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RESUMO 

 

Introdução: Shigelose é uma disenteria bacilar causada pela Shigella, um patógeno 

Gram negativo e intracelular. Um dos modelos animais mais comuns para avaliar a 

resposta imune da Shigella é a infecção pulmonar em camundongos devido a fácil 

manipulação e similaridade com as respostas intestinais. Neste estudo, nós 

levantamos a hipótese de como cepas clínicas isoladas de pacientes com shigelose 

possuem expressão de resposta imune diferencial quando comparados com cepas 

padrões (M90T). Nossa principal proposta foi analisar quatro cepas de Shigella 

clínicas com diferentes genes de virulência e a cepa padrão M90T quanto as 

respostas imunes após invasão murina em 24 e 48h. Métodos: Cepas clínicas de 

Shigella foram selecionadas pela presença de genes de virulência específicos por 

PCR. Primers relacionados ao sistema imune foram desenvolvidos.  As cepas 

clínicas e a padrão foram submetidas à análise de expressão gênica pelo Fluidigm 

(Bioamark Platform). Os resultados foram analisados em programa estatístico R. 

Resultados: Nós agrupamos os mRNA em cinco grupos: Pró Inflamatórios 

(CXCL15, IL-1β, IL-6, IFN-β, TNF-α), Anti Inflamatórios (TGF-β1, TGF-β2 e TGF-β3), 

Resposta Inata (NOD 1, NOD 2, TLR4 e TLR9), Resposta adaptativa (Th1-like, IFN-

γ, IL-17A e IL-17B) e Macrófago (NOS, H2 -Aβ1, H2-Eβ, H2-K1, MHC-like 2). Como 

principais resultados, todas as amostras clínicas demonstraram uma expressão 

mRNA em 24h de infecção que foi gradativamente aumentado após 48h, enquanto a 

cepa padrão M90T teve a regulação oposta com taxas de mRNA em 48h, sugerindo 

grandes diferenças entre as respostas a cepas clínicas e a padrões bem 

caracterizados. A cepa clínica #5 não alterou a expressão de mRNA em 24 e 48h 

nos genes da resposta adaptativa, sugerindo baixas taxas de invasão e controle do 

hospedeiro nas etapas iniciais da infecção. A cepa clínica #11 demonstrou alta 

atividade macrofágica devido a maior expressão de IFN-γ e NOS. A cepa #14 e #27 

demonstraram um possível potencial de proteção Th1 devido a alta expressão 

mRNA para MHC-like II e Th1 quando comparado a outras cepas e o controle 

positivo. A presença de alta expressão de IL-17 na cepa #27 relação com células 

Th17. O potencial imunológico da cepa #27 pode ter relação com as enterotoxinas 

(shET1A, shET1B e shET2). A presença do conjunto completos destas enterotoxinas 

foi confirmado na cepa #27 por PCR. Conclusão: As diferenças entre cepas clínicas 

e padrões foram evidentes neste estudo.  Cepa clínica 27 parece ser uma ótima 

candidata para estudos futuros e pode prover novas perspectivas para as diferenças 

de invasão e resposta imune vista nos hospitais. 

 

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

 

Introduction: Shigellosis is a bacillary dysentery caused by Shigella, a gram-

negative intracellular human pathogen. One of most common animal models to 

evaluate Shigella’s immune response is mice pulmonary infection due easy 

manipulation and similar gut responses. At this study, we have hypothesized how 

clinical strains isolated from Shigellosis patients had differential immune response 

expression when compared to standards strains (M90T). Our main proposition was 

analyze four clinical Shigella strains with distinct virulence genes and M90T immune 

responses at murine invasion after 24 and 48h infection. Methods: Shigella Clinical 

Strains were selected through presence of specific virulence genes by PCR. Primers 

related to immune system were designed. Clinical strains and M90T Shigella were 

submitted to expression at Fluidigm (Bioamark Platform). Results were analyzed in 

statistical software R. Results: We grouped analyzed mRNA in five gene sets: Pro 

Inflammatory (CXCL15, IL-1β, IL-6, IFN-β, TNF-α), Anti Inflammatory (TGF-β1, TGF-

β2 e TGF-β3), Innate Response (NOD 1, NOD 2, TLR4 e TLR9), Adaptive Response 

(Th1-like, IFN-γ, IL-17A e IL-17B) and Macrophage (NOS, H2 -Aβ1, H2-Eβ, H2-K1, 

MHC-like 2). As main results, all clinical strains displayed a moderate mRNA 

expression in 24h infection which gets higher in 48h, while M90T standard had 

opposite regulation with lower mRNA rates in 48h infection, suggesting major 

differences between well characterized standards and clinical strains. Clinical strain 

#5 did not alter mRNA expression in 24 and 48h at adaptive immune response 

genes, suggesting low invasion rates and host control at initial steps of infection. 

Clinical strain #11 demonstrates high macrophage activity by superior expression 

levels of IFN-γ and NOS. Strains #14 and #27 suggest potential of Th1 protection 

through high MHC-like II and Th1 mRNA expression when compared to all other 

strains and standard control. Presence of IL-17 high expression in strain #27 

demonstrates a possible relation with Th17 cells. The immunological potential of 

strain #27 may have relationship with Shigella enterotoxins (shET1A, shET1B, and 

shET2). Enterotoxins presence was confirmed by PCR and results shows this 

complete set is absent in all other strains studied. Conclusion: The differences 

between clinical strains and standards were evident at this study. Clinical strain 27 

appears as a great candidate to future studies and may provide new perspectives 

about differences among invasion and immune response seen in the clinical practice. 

 

 

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

A Shigella é uma bactéria gram-negativa e intracelular, responsável pelo 

desencadeamento da Shigellose, uma doença diarréica caracterizada pela presença 

de muco e sangue. O gênero compreende quatro espécies: Shigella dysenteriae, 

Shigella flexneri, Shigella boydii e Shigella sonnei (sorogrupos A, B, C e D, 

respectivamente), assim caracterizadas com base nas diferenças de seus antígenos 

de superfície (SANSONETTI, 2001). 

Desde sua descoberta, em 1898, vários estudos têm sido realizados para 

desvendar os mecanismos por trás da virulência deste gênero e as respostas no 

hospedeiro. Estudos sobre prevalência, sorotipagem e resistência a antibióticos tem 

sido realizados em várias regiões do Brasil, porém para a região Norte, estes estão 

limitados aos estados do Pará (BASTOS et al., 2012; BASTOS e LOUREIRO, 2010; 

LINHARES, 1992) e Rondônia (SILVA et al., 2008; ORLANDI et al., 2001). 

Durante os anos de 2007 a 2009 nosso grupo de pesquisa realizou um 

grande estudo epidemiológico envolvendo a coleta de fezes de 1500 crianças com 

quadro diarreico severo, atendidas em Hospitais Públicos de Manaus - AM. Dentre 

os patógenos identificados, 36 isolados foram positivos para Shigella, sendo que 

identificação sorológica mostrou que a S. flexneri foi a espécie mais frequente 

(65%), seguida pela S. sonnei (20%), S. boydii (12.5%) e S. dysenteriae (2.5%). 

A tipagem molecular dos genes de virulência destas amostras revelou uma 

associação da subunidade da proteína shET-1B com complicações relacionadas a 

desidratação e do gene ipaH com febre e presença de sangue nas fezes. O fator de 

virulência mais frequentemente encontrado foi o ipaBCD, seguido do ipaH. Esta 

relação da sintomatologia dos pacientes com a presença de determinados fatores de 

virulência encontrados neste estudo, nos levou a questionar se haveria variabilidade 

na resposta do hospedeiro frente a estas cepas clínicas e quais genes de virulência 

estariam expressos durante este processo invasivo (CRUZ et al., 2014). 

Muitos estudos visando esta abordagem imunológica são realizados com 

cepas padrão, uma vez que elas possuem o seu genoma bem caracterizado, 

possibilitando fácil reprodutibilidade.  Para a Shigella, um dos principais padrões 

utilizados é a S. flexneri 5a M90T, cepa com a qual os conhecimentos sobre a 

virulência e perfil invasivo deste gênero foi descoberto (SELGE et al., 2010; 

SCHNUPF e SANSONETTI, 2012; KONRADT et al., 2011; SPERANDIO et al., 2008; 
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MANTIS et al., 1996). Porém, há ausência de estudos que utilizem cepas clínicas 

com esta finalidade. 

Este estudo se propôs a avaliar a influência de diferentes perfis de virulência 

de cepas selvagens de Shigella em modelo murino, levando em consideração tanto 

os mecanismos que são utilizados pela bactéria, quanto à resposta do hospedeiro a 

este patógeno. 

Levando em conta este panorama, tivemos como objetivo desenhar um perfil 

de ação das Shigellas selvagens co-relacionadas a resposta do hospedeiro. 

Acreditamos que o conhecimento do comportamento de cepas com diferentes 

perfis de virulência e o efeito destas in vivo é de essencial importância para o 

conhecimento da patogenia de uma doença. Além disto, diferenças entre cepas 

padrões e selvagens devem ser investigadas em relação as suas formas de atuação 

e utilização de mecanismos específicos para a caracterização de cepas regionais e 

desenvolvimento de vacinas efetivas. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1.  Shigella spp. 

As doenças diarreicas destacam-se como uma das principais causas de 

morbidade e mortalidade infantil, particularmente nos países em desenvolvimento 

onde vivem dois terços da população mundial (ARAYA et al., 1986; SANSONETTI, 

2001). 

De acordo com o “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology”, as células 

bacterianas do gênero Shigella apresentam-se como bastonetes retos, de morfologia 

similar aos outros membros da família Enterobacteriaceae. Estes microrganismos 

são patógenos intracelulares, gram-negativos, imóveis, não formam esporos, 

anaeróbios facultativos, com metabolismo fermentativo e oxidativo. 

Descrita pela primeira vez, por Shiga, no Japão em 1898, por ocasião de uma 

grave epidemia de disenteria (GORDON et al., 1965), o gênero consiste em quatro 

espécies: Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boydii e Shigella sonnei 

(MURRAY et al., 1998). Essas espécies são designadas como subgrupos A, B, C e 

D, contendo cada um deles 15, 8, 18 e 1 sorotipos antigênicos específicos, 

respectivamente, caracterizados pelo antígeno somático O (ANSARUZZAMAN et al., 

1995; COIMBRA et al., 1999) e por padrões de restrição em rRNA (COIMBRA et al., 

2001). Em geral S. sonnei e S. boydii causam uma diarreia mais branda que as 

espécies de S. flexneri e S. dysenteriae (RAM et al., 2008). 

O gênero S. flexneri é o mais comumente encontrado em países em 

desenvolvimento, com os sorotipos 1b, 2a, 3a, 4a e 6. Nos países desenvolvidos, 

são encontrados S. flexneri 2a e S. sonnei (KOTLOFF et al., 1999); S. boydii possui 

seus casos limitados à Índia e a S. dysenteriae é considerada rara e permanece 

ausente nos estudos atuais (SANSONETTI, 2006). 

A Shigellose é endêmica em muitos países em desenvolvimento. Dos 80 

milhões de casos de diarréia sanguinolenta e 700 mil mortes por ano, cerca de 99% 

ocorrem em países em desenvolvimento, com maior parte dos casos 

(aproximadamente 70%) e mortes (cerca de 60%) em crianças menores de 5 anos 

de idade (WHO, 2005). 

A grande maioria dos casos ocorre em áreas onde as condições higiênico-

sanitárias são precárias ou inexistentes e a rota fecal/oral efetiva. Nestes locais, 
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problemas relacionando doenças infecciosas e a má-nutrição, são responsáveis por 

altas taxas de mortes de recém-nascidos e de graves atrasos de crescimento. Com 

a diminuição da resistência a outras infecções, a criança poderá entrar em um ciclo 

vicioso de infecções e de má nutrição que com o tempo pode tornar-se fatal 

(NIYOGI, 2005; RAM et al., 2008). 

Apesar de ser associada a países em desenvolvimento, surtos de Shigellose 

também são descritos em países desenvolvidos, como em creches na Inglaterra 

(MAGUIRE et al., 1998), hortaliças como alface e salsa (Europa e Estados Unidos) 

(NAIMI et al., 2003; KAPPERUD et al., 1995) e contato com água contaminada em 

Oregon, Estados Unidos (KENEE et al., 1994). 

Em uma revisão realizada por Ram et al. (2008) foi elaborado um 

levantamento sobre a incidência de Shigella em países com média a baixos índices 

de desenvolvimentos entre os anos de 1984 a 2005. Os estudos abordaram 11 

estudos populacionais de sete países (Figura 01). 

Neste estudo, o Brasil foi caracterizado como região de média incidência com 

10 a 100 casos a cada 1000 habitantes. Em 2005, a S. sonnei foi a mais 

frequentemente isolada, esta predominância de S. sonnei sob S. flexneri reflete a 

expansão econômica a qual o Brasil vem passando (RAM et al., 2008). 

 

 

Figura 01: Incidência de Shigellose por região geográfica (1984-2005). 

Países que contribuíram para os dados de incidência: China, Tailândia, Egito, 

Bangladesh e Brasil. Fonte: Adaptado de Ram et al., 2008. 
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No Brasil, numerosos estudos foram realizados sobre a etiologia das diarreias 

infantis, principalmente entre populações do sul do país (ANGELINI et al., 2009; 

MEDEIROS et al., 2001; MURRAY e LOPEZ, 1997; LIMA et al., 1992; GOMES et al., 

1991; SCHORLING et al., 1990). Porém, nas regiões Norte e Nordeste, os estudos 

são mais escassos.  

No Nordeste, um estudo foi realizado no Ceará com 26 amostras de S. 

flexneri coletadas de 1989 a 1993, encontrando associação com multirresistência a 

antibióticos em grande parte das amostras (SIDRIM et al., 1998) 

No Norte, três estudos realizados no Pará merecem destaque: Um estudo 

com grupos indígenas onde foram isoladas espécies de Shigella, entre outros 

enteropatógenos (LINHARES, 1992); A caracterização de resistência de cepas 

isoladas entre 1990 a 2000, identificando a S. flexneri como a mais frequente e a 

presença de cepas multirresistentes (BASTOS e LOUREIRO, 2010); A frequência de 

sorotipos de S. flexneri isolados de 1979 a 2009, colocando a S. flexneri 2a como a 

mais frequentemente isolada (BASTOS et al., 2012). 

Ainda na região Norte, o gênero Shigella foi descrito em Porto Velho, como 

sendo o terceiro agente etiológico de diarreia infantil com uma frequência em torno 

de 8% dos casos nas populações infantis periféricas (ORLANDI et al., 2001). Em 

estudos posteriores estes casos foram caracterizados com relação ao sorotipo e 

genes de virulência tendo a Shigella flexneri como a mais frequente e os genes ipaH 

e ipaBCD presentes em quase todos os isolados (SILVA et al., 2008). 

Na região Amazônica, durante o período de 2007 a 2009 foi realizado um 

estudo epidemiológico no qual de 1500 crianças atendidas com quadro diarreico 

grave em Hospitais Públicos de Manaus – AM, 36 isolados (2,4%) foram positivos 

para Shigella, com a frequência de sorotipos: S. flexneri (65%), S. sonnei (20%), S. 

boydii (12.5%) e S. dysenteriae (2.5%) (de Souza, et al., 2013, em publicação). 

