura 16). 

A expressão dos genes ipaA-D acompanhou a expressão dos genes 

reguladores virF e virB, responsáveis pela transcrição do operon que codifica os 

genes de virulência. Essa cinética pode ser observada tanto paraEIEC FBC124/13 

quanto para M90T. No decorrer do tempo, não houve diferenças de expressão 

gênica de cada bactéria (individualmente) referente aos genes virF, virB e ipaC, ou 

seja, tanto FBC124/13 quanto M90T não aumentaram e nem diminuíram a 

expressão destes. No curso da infecção, a expressão dos genes ipaB (90 min x 30 

min ~ p = 0,015; 90 min x 60 min ~ p = 0,003) e ipaD (90 min x 30 min ~ p = 

0,021; 90 min x 60 min ~ p = 0,01) aumentaram significativamente para M90T 

enquanto que para FBC124/13, a expressão permaneceu a mesma. 
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Figura 16 - PCR em tempo real dos genes virF, virB, ipaA-D de M90T e FBC124/13 durante 
invasão em células Caco-2 polarizadas. A figura mostra a cinética de expressão dos genes de 
virulência de EIEC FBC124/13 e S. f1exneri M90T. Células Caco-2 com 10 dias de diferenciação 
foram infectadas com 107 bactérias por 30, 60 e 90 minutos. O sobrenadante da cultura celular foi 
coletado para extração de RNA. O gene 16S rRNA foi utilizado como normalizador da reação. Em 
todos os tempos estudados, o nível de expressão de todos os genes foi mais brando em FBC124/13. 
A- gráfico referente ao gene ipaA ; B- gráfico referente ao gene ipaB; C- gráfico referente ao gene 
ipaC; D- gráfico referente ao gene ipaD; E- gráfico referente ao gene virF; F- gráfico referente ao 
gene virB. Foto representativa de três experimentos independentes. * (p < 0,05); ** (p < 0,01); *** (p < 
0,001). * - diferença estatfstica entre EIEC x Shigella para um mesmo tempo analisado. Análise 
estatística realizada pelo teste Two Way ANOVA. 
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4.6.2- Expressão relativa dos genes virF, virB, ipaA-C, icsA e icsB durante 

disseminação bacteriana em células Caco-2 em diferentes intervalos de tempo 

Para estudar o comportamento das bactérias durante a disseminação 

bacteriana, a expressão dos genes virF, virB, ipaA-C, icsA e icsB, relacionados a 

esse fenótipo, foi quantificada por PCR em tempo real. Todos os resultados foram 

normalizados pela expressão do gene 16S rRNA. Curiosamente, FBC124/13 

apresentou uma maior tendência de expressão de virF em relação à M90T e, à partir 

de 3 horas de infecção, essa diferença se anulou. Desta forma, parece que 

FBC 124/13 necessita do contato intracelular do enterócito para uma expressão mais 

acentuada de vir F, que é o principal regulador do operon de virulência. Todos os 

outros genes de FBC 124/13 mostraram-se significativamente menos expressos do 

que os de M90T. 

A análise da expressão dos genes bacterianos mostra que tanto FBC124/13 

quanto M90T não alteram significativamente o perfil de expressão gênica no curso 

da disseminação, ou seja, o nível transcricional dos genes de FBC124/13 são os 

mesmos durante toda a cinética de disseminação, o que também é observado para 

M90T (Figura 17). 
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Figura 17 - peR em tempo real dos genes virF, virB, ipaA-C, icsA e icsB de M90T e FBC124/13 
durante disseminação em células Caco-2 polarizadas. A figura mostra a cinética de expressão dos 
genes de virulência de EIEC e Shigella flexneri. Células Caco-2 com 10 dias de diferenciação foram 
infectadas com 107 bactérias por 2 horas, lavadas com SST e incubadas com meio de cultura 
contendo gentamicina por diferentes intervalos de tempo (1, 2, 3, 4 e 5 h). Em seguida, a 
monocamada foi coletada para extração do RNA total. O gene 16S rRNA foi utilizado como 
normalizador da reação. Com exceção do gene virF, em todos os tempos estudados, o nível de 
expressão dos genes de FBC124/13 foi menor. A- gráfico referente ao gene ipaA ; B- gráfico referente 
ao gene ipaB; C- gráfico referente ao gene ipaC; 0- gráfico referente ao gene icsA; E- gráfico 
referente ao gene icsB; F- gráfico referente ao gene virF; G- gráfico referente ao gene virB. Figura 
representativa de três experimentos independentes. * (p < 0,05); ** (p < 0,01); *** (p < 0,001). * -
diferença estatística entre EIEC x Shigella para um mesmo tempo analisado. Análise estatística 
realizada pelo teste Two Way ANOVA. 
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4.7- Imunofenotipagem de células dendríticas intestinais purificadas 

o fenótipo das células dendríticas purificadas do intestino de camundongos 

foi avaliada por citometria de fluxo através da análise da expressão do seu marcador 

específico CD11c e da molécula MHC classe 11, altamente expressa nessas células. 

Esse procedimento foi realizado para verificar o grau de pureza das células e, assim, 

validar os procedimentos subseqüentes. Após dupla marcação das células com os 

anticorpos anti-CD11 c (PE) e anti-MHC 11 (FITC), observou-se que mais de 70% das 

células estavam duplo-marcadas e mais de 90% expressavam a molécula de 

histocompatibilidade MHC classe 11 (Figura 18). Desta forma, todos os experimentos 

posteriores à purificação foram considerados confiáveis quanto à presença de 

células dendríticas intestinais. 
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Figura 18 - Análise do fenótipo de células dendríticas intestinais purificadas por coluna 
magnetizada. Células dendríticas foram extraídas do intestino delgado de camundongos C57/BL6 e 
purificadas em colunas magnetizadas após marcação do extrato celular com anticorpos anti-CD11 c 
marcados com micropartrculas magnéticas. O fenótipo das células dendrfticas intestinais foi 
confirmado por citometria de fluxo (20.000 eventos), após dupla-marcação com anticorpos anti
CD11c (marcado com PE - ficoeritrina) e anti-MHC 11 (marcado com FITC - isotiocianato de 
f1uorescefna). Mais de 70% das células apresentaram-se duplo-marcadas e mais de 90% das células 
expressavam MHC classe 11. 

4.8- Imunofenotipagem de células dendríticas intestinais após estímulo 

bacteriano 

As células dendríticas intestinais, ativadas ou não com bactérias, foram 

avaliadas quanto à expressão de moléculas de superfície por citometria de fluxo 

(Figura 19). Pesquisou-se a expressão das moléculas MHC 11, CD40, CD80, CD86 

e TLR-4. 
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Figura 19 - Expressão de moléculas de superfície em células dendríticas intestinais. Pela citometria de 
fluxo, analisou-se a expressão das moléculas MHC li, C040, COSO, COS6 e TLR-4 em células dendríticas 
intestinais de camundongos C57/BL6. As células foram cultivadas na presença de EIEC FBC124/13 ou S. 
flexneri M90T por 3 horas. OC- células dendríticas; OC + FBC124/13 - células dendríticas cultivadas com 
FCB124/13; OC + M90T - células dendríticas cultivadas com M90T. A- histogramas referentes à citometria de 
fluxo dos marcadores MHC classe li, C040, COSO, COS6 e TLR-4; B- Gráficos referentes às médias de 
intensidade de fluorescência relativas à citometria de fluxo dos marcadores MHC classe 11, C040, COSO, COS6 e 
TLR-4. 
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o desafio das COi com as bactérias resultou em uma alteração na expressão 

basal das moléculas de superfície, onde M90T induziu uma maior expressão de 

COSO, COS6 e C040 nas COi em relação à EIEC FBC124/13. A expressão de MHC 

11 praticamente não sofreu alteração após estímulo bacteriano. 

As moléculas co-estimulatórias COSO e COS6, bem como a molécula C040 

foram positivamente reguladas na presença de M90T. A expressão dessas 

moléculas é essencJal para uma eficiente apresentação de antígenos. Para 

FBC124/13, contudo, apenas a molécula co-estimulatória COS6 foi positivamente 

regulada, mas em baixa intensidade; C040, por sua vez, foi negativamente regulada 

por FBC124/13, sendo menos expressa do que o controle negativo (COis que não 

foram estimuladas com bactérias). Este resultado sinaliza que a apresentação de 

antígenos por células dendríticas que entram com contato com FBC124/13 estaria 

prejudicada. Esses resultados conduziram ao estudo da capacidade de 

apresentação de antígenos das células dendríticas depois de desafiadas com as 

bactérias. 

A expressão de TLR-4, o receptor transmembrânico responsável pelo 

reconhecimento de lipopolissacarídeo (LPS), apresentou-se mais expresso nas 

células dendríticas infectadas por FBC124/13. Esse resultado sugere que o sistema 

imune inato provavelmente é mais ativado na presença de FBC124/13 do que M90T, 

para o tempo de estimulação estudado. 