 

 

2.2. Mecanismos de Invasão da Shigella spp. e Respostas Imunológicas do 

Hospedeiro  

O mecanismo de patogenicidade de Shigella é tipicamente por processo 

invasivo, ao nível do íleo e cólon (PIECKERING, 1979).  As cepas de Shigella 
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possuem resistência natural ao ácido do estômago em certas fases do crescimento. 

Estudos in vitro demonstraram uma taxa de sobrevivência de 10% em 2h de 

exposição a pH 2,5 (GORDEN e SMALL, 1993). Esta capacidade tem relação com a 

baixa taxa de inoculo (10-100 UFC) necessária para desencadear a doença em 

humanos, motivo pelo qual a Shigellose é considerada altamente infecciosa 

(JENNISON e VERMA, 2007; KOTLOFF et al., 1999). 

Este fenótipo também pode ser expresso em situações de anaerobiose como 

a encontrada posteriormente no cólon. Assim a Shigella pode passar ilesa pelo ácido 

do estômago em uma forma latente e alcançar o intestino delgado, cujo pH oscila 

entre levemente básico a neutro, onde ela retoma o seu crescimento (JENNISON e 

VERMA, 2004). 

O processo invasivo inclui, assim, basicamente a interiorização das células 

epiteliais, a multiplicação intracelular e disseminação para células adjacentes e 

tecidos conectivos. A infecção é tipicamente aguda e a sistematização é rara 

(GROSS et al., 1984). Quando uma quantidade suficiente de células contíguas são 

lisadas, há uma erosão superficial na parede do intestino, ou uma ulceração. Os 

neutrófilos que se acumulam em grandes quantidades na mucosa, são eliminados 

nas fezes (JENNISON e VERMA, 2004). 

No processo invasivo, a Shigella adere à membrana da célula do epitélio 

intestinal, e em seguida invade a mucosa do epitélio através das células M (Células 

epiteliais membranosas), especializadas na transcitose de macromoléculas e 

microrganismos e susceptíveis a invasão. Estas células sofrem um desarranjo no 

citoesqueleto facilitando o escape da bactéria às células fagocíticas presentes nos 

agregados linfoides localizados abaixo do epitélio (HATHAWAY e KRAEHENBUHL, 

2000; WASSEF et al., 1989). 

Após a invasão, as Shigellas são liberadas na lâmina própria, onde elas são 

fagocitadas por macrófagos residentes. A Shigella, no entanto, possui a capacidade 

de escapar dos macrófagos através de um mecanismo mediado por proteínas de 

seu plasmídeo de invasão (ipa). Como resposta, os macrófagos liberam IL-1β e IL-8 

produzindo uma resposta inflamatória acentuada e provocando recrutamento dos 

neutrófilos (PHALIPON e SANSONETTI, 2007). 

Esta resposta celular inicial aumenta acentuadamente à medida que o 

número de bactérias e invasões subsequentes ocorram, sendo responsável pela 

manifestação clínica da doença. Esta resposta leucocitária é uma parte crucial à 



23 
 

patogênese da Shigella. Os neutrófilos que se acumulam em grandes quantidades 

na mucosa, são eliminados nas fezes (JENNISON e VERMA, 2004; SANSONETTI, 

2001; SUZUKI e SASAKAWA, 2001; JENSEN et al., 1998) (Figura 02). 

 

Figura 02: Desenho esquemático do mecanismo de invasão da Shigella.  

Fonte: Adaptado de Jennison e Verma, 2004. 

 

A Shigella intracelular também induz a liberação de IL-8 pelas células 

epiteliais que juntamente com a IL-1β liberada por macrófagos induzem as células 

PMN (Células Polimorfonucleares, Neutrófilos) a migrarem para as camadas 

epiteliais do lúmen. Estas células possuem um papel no controle da infecção, 

confinando as bactérias extracelulares na mucosa e prevenindo a invasão do tecido 

e disseminação lateral. Isto causa o afastamento da área lateral pelo rompimento 

das junções oclusivas das células epiteliais, deixando-as expostas e amplificando a 

invasão por Shigella (PHALIPON e SANSONETTI, 2007) (Figura 02). 

A imunidade inata gerada pela Shigella é caracterizada pela indução de 

inflamação aguda com grande recrutamento neutrofílico, podendo persistir por 

meses. Em humanos, análise de expressão de citocinas em fase aguda demonstrou 

grande regulação de pró-inflamatórios IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α e TNF-β; e anti-

inflamatórios: IL-10 e TGF-β (RAQUIB et al., 1995). Além disso, podem também ser 
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encontrados IFN-γ e IL-4 em menor quantidade. Todas estas citocinas estão 

relacionadas, além dos sintomas clínicos, com o controle da infecção (PHALIPON e 

SANSONNETI, 2007; JENNISON e VERMA 2004). 

 

 

2.3. Fatores de virulência da Shigella spp. 

A entrada e disseminação lateral em uma infecção por Shigella são eventos 

regulados por proteínas do Sistema de Secreção do Tipo III (T3SS) que por sua vez 

são codificados, entre outros, pelos genes plasmidiais. O Locus Mix-spa é o principal 

representante da Ilha de Patogenicidade (PAI) da Shigella flexneri, sendo sua 

presença necessária e suficiente para a invasão e escape do sistema imune 

(MARVIS et al., 2002; SANSONETTI, 2001) (Figura 03). 

 

 

 

 

Figura 03: Mapa da localização da Ilha de Patogenicidade da Shigella flexneri 

de 30kb necessária para a entrada celular (em vermelho) e escape de 

macrófagos (em verde). 

Fonte: Adaptado de Sansonetti, 2001. 
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Os genes pertencentes à Ilha de Patogenicidade da Shigella são ativados 

após o primeiro sinal indutor que ocorre no contato com a célula alvo levando a 

formação de profusões ao redor da bactéria que são lisados por IpaB e IpaD. IpaC 

polimeriza actina, IpgD dissocia a membrana do esqueleto de actina, VirA 

desestabiliza os microtubulos e IpaA formam um complexo com vinculina, 

despolimerizando a actina (Figura 04) (SANSONETTI, 2001; DEMERS et al., 1998; 

HIGH et al., 1992; VAN NHIEU e ISBERG, 1991). 

 

 

Figura 04: Desenho esquemático da ação do Sistema de Secreção Tipo 3 (T3SS). 

Fonte: Adaptado de Sansonetti, 2001. 

 

Após a invasão nas células epiteliais, a Shigella induz uma massiva 

reorganização do citoesqueleto e provoca a formação de um vacúolo 

macropinocítico, o que facilita a entrada e o crescimento intracelular de Shigella tão 

logo ela lise o vacúolo endocítico (PHALIPON e SANSONETTI, 2007). 

O escape para o citoplasma é seguido de um processo de motilidade actina-

dependente que leva a bactéria a passar para as células adjacentes. Na presença 

de macrófagos, várias proteínas são injetadas no citoplasma da célula hospedeira, 

neste caso, IpaB é responsável pelo processo apoptótico da célula-alvo 

(SANSONETTI, 2001) (Figura 05). 
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Figura 05: Esquema da invasão e disseminação lateral 

pela Shigella, em evidência os genes bacterianos 

regulados. Fonte: Adaptado de Sansonetti, 2001. 

 

  

2.4. Modelos Animais para Estudos Imunológicos com Shigella spp. 

 

Dentre os principais modelos animais utilizados para a caracterização do 

comportamento da Shigella em estudos in vivo podemos citar: O modelo de infecção 

pulmonar em camundongos, que aborda aspectos da imunidade inata e adaptativa 

(VAN DE VERG et al., 1995); A ligação ileal do intestino de coelhos, modelo utilizado 

para observação de alterações morfológicas e migração celular (SANSONETTI et 

al., 1996); Inoculação oral em camundongos recém-nascidos para a verificação de 

indução de citocinas em intestinos imaturos (FERNANDEZ e SANSONETTI, 2003); 

Inoculação retal em porquinho-da-índia para a verificação de indução de citocinas 

em testes com vacinas (SHIM et al., 2007); Inoculação oral em macacos, os únicos a 

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

A espécie Mus musculus é um dos modelos de laboratório mais utilizados em 

experimentos científicos, uma vez que a endogamia entre estes animais permite o 

aumento da reprodutibilidade experimental. Os roedores adultos infectados por via 

oral com Shigella não desenvolvem uma doença, uma vez que esta não possui a 
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capacidade de colonizar o trato intestinal ou provocar a doença em roedores 

semelhante à causada em humanos (VAN DE VERG et al., 1995).  

Dentre as principais hipóteses para a ausência da manifestação da doença 

em intestino de camundongos estão possíveis defeitos em algumas etapas que 

levam a inflamação aguda e a ausência do recrutamento de neutrófilos, essenciais 

para a manifestação clínica da doença (PERDOMO et al., 1994). 

Apesar disto, camundongos infectados por via intranasal com Shigella sp. 

podem desenvolver uma bronco-pneumonia aguda caracterizada por um maciço 

infiltrado neutrofílico, simulando a infecção aguda durante a Shigellose. O epitélio 

pulmonar é um epitélio colunar simples com transição ao epitélio cubóide nos sacos 

alveolares, contendo ocasionais folículos linfóides ou agregados de folículos que são 

semelhantes às Placas de Peyer (PHALIPON e SANSONETTI, 2007; VAN DE 

VERG et al., 1995). 

Assim, o brônquio constitui uma superfície mucosa, com algumas 

características semelhantes ao epitélio intestinal. Como o intestino, o pulmão é um 

órgão linfóide com células apresentadoras de antígenos (APC's) (PHALIPON e 

SANSONETTI, 2007). Além disso, a resposta imunológica local e sistêmica à 

infecção por Shigella pode ser avaliada com precisão após a inoculação intranasal, 

uma vez que o hospedeiro nunca obteve contato com antígenos de Shigella, e há 

ausência de microbiota, sendo este o modelo escolhido para ser utilizado em vários 

estudos (CESINI et al., 2003; RAQUIB et al., 1997; VAN DE VERG et al., 1995), bem 

como em modelos de testes para vacinas (FENNELLY et al., 1999; MALLET et al., 

1995). 
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3. OBJETIVOS 

  

3.1. Objetivo Geral 

 
 Caracterizar e comparar o potencial inflamatório de cepas selvagens de 

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

 

3.2.  Objetivos Específicos 

 
 Selecionar quatro cepas bacterianas de Shigella com diferentes perfis de 

virulência para a realização do estudo; 

 Pesquisar as sequências gênicas e construir os primers referentes à 

expressão gênica bacteriana e resposta imune do camundongo; 

 Realizar a infecção em tecidos pulmonares de camundongos utilizando 

cepas de Shigella com diferentes perfis de virulência; 

 Identificar o perfil de expressão da resposta imune do hospedeiro no tecido 

pulmonar após a infecção; 

 Verificar o perfil de expressão gênica bacteriana durante a invasão; 

 Propor um modelo esquemático de invasão para cada cepa analisada. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Cepas Bacterianas 

As cepas de Shigella utilizadas neste estudo foram provenientes de um 

estudo etiológico realizado nos anos de 2007 a 2009, com 1500 crianças de 0 a 10 

anos atendidas nos Hospitais da Criança das Zonas Leste, Oeste e Sul em Manaus, 

Amazonas (CRUZ et al., 2014). Deste estudo foi organizada uma bacterioteca pela 

Dra. Patrícia Puccinelli Orlandi na Fundação Oswaldo Cruz, Instituto Leônidas e 

Maria Deane (FIOCRUZ – ILMD). 

As amostras positivas para Shigella spp. foram caracterizadas por 

metodologias clássicas, resistência a antibióticos e metodologias moleculares. Oito 

genes de virulência de Shigella (ipaBCD, ipaH, ial, virF, EVT, shET1A, shET1B e 

shET2) e dois genes que também podem ser encontrados em Escherichia coli (uidA 

e invE) foram utilizados para sua caracterização por Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) convencional. O sequenciamento da região 16S também foi 

realizado para a classificação das cepas de Shigella em espécies e confirmação da 

identificação bioquímica. Deste estudo, quatro amostras foram selecionadas com 

diferentes perfis de virulência. 

Os controles escolhidos foram: a cepa padrão M90T de Shigella flexneri 

subtipo 5 como controle positivo, a qual passou pelos mesmos testes submetidos às 

amostras clínicas para a confirmação de sua capacidade de invasão; e o controle 

negativo, a utilização de solução salina a 0,75M. 

 

4.2. Desenho Experimental 

Este estudo possui dois grandes objetivos complementares: Identificar quais 

são os principais genes de virulência bacterianos modulados durante a infecção in 

vivo; e avaliar como o hospedeiro reage frente a estes diferentes fatores de 

virulência. O ponto chave deste estudo foi a utilização de cepas clínicas, que 

comprovadamente desencadearam a doença em crianças, e a comparação com um 

padrão de invasão bem caracterizado. A técnica escolhida foi o PCR-Array, que 

permite a variabilidade de escolha dos genes que serão analisados e qualifica e 

quantifica sua expressão. Neste estudo, também nos propusemos a considerar as 
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variações de expressão no tempo de infecção, aqui determinado como 24h e 48h 

(Figura 06). 

 

 

Figura 06: Desenho experimental do estudo. 

 

 

4.3. Aprovação do Comitê de Ética em Experimentação Animal 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal 

(CEEA) da Universidade Federal do Amazonas – UFAM, sob o Protocolo No. 

104/2012 – CEEA/UFAM, em reunião ocorrida em 11 de janeiro de 2013 (Anexo 

01). 

As cepas utilizadas neste estudo obtiveram a aprovação no Comitê de Ética 

em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Amazonas – UFAM, sob o Protocolo 

No. 266/2006, em reunião ocorrida em 15 de março de 2007 (Anexo 02). 

 

4.4. Seleção e Desenvolvimento dos Iniciadores 

Dois grupos de genes foram desenvolvidos: os referentes aos fatores de 

virulência da bactéria e os relacionados à resposta imune do hospedeiro frente ao 

desafio bacteriano. Os genes bacterianos foram desenvolvidos com base nas 
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sequências disponíveis no banco de dados online de Yang et al., (2006) 

(http://www.mgc.ac.cn/ShiBASE/). Os fatores de virulência relacionados neste banco 

de dados possuem sequências referentes à região gênica das quatro espécies 

bacterianas de Shigella. Desta forma, quando selecionada, as sequências daquela 

região passaram por um processo de alinhamento usando o programa livre 

ClustalW2 disponível online no sítio http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ para a 

verificação se a sequência escolhida abrangia todas as espécies de Shigella. 

Os genes da resposta imunológica foram selecionados com base em revisões 

da literatura (SERGE et al., 2010; PHALIAPON e SANSONETTI, 2007; JENNISON e 

VERMA, 2004; SANSONETTI, 2001) e suas sequências foram obtidas no banco de 

dados online “MGI – Mouse Genomics Informatics” disponível na URL 

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

A verificação de expressão gênica necessita da presença de genes 

constitutivos que possam servir como normalizadores de expressão. Estes 

normalizadores devem ser expressos da mesma forma independente das condições 

experimentais. Foram selecionados os genes de camundongo GAPDH2 e B2M 

como normalizadores da resposta imunológica (SCHNITTGEN e ZAKRAJSEK, 

2000). Para a Shigella, a pesquisa bibliográfica apontou algumas sugestões de 

genes normalizadores sem, no entanto, possuir um padrão bem definido como no 

caso do gene de camundongo. Desta maneira, vários possíveis candidatos a 

normalizadores foram testados. Os possíveis normalizadores escolhidos foram ipa`s 

(ZHAO et al., 2011); gyrB (CHOI et al., 2007; FUKUSHIMA et al., 2002); ipgD e mixA 

(LAN et al., 2004). 

Após escolhidas às sequencias, os primers foram desenvolvidos seguindo as 

instruções do Protocolo Operacional Padrão (POP) desenvolvido pela Plataforma de 

Microarranjo e Nanotecnologia (Anexo 03). 

Desta forma, a sequência alvo desejada foi analisada no programa gratuito 

Primer 3 disponível na URL http://frodo.wi.mit.edu/ , com alterações dos parâmetros 

default: A faixa de tamanho do produto (Product Size Range) para 90 - 150 pares de 

bases; O parâmetro Max 3‘ Stability que determina o número de bases C ou G que 

será permitido entre as últimas 5 bases dos primers, devendo iniciar com o valor 7  

que permite que apenas 1 C ou G seja colocado nesta região; A modificação dos 

parâmetros Max Self Complementarity (MSC), Max 3’ Self Complementarity (M3SC) 

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

http://www.mgc.ac.cn/ShiBASE/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.informatics.jax.org/batch
http://frodo.wi.mit.edu/
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grampos, os valores foram de MSC = 5, M3SC = 2 e M3SC = 3. Após submeter 

estas informações, o programa sugere conjuntos de possíveis iniciadores para a 

região desejada. Para comprovar sua eficácia, no entanto, os primers devem ser 

verificados no Primer BLAST do NCBI. 

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

realizada a simulação do desempenho do primer, como um PCR virtual: Os 

iniciadores indicados pelo Primer 3 foram colocados no Primer BLAST; Na seção 

“Primer Parameters” foi escolhido o organismo para o qual os iniciadores são 

destinados; E o “database” foi modificado para “nr”. Após a busca, foi esperado que 

a primeira entrada fosse o gene de interesse com um anelamento perfeito. Após 

esta análise, o primer foi sintetizado. 

 

4.5. Modelo Animal 

4.5.1. Inoculação Intranasal em Camundongos Balb/C 

A inoculação intranasal ocorreu no Laboratório de Patogenicidade Microbiana 

e Imunidade Inata da Universidade de São Paulo – USP – de Ribeirão Preto, sob a 

coordenação do Dr. Dario Zamboni e auxílio do Dr. Marcelo de Souza Fernandes 

Pereira. 

A reativação das cepas bacterianas foi realizada com o crescimento em 5 ml 

de caldo de soja Luria Bertani (LB - Himedia) sendo incubadas a 37ºC por 24 horas 

sob agitação. 

A inoculação intranasal foi realizada em conformidade com o descrito por 

Cersini et al., (2003), com algumas modificações. Foram inoculadas por via 

intranasal 20μl de suspensões em Solução Salina a 0,9% (NaCl) contendo 109 UFC 

(Unidades Formadoras de Colônias) de cada cepa bacteriana em camundongos 

Balb/C fêmeas com 7 semanas de idade. Antes da inoculação, os camundongos 

foram anestesiados via intramuscular de 60 a 80mg de ketamina (Dopalen, 

Vetbrands) em associação com 8 a 15mg de xilazina (Anasedan, Vetbrands) ambas 

por kg e realizada a assepsia local com etanol 70% conforme recomendado por 

Paiva et al., (2005). 

O procedimento teve um total de 48 camundongos: Quatro amostras clínicas 

e dois controles, totalizando 6 inóculos; Cada amostra teve 4 replicatas biológicas e 

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

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

Após 48h de infecção, os camundongos sofreram eutanásia de acordo com a 

resolução 1000/2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinária, através do 

deslocamento cervical, precedida de anestesia, para a retirada do tecido pulmonar. 

Imediatamente seguida a eutanásia, os pulmões referentes a cada amostra 

foram armazenados em solução RNAlater® (Invitrogen, Life Technologies, USA) em 

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

  

4.6.  Amplificação no Equipamento Fluidigm – PCR-Array 

O equipamento Fluidigm (Bioamark Platform) em chip de expressão gênica 

96.96 possibilita a análise simultânea em 96 amostras em 96 pares de primers, 

similar a tecnologia microarray, mas com a mobilidade da escolha dos iniciadores 

como em um PCR-Real Time. 

Os procedimentos referentes ao Fluidigm ocorreram em colaboração com a 

Plataforma de Microarranjo e Nanotecnologia da Fundação Oswaldo Cruz 

(FIOCRUZ) do Rio de Janeiro sob a coordenação do Dr. Milton Ozório de Moraes e 

auxílio da estudante de pós-graduação Tiana Rosa de Brito. 

 

4.6.1. Extração e Purificação do mRNA 

Para a extração de RNA, fragmentos do tecido pulmonar foram separados e 

congelados de maneira rápida em gelo seco com etanol. Quando completamente 

congelados, estas amostras foram trituradas com o auxílio do Poter, um macerador 

de metal, mantido congelado durante todo o processo. Depois de triturado, os 

fragmentos foram extraídos com o reagente Trizol® (Invitrogen, Life Technologies, 

USA) seguindo as instruções do fabricante. 

Realizada a extração, as amostras foram quantificadas em espectrofotômetro 

Nanodrop ND-1000 e uma alíquota de 150ng de RNA foi submetida à eletroforese 

em gel desnaturante a verificação da integridade do RNA. 

Confirmada a extração e integridade, as amostras passaram por um 

tratamento com Ambion® TurboTM DNAse (Life Technologies, USA) seguindo as 

instruções do fabricante e uma nova quantificação em espectrofotômetro para a 

avaliação do rendimento da reação. 
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4.6.2. Síntese do cDNA 

A síntese da fita complementar de DNA (cDNA) foi realizada conforme 

descrito por Guerreiro et al., (2013). O cDNA foi produzido através da amplificação 

por Transcriptase Reversa (RT-PCR) com 100ng do RNA total em amplificação com 

a enzima Superscript III Reverse Transcriptase (Invitrogen, Life Technologies, USA), 

seguindo instruções do fabricante. 

Para a amplificação dos genes da resposta do hospedeiro, as amostras foram 

amplificadas com Primer oligo (dT); Para os genes da bactéria, foi utilizado o 

Random Primer. 

O produto da reação sofreu diluição 1:5 (20µl da amostra + 80µl de água de 

ampola) e foi montado em uma Placa de Amostra. 

 

4.6.3. Diluição dos Iniciadores e Pré-Amplificação das Amostras 

Todos os primers analisados foram diluídos para a concentração de 20nm e 

5µl de cada iniciador foram separados em um tubo formando um pool de primers 

com o qual cada cDNA foi pré-amplificado em termociclador convencional, utilizando 

o TaqMan® PreAmp Master Mix (Applied Biosystems®, Life Technologies,  USA) 

visando aumentar a taxa de detecção das amostras. A programação do 

termociclador foi: 95° por 10 minutos; 15 ciclos de 95° por 15 segundos e 59° por 4 

segundos; 4° por 1 hora. Terminada a pré-amplificação, foram adicionadas as 

amostras 20µ de Tampão TE (Tris−HCl 10 mM, EDTA 1 mM, com pH 8,0). 

 

4.6.4. Montagem das Amostras em Placa do Fluidigm e Amplificação 

Foram realizados todos os procedimentos pré-posicionamento das amostras 

no chip: Teste do equipamento; Condições ideais de temperatura; Mix de 

amplificação contendo TaqMan® Gene Expression Master Mix com a sonda Eva 

Green I (Applied Biosystems®, Life Technologies, USA) que foi adicionado a cada 

par de primer; Migração do óleo que ajuda no posicionamento da amostra. 

As amostras foram posicionadas na placa de reação no espaço destinado 

(Figura 07), seguindo as especificações do fabricante, e o cDNA (B) e os primers 

(A) migraram para o chip de amplificação (C) no equipamento Fluidigm IFC 
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Controller HX. Após o posicionamento, as amostras foram amplificadas no 

equipamento Biomark Microfluidic System. Terminada a corrida, a qualidade das 

amostras foi analisada no software do equipamento e os dados brutos exportados. 

 

 

Figura 07: Placa de 96 reações de expressão gênica do Fluidigm. 

A – Primers; B – Amostra; C – Chip onde ocorre a reação. 

 

4.7.  Análise dos Resultados 

Os resultados foram analisados no programa de bioinformática “R” versão 

2.922 (R Development Core Team, 2009), com o auxílio do Dr. Marcelo Ribeiro-Aves 

(FIOCRUZ – RJ), onde foi realizada a validação das amostras que obtiveram boa 

emissão de fluorescência durante a amplificação; exclusão das amostras que 

apresentaram valores de CT (cycle threshold) < 0,5, que poderiam influenciar nas 

amostras boas, diminuindo seus valores; e exclusão dos genes que não tiveram bom 

rendimento da amplificação. Os dados foram apresentados usando mapas de calor 

(Heatmaps) em 2D (SALVAGE, 2010) demonstrando intensidade de expressão e 

gráficos de barras para visualização dos perfis de tempo (24 e 48h). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Definição das Cepas Bacterianas 

As quatro cepas clínicas em estudo foram selecionadas a partir de 36 

amostras de Shigella provenientes de um estudo etiológico realizado entre os anos 

2007 e 2009 (CRUZ et al., 2014). Todas as amostras demonstraram a capacidade 

de invasão em células cultivadas in vitro. Os critérios de seleção foram observados 

quanto à presença e ausência de genes chaves relacionados à virulência por PCR 

convencional e confirmação da espécie de Shigella por sequenciamento da 

subunidade 16S do RNA ribossomal. As amostras selecionadas estão listadas na 

Tabela 01. 

 

Tabela 01: Descrição das amostras selecionadas para o estudo 

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

05 837 S. flexneri  ipaBCD, shet1A, shet1B, ial, evt e uidA 

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

14 183 S. sonnei  ipaBCD, ipaH, shet1A, ial e  uidA 

27 201 S. flexneri  ipaBCD, ipaH, shet1A, shet1B, shet2, ial, virF e uidA 

 

5.2. Pesquisa e construção dos primers em estudo 

Os genes alvos para a análise da expressão gênica bacteriana foram 

selecionados a partir do banco de dados genético – shiBASE -  para espécies de 

Shigella online proposto por Yang et al., (2006). 

O equipamento Fluidigm pode realizar a análise simultânea de 96 genes, 

sendo este o valor limite de genes que poderiam ser desenvolvidos neste estudo. 

Desta forma, foram definidos 70 genes para a análise da expressão bacteriana e 24 

para a análise da expressão do hospedeiro. 
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Os genes de expressão bacteriana foram divididos em genes cromossomais 

(24), plasmidiais (25) e regulatórios (21). Os genes selecionados estão listados na 

Tabela 02, 03 e 04 e foram desenvolvidos seguindo o POP preconizado pela 

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

 

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

Gene Sense Anti-sense Função 

ycjW AGTGTTACGGGCCATTGAAG GGTCGAACGGGTAGAAATCA Shiga Toxina 

stxB CGACGCCTGATTGTGTAACT CGCACTGAGAAGAAGAGACTGA Shiga Toxina 

set1B CTCCTGTCATTCACGGTGTC TCGGATAACAGCCATATCACA shET 1 

set1A ACATCCATATTCCCGGTCAG GGGAGTTTGTTGGCATGAAC shET 1 

senB GCGTCCCTGCGTATCAGTAT TCGGAATCCTGGCTGTAAAC shET 2 

Pic ACGGACGGATATGACCTGAC TAACTGTTGATGCCGCAGAG Serina Protease 

sigA CCGGAACCCTGACATTAACA CCTTTAACGTGGCACCATCT Serina Protease 

iucB GTTTTTGATGCAGAGCGTGA ACCTCCAGTGAGCCACTTTG Aerobactina 

iutA CCAGTACGGCATGAAACTGA CCTGAGCCAGATCGAAGAAC Aerobactina 

iroN GGAAACCCGCAGTGAAGATA GCCGACATTAAGACGCAGAT Receptor Sideróforo 

iroD CATGGGTGAGTGAGCATCTG GTGAAGCTGCTGAACGTGAG Receptor Sideróforo 

sitB TGCTTGTCTCAACGCACAAT CTCCAGGTTCTCGGCTGTAA ABC transportador 

sitC CATTGGCATTCTCTCGATCA CGACAGCAGGGTGAAGAAG ABC transportador 

ShuW AAACGGCATCACCTCGTAAG GAATCAGGGCGTCGGTATAA Receptor Hemina 

SD1241 e 

SF1193 
TGGCGCATGAATTTACTCAC TTATGCCCGCTATTGCTACC ABC transportador 

ipaH TCGTCGGGAGGTTTCTACAC GCAGAGACGGTATCGGAAAG ipaH 

yadA-like ACGGTAAAGCCAGCATCATC TTGGGTGTTCTGCTCAATCA Adesina Putativo 

clp-like ATTATTCTGCGCGGTCTGTC CAGCACATCAATCGCTTTGT Chaperona Putativo 

IcmF-like TACGGCCTGCAAAGCTATTT CATTGCGGGTGAGGTTAAGT Proteína Membrana Interna 

RTX-like CAGTAACGAGACGGCACAAA ATCACCCGCACCTGATAGAG Exo proteína 

SDY0416 TTGGCGATATTGTCGAACAG ACCAGCGGTTTATTGCTCAC Sistema de Transporte 

gspD TCTGGTCGATGTGCTGAAAC GGCGATGGATACAACCTCAC T2SS 

gspC AGTGCGCCAGTTGAGATACC AATTCCCTCCTTACGCACAG T2SS 

gspH TTACGCTGCGCTTCTACTCA TCATGGCATCCTCTCATCAC T2SS 
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Tabela 03: Lista dos genes plasmidiais selecionados e primers desenvolvidos. 

Gene Sense Anti-sense Função 

mxi-sparegion TGTCTGAGGCAAAGAACTCAA TTCTATCGTCCGTCCGAGAA Invasão e internalização 

ipaA CGTGTTTCCTGAGCTGTTGA AGGTGTAGGGAGGCCATCTT Despolimerização de Actina 

ipaB GCAGCGGGTGATGAAGTAAT CCGCTTGTGTGGCAGAGTTA Indução de Apoptose 

ipaC CGTGCAACAATGGAAACATC TTTACTGCTGGCCTGACTGA Polimerização de Actina 

ipaD TGGAACAATCGGCAAGGTAT TCGCCATTTCCACCTAGATT Complexo com IpaB 

ipgD AGAGCTGTTGCTGCTCGTAAT GTCGGCGTCAGAAGAGAAGT Desorganização da Membrana 

icsB TGGCCTTGATGAAACAAACA AAGTGCCATACCAGCACAGTT Camuflagem de IcsA 

virA CACTGCAATCTCTGCCTCTG CCTTCACTGCTTGGAAGTGTT Desestabilização de Microtúbulos 

ospF/mkaD CAGATGCTTTCTGCGAATGA GGCACGTTCGATGCTACTTT Desconhecido 

ipaH7.8 TACCGTCTCTGCACGCAATA ACACGGTCCTCACAGCTCTC Escape de Macrófago 

ipaH9.8 TACCGTCTCTGCACGCAATA ACACGGTCCTCACAGCTCTC Transporte para o Núcleo 

ipaH4.5 TCGACTCACGTTCTGCAATC GGGCGATGGAGTGTATTCTG Desconhecido 

ipgB GGATGCCCGGTGAATATAAA GGTTCGCTCTTGGCTCATC Desconhecido 

senA GGACAGGCTGATGCAATCTT CATCCATTATGCAAGGCTACAA Secreção de Ion 

icsP/sopA TGGTTGGGTTCTTTCATCTG CGCAGCAACAGAGCAGTAAT Clivagem de IcsA 

sepA CTGGGAAACCCGTCAGTTTA CTTCCATTGGTGGCGTTAAT Invasão Tecidual 

msbB TTTGGGAATGATTGCAGGTA CGGGAAACAAAGCGATAAAT Modificação do O-antigeno 

Apy CCTCAACGTAAAGCGGAAAT TAAACGCCCAGCCTCTACAT ATP-desfoforilase 

phoN-Sf GCGGTTATCACTGGCAAAGT GTGCCTGGAACACAGGATTT Fosfatase de ácido não específica 

rfbU CCCGTTATTGCTCAGGTAGG CCCACAATCAACCAACAGAA Biosíntese do antígeno O 

ushA GGACAATATCCGGCAGAAAG TCCACGAATATCGGGTTCAG UDP hidrolase de açucar 

virF AAGAGATGGCGTCTTTCTGAT CAAGAAGGATTTGTTGAAATGTT Transcrição de virB e icsA 

virK GACCGGGAAGGAGAGTTGAT CTCCCTGTAATCCGCCAATA Regulação póstranscricional de icsA 

virB CGAATGTACGCGATCAAGAA TCTACGAGTGCCATCCAGAA Ativação de ipa, spa e mxi operons 

icsA/virG TTCCGGTGGTAATGGAGGTA CGAACGTGCCCTTATTGATT Nucleação de filamentos de actina 
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Tabela 04: Lista dos genes regulatórios selecionados e primers desenvolvidos. 