4.9- Processamento e apresentação de antígenos pelas células dendríticas às 

células T 

A apresentação dos antígenos de FBC124/13 e M90T pelas COi foi avaliada 

pelo ensaio de linfoproliferação de linfócitos T C04+ nai"ve. O meio de cultura 

utilizado na co-cultura continha gentamicina para eliminar as bactérias 

extracelulares da cultura de células dendríticas e, desta forma, estudar apenas as 

bactérias que foram fagocitadas e processadas pela mesma. Como pode ser 

observado na Figura 20, as COi ativadas com M90T na proporção 1: 1 induziram a 

proliferação de linfócitos T C04+ enquanto que nada foi observado em relação à 

ativação de COi com FBC124/13. Não foi observado proliferação celular nas 

amostras de COi ativadas com bactérias na proporção 1 :10 (uma célula dendrítica 

para cada 10 bactérias). 
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Figura 20 - Ativação de linfócitos T CD4+ na"ive por células dendríticas intestinais. Linfócitos T 
CD4+ naiVe foram purificados de linfonodos mesentéricos de camundongos C57/BL6 e cultivados 
com células dendríticas intestinais previamente ativadas com diferentes antigenos. A apresentação 
dos antígenos foi avaliada pela indução da proliferação dos linfócitos. A proliferação celular foi 
analisada pela incorporação de timidina triciada, que foi mensurada em contador de emissões de 
radiação beta. No gráfico, observa-se que a apresentação de antígeno foi eficiente apenas quando 
as células dendríticas foram ativadas com 1: 1 de M90T. FBC 124/13 - Escherichia coli 
enteroinvasora 0124:H-; M90T - Shigel/a f1exneri M90T; controle negativo - células dendrfticas 
inativas cultivadas com linfócitos T; controle positivo - células dendrfticas inativas cultivadas com 
linfócitos T na presença do mitógeno fitohemaglutinina. Resultado representativo de três 
experimentos independentes. *** (p < 0,001); §§§ (p < 0,001). * - diferença estatistica de M90T (1 : 1) 
em relação a todos os outros grupos analisados. § - diferença estatfstica do controle positivo em 
relação a todos os outros grupos analisados. Análise estatística realizada pelo teste Two Way 
ANOVA. 

o estudo do processamento e apresentação de antígenos pelas células 

dendríticas às células T mostrou ineficiência das células dendríticas em apresentar 

os antígenos referentes à bactéria FBC124/13. Este resultado corroborou com os 

dados encontrados em relação à expressão de moléculas de superfície (item 4.10). 

Os antígenos de M90T foram eficientemente apresentados aos linfócitos T CD4+, 

caracterizado pela proliferação celular dos clones de linfócitos. Contudo, não foi 

observada linfoproliferação quando as CDis foram desafiadas com uma 

concentração maior de M90T (1 :10). A alta intensidade de estimulação dos linfócitos 

T CD4+ neste caso pode ter desencadeado um processo de anergia. 

Para uma melhor compreensão dos dados, estudou-se a produção de 

citocinas secretadas pelas CDis no microambiente da infecção. 
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4.10- Quantificações de citocinas produzidas por células dendríticas intestinais 

Os níveis das citocinas IL-12 (Figura 21) e IL-10 (Figura 22) foram 

mensurados nos sobrenadantes da cultura de células dendríticas após 12 e 24 horas 

de infecção por FBC124/13 ou M90T. A análise das figuras nos mostra que o padrão 

de secreção de citocinas inflamatória e anti inflamatória foi diferente após o estímulo 

das células com FBC124/13 ou M90T. Mais ainda, esse padrão foi dependente do 

tempo de exposição das células às bactérias. 

A secreção de IL-12 foi equivalente para os três grupos no tempo de 12 horas 

de infecção. Contudo, a análise dos gráficos mostra uma diminuição dos níveis 

absolutos de IL-12 entre os tempos de 12 horas e 24 horas, tanto no sobrenadante 

das culturas das células não ativadas (p = 0,044) quanto no das desafiadas com 

M90T (p < 0,001). Os níveis desta citocina permaneceram os mesmos em relação 

ao estímulo com FBC124/13. Mais ainda, em 24 horas, observa-se uma diferença 

significativa entre as duas bactérias (p = 0,013). 

Para o tempo de 12 horas de infecção, não foram observadas diferenças na 

secreção de IL-10 entre os grupos (FBC124/13, M90T e controle). Porém, após 24 

horas, os níveis de IL-10 observados para as células infectadas com FBC124/13 

foram significativamente maiores do que os níveis observados para as células 

controle (p < 0,001) e para as desafiadas com M90T (p < 0,001). Em relação à 

cinética de secreção, foi observado que os níveis absolutos de IL-10 entre os 

tempos de 12 horas e 24 horas aumentaram após ativação das CDis com 

FBC124/13 (p = 0,008) e diminuíram em relação ao nível basal (p = 0,045). 

A pesquisa das citocinas liberadas no microambiente da infecção foi 

condizente com os resultados esperados, uma vez que realçaram os resultados 

previamente obtidos em relação à expressão de moléculas de superfície e 

apresentação de antígenos aos linfócitos T naiVe. 
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Figura 21 - Secreção de IL-12 por células dendríticas intestinais murinas infectadas com 
FBC124/13 e M90T. Células dendríticas intestinais foram infectadas por 12 e 24 horas com 
FBC124/13 ou M90T na proporção 1:10. IL-12 foi mensurado por ELISA de captura no sobrenadante 
da cultura. No gráfico, observa-se uma diferença na expressão basal das citocinas para o tempo de 
24 horas de infecção, bem como uma diferença de concentração dessas proteínas quando se 
compara as duas espécies bacterianas. FBC124/13: Escherichia coli enteroinvasora; M90T: Shigella 
f1exneri M90T. Os dados apresentados são representativos de quatro experimentos independentes. * 
(p < 0,05); # (p < 0,05) ; §§§ (p < 0,001). * - diferença estatística entre FBC124/13e M90T. § -
diferença estatística entre M90T 12h e M90T 24h. # - diferença estatística entre controle 12h e 
controle 24h. Análise estatística realizada pelo teste Two Way ANOVA. 
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Figura 22 - Secreção de IL-10 por células dendríticas intestinais infectadas com FBC124/13 e 
M90T. Células dendríticas intestinais foram infectadas por 12 e 24 horas com FBC124/13 ou M90T 
na proporção 1:10. IL-10 foi mensurado por ELISA de captura no sobrenadante da cultura. No gráfico, 
observa-se uma diferença na expressão basal das citocinas para o tempo de 24 horas de infecção, 
bem como uma diferença de concentração dessas proteínas quando se compara as duas espécies 
bacterianas. FBC124/13: Escherichia coli enteroinvasora; M90T: Shigella f1exneri M90T. Os dados 
apresentados são representativos de quatro experimentos independentes. € (p < 0,05); ## (p < 0,01); 
*** (p < 0,001); §§§ (p < 0,001). * - diferença estatística entre FBC124/13 e M90T. § - diferença 
estatística entre FBC124/13 e controle. # - diferença estatfstica entre FBC124/13 12h e 
FBC 124/1324h. € - diferença estatística entre controle 12h e controle 24h. Análise estatística 
realizada pelo teste Two Way ANOVA. 
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4.11- Células dendríticas diferenciadas de monócitos humanos 

o estudo singular das ações bacterianas nas células epiteliais intestinais, 

bem como a resposta imune induzida nas COis forneceu dados muito importantes 

de suas interações com FBC 124/13 e M90T. Contudo, o intestino é um 

microambiente muito mais complexo e dinâmico. Em busca de um ensaio in vitro 

mais fidedigno à síndrome clínica intestinal, um modelo experimental com três 

componentes foi utilizado (item 3.12). O objetivo deste ensaio foi estudar a 

transmigração de células dendríticas humanas através de uma monocamada de 

células Caco-2 após estímulo bacteriano, e o perfil de secreção de citocinas 

inflamatórias neste microambiente. Para tanto, monócitos de sangue periférico 

foram purificados e diferenciados em células dendríticas por estímulo químico (item 

3.10). As células dendríticas diferenciadas foram avaliadas quanto à sua pureza 

(Figura 23) e características físicas (Figura 24). 

Utilizando-se marcadores de superfície, foi possível verificar que a pureza 

das células obtidas foi de aproximadamente 80% (Figura 23). A molécula C01 a é o 

marcador fenotípico de células dendríticas humanas, enquanto que a molécula 

C014 foi utilizada como marcador de monócitos, a fim de se visualizar a presença 

de monócitos remanescentes que não se diferenciaram em células dendríticas. O 

HLA é uma molécula muito expressa em células apresentadoras de antígenos e, no 

presente modelo experimental, assim como o C01a, também foi utilizada para 

comprovar a presença de células dendríticas na suspensão celular. 
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Figura 23 - Análise do fenótipo de células dendríticas 
diferenciadas de monócitos humanos. Monócitos 
humanos foram obtidos do sangue periférico de voluntários 
humanos saudáveis através de centrifugação em gradiente 
de Ficoll-Paque PLUS, seguido de purificação em colunas 
magnetizadas após marcação celular com anticorpos anti
CD14 marcados com micropartfculas magnéticas. Em 
seguida, os monócitos foram diferenciados em células 
dendríticas através de estímulo do GM-CFF e IL-4. O 
fenótipo das células dendríticas foi confirmado por citometria 
de fluxo (15.000 eventos), após marcação com anticorpos 
anti-CD1a (marcado com FITC isotiocianato de 
fluoresceína), anti-CD14 (marcado com FITC - isotiocianato 
de fluoresceína) e anti-HLA (marcado com FITC -

. isotiocianato de f1uoresceína). A pureza das células obtidas 
foi de aproximadamente 80%. 
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As características físicas das células dendríticas também foram avaliadas por 

microscopia ótica (Figura 24). É possível observar que as células presentes na 

cultura apresentavam prolongamentos citoplasmáticos, típicos de células 

dendríticas. 

• 
-+ 

Figura 24 - Características físicas das células dendríticas diferenciadas de monócitos 
humanos. As células dendríticas diferenciadas de monócitos humanos foram avaliadas quanto às 
características físicas e peculiares a esse tipo celular. Observa-se a presença de prolongamentos 
citoplasmáticos característicos de células dendríticas (~) . (Microscopia óptica x 3000). 

4.12- Secreção de proteínas efetoras bacterianas 

Para o estudo da transmigração celular, além de bactérias viáveis, foram 

utilizadas como estímulo as proteínas efetoras secretadas pelas bactérias. Dentre 

essas proteínas, encontram-se as Ipas (antígenos plasmidiais de invasão), muito 

importantes no processo patogênico de EIEC e Shigella. Portanto, com o intuito de se 

avaliar o potencial de ativação imune-celular apenas das proteínas bacterianas, estas 

foram obtidas por técnica previamente padronizada em nosso laboratório (GIBOTTI et 

aL, 2004). A Figura 25 mostra o perfil eletroforético das proteínas totais de 

FBC124/13 e M90T, após extração e concentração, conforme descrito no item 3.11. A 

determinação das proteínas totais foi realizada pelo método colori métrico de Bradford, 

para posterior utilização em outros ensaios laboratoriais. Foram realizados três 

experimentos, com a finalidade de verificar a reprodutibilidade da secreção das 

proteínas no meio MEM, sob as mesmas condições ambientais. Uma mistura das 

preparações foi utilizada posteriormente para a observação do papel das proteínas 

secretadas na ativação de células dendríticas e células epiteliais intestinais. 
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Figura 25 - Gel de SDS-PAGE 10% - Perfil eletroforético das proteínas totais de FBC123/13 e 
M90T. FBC123/13 e M90T foram cultivadas em meio MEM por 16-18h a 37°C sob agitação. O 
sobrenadante celular foi concentrado e as proteínas efetoras secretadas foram separadas em gel de 
poliacrilamida. Foram realizados 3 experimentos independentes (10, 2° e 3°) para cada espécie 
bacteriana. FBC124/13 - Escherichia coli enteroinvasora 0124:H-, M90T - Shigella flexneri M90T, PM 
- padrão de massa molecular. 

4.13- Migração de células dendríticas humanas através de uma monocamada 

de células Caco-2 diferenciadas 

A proposta do ensaio de transmigração imuno-celular foi a integração dos 

dois sistemas, células intestinais humanas Caco-2 e células dendríticas, durante o 

curso da infecção bacteriana. No modelo experimental, a transmigração de células 

dendríticas foi investigada após diferentes estímulos bacterianos, onde foram 

utilizadas células bacterianas viáveis (FBC124/13 e M90T) e proteínas totais (100 

I-Ig), secretadas por essas espécies bacterianas. 

A princípio, as células intestinais foram pré-ativadas por duas horas com os 

estímulos bacterianos, alocados na superfície apical (AP). Logo após, as células 

dendríticas diferenciadas de monócitos humanos foram adicionadas à câmara baso

lateral (BL). A resposta inflamatória foi avaliada após 5 horas de interação entre 

estímulo bacteriano/ Caco-2/ células dendríticas. O recrutamento de células 

dendríticas para a cavidade AP foi avaliada pela contagem das CO desta câmara. 

Foi observado que FBC124/13 e suas proteínas secretadas induzem a 
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transmigração de células dendríticas através da monocamada de células Caco-2 

(14% ± 2,85 e 5,83% ± 1,65 respectivamente) (Figura 26). A interação de M90T ou 

suas proteínas totais com as células intestinais não induziu a transmigração das 

células dendríticas. 
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Figura 26 -Migração de células dendríticas humanas através de uma monocamada de células 
Caco-2 polarizadas. Células Caco-2 foram infectadas com FBC123/13 e M90T, bem como suas 
proteínas totais, por duas horas antes da adição de células dendríticas derivadas de monócitos 
humanos à cavidade BL A incubação foi entendida por 5 horas antes da coleta das amostras de 
sobrenadante para se determinar a porcentagem de DC migradas através de células Caco-2 
polarizadas. Observa-se que apenas a cepa FBC124/13 e suas proteínas secretadas foram capazes 
de induzir a migração celular. Em destaque, encontram-se as células dendríticas presentes no 
sobrenadante apical, contadas em hemocitômetro. DC: célula dendrítica; FBC124/13: Escherichia coli 
enteroinvasora; M90T: Shigella flexneri M90T. Os resultados são representativos de três 
experimentos independentes. * (p < 0,05); ** (p < 0,01). Análise estatística realizada pelo teste T não 
pareado. 

4.14- Perfil de citocinas inflamatórias secretadas na co-cultura de células 

dendríticas e células Caco-2 após estímulo bacteriano 

As alterações nas concentrações e localizações de citocinas inflamatórias 

foram investigadas no microambiente da co-cultura de células dendríticas e células 

Caco-2 após estímulo bacteriano. Os sobrenadantes de AP e BL foram analisados 

quanto à secreção das citocinas IL-8, MCP-1, CCL4, CCL 19, CCL20 e TNF-a por 

ELISA de captura (Figura 27). 

CCL4, também conhecida por MIP-1j3, foi pouco expressa na cavidade AP, 

onde se apresentou nula a nível basal e após os estímulos FBC124/13 e proteínas 

totais de M90T. Para a cepa M90T, a expressão foi praticamente nula. Apenas as 

proteínas totais de FBC124/13 induziram a secreção de CCL4, ainda que em 
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pequenas concentrações (p = 0,009). A análise da secreção de CCL4 na cavidade 

BL foi bastante distinta da observada na parte AP. Apesar das altas concentrações 

encontradas, não foram observadas diferenças estatísticas entre o nível basal e as 

outras amostras (FBC124/13, proteínas totais de FBC124/13 e M90T), com exceção 

das células infectadas com proteínas totais de M90T (p = 0,007). Entretanto, a 

regulação positiva de CCL4 após os estímulos bacterianos é sugestiva. 

A citocina CCL 19 (MIP-3f3) não foi secretada nas duas câmaras, AP e BL; o 

ensaio de ELISA foi negativo para todas as amostras. 

Na porção AP, a secreção basal de CCL20 e a estimulada por FBC124/13 ou 

M90T foi praticamente a mesma. Contudo, observaram-se altas concentrações da 

citocina quando as células foram desafiadas com as proteínas totais de FBC124/13 

(p = 0,007) ou de M90T (p = 0,004). CCL20 foi positivamente regulada na porção BL. 

Apenas para as células infectadas com FBC 124/13 não foi encontrada diferença 

estatística em relação ao nível basal, mas o aumento desta citocina é sugestivo. 

Para M90T e proteínas totais de FBC124/13, a diferença estatística foi de p < 0,001, 

enquanto que para as proteínas totais de M90T, p = 0,012. Foram observadas 

diferenças na expressão entre as células infectadas com M90T versus proteínas 

totais de FBC124/13 (p = 0,018) e as infectadas com proteínas totais de 

FBC124/13 versus proteínas totais de M90T (p = 0,019). 

As citocinas CCL4, CCL 10 e CCL20 são quimiocinas muito importantes na 

resposta inflamatória intestinal, pois conduzem à migração de células dendríticas. 

CCL4 e CCL20 estão envolvidas na migração de células dendríticas imaturas, ou 

seja, com alta capacidade fagocítica. CCL 19 possui como receptor celular o CCR7, 

muito expresso em células dendríticas maduras. Os resultados obtidos sobre a 

secreção dessas quimiocinas sugerem que o microambiente da infecção conduz à 

migração de CO imaturas, característica de uma infecção aguda. 

TNF-a, uma importante citocina envolvida em atividades inflamatórias, foi 

negativamente regulada na superfície AP (FBC124/13: p = 0,02; M90T: p = 0,012; 

proteínas totais de FBC124/13: p = 0,016). Entretanto, assim como esperado, essa 

citocina foi altamente expressa na porção BL, onde a expressão basal foi 

estatisticamente menor do que as encontradas para as células infectadas com 

FBC124/13, M90T e proteínas .totais de FBC124/13 (p < 0,001). Não foram 

observadas diferenças estatísticas para o estímulo de proteínas totais de M90T em 
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relação ao nível basa!. Contudo, a diferenças de expressão de TNF-a entre todas 

as células desafiadas com algum estímulo foi altamente significativa (p < 0,001). 

A proteína quimiotática de monócitos 1, MCP-1, apresentou sua expressão 

diminuída na porção AP após estímulo com FBC124/13 (p = 0,012) e M90T (p = 
0,013). Em relação às proteínas totais, não foram observadas diferenças 

estatísticas em relação ao nível de expressão basa!. MCP-1 foi expressa igualmente 

por todas as células sob diferentes estímulos, quando o sobrenadante da porção BL 

foi mensurado; contudo os níveis absolutos de expressão foram altos. 

A citocina IL-8 é extremamente importante a nível intestinal, principalmente 

quando o epitélio intestinal sofre algum tipo de injuria. Contudo, no presente modelo 

experimental, não foram observadas diferenças estatísticas nos níveis de expressão 

dessa citocina em nenhum dos dois compartimentos estudados (AP e BL), salvo a 

exceção das células estimuladas com as proteínas totais de M90T, que apresentou

se estatisticamente diferente do nível basal na porção BL (p = 0,039). 

Os resultados obtidos sugerem uma característica aguda da infecção 

instaurada, o que possivelmente explicaria a falta de diferença da secreção de IL-8 

basal em relação às células infectadas e a não expressão de CCL 19. 
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Figura 27 - Secreção de citocinas em co-cultura de células dendríticas células Caco-2 após 
estímulo bacteriano. Células Caco-2 foram infectadas com FBC123/13 e M90T, bem como suas 
proteínas totais, por duas horas antes da adição de células dendriticas derivadas de monócitos 
humanos à cavidade BL. A incubação foi entendida por 5 horas antes da coleta das amostras de 
sobrenadante para se determinar a concentração de citocinas inflamatórias. Os gráficos mostram 
que há alterações nas concentrações e localizações de citocinas inflamatórias no microambiente da 
co-cultura de células dendríticas e células Caco-2 após estímulo bacteriano. Os sobrenadantes de 
AP e BL foram analisados quanto à secreção das citocinas IL-8, MCP-1, CCL4, CCL 19, CCL20 e 
TNF-a por ELISA de captura. Os resultados são representativos de dois experimentos 
independentes, realizados em triplicata. * (p < 0,05); ** (p < 0,01); *** (p < 0,001). Análise estatística 
realizada pelo teste T não pareado. 
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5- DISCUSSÃO 

A proposta do nosso trabalho foi avaliar tópicos da patogenicidade de EIEC 

para esclarecer a sua menor virulência quando comparada à ShigelJa flexneri. A 

melhor maneira de se estudar a patogenicidade de um enteropatógeno seria um 

modelo animal no qual fosse possível reproduzir a doença. Para o estudo da diarréia, 

os modelos animais são precários e para contornar essa situação, muitos 

pesquisadores fazem uso do modelo in vitro ou ex-vivo. Presos a este fato, 

escolhemos um modelo experimental que se assemelhasse ao microambiente 

intestinal. Nós estudamos a expressão dos principais genes de virulência de EIEC e 

ShigelJa durante o curso da invasão e disseminação bacteriana em células 

intestinais humanas Caco-2. Também foram avaliados alguns parâmetros da 

resposta imune inata, como expressão de moléculas co-estimulatórias, produção de 

citocinas e apresentação de antígenos pelas células dendríticas oriundas do 

intestino delgado de camundongos não infectados, após estímulo bacteriano ex-vivo. 