Gene Sense Anti-sense Função 

cpxA AATCTGGCGGTACAGGATTG ACCAAATCACCAGCCGTAAA Sistema de 2 componentes 

cpxR CATCTGGGTCAGGTGGTTTC ACCACGGGTGACCATCTTTA Sistema de 2 componentes 

gyrA TACTGAAATCACCGCCAACA AACGTAGCCCTGGTGAGAGA DNA topoisomerase 

gyrB ACGCTGCTGTTGACCTTCTT TGTTCCTGCTTGCCTTTCTT DNA topoisomerase 

envZ ATATGGCGGCTGGTGTTAAG ATCCTGCTCGCTCATCATCT Sistema de 2 componentes 

ompR CGTCGCTAATGCAGAACAGA GCAAATCGACAAGCCATCTT Sistema de 2 componentes 

Hns CACTTGAAACGCTGGAAGAA TCAATACCGTCAGCGATCAG Repressor da transcrição de virB 

ihfA GCCAAAGAACTGGTTGAACTG CGGGCGTTGATTCTTATCAC DNA ligação proteína, regulação 

ihfB GCCAAGACGGTTGAAGATG CGCGGTAGTGCAAAGAGAA Transcrição de virF e virB 

yciB GTTGAGAAGATGGCCCTGAT CCCGCAAACAGAGCATAAAT Possível papel na divisão celular 

miaA TACGGACTTGCCTTCCATTC GCGCAAACACCTCGATAAAC tRNA N6-isopentiladenosina 

Rho GTGCTGATGGTTCTGCTGAT CGGGTTCGTCAAAGGTAGAA Transcrição de  virB 

stpA GCGTCCGGCGAAATATAAA GATCAGGAAATCGTCGAGAGA Análogo de H-NS 

topa TCGATCATTTCGACCATTCA GCGCGGTAAAGTCGTAGTTC DNA topoisomerase 

parC TATGCTGCTGGCAATCACTC TGCCGATGGAATGTTGATAA DNA topoisomerase 

parE CTGGCGATACTGAAGCTGTG CCTGACGCAGACCATTAACA DNA topoisomerase 

tyrT GCCAAAGGGAGCAGACTGTA GAAGTCGATGACGGCAGATT Tirosil tRNA 

vacB GACCGTCCTGATGCAGAAAT GACGAATCGGCGAAGTAAAG Regulador de ipa e icsA 

Tgt TCTTTGATCGTGGCGTAGTG GAAGGTGTTGCCGAGGATAA Regulador de virF 

vacJ GGTTATGGGCCTTACGTTCA AAGCGTCCATTTACCCACAG Necessário a disseminação lateral 

MIxE TGGTGTGTCGGAGGCTTATT CCATTTACTAACCGCCAAGTG Proteína AraC-like 

 

Os genes de camundongo foram selecionados com base em pesquisas 

bibliográficas referentes à resposta imune de Shigella (SELLGE et al., 2010; 

PHALIAPON e SANSONETTI, 2007; JENNISON e VERMA, 2004; SANSONETTI, 

2001). Os genes GAPDH2 e B2M foram escolhidos como normalizadores, que 

independentemente da condição experimental serão expressos da mesma forma, 
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traçando um padrão de expressão. No total, entre os genes da resposta imune e os 

normalizadores, temos 26 genes listados na Tabela 05. 

 

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

desenvolvidos. 

Gene Sense Anti-Sense 

Nod1 GTTGGACTTCGGTGGTCAGT TGTCGGACTTCGCTCTTCTT 

Nod2 GGTTCTGTCGTGTCCCTGTT TCTGTTGTGGGCTCCCTATC 

TLR9 CCTGGCTCTCACAGGTTCTC GCTTCAGCTCACAGGGTAGG 

TLR4 TCAGCACTACATCGCCTGAC GTCAGCTCCACTTTGCATCA 

NOS TCAGGTGCCCTCTAGCACTT CTGAGGCGACAGAAGGTAGG 

Th1-like GAGAAGCTGGACACGGACAT GGCTGGGCTAGTGAAGAGTG 

IL17A AGCTGGACCACCACATGAAT AGCATCTTCTCGACCCTGA 

IL17B GTCCCGTCCTGTTCTGTGTT TCTCTCCTTCCATGCTGTGA 

IL6 CCGGAGAGGAGACTTCACAG TCACAGCCTACCCACCTCTT 

IL1B AGCTTCTCCACAGCCACAAT ACTGCCTGGTTTCTCCACAG 

TGF B1 GGCATCTGTGTTAGCGTTGA TGCCCTGGGTTCTTGTTATC 

TGF B2 AAGTCAGCGAGGGAACTCAA GCTGATCCTGGGAGGTGTAA 

TGF B3 GCCTCTGCATCTTCCTTGAG GGAGGCTGGCATAGTCAGAG 

TNF Alpha ACGGCATGGATCTCAAAGAC GTGGGTGAGGAGCACGTAGT 

IL10 TCCATGACAGCAGGTCAGAG CAGGGAAATGGTTGGTGTTT 

INF Alpha 1 ACCCAGCAGATCCTGAACAT AGACAGCCTTGCAGGTCATT 

INF Beta 1 ACCTTTGCACCCTCCAGTAA TGAACTCCACCAGCAGACAG 

INF Gamma CAGGAGCAGGGAGATGGTAG TGGAAAGGCAGAAGCAAAGT 

MCH-like Leukocyte 1 GGGATACGCCAGACACAGTT CCTTGTCCAGGAGTGGATGT 

MCH-like Leukocyte 2 CCGGGTGTGCTAGGTAGGTA TCCTTACGGTTGGGATTCAG 

Histocompatibility 2, A β1 ACCCGTGATGCCAATTAAAG TAACAAGGCCACCCAGAAAG 

Histocompatibility 2, E β GCAGCCTACAAGGAGGACAG GACCAGGAGGTTGTGGTGTT 

Histocompatibility 2, K1, K TCTCCTTCCCTCCTGAGACA TGGTCTCCTGATCCCTCATC 

Cxcl15 (IL8) ACCTTGGTCTTCCTGCTTGA ATCGTTGTTCCCATCCACAT 
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5.3. Padronização da infecção em tecidos pulmonares de camundongos 

Foram realizadas inoculações intranasais em dois períodos distintos. A 

primeira inoculação ocorreu em dezembro de 2012 utilizando 48 camundongos: 4 

cepas e 2 controles, totalizando 6 amostras, sendo 4 replicatas de camundongos 

para cada (24) em dois tempos distintos 24 e 72h (48). 

Como resultados deste experimento, os camundongos inoculados com as 

amostras 11 e 27 apresentaram aspectos físicos similares ao controle positivo, com 

reações como a pelagem arrepiada e calafrios, principalmente após 48h de infecção. 

As amostras 05 e 14 assemelharam-se ao controle negativo (Figura 08). 

Após 24h de infecção houve o sacrifício do grupo conforme previsto, porém 

observamos que após 48h uma cobaia do controle positivo, duas da amostra 11 e 

uma da amostra 27 foram a óbito devido à infecção, e as cobaias restantes estavam 

em um estado grave de infecção. Por estes motivos, o segundo tempo de corte foi 

adiantado de 72h para 48h, tentando evitar a perda do grupo amostral. 
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Figura 08: Camundongos Balb/C após 48h de infecção em evidência a alteração da 

pelagem, inoculação realizada em dezembro de 2012. A - Controle negativo; B – Controle 

positivo; C – Cepa Clínica 05; D – Cepa Clínica 11; E – Cepa Clínica 14; e F – Cepa Clínica 

27. 

 

Após a retirada do pulmão, o tecido foi triturado com o auxílio do equipamento 

homogeneizador de tecido Power Gen 125 da Fisher Scientific (Figura 09), com 

lavagens do equipamento com água esterilizada, etanol 70%, água esterilizada e 

água livre de nucleases, nesta sequência, entre cada amostra de pulmão. O tecido 

homogeneizado foi armazenado em 1mL de Trizol® a -20°C e uma alíquota passou 
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por diluições seriadas para a realização da contagem bacteriana em placa para a 

verificação da quantidade de bactéria viáveis. As diluições foram de 10-3, 10-4, 10-5, 

10-6 e 10-7. 

 

 

Figura 09: Equipamento homogeneizador de tecido Power 

Gen 125 da Fisher Scientific 

 

A contagem bacteriana referente ao período de 24h foi realizada com sucesso 

(Figura 10), porém, devido aos imprevistos relacionados ao óbito das cobaias, a 

contagem de 48h foi realizada de forma descontínua. Nas amostras em que 

ocorreram os óbitos (Controle positivo, 11 e 27), não foram realizadas as contagens 

devido à diminuição do número amostral necessário a etapa seguinte de extração de 

RNA. Nestas amostras, foram sinalizadas o óbito das cobaias (Figura 11). 

Com esta metodologia, também foi possível definir a quantidade de bactérias 

que de fato foram inoculadas no pulmão via intranasal através da determinação do 

Tempo Zero (T0), no qual foram inoculados 109 do Controle positivo e seguido pelo 

sacrifício do camundongo, retirada, trituração e diluição do pulmão para a contagem 

bacteriana. Os dados deste estudo estão dispostos na Figura 10. 
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Figura 10: Contagem bacteriana de alíquotas de pulmão após 

24h de infecção 

 

 

Figura 11: Contagem bacteriana de alíquotas de pulmão após 

48h de infecção. A † representa as amostras nas quais as cobaias 

foram a óbito. 
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Como resultados da inoculação, observamos a perda de aproximadamente 

1,5 logaritmo entre a inoculação e a chegada ao pulmão. De 109 inoculados, apenas 

um pouco mais de 107 de fato chegaram ao pulmão, caracterizando a quantidade de 

bactérias presentes no T0. 

Durante a infecção de 24h, as amostras Controle Positivo M90T e 11 

apresentaram um valor maior do que o delimitado pelo T0, com aproximadamente 

108 cada. As amostras 14 e 27 obtiveram valores próximos de 107, e a amostra 05 

teve a menor concentração bacteriana com 106 (Figura 10). 

Na infecção de 48h, houve o óbito das amostras Controle Positivo M90T, 11 e 

27, portanto, estes dados não foram contabilizados. Os isolados 05 e 14 

apresentaram baixas concentrações bacterianas com 104 e 103, respectivamente 

(Figura 11). 

Na Figura 12 é possível observar a diferença de concentração bacteriana no 

tecido pulmonar entre 24 e 48h de infecção, com a diminuição da concentração nas 

amostras 05, em aproximadamente 2 logaritmos (106 para 104), e amostra 14 em 4 

logaritmos (107 para 103). Os isolados M90T, 11 e 27 não possuem valores base 

para comparação. 

  

 

Figura 12: Comparação entre a contagem bacteriana após 24 e 48h de infecção 
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As amostras processadas em Trizol® foram transportadas em gelo seco de 

Ribeirão Preto para o Rio de Janeiro com a finalidade de realizar a extração de RNA 

em colaboração com a FIOCRUZ - RJ. 

Após o processo de extração, o RNA apresentou um grau elevado de 

degradação que poderia ser devido a diversas razões como: a forma de trituração 

que pode ter sido muito brusca e invasiva; tempo decorrido entre a retirada do 

pulmão; e o armazenamento que pode ter ocorrido de forma inadequada. 

Frente a estes problemas não foi possível a continuação do estudo, sendo 

necessária a repetição da inoculação intranasal em outro período com as alterações 

necessárias. Para as novas inoculações foram determinadas: o período de infecção 

de 24 e 48h, evitando o óbito das cobaias; duas formas de armazenamento 

diferentes, a utilização de RNAlater® e o congelamento de maneira rápida com gelo 

seco e etanol;  o período entre a eutanásia e o armazenamento não poderiam 

ultrapassar 3 minutos, o que impossibilitou a realização de uma nova contagem 

bacteriana; a utilização de um método alternativo de trituração do pulmão com a 

utilização do homogeneizador padronizado pela Plataforma de Microarranjo (RJ), o 

Poter. 

Definidas as modificações, a segunda inoculação intranasal ocorreu em abril 

de 2013. Como resultados clínicos da inoculação in vivo, as cobaias apresentaram 

manifestações semelhantes às obtidas durante a primeira inoculação, com as 

amostras 11 e 27 semelhantes ao controle positivo M90T, e as amostras 05 e 14 

com o controle negativo. Os principais sintomas apresentados foram calafrios, 

pelagem eriçada (Figura 13) e presença de secreção ocular nas cobaias (Figura 

14). Nesta segunda inoculação não houve morte prematura das cobaias. 
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Figura 13: Camundongos Balb/C após 48h de infecção em evidência a alteração da 

pelagem. A - Controle negativo; B – Controle positivo; C – Amostra 05; D – Amostra 

11; E – Amostra 14; e F – Amostra 27. 
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Figura 14: Camundongos Balb/C após 48h de infecção em evidência os olhos. A - 

Controle negativo; B – Controle positivo; C – Cepa Clínica 05; D – Cepa Clínica 11; E 

– Cepa Clínica 14; e F – Cepa Clínica 27. 

 

A secreção ocular faz parte de um método de verificação de virulência 

conhecido como Teste de Sèreny, no qual são realizadas inoculações oculares em 

porquinhos-da-índia para a indução de ceratoconjutivite, quanto maior o grau, maior 

o perfil invasivo da bactéria. Neste estudo, a presença deste tipo de secreção em 

48h foi um fator inesperado, uma vez que a inoculação realizada foi a intranasal e 

este resultado não foi observado durante a primeira inoculação em 2012. 

Acreditamos que devido ao hábito que os camundongos tem de esfregar os olhos, a 
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secreção nasal tenha sido levada pelo animal aos olhos, possibilitando a invasão da 

Shigella sem, no entanto, nos permitir avaliar o grau de inflamação devido à falta de 

controle na quantidade de bactérias que teriam sido inoculadas. Porém, não 

deixamos de anotar os resultados observados (Figura 14). 