Para avaliarmos uma resposta inflamatória mais fidedigna, padronizamos um 

método de co-cultura que mimetizava um microambiente intestinal. Foram avaliadas 

as concentrações e localizações de citocinas inflamatórias, bem como a imuno

migração de células dendríticas para o compartimento que mimetizava o lúmen 

intestinal. 

A princípio, avaliamos a capacidade invasora de cada espécie bacteriana 

durante uma cinética de invasão em células Caco-2. A invasão foi avaliada pela 

determinação do número de bactérias intracelulares viáveis após infecção. 

Observamos que EIEC e ShigelJa não diferiram quanto à capacidade invasora para 

os dois tempos estudados (1 ,5 e 2 horas) (Figura 7). Entretanto, quando avaliamos 

períodos mais longos de infecção, observamos claramente uma tendência de 

ShigelJa invadir/reinfectar mais as células epiteliais do que EIEC (dados não 

mostrados). O processo de reinfecção ocorre mais significativamente após longos 

períodos de exposição da monocamada celular às bactérias. Sugerimos, portanto, 

que apesar de não haver diferenças que expressem a menor virulência de EIEC no 

início da infecção, esta bactéria não é tão rápida quanto ShigelJa no processo de 

reinfecção 

Recentemente, Amhaz (2007) estudou a capacidade de invasão de EIEC em 

macrófagos murinos, comparada à de ShigelJa. Foi encontrado um número 
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significativamente maior de U.F.C. de EIEC no interior dos macrófagos em relação à 

Shigella. Shigella também apresentou maior capacidade de escape dos macrófagos, 

onde foi recuperada em maior concentração no sobrenadante da infecção, quando 

comparada à EIEC. Esses dados corroboram os nossos resultados, pois relata que 

Shigella possui maior probabilidade de reinfecção, devido à sua maior concentração 

no sobrenadante da cultura após escape da célula hospedeira. 

Para se determinar o número de bactérias viáveis no interior das células 

Caco-2, durante o processo de disseminação bacteriana, escolhemos o tempo de 2 

horas de pré-infecção, que antecedeu os demais tempos de incubação para 

disseminação. Tal cuidado foi tomado a fim de se excluir quaisquer dúvidas sobre a 

concentração microbiana no interior das células Caco-2 durante o curso da 

disseminação. Ou seja, no início deste experimento, as duas bactérias estavam 

presentes na mesma concentração e, desta forma, inferimos que os estudos 

comparativos estavam sincronizados. A análise da disseminação bacteriana (1, 2, 3, 

4 e 5 horas) nos mostrou que em até três horas de incubação, não foram 

observadas diferenças estatisticamente significativas entre a concentração 

intracelular das duas espécies bacterianas (Figura 8). Contudo, nos tempos mais 

tardios, quatro e cinco horas, a concentração intracelular de EIEC foi 

significativamente inferior à de Shigella. Mais uma vez, os resultados nos sugerem 

que, após longos períodos de infecção, Shigella apresenta a capacidade de 

potencializar a sua invasão/disseminação, ao passo que EIEC permanece mais 

localizada no sítio de infecção. Esses resultados foram corroborados pelos dados 

obtidos no ensaio de placas de lise, onde se pode avaliar o fenótipo de 

disseminação bacteriana, pela formação de placas de células mortas na 

monocamada de células Caco-2. 

Pelo experimento de placa de lise (Figura 10), a diferença da eficiência de 

disseminação entre EIEC e Shigella foi demonstrada claramente. Avaliamos três 

tempos de disseminação bacteriana: 36, 48 e 84 horas. Para os dois primeiros 

tempos estudados, as placas de lise formadas por EIEC foram muito pequenas, 

onde encontramos dificuldade na visualização a olho nu. Apenas para o tempo de 84 

horas, o tamanho das placas de lise foi mais facilmente visualizado, mas mesmo 

assim, apresentavam-se pequenos. Entretanto, as placas de lise formadas por 

Shigella foram muito mais proeminentes, desde o primeiro tempo analisado (36 

horas). É interessante ressaltar que o tamanho médio dos halos formados em 84 
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horas de disseminação de EIEC foi estatisticamente menor (p < 0,001) do que o 

tamanho médio dos halos observados para 36 horas de disseminação de Shigella. 

Neste ensaio, demonstramos que a capacidade de disseminação de EIEC é menor 

do que a de Shigella, fato que somado aos resultados anteriormente citados, nos 

sugere que uma das características de EIEC que justifica a sua menor virulência 

quando comparada à Shigella é a sua menor eficiência de disseminação nas células 

epiteliais. 

Os processos de invasão de disseminação bacteriana, que auxiliam na 

fisiopatologia da disenteria bacilar por Shigella e EIEC, levam a danos epiteliais 

devido à destruição celular. No presente trabalho, nós valíamos a viabilidade das 

células Caco-2 após uma cinética de disseminação das bactérias EIEC e Shigella. O 

perfil de citotoxicidade de EIEC e Shigella foi dependente do tempo, ou seja, quanto 

maior o tempo de exposição da monocamada celular às bactérias, maior o dano 

causado. Os resultados entre EIEC e Shigella foram significativamente diferentes 

para os tempos de duas e três horas de disseminação, onde EIEC desencadeou 

menos danos às células Caco-2 do que Shigella. O ápice de morte celular (37,13%) 

induzida por Shigella foi em duas horas, ao passo que para EIEC foi em quatro 

horas (40,75%). Para os tempos de quatro e cinco horas, não foram observadas 

diferenças significativas na viabilidade celular para as duas bactérias. Esses 

resultados parecem inapropriados quando comparados aos dados de disseminação 

bacteriana do ensaio de placas de lise. Esperava-se que independente do tempo de 

exposição, Shigella provocaria mais danos às células Caco-2. Contudo, o 

microambiente da cultura celular é complexo, onde vários parâmetros devem ser 

levados em conta, tal como a resposta das células Caco-2 frente à infecção 

bacteriana. É provável que a morte das células Caco-2 por EIEC em quatro e cinco 

horas de disseminação esteja associada a outros fatores, como a produção de óxido 

nítrico (NO). 

Além do efeito microbicida, altas concentrações de NO acaba por causar 

danos às células hospedeiras. Células epiteliais intestinais, após invadidas, 

mostraram um aumento na expressão de NO, o que resultou em diminuição de 

resistência transepitelial, ou seja, perda da função de barreira celular (RESTA

LENERT & BARRET, 2002). O microambiente criado durante a inflamação é 

importante na contenção da infecção, porém, além de tóxico para microrganismos, é 
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também para os tecidos do hospedeiro. O processo precisa ser regulado para evitar 

maiores danos às células. 

Em ensaios ex vivo conduzidos em nosso laboratório e realizados em 

camundongos nocauteados no gene iNOS, o NO pareceu ter um papel importante 

no controle da infecção por EIEC, embora a eliminação de Shigella pareça ocorrer 

independentemente desta via (AMHAZ, 2007). Ferreira (2008) observou uma 

diferença significativa na produção de NO produzido por células Caco-2 infectadas 

por EIEC, comparadas com as células infectadas por Shigella. O pico na produção 

de NO na infecção por EIEC ocorreu em 6 horas de infecção e o pico da produção 

de NO induzida pela Shigella foi após 24 horas de infecção. Em seis horas, a 

concentração de NO secretada pelas células Caco-2 infectadas por EIEC foi o dobro 

da encontrada para Shigella. Corroborando com esses resultados, Witthoft e 

colaboradores (1998) demonstraram que o pico do nível de RNA mensageiro para 

proteína iNOS ocorre em 8 horas após infecção por EIEC e além disso, foi 

observado uma decrescente síntese nos tempos de 12 e 24 horas. 

Para esclarecer as diferenças do processo de invasão e disseminação entre 

EIEC e Shigella" a cinética de expressão dos principais genes de virulência 

associados a esses fenótipos foi estudada .. 

Pela técnica de RT-PCR, nós avaliamos a expressão dos genes vir F, virB, 

ipaA, ipaB, ipaC, ipaD, ipgC, mxiH, spa32 e icsA, qualitativamente. O gene icsB não 

foi avaliado pois, justamente na região onde os iniciadores foram desenhados, o 

gene de EIEC apresentou polimorfismo, portando, a amplificação do cDNA foi 

prejudicada (dados que serão discutidos no decorrer dos comentários). Foi 

verificado, que o problema estava na região escolhida como molde para a síntese do 

iniciador. Contudo, esse problema foi contornado pelo método de qPCR. 

Para os processos de invasão e disseminação bacteriana, todos os genes 

avaliados por RT-PCR apresentaram-se menos expressos em EIEC (Figuras 11 a 

15). Os dados mais relevantes foram os obtidos com mxiH, ipaB e ipaD. Após 

análise da expressão do mRNA por qPCR, um método muito mais sensível e 

fidedigno, foi possível observar que no curso da invasão e disseminação, todos os 

genes de virulência estudados apresentaram-se significativamente menos expressos 

em EIEC, com exceção do gene virF durante a disseminação bacteriana (Figuras 16 

e 17). 
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Spa32, codificada pelo gene spa32, é uma proteína essencial no ssn, 
envolvida no controle do comprimento da agulha, assim como na atividade do ssn 
(TAMANO et aI., 2002). Após a análise da expressão do mRNA de spa32, não 

observamos diferenças entre as duas bactérias no curso da invasão. Contudo, a 

transcrição de mxiH foi mais acentuada em Shigella do que EIEC. Sendo MxiH uma 

subunidade protéica da agulha que forma o ssn, sua maior expressão em Shigella 

pode indicar uma melhor montagem da agulha do ssn e, assim, maior eficiência 

na translocação das proteínas efetoras para as células hospedeiras, Caco-2 no caso. 