Após a eutanásia, o tecido pulmonar foi retirado e rapidamente armazenado 

de duas formas, em solução de RNAlater® e congelado de maneira rápida em etanol  

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

 

5.4. Obtenção do RNA para verificação de expressão gênica 

O tecido passou por um processo de extração por Trizol® seguindo as 

instruções do fabricante. O reagente RNAlater® é um produto designado para a 

manutenção da integridade do RNA em manipulações futuras, desta forma, 

realizamos os primeiros testes de extração com o tecido armazenado em 

RNAlater®. 

O instrumento utilizado para triturar o pulmão foi o Poter (Figura 15), no qual 

fragmentos pequenos do tecido eram separados e congelados de maneira rápida em 

etanol e gelo seco. O utensílio também foi congelado e mantido desta maneira. Após 

o congelamento o tecido era macerado, realizando a higienização entre as amostras, 

e colocado em solução de Trizol®. 
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Figura 15: Poter. A – Utensílio do Poter congelado em gelo seco e 

etanol. B – Fragmento de tecido macerado. 

 

Primeiramente foram extraídas o RNA de 6 amostras, sendo uma de cada 

grupo experimental (Controle Positivo e Negativo, 05, 11, 14 e 27 em 24h) e 

realizada a revelação através da corrida de um gel desnaturante, com a intenção  de 

verificar a integridade do RNA (Figura 16). 
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Figura 16: Gel desnaturante com produto da extração de 

RNA pelo método de Trizol®, em destaque as subunidades 

de RNA eucarioto 28S e 18S, concentração de 150ng 

(diluído 1:10). Linha 1: Controle Negativo, 2: M90T, 3: 

Cepa 05, 4: Cepa 11, 5: Cepa 14 e 6: Cepa 27. 

 

Esta análise mostrou um RNA íntegro (ausência de rastros), com pouca 

contaminação de DNA (ausência de brilho nos poços) e a concentração de RNA nas 

alíquotas depositadas (amostras 05 e 14 em muito baixa concentração) (Figura 16). 

Demonstrando que o armazenamento em RNAlater® e a extração foram eficazes, 

permitindo o prosseguimento com as demais amostras. 

Após a extração, as amostras passaram por todos os procedimentos que 

precedem a amplificação no equipamento Fluidigm como o tratamento com DNAse, 

quantificação, pré-amplificação com um pool de todos os primers, diluição e 

montagem das placas de primers e amostras pré-amplificadas. A migração das 

amostras para seu lugar no chip e a amplificação destas pelo equipamento ocorreu 

sem dificuldades. 
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5.5. Identificação do perfil de expressão da resposta imune do hospedeiro 

Como resultados, obtivemos um resultado positivo para a amplificação de 

todos os genes relacionados com a resposta do hospedeiro, possibilitando sua 

análise. 

Quanto a resposta do hospedeiro, obtivemos o agrupamento da expressão 

em dois grupos (clusters), os que possuíam uma expressão altamente variável entre 

os inóculos e os que não apresentaram grande variabilidade. 

Na Figura 17, observamos um quadro de cores em que quanto mais próximo 

da cor verde, menor a expressão gênica; quanto mais próximo de preto, mais na 

média de expressão; e quanto mais vermelha, mais regulada positivamente se 

encontra a expressão. Cada linha representa um gene e cada coluna, um isolado. O 

programa agrupou as amostras em 2 grandes grupos ou clusters. A esquerda da 

figura, o agrupamento na parte superior, representa os genes que possuem grande 

variação, nomeados cluster 1; e os genes na parte inferior são os que não 

apresentaram grande variação, nomeados cluster 2. A direita, estão listados os 

primers analisados (Figura 17). 

De modo geral, observou-se que na variação do período de 24h para 48h de 

infecção houve um aumento na média de expressão dos genes como um todo. Isto 

significa que houve maior resposta após 48h de infecção em comparação com 24h. 

Este resultado condiz com o observado na avaliação clínica das cobaias onde 

ocorreu a visualização de sintomas clínicos como a secreção ocular apenas após 

48h de infecção. 

Quando avaliamos a média de expressão dos clusters separadamente é 

possível perceber esta diferença de tempo de infecção com maior nitidez. Nas 

figuras abaixo, estão representados separadamente a média do cluster 1 (Figura 

18) e cluster 2 (Figura 19) , onde a linha vermelha pontilhada representa a média de 

expressão: quanto mais acima da linha, maior a expressão; quanto mais abaixo, 

menor a expressão, ambas com um Intervalo de Confiança (IC) de 95%. 
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Figura 17: Quadro de cores representando a variação da expressão gênica das amostras, a partir de amostras provenientes de pulmão 

de camundongo inoculados com diferentes cepas de Shigella (11, 14, 27, 05 e M90T). Cada linha representa um primer analisado e cada 

coluna um isolado de acordo com o tempo de infecção (24h ou 48h). 
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Figura 18: Representação gráfica da média de expressão geral 

dos primers agrupados no Cluster 1, altamente variáveis nos 

diferentes tempos de infecção (24 e 48h). 

 

 

 

Figura 19: Representação gráfica da média de expressão 

geral dos primers agrupados no Cluster 2, pouco variáveis 

nos diferentes tempos de infecção (24 e 48h). 
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No Cluster 1 é demonstrado o aumento da expressão entre as amostras em 

um período de 24h e 48h. As amostras 11 e 27 mostraram uma expressão acima da 

média, sendo que o maior pico de expressão ocorreu na amostra 27 após 48h de 

infecção. As amostras 05 e 14 apresentam valores abaixo na média estipulada em 

24h. Após 48h a amostra 14 mostra uma elevação da expressão até superar a 

média e a amostra 05, mesmo após 48h, apresenta baixa regulação de expressão. 

No Cluster 2, não há grande variação de expressão entre as amostras que se 

apresentam, de maneira geral, na média a exceção da amostra 27 em 48h de 

infecção que apresenta um pico simular ao observado no Cluster 1. Isto de 

demonstra que independentemente do agrupamento, a amostra 27 após 48h de 

infecção apresenta alta expressão dos fatores analisados, diferenciando-a do padrão 

delimitado nas outras amostras. 

Além disso, podemos perceber que a amostra controle positivo M90T, apesar 

de apresentar sintomas clínicos graves em camundongos, não obteve grandes 

índices de expressão gênica estando na média (24h) e abaixo da média (48h) no 

Cluster 1.  Curiosamente, no Cluster 2, que mostra os genes menos variáveis, ela 

mostrou uma maior regulação positiva do que as cepas de estudo em 24h com uma 

regulação baixa em 48h. Acreditamos que esta diferença entre padrão e cepa clínica 

tenha base no fato desta amostra ser uma bactéria amplamente manipulada e 

difundida como padrão, realmente seu potencial de virulência pode ser menor ou 

mais atenuado do que o de uma amostra que comprovadamente provocou diarreia 

em pacientes. 

Quando verificados cada gene individualmente, apenas três primers não 

alcançaram o padrão mínimo determinado pelo programa sendo estes excluídos da 

análise. Eles foram: as citocinas Interleucina 10 (IL10) e Interferon β1 (IFN-β1); e o 

Complexo Principal de Histocompatibilidade 1 (MHC-like 1). Dentre as prováveis 

causas para estes resultados podemos citar: a pouca disponibilidade destes genes 

no momento da invasão devido à baixa quantidade de cópias, que significaria sua 

baixa expressão no modelo experimental proposto; ou falhas técnicas na construção 

destes genes, que não atingiram seus alvos específicos. 

Além dos agrupamentos em clusters (1 e 2) utilizados para demonstrar a 

expressão gênica, realizamos outras divisões organizando os seguintes genes: Pró-

inflamatórios (CXCL15, IL-1β, IL-6, IFN-β, TNF-α) (Figura 20), Anti-Inflamatória 

(TGF-β1, TGF-β2 e TGF-β3) (Figura 21), Resposta Inata (NOD 1, NOD 2, TLR4 e 
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TLR9) (Figura 22), Resposta Adaptativa (Th1-like, IFN-γ, IL-17A e IL-17B) (Figura 

23)  e Macrófagos (NOS, H2 -Aβ1, H2-Eβ, H2-K1, MHC-like 2) (Figura 24). 

Dentre os genes pró-inflamatórios, a quimiocina CXCL15 e o Interferon γ 

(IFN-γ) demonstrou uma expressão relativamente similar em todos os grupos com 

uma variação mínima entre os períodos de 24h e 48h. A diferença entre a expressão 

foi observada para o CXCL15 para a cepa 27 em 48h, com valores de CT próximos 

de 0,6 (Figura 20). 

Para os genes Interleucina 1β (IL-1β), Interleucina 6 (IL-6) e Fator de Necrose 

Tumoral α (TNF-α) a resposta foi heterogênea. M90T apresentou baixa regulação 

destes genes após 48h; Dentre as amostras clínicas, a cepa 5 teve os menores 

resultados; Os valores das cepas 11 e 27 foram os maiores (Figura 20). 
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Figura 20: Análise gráfica da média de cada amostra em relação aos genes Pró-

Inflamatórios. As barras brancas representam 24h de infecção e as barras escuras, 48h. Em 

ordem, da esquerda para direita, cepa 11, 14, 27, 5 e M90T. 

 

Para os genes Anti-Inflamatórios, temos os Fatores de Transformação do 

Crescimento β1, β2 e β3 (TGF-β1, TGF-β2 e TGF-β3). O TGF-β1 e TGF-β2 

apresentaram valores similares para todas as amostras. O TGF-β1 teve expressão 

superior em 48h para todos os grupos amostrais, a exceção do controle positivo 

M90T. O TGF-β2, por sua vez, é mais expresso em 48h pelos grupos 05, 11 e 27, e 

em 24h pelo M90T e 14. O TGF-β3 possui baixas expressões em todas as amostras 

exceto na cepa 27 em 48h (Figura 21).  
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Figura 21: Análise gráfica da média de cada amostra em relação aos genes Anti-

Inflamatórios. As barras brancas representam 24h de infecção e as barras escuras, 48h. Em 

ordem, da esquerda para direita, cepa 11, 14, 27, 5 e M90T. 

 

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

os receptores NOD 1 e 2 foram notados os mesmos padrões de expressão com 

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

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

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

para a cepa 27 em 48h que teve expressão diferencial superior (Figura 22). 



59 
 

 

Figura 22: Análise gráfica da média de cada amostra em relação aos genes de Imunidade 

Inata. As barras brancas representam 24h de infecção e as barras escuras, 48h. Em ordem, 

da esquerda para direita, cepa 11, 14, 27, 5 e M90T. 

 

Na Resposta Adaptativa foram agrupados Th1-like, Interferon γ (IFN-γ), 

Interleucina 17A (IL-17A) e Interleucina 17B (IL-17B).  

Nos linfócitos T CD4 resposta do tipo 1 (Th1-like), há maior expressão em 24h 

nos grupos M90T, 11 e 27, e em 48h no grupo 14. Para o IFN-γ os valores de CT 

foram muito baixos para os grupos M90T, 05 e 14, estando próximos de zero (0), 

para o grupo 11 a expressão foi maior em 24h e no grupo 27 a maior expressão está 

em 48h (Figura 23). 

A citocina IL-17A mostrou níveis de expressão de aproximadamente 0,5 CT 

em todos os grupos com valores similares em 24h e 48h, a exceção do grupo 27 em 

48h onde os valores triplicaram em comparação com o mesmo grupo em 24h. Para 

o IL-17B, os valores foram similares nos grupos M90T e 05 em 24 e 48h, e uma 

maior expressão em 48h nos grupos 11, 14 e 27. Os valores obtidos no período de 

48h no grupo 27 foram o triplo dos obtidos em 24h (aproximadamente 6,0 CT) 

(Figura 23). 
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Figura 23: Análise gráfica da média de cada amostra em relação aos genes de Imunidade 

Adaptativa. As barras brancas representam 24h de infecção e as barras escuras, 48h. Em 

ordem, da esquerda para direita, cepa 11, 14, 27, 5 e M90T. 

 

Para a resposta de Macrófagos (NOS, H2 -Aβ1, H2-Eβ, H2-K1, MHC-like 2), a 

Síntese de Óxido Nítrico (NOS) não demonstrou grandes variações entre as 

amostras de bactérias clínicas, sendo notadas diferenças apenas no padrão M90T, 

maior em 24h; O antígeno de Histocompatibilidade Classe II antígeno A - β1 (H2-

Aβ1) os valores foram similares nos grupos 05, 11 e 27, e maior expressão em 24h 

para o M90T e 14. Já seu antígeno E - β (H2-Eβ) demonstrou uma expressão maior 

em 24h nos grupos M90T, 05 e 11 com valores abaixo de 0,5 CT, em oposição, os 

grupos 14 e 27 demonstraram uma maior expressão em 48h, sendo que a amostra 

27 teve sua expressão superior a 1,0 CT em 48h (Figura 24). 

Para a região K1 (H2K1) não há grande variação ente os períodos, exceto no 

grupo 27 onde os valores em 48h se destacam. No Complexo Principal de 

Histocompatibilidade 2 (MHC-like 2), somente há variação de valores em nos grupos 

11 e 14, com maior expressão em 48h (Figura 24). 
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Figura 24: Análise gráfica da média de cada amostra em relação aos genes Macrófago. As 

barras brancas representam 24h de infecção e as barras escuras, 48h. Em ordem, da 

esquerda para direita, cepa 11, 14, 27, 5 e M90T. 

 

5.6. Verificação do perfil de expressão gênica bacteriana 

Os resultados relacionados aos genes de Shigella não possibilitaram a 

análise pelo programa “R” devido ao número de amostras que não amplificaram. 

Nas amostras que amplificaram, muitas apresentaram valores de ΔCT abaixo do 

ideal (0,5), ou seja, houve pouca disponibilidade de RNA bacteriano impossibilitando 

a análise estatística pelo programa “R”. A análise alternativa a este programa foi 

uma triagem manual dos gráficos e valores de amplificação. 
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O primeiro passo da análise manual é a separação entre os genes que 

apresentaram uma amplificação específica, com um único pico de amplificação nos 

gráficos (Figura 25). 

 

 

Figura 25: Gráficos exemplificando a amplificação inespecífica (A) e específica (B) 

 

Após as análises dos gráficos de amplificação referentes aos 70 genes 

bacterianos propostos por este estudo, apenas 26 apresentaram gráficos adequados 

para análise. Os 44 genes que não foram analisados podem não ter apresentado 

disponibilidade de RNA no modelo proposto, não possibilitando uma boa 

amplificação pelo equipamento. 

Os 26 genes com amplificações adequadas foram: gyrB, icsA-virG, icsP, ihfA, 

ihfB, ipaA, ipaB, ipgD, ipaH 7.8, ipaH 9.8, ipgB, ipgD, miaA, mxi-spa, ospF, parC, 

rfbU, senA, sepA, set1B, sigA, stpA, topA, virB, virF, virK. Apenas um gene 

amplificou para todas as amostras analisadas, o ipaA (Figura 26). Entre os possíveis 

candidatos a genes normalizadores para Shigella, destacam-se os genes ipa`s, 

gyrB, ipgD e mixA. Neste estudo, o gene ipaA foi o selecionado como normalizador 
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devido a alta taxa de amplificação (100%), o gene ipgD amplificou em 42,5% das 

amostras, os genes ipaB e ipaD em 40%, e os genes gyrB e mixA não apresentaram 

picos de amplificação aceitáveis. 