Os produtos dos genes virF e virB regulam a transcrição de outros genes 

envolvidos na virulência de EIEC e Shigella (PARSOT et aI., 2005). Nós observamos 

que a transcrição de ambos os genes regulatórios apresentaram diferenças na 

expressão de mRNA entre EIEC e Shigella no momento da invasão ou 

disseminação bacteriana intracelular. Essa diferença foi dependente do tempo de 

infecção e foi mais acentuada para virF. Desta forma, a regulação dos genes do 

operon de virulência de EIEC estaria "prejudicada" quando comparada com Shigella. 

Contudo, durante a disseminação bacteriana, a expressão do mRNA sugere que vir F 

é mais expresso em EIEC do que Shigella. Esse dado nos chamou a atenção, pois 

apesar da maior concentração de virF, a expressão de mRNA de todos os outros 

genes de virulência estudados foram menores para EIEC. Esses resultados sugerem 

que a regulação da expressão dos genes do operon de virulência de EIEC é distinta 

de Shigella, pois haveria necessidade de maior concentração do regulador VirF para 

induzir, comparativamente à Shigella, menores concentrações dos outros genes 

necessários para invasão e disseminação bacteriana. 

Uma possível diferença na regulação dos genes do operon da região de 

entrada de EIEC e Shigella já foi anteriormente sugerida (ALBUQUERQUE, 2006). O 

autor relatou que, após infecção bacteriana em macrófagos J774, a cinética de 

expressão de mRNA dos genes de virulência observada não foi compatível com a 

dos genes reguladores. O mesmo autor sugeriu uma regulação pós-transcricional 

para os genes de virulência, tendo em vista que genes que estão localizados no 

mesmo operon tendem a apresentar uma cinética de transcrição semelhante entre si 

por serem transcritos no mesmo mRNA (LAING et ai, 2006). Albuquerque (2006) 

também relatou que o gene ipaD é regulado de forma distinta entre EIEC e Shigella. 

Esses dados corroboram os nossos, uma vez que, apesar do mRNA policistrônico, 

observou-se que ipaD é pouco expressa em EIEC no momento da invasão e 
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aparentemente ausente no momento da disseminação e multiplicação intracelular 

enquanto expressões dos genes ipaA-C foram observadas. Para Shigella, o nível de 

expressão do mRNA desse gene foi baixa, principalmente no processo de 

disseminação. 

Em nossos ensaios de qPCR, observamos que todos os genes plasmidiais de 

invasão (ipaA-D) apresentaram-se menos expressos em EIEC. Este dado sugere 

que a menor virulência por esta espécie bacteriana possa estar associada a 

menores níveis de expressão de proteínas de virulência. Dois fatos nos levam a 

essa afirmação: (i) a IpaD possui um papel indireto na regulação da secreção das 

Ipas e na inserção das Ipas B e C na célula hospedeira (Picking et aI., 2005) e (ii) 

bactérias deletadas em ipaC apresentavam menos de 20% de capacidade de 

invasão frente a macrófagos J774 (Kuwae et ai, 2001). 

Também foi observado que o mRNA de ipaB de EIEC foi significativamente 

menos expresso do que o de Shigella (p < 0,001) para os tempos iniciais de invasão 

(Figura 16) e disseminação (Figura 17). A função da IpaB está muito bem descrita 

na literatura. Essa proteína é muito importante no processo de escape do vacúolo 

fagocítico, bem como na indução de apoptose em macrófagos e células dendríticas 

derivadas de monócitos humanos (PHALlPON & SANSONETTI, 2007). É possível 

que esta seja uma importante diferença de patogenicidade entre EIEC e Shigella, 

onde Shigella provavelmente estaria manipulando o sistema imune a seu favor, 

proporcionando a morte de M<I> e CO intestinais, o que provavelmente não ocorre 

em EIEC com tanta eficiência. De fato, em estudos com M<I> J774, observou-se que 

em Shigella a expressão do mRNA de ipaB foi aproximadamente 5 vezes maior do 

que em EIEC (ALBUQUERQUE, 2006). Outros resultados, oriundos da indução da 

morte celular de M<I> J774, mostraram que, durante uma cinética de infecção (0,5; 1; 

1,5; 2; 4; 6 e 8 horas), Shigella mostrou-se mais citotóxica que EIEC nos tempos de 

2, 4 e 6 horas de infecção (AMHAZ, 2007). Nossos resultados sugerem que, no 

microambiente da infecção, EIEC aparentemente possui menor capacidade de evitar 

a ação das células apresentadoras de antígenos devido à menor expressão de ipaB. 

Desta forma, ela estaria mais sujeita à eliminação pelo sistema imune inato do que 

Shigella. 

Pela técnica de qPCR, observamos que a expressão do mRNA de icsA 

também foi significativamente menor em EIEC, quando comparada com Shigella. 

Infere-se que, por produzir mais IcsA, Shigella poder ter maior capacidade de 
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movimentação intra e intercelular. Em experimentos de placa de lise realizados em 

nosso laboratório com células L929 (fibroblasto murino), observou-se uma maior 

capacidade de disseminação por Shigella flexneri (M90T) em todos os tempos 

avaliados (Ferreira, 2008). Esses dados vêm de encontro com os encontrados no 

presente trabalho, onde observamos claramente a maior capacidade de 

disseminação de Shigella em ensaio de placas de lise em células Caco-2 (Figura 

10). 

o gene icsB também foi menos expresso em EIEC. A degradação pelo 

autofagossomo de componentes celulares e organelas indesejáveis, bem como de 

bactérias invasoras, são cruciais para a sobrevivência celular. IcsB é muito 

importante no escape de Shigella do autofagossomo da célula hospedeira. Bactérias 

mutantes em icsB são capturadas durante a sua multiplicação intracelular e 

mantidas no autofagossomo até sua degradação (PHALlPON & SANSONETTI, 

2007). Devido à importância IcsB na patogênese de Shigella, surgiu a pergunta se 

haveria alguma diferença na estrutura protéica do IcsB de EIEC, visto que 

polimorfismos haviam sido detectados por experimentos anteriores (RT-PCR). Assim, 

o gene icsB de EIEC foi amplificado e seqüenciado para o conhecimento da cadeia 

de nucleotídeos. Esta foi traduzida (hipotéticamente) para proteína e sua seqüência 

foi comparada com a seqüência protéica de IcsB de Shigella flexneri. Algumas 

diferenças foram observadas no que concerne à cadeia nucleotídica e essas 

diferenças proporcionaram substituição de aminoácidos na cadeia peptídica, que 

resultou na alteração da estrutura secundária da proteína IcsB de EIEC. Não se 

pode afirmar que essa mudança conformacional seja significante em relação à 

atividade protéica. A similaridade da sequência de aa entre as duas proteínas foi de 

quase 98%. Esses resultados apenas mostram que há polimorfismos na sequência 

de nucleotídeos, o que pode traduzir uma proteína diferente (dados não mostrados). 

A expressão dos genes de virulência de EIEC e Shigella já foi previamente 

estudada em nosso laboratório, porém, o modelo experimental utilizado foi 

macrófagos murinos da linhagem J774 (ALBUQUERQUE, 2006). Os resultados 

encontrados foram semelhantes aos observados em células Caco-2. Um dado 

extremamente importante foi que, assim como observado por Albuquerque (2006), 

verificamos que a diferença de . expressão dos genes de virulência de EIEC e 

Shigella é dependente do estímulo do hospedeiro. Estas bactérias, quando 

analisadas quanto à expressão gênica de seus fatores de virulência sem um contato 
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com células do hospedeiro, ou seja, apenas cultivadas em meio de cultura de DMEM, 

não apresentaram diferenças de expressão (dados não mostrados). Este fato 

ressalta a importância da regulação da expressão dos genes de virulência, que 

necessariamente necessitam do estímulo do hospedeiro para serem positivamente 

ou negativamente regulados. 

Nossos resultados sinalizam claramente que na presença do hospedeiro, há 

menor expressão dos principais genes de virulência de EIEC quando comparados a 

de Shigella. Provavelmente, a menor capacidade de reinfecção e disseminação 

intercelular de EIEC está relacionada com este fato. Contudo, diversos outros 

parâmetros não avaliados em nosso estudo devem estar associados à menor 

patogenicidade de EIEC. 

Um número limitado de patógenos e fatores de virulência podem afetar a 

permeabilidade paracelular das células epiteliais intestinais (CEI). A desestruturação 

da integridade das tight junctions ocorre em resposta a produtos bacterianos tais 

como a enterotoxina de Clostridium perfrigens (Sonoda et aI., 1999), o fator de 

necrose citotóxico 1 de E. coli (Oswald et aI., 1994), toxinas de Clostridium difficile 

(Nusrat et aI., 1995; Gopalakrishnan et aI., 1998), entre outros. A invasão de 

Salmonella typhii em CEI causa distúrbios nas tight junctions (Chen et aI., 1996) e, 

E. coli enteropatogênica desfosforila e associa ocludina das tight junctions 

(Simonovic et ai., 2000). 

Sakaguchi e colaboradores (2002) demonstraram que S. flexneri diminui 

rapidamente a resistência trans-epitelial de monocamada de células T -84 após 

contato apical e basolateral, indicando a deteriorização física das tight junctions. 