 

 

Figura 26: Representação da porcentagem de amplificação entre os genes de virulência de 

Shigella 

 

Os cálculos de expressão são baseados nos valores de ΔCT. A fórmula é 

ΔCT = CT gene – CT gene normalizador = n = 2-n. Vale ressaltar que este é o 

mesmo cálculo realizado pelo programa “R”, onde são excluídas as amostras que 

apresentarem um valor de ΔCT menor que 0,5. Para os genes bacterianos 

analisados, todos se apresentaram abaixo deste limite, um dos motivos que 

impossibilitaram sua análise pelo programa “R” (Figura 27). 
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 Figura 27: Representação da Média de ΔCT entre as amostras de Shigella 

 

As maiores médias de amplificação ocorreram nos genes icsP (grupos 11 e 

14), ihfA (05 e 27), ihfB (27), ipaB (05, 11, 27 e M90T), ipaD (27), ipaH 7.8 (M90T), 

ipaH 9.8 (M90T), ipgB (05, 11, 27 e M90T), ipgD (05, 11, 27 e M90T), miaA (14 e 

27), mxi-spa (05, 14 e 27), ospF (27) e virB (14 e 27), que mostraram médias acima 

de 0,1 CT. As médias do grupo 27 para os genes icsP e ipgD foram os mais 

próximos de 0,5 CT. 

Quando analisadas a quantidade de amplificações em geral, independente do 

gene, por grupo amostral, os experimentos referentes à cepa clínica 11 possui a 

maior porcentagem de amplificações, tanto em 24 quanto em 48h. O grupo 27 em 

48h também apresenta altas taxas, com aproximadamente 50% dos genes 

amplificados (Figura 28). 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

gy
rB

ic
sA

-v
ir

G

ic
sP

ih
fA

ih
fB

ip
aB

ip
aD

ip
aH

 7
.8

ip
aH

 9
.8

ip
gB

ip
gD

m
ia

A

m
xi

-s
p

a

o
sp

F

p
ar

C

rf
b

U

se
n

A

se
p

A

se
t1

B

si
gA

st
p

A

to
p

A

vi
rB

vi
rF

vi
rK

M
é

d
ia

 d
e

 C
T 

Genes de Virulência 

Variação da Média de CT entre as Amostras 

5

11

14

27

M90T



65 
 

 

Figura 28: Representação número de amplificações por Grupo/Tempo 
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6. DISCUSSÃO 

O objetivo principal deste estudo foi à avaliação da resposta imunológica e 

dos mecanismos de ação bacterianos em infecção pulmonar de camundongo (in 

vivo) frente a quatro cepas caracterizadas por métodos tradicionais bioquímicos, de 

invasão e moleculares. Acreditamos que os resultados provenientes desta proposta 

possam ajudar a compreender melhor a infecção clínica, uma vez que estudos com 

esta finalidade geralmente utilizam cepas padrões. 

Nossa principal hipótese parte do princípio que cepas clínicas estão 

constantemente em competição, diferente das cepas padrões. Esta diferença básica 

pode levar à expressão diferencial de genes relacionados à imunidade e virulência, 

devido às mutações naturais por diversas influencias externas as quais as cepas 

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

A avaliação da virulência foi realizada in vitro com a invasão de células HeLa 

e através de técnicas moleculares (PCR) envolvendo alguns genes de virulência 

chaves presentes nas espécies de Shigella (ipaBCD, ipaH, ial, invE, virF, EVT, 

shET1A, shET1B e shET2) e o uidA, comum aos gêneros Shigella e Escherichia coli, 

permitindo uma visão geral do potencial de virulência das cepas em estudo. 

Os genes ipaBCD e ipaH, localizados no plasmídeo de invasão (Ipa),  são 

essenciais a invasão das espécies de Shigella na célula hospedeira (VENKATESAN 

et al., 1988); o ial é responsável pelo direcionamento bacteriano durante a invasão 

(VARGAS et al., 1999); invE é responsável pela regulação de ipaBCD (TANIYA et 

al., 2003); virF reconhece alterações corpóreas, principalmente de temperatura após 

a entrada da bactéria no hospedeiro, regulando a síntese dos plasmídeos de 

invasão (PROSSEDA et al., 2004); EVT, shET1A, shET1B, shET2 são toxinas 

(O`BRIEN e HOLMES, 1987);  e uidA é  fator não associado com a patogenicidade 

utilizado para detecção de amostras de Shigella  e Escherichia coli Enteroinvasiva, 

neste estudo, em conjunto com 16S, ele possuiu o papel de marcador positivo para 

Shigella (RIYAZ-UL-HASSAN et al., 2009). 

A invasão é o fator determinante na patogenicidade da Shigella, logo, o ponto 

chave da escolha das quatro cepas foram as diferenças gênicas além do perfil 

invasivo. As cepas estudadas foram comprovadas como invasivas por testes de 

invasão in vitro e para avaliar as diferentes respostas in vivo todas deveriam possuir  

esta característica. Desta forma, os genes ipaBCD, ial e o marcador de Shigella uidA 
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foram comuns as quatro cepas selecionadas. As variações ocorreram nas 

enterotoxinas (shET 1A, shET1B, shET2 e EVT), nos reguladores (invE e virF), e no 

fator ipaH (Tabela 01). 

O padrão de invasão Shigella flexneri 5a M90T foi escolhido como controle 

positivo deste estudo devido a sua larga utilização como controle de invasão em 

muitos estudos por possuir seu potencial gênico e imunológico bem caracterizado 

(SELLGE et al., 2010; SCHNUPF e SANSONETTI, 2012; KONRADT et al., 2011; 

KOTLOFF et al., 2000; SPERANDIO et al., 2008; CERSINE et al., 2003; MANTIS et 

al., 1996). 

Na prática, apesar dos resultados referentes à caracterização da resposta 

imune serem obtidos com sucesso, a determinação dos genes de virulência não foi 

possível devido a ausência ou detecção abaixo do ideal de mRNA pela metodologia 

utilizada. 

A tecnologia de Fluidigm de Microfluídicos Dinâmicos foi idealizada para 

realizar análises de expressão em larga escala, evitando resultados ambíguos, 

demonstrando alta concordância com o PCR Real-Time e maior poder de 

reprodutibilidade que o Microarray (SPURGEON et al. 2008 – Fluidigm Corporation). 

Além disso, estudos adicionais demonstraram que bons resultados são alcançados 

mesmo com baixas concentrações de amostra (JANG et al., 2011; WANG et al., 

2009). 

Devido ao alto poder de sensibilidade demonstrado por esta tecnologia, 

acreditamos que a falha da amplificação dos genes se deva às limitações do 

desenho experimental quanto à análise da expressão bacteriana, uma vez que este 

está pouco disponível quando comparado ao RNA de eucarioto do pulmão do 

hospedeiro. Esta pouca disponibilidade pode ter interferido na recuperação do 

mRNA bacteriano pelo processo de extração, levando à baixa detecção pelo 

equipamento. 

Os motivos exatos que levaram aos problemas de amplificação dos genes 

bacterianos ainda são desconhecidos, porém acreditamos que possa haver grande 

relação com a qualidade do mRNA bacteriano obtido, não com falha na tecnologia 

utilizada. Dentre as prováveis causas, podemos citar a degradação do RNA 

bacteriano devido à severidade da infecção; amostragem de tecido pulmonar 

contendo RNA insuficiente; metodologia de extração ineficaz na recuperação do 

RNA bacteriano.  
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Novos estudos visando a obtenção do mRNA bacteriano são necessários. 

Algumas sugestões para solucionar estes problemas são: a pesquisa de 

metodologias de extração alternativas que favoreçam o RNA bacteriano; realização 

da histologia do pulmão para verificar se há tropismo por alguma região, efetuando a 

extração da região onde há a maior concentração bacteriana; extração a partir do 

lavado brônquio-alveolar visando uma melhor recuperação da RNA bacteriano. 

A impossibilidade de análise destes dados pelo Programa “R” devido aos 

baixos valores de ΔCT levou a uma análise superficial e qualitativa dos dados 

referentes ao comportamento bacteriano, abordando principalmente as taxas de 

amplificação. 

Apesar dos dados incompletos, curiosamente, o gene ipaA obteve uma 

amplificação para 100% das amostras testadas, o ipaA (Figura 26). Durante a 

invasão, sua principal função é a ligação com vinculina, que leva a associação com 

F-actina. Esse complexo, vinculina-ipaA-F-actina leva a despolimerização dos 

filamentos de actina presentes no citoesqueleto (BOUDERT-SICARD et al., 1999). 

Uma molécula de ipaA tem a habilidade de ligar-se em até três de vinculina, esta 

alta disponibilidade do ipaA tem relação com a rapidez de entrada na célula epitelial 

(PARK et al., 2011). 

Dos 70 genes que foram propostos para o estudo de virulência de Shigella, 

apenas 26 puderam ser analisados. A exceção do ipaA, a taxa de amplificação foi 

menor que 50% para todos. Por este motivo, para uma análise preliminar, o ipaA foi 

selecionado como gene normalizador. A viabilidade de sua utilização é discutível, 

porém a presença de níveis detectáveis em todas as condições amostrais o fez um 

bom candidato, necessitando de estudos futuros para confirmar sua eficácia como 

gene normalizador de Shigella, ou a proposta de novos genes. 

A expressão gênica relacionada à resposta imune dos camundongos, no 

entanto, obtiveram níveis excelentes de detecção. Os motivos desta diferença de 

resultados em amostras que obtiveram o mesmo tratamento em todas as fases do 

processo é desconhecido, porém acreditamos que seja pela grande disponibilidade 

de mRNA eucarioto no tecido. 

Quando os resultados para os genes da resposta imune foram avaliados, 

podemos perceber um padrão de expressão gênica completamente diferente entre a 

cepa padrão M90T e todas de origem clínica (Figura 17). Os níveis de expressão 

em 24h para a amostra M90T foram maiores que os de 48h, caracterizando uma 
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baixa expressão em 48h. Em geral, todas as amostras clínicas demonstraram o 

padrão inverso: a resposta obtida em 48h foi maior do que em 24h, demonstrando 

uma elevação nos níveis de expressão nesta diferença de tempo. 

Dentre as possíveis explicações para este fato, acreditamos que esta 

diferença de comportamento deve-se ao fato da bactéria padrão possuir crescimento 

controlado, sempre em níveis nutricionais ideais para garantir a reprodutibilidade. As 

amostras clínicas estão expostas as condições e pressões externas como a 

resposta imune do hospedeiro, os tratamentos com antibióticos, competição 

bacteriana, variações de temperatura e ambiente impróprio para o crescimento. 

Como resultado, podemos obter altas taxas de mutação e super-expressão 

(overexpressing) gênica (PRELICH, 2012). 

Apesar disso, a amostra clínica 5 não apresentou grandes variações entre 24 

e 48h de expressão (Figura 17), estando seus resultados abaixo da média de 

expressão.  As maiores variações estão entre os genes pró-inflamatórios. Os genes 

referentes aos resultados adaptativos e macrofágicos estão entre aqueles que 

permaneceram invariáveis (Figura 20, 23 e 24). 

Todas as amostras demonstraram modulações semelhantes dos genes pró-

inflamatórios, logo, a expressão destes pela cepa clinica 5 demonstra o sucesso da 

inoculação bacteriana no hospedeiro. Apesar disso, a ausência ou baixa modulação 

dos demais genes propostos neste estudo sugerem que a infecção foi controlada 

nas etapas iniciais do processo invasivo, corroborando com o observado no fenótipo 

dos camundongos (Figura 08, 13 e 14). 

A amostra 5 foi escolhida para fazer parte deste estudo por apresentar,  além 

do genótipo invasivo (ipaBCD, ial), somente genes relativos a enterotoxina (shET1A, 

shET1B, EVT), sem a presença de nenhum gene efetor na genotipagem (Tabela 1). 

Estudos mostram que a presença de genes reguladores, principalmente o virF, é 

essencial para a ativação dos fatores invasivos (FALCONI et al., 1998). Acreditamos 

que, apesar do potencial de invasão in vitro e de apresentar o gene em testes 

moleculares, esta cepa, ao se deparar com antagonistas in vivo, não teve sua 

invasão bem sucedida. 

 Para as demais cepas clinicas, a alta taxa de estimulação entre os genes 

estudados após 48h (Figura 17) sugerem uma resposta progressiva em virtude do 

contínuo estimulo bacteriano e da inflamação aguda (PHALIPON e SANSONETTI, 

2007). 
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Para os genes pró-inflamatórios dois apresentaram desempenho similar para 

todas as condições estudadas (Figura 20): a quimiocina CXCL15, responsável por 

recrutamento de neutrófilos (ROSSI et al., 1999) e IFN-β, um sinalizador de bactéria 

intracelular produzido principalmente por macrófagos, células dendríticas 

plasmocitóides e fibroblástos (STETSON e MEDZHITOV, 2006). Já os genes IL-1β, 

IL-6 e TNF-α apresentaram valores variáveis, mas no geral, sua maior expressão 

ocorreu em 48h (Figura 20). 

Os resultados de IFN-β corroboram com os encontrados por Schupf et al., 

(2012), nos quais em infecções realizadas em ligação do íleo de coelhos, as taxas 

de expressão de IFN-β não se modificaram em todas as condições testadas. 

Para a quimiocina CXCL15, conhecida inicialmente como “lungkine”, sua 

expressão era tida como exclusivamente pulmonar, sendo uma das principais 

responsáveis pelo recrutamento de neutrófilos a esta região, sendo homóloga a IL-8 

(ROSSI et al., 1999). Schmitz et al., (2007) demonstraram a expressão de CXCL15 

em outros órgãos mucosos e endócrinos. Os níveis de expressão pulmonares e 

gastrointestinais se mostraram similares, sendo que em pulmão de camundongos 

adultos BALB/c esta quimiocina é altamente expressa regulando a migração de 

neutrófilos frente à infecção externa (SCHMITZ et al., 2007; ROSSI et al., 1999). 

A pouca variação na expressão de CXCL15 e IFN-β em nossos resultados, 

independente do tempo de infecção, sugere o recrutamento neutrofílico e presença 

de macrófagos para todas as amostras clínicas e a M90T. Em camundongos 

saudáveis, o pulmão é órgão livre de patógenos. Por um lado, este fato possibilita 

uma boa avaliação de respostas imunes inatas e adaptativas frente a um único 

agente patogênico; Por outro, a ausência de microbiota natural não mimetiza 

exatamente a infecção em humanos (FERNANDEZ e SANSONETTI, 2003).  

Isto, aliado ao fato que a indução de IFN-β por macrófagos depende da 

estimulação do TLR4 (THOMAS et al., 2006), nos permite inferir que a indução da 

quimiocina CXCL15 e IFN-β, ocorreu pela presença de LPS bacteriano, ou seja, a 

ausência de variações se deve a presença de bactéria em todas as condições 

testadas. 

As citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6 e TNF-α (Figura 20) são 

multifuncionais com muitas possíveis fontes, sendo produzidas por macrófagos nos 

estágios primários da resposta antimicrobiana (SCHNUPF et al., 2012; AKIRA et al., 

1990). Nossos resultados demonstraram uma alta regulação destas citocinas após 
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48h de infecção em todas as condições testadas, exceto para a IL-6 na cepa 27, que 

teve maior expressão em 24h. Apesar destas diferenças, as variações entre os 

tempos foram pequenas (Figura 20), indicando atividade de macrófagos devido a 

estimulação contínua por LPS. 