Esses autores também demonstraram que cepas selvagens de S. flexneri e cepas 

não invasivas de S. flexneri, curadas em pINV, translocaram através das tight 

junctions, até o espaço paracelular entre as CEI. Esses dados levaram os autores a 

sugerir que Shigella pode penetrar diretamente pelo epitélio intestinal em adição à 

rota de invasão dependente de células M. Também foi demonstrado que S. flexneri 

utiliza mecanismos que regulam a montagem macromolecular das tight junctions, 

como parte de sua estratégia invasão ao hospedeiro e evasão ao sistema imune. 

Uma rota independente das células M já havia sido relatada anteriormente por 

Rescigno e colaboradores (2001). Salmonella typhimurium, que é deficiente em 

genes invasores codificados pela ilha de patogenicidade 1 de Salmonella, é capaz 

de atingir o baço após administração oral. Este fato sugeriu a existência de uma rota 
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alternativa de invasão bacteriana. Os autores demonstraram a existência de um 

mecanismo de entrada das bactérias na mucosa dos tecidos mediado por células 

dendríticas. Estas possuem a capacidade de abrir as tight junctions entre as CEI 

pela inserção de dendritos para fora do epitélio, para sentir diretamente a presença 

de bactérias. Em adição, como as células dendríticas expressam proteínas das tight 

junctions, a integridade da barreira epitelial é preservada. 

A defesa do hospedeiro contra infecções requer uma resposta integrada entre 

o sistema imune inato e adaptativo. Estudos emergentes indicam que as células 

dendríticas contribuem como parte essencial para a iniciação e regulação da 

imunidade adaptativa. Essas células policiam os sítios de entrada de patógenos no 

hospedeiro, e estão sempre susceptíveis à detecção e captura de microrganismos 

invasores. Após o reconhecimento das estruturas microbianas e ativação apropriada, 

um programa de amadurecimento é iniciado e as células dendríticas adquirem a 

capacidade de migrar para os órgãos linfóides adjacentes para estimular uma 

resposta imune primária. Essas células possuem um papel crítico na modulação da 

resposta emergente, controlando o curso da infecção. As células dendríticas são 

capazes de discriminar vários tipos de microrganismos e capazes de produzir 

diferentes citocinas em resposta a diferentes estímulos microbianos. Por outro lado, 

os patógenos desenvolveram numerosas estratégias para evadir e subverter as 

funções das células dendríticas. A elucidação da interação das células dendríticas 

com os patógenos microbianos pode levar a uma nova estratégia de combate às 

doenças infecciosas através de vacinas e imunoterapias baseadas nessa interação 

(MOLL, 2006). 

Na mucosa intestinal, as células dendríticas são as células apresentadoras de 

antígenos mais abundantes (JOHANSSON & KELSALL, 2007). Em virtude da 

importância dessas células na homeostase intestinal e no controle da resposta 

inflamatória inata e adaptativa, nos perguntamos como as células dendríticas 

intestinais estariam interagindo com EIEC e Shigella e como seria a resposta 

inflamatória desencadeada por esses microrganismos. 

A princípio, avaliamos a expressão de moléculas co-estimulatórias DC80, 

CD86 e CD40, a expressa de MHC 11 e TLR-4 na superfície das CDis após desafio 

com as bactérias. Apesar de não se observar uma diferença na expressão da 

molécula MHC 11 entre os três grupos (controle, EIEC e Shigella) , a expressão das 

moléculas co-estimulatórias foi muito interessante. Verificou-se que Shigella regula 
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positivamente a expressão das moléculas C080, C086 e C040; EIEC, por sua vez, 

não foi capaz de ativar a expressão de C080, induziu baixa expressão de C086 e 

regulou negativamente a expressão de OC40 (Figura 19). 

Durante sua maturação, as COs perdem a sua capacidade de capturar e 

processar o antígeno e aumentam sua expressão de moléculas de MCH classe 11, 

co-estimulatórias (C040, C080, C086) e de adesão (C054). Interações célula-célula 

que requerem moléculas co-estimuladoras são essenciais para que a resposta 

imune seja efetiva, impedindo que as células envolvidas sejam suprimidas ou 

tornem-se anérgicas. A ativação de células T C04+ é dependente de interações com 

células apresentadoras de antígenos. Para serem ativadas, células T precisam 

receber vários sinais. O primeiro sinal é antígeno-específico e fornecido pela ligação 

do receptor de células T (TCR) ao complexo formado por uma molécula de MHC 11 e 

o peptídeo antigênico na superfície das APC. Sinais adicionais das APC são 

fornecidos pela interação das moléculas co-estimuladoras C080 e C086 (sobre as 

células dendríticas ou outras APC) e C028 (sobre células T) (CLARK & 

LEOBETTER, 1994). Interações entre C040 e C040L entre as células dendríticas 

(ou outras células apresentadoras de antígenos) e células T são essenciais para a 

ativação das células T C04+, uma vez que induzem o aumento da expressão de 

moléculas co-estimuladoras sobre a superfície destas células, necessárias para que 

estas sejam eficientemente ativadas. Portanto, há uma cooperação entre as células 

CO e T, via co-receptores C040- C040L, permitindo que a resposta imune efetora 

seja montada (CLARK & LEOBETTER, 1994; GREWAL & FLAVELL, 1996). 

Podemos sugerir, a princípio, que EIEC conduz a uma resposta inflamatória 

menos intensa, uma vez não é capaz de induzir a expressão de moléculas co

estimulatórias na superfície das COis. Outro dado importante foi a regulação 

negativa da molécula C040, essencial na condução da ativação dos linfócitos T. 

A expressão de moléculas co-estimulatórias foi abordada anteriormente por 

Amhaz (2007), onde a autora observou que posteriormente à infecção de 

macrófagos murinos por EIEC e Shigella, houve um aumento da expressão de MHC 

11 e C080, mais proeminente nas células induzidas por Shigella, e uma diminuição 

da expressão de C086, principalmente após infecção por EIEC. Esses dados, 

somados aos resultados obtidos no presente trabalho, nos levaram a outra pergunta: 

como se dá a apresentação dos antígenos de EIEC e Shigella pelas COis aos 

linfócitos T C04+? 
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Consequentemente, nós avaliamos o processamento e a apresentação de 

antígenos pelas células dendríticas aos linfócitos T CD4+ narve pela técnica de 

linfoproliferação. Os resultados obtidos corroboraram com o fenótipo de moléculas 

co-estimulatórias observado nas células dendríticas (Figura 19), pois observamos a 

proliferação dos linfócitos apenas sob a apresentação dos antígenos de Shigella, 

mais ainda, a proliferação foi dependente da concentração de antígenos. Esses 

dados são muito interessantes. As CDis foram capazes de apresentar os antígenos 

de Shigella apenas na proporção 1:1 (uma célula dendrítica para uma célula 

bacteriana) (Figura 20), e não apresentaram os antígenos de Shigella, quando a 

proporção foi 1: 10 (uma célula dendrítica para cada 10 células bacterianas) ou 

houve a apresentação, porém com uma intensidade tal que levasse ao estresse dos 

linfócitos, desencadeando um processo anérgico. 

Amhaz (2007) observou que os antígenos de EIEC e Shigella estimularam 

diferentemente a proliferação linfocitária. Houve maior proliferação das células 

estimuladas com os antígenos de Shigella, enquanto que EIEC pouco estimulou a 

proliferação de linfócitos .. 

Entre as células linfóides da mucosa intestinal, os linfócitos T desempenham 

um papel crucial, atuando como verdadeiros maestros da resposta imunológica. O 

evento central, tanto para a produção da resposta imunológica humoral como para a 

mediada por células, depende da ativação e da expansão clonal de linfócitos T 

auxiliares (Th). Por outro lado, dependendo da forma como o antígeno é 

apresentado ao linfócito Th, e na ausência de moléculas co-estimulatórias, linfócitos 

T maduros podem tornar-se anérgicos, determinando um estado de tolerância. Na 

literatura, há trabalhos que abordam a supressão da resposta inflamatória mediada 

por subpopulações de células T (UHLlG & POWRIE, 2005). Recentemente, algumas 

evidências têm demonstrado que células T CD4+ estão envolvidas na regulação de 

doenças inflamatórias, o que inclui a inflamação intestinal, gerando um novo 

conceito sobre células T supressoras/regulatórias (MALOY & POWRIE, 2001; 

SAKAGUCHI, 2004). Linfócitos T regulatórios CD4+ CD25+ possuem o potencial de 

inibir o desenvolvimento de inúmeras respostas inflamatórias in vivo, que inclui 

doenças autoimunes, imunidade a tumores e inflamação intestinal derivada de 

bactérias (SAKAGUCHI, 2004). Essa subpolulação de linfócitos são 

hiperresponsivos à estimulação de TCR e podem suprimir a proliferação e a 

produção de citocinais de linfócitos T in vitro e in vivo (MALOY & POWRIE, 2001; 
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SAKAGUCHI, 2004). Talvez, a falta de proliferação dos linfócitos T que sofreram 

ativação com as CDis infectadas com Shigella na proporção 1: 1 O pode estar 

relacionada à estimulação excessiva de TCR. 

Alguns estímulos podem induzir o desenvolvimento de células dendríticas 

regulatórias, que criam tolerância aos antígenos que estão sendo apresentados às 

de células T regulatórias (Tregs) (LEWIS & POLLARD, 2006). A co-regulação pelos 

receptores B7 sinalizam às células T se respondem ou não aos antígenos que estão 

sendo apresentados: enquanto a estimulação dos sinais B7 ativa as células T frente 

aos antígenos, a inibição dos sinais B7 instrui as células T a se tornarem tolerantes 

aos antígenos apresentados (PRENDERGAST, G.C., 2008). A presença de CD40 é 

um sinal para a ativação das células T; contudo, sua ausência, somada à presença 

de CTLA-4 nas células T, influencia o desenvolvimento de uma resposta supressora 

nos linfócitos T (ALBA SOTO et ai, 2003). No que diz respeito aos nossos resultados 

sobre a falta de linfoproliferação na co-cultura com CDs infectadas por EIEC, 

sugerimos que devido à baixa expressão de DC40 e CD86, o microambiente da 

cultura esteja conduzindo a uma resposta adaptativa supressora. 