Em relação às respostas pró-inflamatórias, podemos inferir que as 

expressões gênicas estão relacionadas com a própria inoculação bacteriana em um 

ambiente livre de patógenos. Os Padrões Moleculares Associados ao Patógeno 

(PAMP’s), como o LPS bacteriano, induz a resposta primária à infecção por Shigella, 

e não tem grande relação com a capacidade das cepas em invadir as células 

epiteliais, sendo esta a principal hipótese sobre a ausência de variações entre a 

expressão de fatores pró-inflamatórios nas condições propostas (BIANCHI, 2007). 

As respostas referentes à expressão macrofágica e da imunidade adaptativa 

são complementares, uma vez que o sucesso da resposta adaptativa depende da 

sinalização adequada pela inata, sendo virtualmente impossível discutir um sem 

abordar o outro devido a cooperação entre os sistemas. 

Para a resposta imune adaptativa nos propusemos à caracterização de Th1, 

IFN-γ, IL-17A e IL-17B (Figura 23). Th-1 é um subtipo de células T em resposta a 

patógenos intracelulares, ativada por IL-12 e IFN-γ, liberando IL-2, IFN-γ e TNF-β 

(ROMAGNANI, 1991). O IFN-γ também pode ser produzido por células NK (Natural 

Killer) em modelo de infecção pulmonar na infecção inicial por Shigella, o qual é 

responsável pela ativação de Óxido Nítrico Sintetase (NOS) promovendo clearance 

(limpeza) bacteriano por macrófagos (WAY, 1998). 

Um estudo promovido por Le-Barilec et al., (2005) demonstra que a ativação 

inicial de IFN-γ nos estágios primários da infecção por células NK leva a rápida 

ativação da resposta Th1 em infecções por Shigella, sendo esta descrita em vários 

modelos de invasão por Shigella (SINHA e BAGCHI, 2004). 

A redundância de expressão de IFN-γ (NK e Th1) ajuda na rapidez do 

controle da infecção, caracterizando-o como um importante mediador da resposta 

contra as espécies de Shigella devido às ativações de células linfoides e óxido 

nítrico por macrófagos. No entanto, alguns pacientes demonstram uma baixa 

regulação de IFN-γ em estágios agudos da infecção, sugerindo um mecanismo de 

escape. Esta característica também pode ser simulada em modelo pulmonar em 

camundongos (PHALIPON e SANSONETTI, 2007; RAQUIB et al., 1997). 
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O Óxido Nítrico Sintetase (NOS) é produzido por células fagocíticas como 

macrófagos, monócitos e neutrófilos, sendo ativado por um primeiro sinal de IFN-γ, 

podendo ter o TNF como segundo sinal. A citocina TGF-β tem um efeito inibitório em 

sua ativação (WEINBERG, 1998). Os macrófagos são as primeiras células em 

resposta a invasão da Shigella e possuem uma participação importante na 

manipulação do sistema imune por este patógeno. A baixa regulação de IFN-γ pela 

bactéria inibe o primeiro sinal necessário à ativação de óxido nítrico, impedindo o 

clearance por macrófagos (PHALIPON e SANSONETTI, 2007; JENNISON e 

VERMA, 2004). 

Nossos resultados mostraram uma baixa regulação de IFN-γ em relação a 

cepa 11 em 24 e 48h (Figura 23). O baixo nível de IFN-γ nestas amostras (5, 14, 27 

e M90T), combinado com os baixos resultados de NOS (Figura 24), representa o 

sucesso no escape do macrófago por estas amostras de Shigella.  

Os altos níveis de IFN-γ e NOS (Figura 23 e 24) na amostra 11 sugerem 

falha no escape macrofágico, ativação de óxido nítrico e posterior lise bacteriana 

(WEINBERG, 1998). Este comportamento é restrito a amostra 11, sugerindo alta 

regulação de macrófagos nesta amostra. Estudos com várias mutantes de Shigella 

demonstraram que a baixa regulação de IFN-γ é dependente de efetores da Sistema 

de Secreção Tipo III (T3SS) (PHALIPON e SANSONETTI, 2007). Nossa 

caracterização preliminar apresenta somente o ipaBCD e ipaH como membros do 

T3SS (Tabela 1), sendo necessários mais estudos necessários para avaliar os 

genes ausentes na cepa 11 que levaram a esta possível falha no mecanismo de 

escape. Estes estudos também esclareceriam se há alguma relação com a 

enterotoxina shET1A, o único gene ausente na cepa 11 que é comum a todas as 

outras amostras. 

Além do clearance pela ativação de Óxido Nítrico Sintetase (NOS), como 

Célula Apresentadora de Antígeno (APC), a resposta macrofágica também envolve 

os Receptores de Histocompatibilidade Classe II (H2-Aβ1, H2-Eβ, H2-K1, MHC-like 

2 (BAUNGART et al., 1998). 

A expressão do gene Th1-like neste estudo demonstrou uma atividade 

heterogênea: As amostras M90T e 5 tiveram baixa expressão; Amostra 27 foi mais 

expressa em 24h; Amostra 14 teve maiores taxas em 48h (Figura 23). A presença 

de células Th1 juntamente com antígenos de HLA (Antígenos Leucocitários 

Humanos) em pacientes com inflamação aguda no intestino pode significar proteção 
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contra Shigellose devido a ativação primária da resposta Th1 (SINHA e BAGCHI, 

2004). 

Antígenos de Histocompatibilidade II (Figura 24) tiveram uma expressão 

similar em todas as amostras em sua região Aβ1; alta expressão para a cepa 27 em 

suas regiões Eβ e K1 após 48h de infecção; e altos valores para a cepa 14 para o 

MHC-like 2 em 48h. Estes dados são complementares a expressão de Th1 para as 

cepas 14 e 27, indicando efetivação da resposta Th1 apesar dos níveis baixos de 

IFN-γ, necessário à diferenciação Th1. Um fato interessante é que ambas as 

amostras possuem a presença diferencial do gene ipaH, importante no escape do 

vacúolo fagocítico de macrófagos (FERNANDEZ-PRADA et al., 2000). Nossos 

dados sugerem que o gene ipaH também possa ter um papel na estimulação da 

imunidade Th1. 

A citocina IL-17 também foi proposta neste estudo como pertencente à 

imunidade adaptativa uma vez que o Th17 tem sido demonstrado como relevante na 

proteção a infecções por Shigella (SCHNUPF e SANSONETTI, 2012). IL-17 é um 

estímulo para neutrófilos e linfócitos T, podendo estar disponíveis em muitas fontes 

como células Th17, T CD8, NK e neutrófilos (WEAVER et al., 2007; KOLLS e 

LINDEN, 2004), sendo considerado uma ponte importante entre a imunidade inata e 

adaptativa (FLIERL et al., 2008). IL-17 parece ser uma das primeiras citocinas em 

resposta a bactérias patogênicas e mudanças no intestino. As células Th17 

promovem imunidade protetora e são uma das primeiras primadas (prime) nas 

infecções intranasais por Shigella, com a detecção de IL-17 e IL-22 (SCHNUPF e 

SANSONETTI, 2012). 

Sellge et al., (2010) realizaram um estudo usando modelo murino de 

Shigellose, investigando a imunidade específica de células T. Como conclusões 

principais, encontraram que a Shigella flexneri prima predominantemente células 

Th17 produtoras de IL-17 e IL-22, porém IL-17A só pode ser encontrada níveis 

acima dos controles não infectados 6 dias após a infecção. 

Nossos resultados demonstram que a cepa de Shigella clínica 27 como uma 

ótima indutora de IL-17A e IL-17B depois de apenas 48h de infecção (Figura 23). 

Estudos adicionais são necessários para avaliar se esta produção ocorre em função 

de células Th17 ou somente como produto de células da imunidade inata, mas já 

confere a esta cepa a capacidade de primar células Th17 (CUA e TATO, 2010). 
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A proteína anti-inflamatória TGF-β possui a função de controle de 

proliferação, diferenciação e outras funções celulares (HERPIN et al., 2004). É 

encontrada altamente expressa em pacientes durante a Shigellose aguda (RAQUIB 

et al., 1995) e em estágios convalescentes para humanos (SCHNUPF e 

SANSONETTI, 2012) com a intenção de prevenir a destruição tecidual e morte do 

hospedeiro. Em roedores, TGF-β também possui a função no desenvolvimento de 

Th17 em combinação com citocinas pró-inflamatórias (SELGE et al., 2010). Nossos 

resultados não demonstraram diferenças na expressão dos genes TGF-β1 e TGF-

β2, porém para TGF-β3 ele foi altamente expresso na cepa 27 em 48h (Figura 21). 

Este resultado complementa os referentes a IL-17, sugerindo uma possível 

estimulação de Th-17 pela cepa clínica 27 em 48h de infecção. 

A defesa proveniente da IL-17A, com a produção de citocinas pró-inflamatória 

e recrutamento de neutrófilos é uma das mais presentes na resposta a infecção por 

Shigella (ISHIGAME et al., 2009; IWAKURA et al., 2011). Apesar de não podermos 

confirmar o envolvimento de células Th17, podemos sugerir o envolvimento da IL-17 

no recrutamento de neutrófilos, necessários à invasão por Shigella. Os neutrófilos, 

durante a invasão por Shigella, rompem as junções oclusivas que unem o epitélio 

intestinal, liberando uma nova entrada para o lúmen intestinal em um mecanismo 

independente de células-M. Este envolvimento dos neutrófilos parece ser crucial 

para a inflamação e a destruição tecidual (JENNISON e VERMA, 2004; PERDOMO 

et al., 1994). Por outro lado, o maior recrutamento neutrofílico pode degradar as 

proteínas de virulência da Shigella através da elastase e confinar as bactérias 

extracelulares à mucosa impedindo a invasão e disseminação (WEINRAUCH et al., 

2002; ZANG et al., 2001). As altas taxas de IL-17, subsequentemente de neutrófilos, 

em estimulação gradual de 24 para 48h para a cepa clínica 27 sugerem maiores 

taxas de invasão na região basal do epitélio. 

Em concordância com estes resultados, a amostra 27 também demonstrou 

altos valores de expressão para o TLR4 e TLR9 (Figura 22) que reconhecem LPS e 

CpG DNA, respectivamente (HIPPENSTIEL et al., 2006). O TLR4 é encontrado na 

membrana basolateral das células epiteliais e possui um papel importante na 

interação bacteriana durante o reconhecimento de LPS (ADEREM et al., 2000). O 

TLR9 reconhece apenas CpG DNA não-metilado de bactéria intracelular (HEMMI et 

al., 2000). Ambos levam a ativação do fator transcricional pró-inflamatório NF-қB 

(ELEWAUT et al., 1999). A alta expressão de mRNA para os TLR4 e 9 para a 
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amostra 27 sugere um bom reconhecimento intra e extracelular e sucesso na 

invasão (TLR9). 

Os receptores intracelulares NOD1 e NOD2 demonstraram um resultado 

heterogênico. Todas as amostras obtiveram níveis similares de expressão, exceto as 

amostras 11 e 27, as quais obtiveram resultados expressivos (Figura 22). Estes 

resultados concordam com os resultados de TLR9 para a amostra 27, demonstrando 

grande potencial invasivo, e relaciona esta habilidade para a amostra 11. Estes 

resultados concordam com o encontrado na característica fenotípica dos 

camundongos (Figura 08, 13 e 14), sendo as cepas 11 e 27 as que apresentaram 

maiores alterações fisiológicas.  

Muitos antagonistas de Receptores Toll (TLR) como o CpG DNA e LPS são 

ditos como potentes adjuvantes de mucosa, desenhados para preservar a estrutura 

antigênica e apresentar o antígeno efetivamente (KAMINSKI et al., 2006; JIANG e 

KOGANTI, 2003). A patogenicidade da Shigella está em sua habilidade de invadir o 

epitélio intestinal levando a uma resposta imune pró-inflamatória, não havendo 

necessidade de adjuvantes. No entanto, quanto maior estímulo as células da 

resposta imune inata, maior a liberação de citocinas pró-inflamatória e influência 

sobre a resposta adaptativa (KAMINSKI et al., 2006) estabelecendo a cepa clínica 

27 como um bom estímulo a imunidade (Figura 22). 

A indução do processo inflamatório necessita de uma Shigella com um perfil 

invasivo com todos os fatores necessários (SELGE et al., 2010). Nossa cepa clínica 

27 foi caracterizada como possuindo o plasmídeo de invasão (ipa) como as demais 

presentes neste estudo. A diferença principal está na presença de todos as 

subunidades da enteroxina de Shigella (shET1A, shET1B, shET2), que diferente das 

Shiga-Toxinas (stx) estão envolvidas no processo de invasão (VARGA et al., 1999), 

e podem ser a principal razão da resposta diferencial da cepa 27. 

O potencial imunogênico do isolado clínico 27 foi demonstrado através da 

regulação positiva de fatores chave da resposta imune quando comparados a outros 

isolados e a M90T. Mais estudos são necessários para expor totalmente que fatores 

de virulência são diferencialmente expressos durante a invasão. Contudo, a 

habilidade da cepa 27 pode ser utilizada para melhorar o entendimento sobre o 

fenótipo invasivo da Shigella e sua relação com a imunidade e como uma possível 

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

Com base em todas as evidências encontradas, propusemos quatro 

esquemas hipotéticos sobre o modo de ação de cada cepa clínica analisada neste 

estudo. Para exemplificar a invasão por M90T, a Figura 29 demonstra a modulação 

da resposta imune clássica conforme a literatura (SCHROEDER e HILBI, 2008). 

 

Figura 29: Desenho esquemático da modulação da resposta 

imune por M90T. 

Fonte: Adaptado de Schroeder e Hilbi, 2008. 

 

A amostra clínica 5 possuiu boa regulação dos genes pró-inflamatórios 

(Figura 20) e baixos níveis de expressão de IFN-γ e NOS (Figura 23 e 24). Isto 

sugere que ela efetuou o escape do macrófago com sucesso. Porém a baixa ou 

ausência de diferença entre os genes referentes às respostas adaptativas e 

macrofágicas não permitiram avaliar a invasão (Figura 23 e 24). Acreditamos com 

base nos aspectos fenotípicos da cobaia após a infecção (Figura 08, 13 e 14) e na 

ausência de modulação dos demais genes, que a infecção por esta cepa foi 

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

pela amostra clínica 5. 

 

A amostra clínica 11 efetuou regulação de genes pró-inflamatórios (Figura 

20), porém, em oposição as outras amostras, apresentou níveis elevados de 

expressão de IFN-γ e NOS (Figura 23 e 24) sugerindo o sucesso do clearance 

bacteriano pelo macrófago. A alta expressão dos receptores NOD1 e 2 (Figura 24) 

por esta cepa, levam a crer no sucesso da invasão, confirmada pelas características 

fenotípicas do hospedeiro (Figura 08, 13 e 14) apesar da alta atividade macrofágica 

(Figura 31). 
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Figura 31: Desenho esquemático da modulação da resposta em modelo pulmonar pela 

amostra clínica 11. 

 

Para a amostra clínica 14, a regulação da resposta pró-inflamatória (Figura 

20) e o escape macrofágico (Figura 23 e 24) foram possivelmente bem sucedidos. 