O epitélio intestinal sente a presença de patógenos e bactérias comensais 

pela interação com o sistema imune inato. Esse reconhecimento é mediado por uma 

variedade de receptores celulares. Dentre eles, encontram-se aqueles que 

reconhecem especificamente constituintes moleculares de microrganismos, 

conhecidos, em geral, pela denominação "padrões moleculares associados a 

patógenos" (PAMPs). No intestino, duas classes de PAMPs possuem um papel 

crucial no reconhecimento de patógenos pelo sistema imune da mucosa: os 

receptores do tipo TolI (TLRs) e os receptores do tipo Nod (NLRs) (MAGALHAES, et 

aI., 2007). O LPS de bactérias Gram-negativa, como EIEC e Shigella, é reconhecido 

pelos TLR-4. Esse reconhecimento desencadeia uma cascata de sinalização 

intracelular, que culmina na ativação de fatores de regulação transcricionais, como 

NF-KB, responsável pela ativação da transcrição de citocinas pró-inflamatórias. 

Devido a sua importância no desenvolvimento da resposta inflamatória, nós 

avaliamos a expressão de TLR-4 nas CDis após infecção por EIEC e Shigella 

(Figura 19) . As duas bactérias, como esperado, regularam positivamente expressão 

desse receptor nas CDis. Contudo, a expressão desencadeada por EIEC foi muito 

superior à de Shigella. Esse resultado sugere que a resposta inicialmente gerada 
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pela infecção por EIEC levaria ao desenvolvimento de uma resposta pró-inflamatória 

mais efetiva. 

Recentemente, Ferreira (2008) avaliou a expressão de TLR-4 e NF-KB em 

células intestinais Caco-2 após quatro horas de estímulo com as bactérias EIEC e 

Shigella. Apesar da regulação positiva da expressão desses genes, não foram 

observadas diferenças na expressão do mRNA de TLR-4 e NF-KB frente aos dois 

estímulos bacterianos. Amhaz (2007) estudou a expressão de mRNA de TLR-4 em 

lavado peritonial de camundongos selvagens após quatro e 48 horas de infecção por 

EIEC e Shigella. Foi observado que Shigella induziu maior expressão desse gene do 

que EIEC, após quatro horas de infecção. Não foram observadas diferenças para o 

tempo de 48 horas. Frente a esses dados, somados aos obtidos no presente 

trabalho, parece que o início da resposta pró-inflamatória desencadeada por EIEC 

estaria mais relacionado com a ação de células dendríticas intestinais. Esses 

resultados também sinalizam a importância das células dendríticas no processo 

inflamatório da doença diarréica causada por EIEC. 

A resposta imunológica é conseqüência de uma série de interações 

envolvendo o microambiente da infecção. A regulação de um processo inflamatório 

envolve um equilíbrio entre as citocinas pró e anti-inflamatórias. Para a melhor 

compreensão dos parâmetros avaliados sobre a interação de EIEC e Shigella com 

células dendríticas intestinais, nós avaliamos a secreção de IL-10 e IL-12 por COis 

após desafio com EIEC e Shigella. Após 24 horas de incubação das COis sob a 

presença ou ausência de estímulo bacteriano, observamos que EIEC induz maior 

secreção de IL-10 e IL-12 em relação à Shigella e ao controle (secreção basal) 

(Figuras 21 e 22). Shigella parece não estimular a secreção dessas citocinas, uma 

vez que não houve diferenças em relação aos níveis basais. Esses resultados 

corroboram os resultados da expressão de moléculas co-estimulatórias e 

linfoproliferação. 

A IL-10 inibe a síntese do TNF, IL-1, IL-6 e IL-8 em monócitos e macrófagos. 

Também já foi observado que o aumento da sua concentração e da do receptor 

antagonista do IL-1 (IL-1 ra) é concomitante à diminuição das concentrações das 

citocinas pró-inflamatórias. IL-10 também possui um efeito inibitório na apresentação 

de antígenos por células dendríticas porque regula negativamente a expressão de 

MHC 11 e moléculas co-estimulatórias C080 e C086 (HUBERT et ai, 2007). Desta 

forma, nós sugerimos uma possível associação da ineficácia da apresentação de 
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antígenos de EIEC pelas CDis aos linfócitos T também à presença de IL-10 no 

microambiente da co-cultura celular. A maior expressão de mRNA de IL-10 também 

foi observada em macrófagos murinos ex-vivo infectados com EIEC, 

comparativamente à Shigella (Amhaz, 2007). Esses estudos nos levam a estimar 

que o microambiente da infecção gerada por EIEC tende a ser menos agressivo do 

que o observado para Shigella. De fato, sabe-se que a resposta inflamatória 

induzida por Shigella é muito exacerbada, o que conduz a uma colite severa 

(PHALlPON & SANSONETTI, 2007). 

Na imunidade inata, a ativação das células dendríticas por uma variedade de 

produtos microbianos leva a uma maturação destas células, com produção de 

citocinas e quimiocinas, as quais influenciam na resposta imune adaptativa. Algumas 

citocinas induzidas por TLRs, como a IL-12, podem levar a ativação de células T do 

fenótipo Th1, que é uma resposta apropriada para a eliminação de muitos patógenos. 

IL-12 é o principal mediador da resposta imune inata inicial a microrganismos 

intracelulares e é um indutor essencial da imunidade mediada por células à resposta 

imune adaptativa a esses microrganismos. A IL-12 é uma citocina produzida por 

células apresentadoras de antígenos, que atua basicamente sobre os linfócitos T 

promovendo uma retroalimentação positiva sobre as respostas do tipo Th1. Uma 

produção aumentada de IL-12 na mucosa intestinal de pacientes com doenças de 

Crohn favorece a hipótese de predomínio de resposta imunológica do tipo Th1 nesta 

infermidade (MONTELEONE et aI., 1997). 

A avaliação da expressão de IL-12 pelas CDis após estímulo bacteriano 

revelou que as células infectadas por EIEC induzem maior secreção desta citocina. 

Shigella, por sua vez, não estimulou a secreção de IL-12, visto que a concentração 

deste mediador químico não apresentou diferenças significativas em relação à 

expressão basal. 

O desenvolvimento predominante de uma subpopulação de células T (Th1 ou 

Th2) durante uma infecção é extremamente importante, pois certos patógenos são 

efetivamente mais controlados por uma resposta do tipo celular (Th1) e outros mais 

controlados por uma resposta do tipo humoral (Th2) (SHER & COFFMAN, 1992). Em 

algumas doenças, a resposta de células T CD4+ inapropriada pode exacerbar a 

doença, levando a uma inabilidade do hospedeiro para erradicar o microrganismo. 

Outro ponto de vista seria uma reação inflamatória muito intensa que, por sua vez, 
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pode favorecer a colonização e multiplicação bacteriana devido às injúrias que pode 

causar aos tecidos epiteliais, como o caso do epitélio intestinal. 

Na literatura, uma variedade de estudos in vivo sugere que a expressão de 

CD86 promove um sinal inicial para células T nai"ve secretarem IL-4, ou seja, uma 

resposta polarizada para Th2. Em contrapartida, a expressão de CD80 induz a 

diferenciação de células T naiVe ao fenótipo Th1 (KUCHROO et ai, 1995; RANGER 

et ai, 1996). Ferreira e Almeida (2006) mostraram que a expressão de CD80 por 

células dendríticas direciona uma resposta celular do tipo Th1. Sabe-se que a 

resposta do tipo Th1, ou seja, uma resposta protetora ao hospedeiro, é direcionada 

pela citocina IL-12; já uma resposta que resulta na inibição da produção de citocinas 

pró-inflamatórias, como do tipo Th2 é direcionada principalmente pela citocina IL-10. 

Os perfis de secreção de citocinas obtidos em nossos experimentos não nos 

sugerem ao certo a polarização das células T (Th1 ou Th2) em função da ativação 

das CDis por EIEC e Shigella. Aparentemente, EIEC estaria induzindo uma resposta 

equilibrada Th1fTh2, talvez com o predomínio de uma resposta do tipo Th1 pela 

produção tanto de IL-10 quanto de IL-12 no microambiente da infecção. 

Na literatura, poucos trabalhos foram realizados sobre a interação de células 

dendríticas com o gênero Shigella sp. Edgeworth e colaboradores (2002) estudaram 

a interação de Shigella flexneri com células dendríticas derivadas de monócitos 

humanos. Os autores demonstraram que a infecção de CD humanas com S. flexneri 

resulta em rápida morte celular dependente de IpaB. A citotoxicidade foi 

parcialmente bloqueada por inibidores de caspase-1, e completamente bloqueada 

por um inibidor universal de caspases. As CDs infectadas por S. flexneri secretaram 

IL-1 e IL-18, o que sugeriu sua contribuição na indução de uma resposta inflamatória 

inicial. Os autores sugeriram que a rápida morte das CDs durante o estágio inicial da 

shigelose levaria a conseqüências adversas na geração da resposta imune 

adaptativa. Entretanto, não existem trabalhos que relatem a expressão de moléculas 

co-estismulatórias em CDs, bem como sua capacidade de apresentação de 

antígenos de Shigella, para que os parâmetros relacionados à imunidade adaptativa 

sejam avaliados. 

A vasta superfície mucosa do tubo digestório constitui a maior porta de 

entrada do organismo para antígenos estranhos. Os leucócitos e células 

mononucleares são recrutados para o local da inflamação ou lesão tecidual por um 

processo finamente regulado. Diversos fatores estão relacionados ao recrutamento e 



(])iscussáo 86 

migração celular, como moléculas de adesão celular e quimiocinas. As quimiocinas 

são pequenas proteínas solúveis que atuam como moléculas de atração para 

diferentes subpopulações celulares. 

Na intenção de associar a interação das células epiteliais intestinais e a ação 

das células dendríticas no processo infeccioso desencadeado por EIEC e Shigella, 

nós fizemos uso de um sistema de três componentes (Figura 6) para mimetizar um 

microambiente intestinal mais fidedigno. Avaliamos a imuno-migração das células 

dendríticas ao compartimento apical da co-cultura, que mimetizava o lúmen intestinal. 

Nossas evidências experimentais indicam que apenas EIEC possui a capacidade de 

induzir a transmigração das células dendríticas ao foco inicial da infecção. As 

proteínas secretadas por EIEC apresentaram a mesma capacidade da célula 

bacteriana em induzir a migração celular, porém em menor proporção. Nada foi 

observado em relação à Shigella ou suas proteínas secretadas. Posteriormente, 

avaliamos a localização e concentração de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas 

após o estímulo bacteriano. 

Assim como esperado, não detectamos a presença de CCL 19, uma 

quimiocina importante no recrutamento de células dendríticas maduras para o sítio 

de infecção. Esta quimiocina também possui um importante papel no tráfego de 

células T no timo e na migração de células T e B aos órgãos linfóides secundários. 

Seu receptor na membrana das células dendríticas é o CCR7, positivamente 

regulado após maturação dessas células (MOLL, 2003; JOHANSSON & KELSALL, 

2005, SABATTÉ et aI., 2007). 

No lado apical, CCL4 foi praticamente nula, contudo sua concentração na 

porção basolateral foi alta. Os estímulos bacterianos sugestivamente regularam de 

forma positiva a expressão desta quimiocina. A produção de CCL4 é estimulada por 

endotoxinas bacterianas. Além de ser quimioatratora de células dendríticas imaturas, 

esta quimiocina possui a capacidade de ativar granulócitos humanos, que podem 

levar a uma resposta inflamatória aguda. Ela também induz a síntese e a secreção 

de citocinas pró-inflamatórias, como IL-1, IL-6 e TNF (MOLL, 2003; JOHANSSON & 

KELSALL, 2005, SABATTÉ et aI., 2007). 

A quimiocina CCL20 tem por atividade a formação e ativação da função dos 

tecidos linfóides da mucosa via quimioatração de linfócitos e células dendríticas 

imaturas pelas células epiteliais que circundam esses tecidos. Sua expressão é 

induzida por fatores microbianos, como o LPS, e citocinas inflamatórias, como TNF e 
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INF-y; a citocina IL-10 regula negativamente a sua expressão. O receptor de CCL20 

na membrana das células dendríticas é o CCR6. Em nossos ensaios, observamos 

que a secreção de CCL20 foi significativamente mais secretada na porção apical 

apenas após estímulo com as proteínas secretadas das duas bactérias, quando 

comparada à secreção basal. Os dados mais interessantes foram observados no 

lado basolateroal, onde todos os estímulos bacterianos estimularam a secreção 

desta quimiocina em altas concentrações. A maior concentração foi observada após 

estímulo da monocamada intestinal com as proteínas secretadas de EIEC (MOLL, 

2003; JOHANSSON & KELSALL, 2005, SABATTÉ et aI., 2007). 

Outra quimiocina muito importante na migração celular é o MCP-1, onde sua 

atividade está relacionada ao recrutamento de células do sistema imune, como 

monócitos, para o sítio de infecção ou lesão. O MCP-1 foi negativamente regulado 

na porção apical da co-cultura celular após infecção com os estímulos bacterianos. 

Na porção basolateral, apesar da alta concentração deste mediador químico, não 

foram observadas diferenças de secreção em relação ao nível basal. Contudo, 

sugere-se uma maior concentração de MCP-1 após estímulo com EIEC (MOLL, 

2003; JOHANSSON & KELSALL, 2005, SABATTÉ et aI., 2007). 

A citocina pró-inflamatória IL-8 foi pouco secretada na porção apical e 

altamente secretada na porção basolateral. Entretanto, apesar da importância desta 

citocina no processo inflamatório direcionado por Shigella (DONNENBERG, 2000; 

PARSOT & SANSONETTI, 1995, SANSONETTI, 2001), não encontramos diferenças 

estatísticas entre a secreção basal e a secreção após os estímulos bacterianos. É 

possível que a secreção desta citocina esteja relacionada a um processo um pouco 

mais tardio do que o estudado neste trabalho. Ferreira (2008) verificou que tanto 

EIEC como Shigella regulam positivamente a secreção de IL-8 em células Caco-2, 

mas não foram encontradas diferenças na quantidade desta citocina entre EIEC e S. 

flexneri. 

Também avaliamos a secreção de TNF-a na co-cultura de células epiteliais 

com células dendríticas após infecção com os antígenos. Na porção apical, essa 

citocina foi negativamente regulada pelos estímulos bacterianos. Contudo, observou

se que sua secreção na porção basolateral foi muito alta, principalmente após 

infecção com EIEC. Essa citocina possui um papel fundamental na resposta 

inflamatória, além de exercer a função de quimioatração de células do sistema 

imune inato (MOLL, 2003; JOHANSSON & KELSALL, 2005, SABATTÉ et aI. , 2007). 
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o recrutamento de célula dendríticas ao local inflamatório, direcionado por 

EIEC, pode ser associado à secreção das quimiocinas aqui estudadas, como CCL4, 

CCL20, MCP-1 e principalmente TNF-a. Também pudemos avaliar que as proteínas 

secretadas por EIEC e Shigella exercem um sinal diferente em relação à secreção 

de TNF-a. Esse dado poderia ser somado a vários outros como uma possível 

explicação da diferença da ativação do sistema imune inato entre as duas bactérias. 

Em certas circunstâncias, os mecanismos de controle das respostas imunes 

das mucosas podem ser alterados e extensas reações imunes e inflamatórias 

ocorrem. Na mucosa intestinal, o papel das células dendríticas é muito importante na 

manutenção da homeostase e na defesa imunológica. Neste trabalho, nós 

comprovamos que a expressão dos genes de virulência de EIEC é menor do que os 

de Shigella no curso da invasão e disseminação bacteriana em células epiteliais 

intestinais. Também verificamos que EIEC possui menor capacidade de 

disseminação bacteriana. Nossos dados experimentais sinalizam que a infecção por 

EIEC esteja mais restrita a um determinado local da infecção, ou seja, não é capaz 

de se disseminar a ponto de estender a lesão tecidual de forma mais drástica, como 

Shigella. Esses dados com pactuam efetivamente com a clínica da doença diarréica 

causada por EIEC. Entretanto, a mucosa intestinal não se · resume a uma 

monocamada de células epiteliais intestinais. Portanto, o papel do sistema imune é 

essencial na contenção da doença. Desta forma, verificamos que a resposta 

imunológica induzida por EIEC em células dendríticas direciona para uma resposta 

imune celular, onde são secretadas tanto citocinas pró-inflamatórias como anti

inflamatórias. Sugerimos que este equilíbrio da resposta inflamatória estaria 

favorecendo o hospedeiro, uma vez que seria uma resposta efetiva, porém sem 

grandes exacerbações imune-celulares, que fatalmente seriam prejudiciais ao 

hospedeiro, como ocorre em Shigella. A resposta imune adaptativa de EIEC estaria 

a princípio, suprimida na resposta aguda e, em relação à Shigella, essa resposta 

seria tão intensa que levaria a uma super-ativação da resposta inflamatória. 

Corroborando esses dados, foi verificado que a produção de TNF-a induzida 

por EIEC é muito alta, juntamente com a presença de outras quimiocinas, 

importantes para a transmigração de células dendríticas para o sítio de infecção. 

Assim, demonstramos que na infecção por EIEC, a imuno-migração de células 

dendríticas pode ser um fato essencial na eliminação do patógeno. 
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Com os resultados obtidos no nosso trabalho e, com os dados já publicados 

na literatura sobre Shigella, acreditamos que possivelmente, uma fisiopatologia 

resumida da infecção por EIEC e Shigella seja: 

Mottlklad& \)/ssemlnaçio 
Intracekolar cilulCl-elilulCl 

Motlllclade \)/ssamlnaçio 
Introcekolar cilula-clolkJla 
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6- CONCLUSÕES 

• A expressão dos genes de virulência virF, vir F, ipaA, ipaA, ipaC, ipaD, icsA e 

icsB é menor em EIEC quando comparada à Shigella, após infecção em 

células intestinais Caco-2; 

• A disseminação de EIEC em células Caco-2 é menos eficiente que a de 

Shigella; 

• EIEC parece induzir um estado de tolerância em células dendríticas 

intestinais de camundongos; o que levaria, a princípio, a uma supressão da 

resposta imune adaptativa; os antígenos de Shigella são eficientemente 

apresentados pelas células dendríticas, o que levaria à formação de uma 

resposta T específica; 

• A resposta inflamatória observada nos modelos experimentais estudados 

indica que EIEC conduz a uma resposta imune inata, com predomínio de 

citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas importantes para a migração imune

celular. Sugerimos a presença de um equilíbrio da resposta inflamatória 

(sistemas imunes inato e adaptativo), que estaria favorecendo o hospedeiro, 

uma vez que seria uma resposta efetiva, porém sem grandes exacerbações 

imune-celulares, que fatalmente seriam prejudiciais ao hospedeiro, como 

ocorre em Shigella; 

• A resposta inflamatória observada nos modelos experimentais estudados 

indica que Shigella manipula o sistema imune inato e adaptativo, sendo esta 

uma importante ferramenta de sua patogenicidade para a sobrevivência e 

expansão da doença. 

• Nossas evidencias experimentais indicam que a doença desencadeada por 

EI EC é mais restrita a um determinado local da infecção, ou seja, não é capaz 

de se disseminar a ponto de estender a lesão tecidual de forma mais drástica, 

como Shigella. Esse fenômeno pode estar associado à menor expressão de 
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seus dos fatores de virulência e à resposta imune inata induzida no sítio de 

infecção, o que levaria, fatalmente, à resolução da doença. 

• Neste trabalho, esclarecemos alguns tópicos da patogenicidade de EIEC que 

sustentam a sua menor virulência quando comparada à Shigella flexneri, e 

mostramos a importância das células dendríticas nesse processo. 
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