As baixas expressões de receptores intracelulares (NOD1/2, TLR9) (Figura 24) não 

permitem inferir no processo invasivo, as características fenotípicas das cobaias 

também permaneceram inalteradas (Figura 08, 13 e 14). Porém, a presença de 

MHC-like II (Figura 24) e Th1 (Figura 23) sugerem a possibilidade de resposta 

Th1(Figura 32). 
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Figura 32: Desenho esquemático da modulação da resposta em modelo pulmonar pela 

amostra clínica 14. 

 

A amostra clínica 27 demonstrou ser a mais eficaz na modulação da resposta 

imune, boa expressão nos estágios iniciais (Figura 20) e alta regulação de 

receptores intracelulares (Figura 24) confirmando altas taxas de invasão. Este perfil 

invasivo foi confirmado no fenótipo das cobaias (Figura 08, 13 e 14). A alta 

expressão de receptores de Histocompatibilidade Classe II (H2-Eβ, H2-K1) (Figura 

24) e de Th1 (Figura 23) sugerem uma resposta Th1. A presença de níveis elevados 

de IL-17 (Figura 23), que também modula o recrutamento de neutrófilos e pode ser 

expressa por células NK, em conjunto com TGF-β (Figura 22) sugerem uma 

resposta Th-17 (Figura 33). 
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Figura 33: Desenho esquemático da modulação da resposta em modelo pulmonar pela 

amostra clínica 27. 

 

As quatro cepas clínicas propostas neste estudo foram escolhidas com base 

na presença ou ausência dos genes ipaH, virF, invE, shET1A, shET1B e shET2. 

Apesar de ser um número limitado de genes, sua variação entre as amostras, levou 

a quatro perfis de resposta imune distintos. Uma caracterização mais ampla da 

expressão gênica bacteriana seria necessária para o desenho do perfil completo do 

comportamento destas amostras in vivo, porém o potencial inflamatório destas 

amostras foi demonstrado neste estudo. 

Com relação a estes genes de virulência, duas hipóteses foram sugeridas: A 

modulação da resposta Th1 teria relação com a presença do gene ipaH nas cepas 

clínicas de Shigella; A alta imunogenicidade apresentada pela amostra 27 pode ser 

atribuída à presença do complexo de enterotoxinas (shET1A, shET1B, shET2). 

(Figura 32 e 33). 
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Estudos adicionais serão necessários para responder a estas hipóteses 

específicas. Porém, os resultados aqui obtidos sugerem que estes genes são 

chaves para o potencial de virulência da Shigella, uma vez que a ausência de um, 

ou um grupo deles, provocaram diferentes respostas em um mesmo modelo 

experimental. 

Dentre as cepas propostas, a amostra clínica 27 demonstrou um grande 

potencial imunogênico, sendo ela uma boa candidata para estudos futuros. Esta 

amostra está sendo submetida a um sequenciamento completo de seu genoma, 

para a elucidação de todo seu potencial genético. 

Novas padronizações da recuperação do mRNA bacteriano estão sendo 

programadas em projetos futuros, visando identificar o perfil de virulência 

complementar a esta resposta imune. 

Esta caracterização da regulação da resposta imune de cepas clínicas 

isoladas de casos de Shigellose é inédita, e demonstrou como diferentes cepas se 

comportam entre si e com relação a um padrão bem caracterizado. As diferenças de 

resposta entre a cepa padrão M90T e as cepas clínicas justifica o desenvolvimento 

de vacinas baseadas em cepas clínicas e serve de base aos estudos que defendem 

a criação de vacinas que sejam regionais. 
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CONCLUSÕES 

 

 A cepa padrão M90T demonstrou uma regulação gênica diferencial quando 

comparada com as amostras clínicas, indicando grandes diferenças entre as 

respostas imunes de padrões bem caracterizados e cepas selvagens; 

 Os genes tidos como Pró-Inflamatórios (CXCL15, IFN-β, IL-1β, IL-6 e TNF-α) 

não apresentaram diferenças entre as cepas por se tratarem da primeira 

resposta frente à presença de bactérias, através de Padrões Moleculares 

Associados a Patógenos (PAMP’s) como o LPS bacteriano, não a invasão 

em si; 

 A amostra clínica 5 não apresentou diferenças nos tempos analisados em 

relação aos genes propostos. A avaliação da expressão genica, juntamente 

com os aspectos fenotípicos da cobaia, indicaram baixas taxas de invasão 

desta amostra e o controle da infecção nos estágios iniciais; 

 A amostra clínica 11 indica alta atividade macrofágica e clearance bacteriano 

dependente de Óxido Nítrico. Apesar disto, os resultados de NOD e 

aspectos fenotípicos da cobaia sugerem sucesso na invasão;  

 As amostras clínicas 14 e 27 demonstraram um padrão de resposta de 

proteção Th1, possivelmente relacionada com a presença do gene ipaH. As 

cepas clínicas que apresentaram uma menor ou ausência de modulação de 

resposta Th1 demonstraram ausência deste gene; 

 A amostra 27 possuiu uma regulação diferencial dos genes IL-17A/IL-17B, 

TGF-β3 e TLR4/TLR9, que são relacionados a possibilidade de primar 

células Th17. Esta amostra apresentou um grande potencial imunogênico, 

devido a possível relação com as enterotoxinas de Shigella (shET1A, 

shET1B, shET2). 

 As quatro cepas clínicas propostas neste estudo, possuíam diferentes 

genótipos com relação aos genes ipaH, virF, invE, shET1A, shET1B e 

shET2. Estas diferentes variações levaram a quatro perfis de resposta imune 

distintos. Caracterizando-os como genes chaves para o potencial de 

virulência de cepas de Shigella; 
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 A cepa clínica 27 foi caracterizada como uma boa candidata para estudos 

futuros sobre estratégias de invasão, virulência e possíveis fontes vacinais 

com base nos aspectos diferenciais das cepas clínicas regionais. 
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Protocolo para desenho de oligos a    
partir de sequências bacterianas

Duas caracteristicas dos RNA mensageiros bacterianos  que são importantes de serem ressaltados no desenho de 
experimentos de análise de expressão gênica é o fato de não possuirem introns e nem cauda Poly-A, diferente de 
transcritos de genes eucariotos. 

O fato de não possuirem introns confere uma dificuldade nos experimentos para análise de expressão gênica uma 
vez que o produto amplificado a partir do RNA mensageiro (cDNA) é do mesmo tamanho daquele amplificado a 
partir do DNA genômico. Caso tenha contaminação do RNA com DNA genômico, não tem como ter garantia de 
que estará amplificando apenas o RNA. 

Por não apresentarem cauda Poly-A, a etapa de transcrição reversa do RNA em DNA complementar (cDNA)  exige a 
utilização de Random Primers, ao invés de Oligo dT (poly T)  normalmente utilizado para eucariotos. O uso de 
iniciadores de oligo dT é uma forma de evitar que DNA genômico seja transcrito. 

Portanto, por esss duas caracteristicas, torna-se impressindível o tratamento do RNA com DNase, para eliminar 
qualquer traço de contaminação por DNA genômico. Para isso, recomendamos o uso do Kit DNA free Turbo da 
Ambion por esse não exigir nova purificação do RNA após o tratamento. 

1) Obtenção das sequências do tipo Refseq dos genes de interesse 

É importante dar preferencia - sempre que possível - para o uso de sequencias do tipo Refseq dos determinados 
genes. Os Refseqs são sequências annotadas e ‘curadas’ - ou seja - extensamente verificadas nos bancos de 
dados de sequências nucleotídicas. 

Recomendo a obtenção das sequências dos genes de Shigella a partir do link colado abaixo. 

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

Na lista, os genes anotados e conhecidos são representadas por um código começando com as letras SF e 
terminando em um número de 4 digitos... por exemplo:  SF0033: carnitinyl-CoA dehydratase. 

Segue as etapas no pagina a seguir para obter as sequências dos genes de interesse. 
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3) Nesta pagina, o link “Predicted mRNA” leva à sequência do RNA 
que será utilizada nas etapas subsequêntes.

3) O link “predicted mRNA” sequence leva até a sequência desejada. 
Essa deve ser copiada e colada num arquivo .doc ou .txt

Laboratório de Hanseníase - Fiocruz

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

2) A linha colorida abaixo do título “genebank RefSeq Gene 
Annotations” é um link clicável que leva até a pagina de infor-
mações a respeito desse gene 
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2) Desenho do Primer pelo software Primer 3

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

A maioria dos parâmetros são mantidos nos padrões (defaults) recommendados pelo site. Vou listar abaixo apenas 
os parâmetros que alteramos para conferir caracteristicas desejaveis aos primers. É importante ressaltar, que neste 
site, todos os links azuis levam para um tutorial com instruções cada parâmetro. 

1) Colar a sequência alvo na janela...

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

3) Modificar o parâmetro Max 3‘ Stability. Esse parâmetro determina o número de bases C ou G que será permitido 
entre as ultimos 5 bases dos primers. É desejavel que a região 3’ do primer seja menos ‘estavel’ do que a região 5’, 
ou seja, que contenha mais A e T do que C e G. Um primer muito estável na região 3’ (por exemplo CGCGC), ao se 
anelar a uma região errônea do DNA, pode ser mantida e a extensão do produto pela DNA polimerase pode ser 
iniciada numa região que não aquela desejada. Um valor de 9 permite que aproximadamente metade das ultimas 5 
bases sejam compostas de C ou G. Recomendo iniciar com um valor de 7 para permitir que apenas 1 C ou G seja 
colocado nesta região. Caso nenhum primer seja encontrado na sequência, pode subir novamente esse parâmetro 
abrindo mão dessa caracteristica. 
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4) Modificar os parâmetros Max Self Complementarity (MSC), Max 3’ Self Complementarity (M3SC) e Max Poly-X. 
Os primeiros dois parametros citados influenciam na capacidade dos primers formarem todas as formas de dimeros 
e grampos. Recomendo iniciar com MSC = 5, e M3SC = 2.  Em relação ao Max Poly-X, é recomendável que não 
tenha mais do que 3 da mesma base repetida em sequencia. 

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

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

7)   Caso nenhum primer tenha sido encontrado, altere os parametros mencionados sem passar dos valores default 
até conseguir primers adequados.  
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3) Verificar as sequências no Primer Blast do NCBI

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Esse site, como o Primer 3  também faz desenho de primer. Entretanto,  nós usamos para outra finalidade.  Usamos 
como uma especie de PCR  virtual. Para isso,  basta preencher os campos dos primer com os primers desenhados 
pelo Primer 3  e mudar o campo ‘Organismo’ para Shigella. Além disso, precisa alterar o campo “database’ para 
‘nr’.  Por fim clicar em “Ger Primers”. 
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Como resultado, espera-se que a primeira entrada seja o gene de interesse e que o anelamento seja perfeito.
 

Já todas as outras saídas devem apresentar problemas de anelamento, ou tamanho de produto não apropriado ou 
anelamento de apenas um dos dois primers.
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Resumo 

 

A Shigellose é uma doença entérica causada pelo gênero Shigella spp., uma bactéria gram-negativa 

que invade as células do epitélio intestinal. Muitos estudos relacionados ao seu potencial invasivo 

são realizados com o padrão de Shigella flexneri 5a, a M90T. Esta revisão visa identificar quais os 

motivos que levaram a utilização desta cepa como padrão e suas principais descobertas. Além disso, 

verificamos a realização de estudos de caracterização genética e imunológica visando o 

conhecimento sobre o comportamento de Cepas Clínicas (Selvagens) isoladas de casos de 

Shigellose, em comparação com os padrões de infecção bem caracterizados como a M90T. 

Acreditamos que tais estudos poderiam auxiliar no entendimento imunológico da Shigella para 

propósitos vacinais. 
. 

 

Palavras-Chave: Invasão por Shigella, M90T, Genes de Invasão, Resposta Imune, Cepas Clínicas 

(Selvagens). 

Abstract 

 

Shigellosis is an enteric disease caused by Shigella spp. genus, a gram-negative bacterium which 

invades gut epithelial cells. Many invasiveness studies are performed with the strain Shigella 

flexneri 5a – M90T- as standard. This review aims to identify the reasons that lead this strain 

utilization as invasive standard and its main findings. Moreover, we verified the realization of 

genetic and immunological characterization studies aiming the knowledge about Clinical Strains 

(Wild) from Shigellosis cases behavior, and its comparison to well-characterized strains like M90T. 

We believe this kind of studies could improve immunological understanding of Shigella infection to 

vaccine purposes. 
   

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

 

 

1. Introdução 

A Shigellose ou Disenteria Bacilar é uma 

doença entérica causada pelo patógeno 

Shigella spp. Seu mecanismo de ação é 

tipicamente invasor, com a ruptura do epitélio 

superficial do intestino, causando dores 

abdominais e uma severa diarréia muco-

sanguinolenta. Sua maior área de ocorrência 

são em locais onde a rota fecal/oral é efetiva, 

atingindo principalmente crianças menores 

que 5 anos. 

Atualmente, mais de 100 anos após sua 

descoberta, muitos de seus mecanismos de 

invasão e subversão da resposta imune já 

foram descritos. Ainda assim, estudos 

adicionais ainda são necessários para 

desvendar informações desconhecidas 

principalmente sobre o modo de ação in vivo, 

necessário para obtenção de vacinas. 
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Nesta revisão, abordamos os principais 

estudos relacionados à patogenicidade, 

ensaios in vivo e desenvolvimento de vacinas 

que utilizam a cepa de Shigella flexneri 

subtipo 5a -M90T - como padrão. O objetivo 

principal foi comparar estes estudos com os 

que utilizam cepas clínicas (selvagens), 

verificando abordagens e relevâncias. 

2. Metodologia 

Os artigos foram consultados no sítio de 

busca PubMed disponível em 

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

seguintes palavras chave: Shigella M90T (55 

artigos, acesso em 16 de julho de 2013); 

Shigella M90T and Animal Models (3 artigos, 

acesso em 16 de julho de 2013); Shigella 

M90T and Immunity (9 artigos, acesso em 16 

de julho de 2013); Shigella M90T and 

Vaccine (11 artigos, acesso em 16 de julho de 

2013); Shigella M90T and Clinical Shigella 

(Sem resultados, acesso em 16 de julho de 

2013); Shigella M90T and Wild Shigella (20 

artigos, acesso em 16 de julho de 2013); Wild 

Shigella and Animal Models (4 artigos, 

acesso em 16 de julho de 2013);  Wild 

Shigella and Immunity (35 artigos, acesso em 

16 de julho de 2013);  Wild Shigella and 

Vaccine (35 artigos, acesso em 16 de julho de 

2013). Destes, foram selecionados aqueles 

que abordavam a utilização da cepa Shigella 

flexneri 5a – M90T – como padrão de 

infecção por Shigella e a comparação com 

Cepas Clínicas (Selvagens). 

3. Shigella spp. : Histórico e Aspectos 

Gerais 

Em virtude dos vários episódios graves de 

disenteria no Japão em 1897, um jovem 

médico do Instituto de Doenças Infecciosas 

do Japão dedicou seus esforços para encontrar 

a causa desta doença. Em 1898, Dr. Kiyoshi 

Shiga realizou um estudo com 36 pacientes 

onde percebeu a presença de um simples 

bacilo em comum com todos os casos e 

confirmou sua descoberta utilizando as 

premissas do Postulado de Koch. 

Primeiramente a bactéria descoberta foi 

nomeada Bacillus dysenteriae, pois se 

acreditava ter relação com o Bacillus coli 

(Hoje, Escherichia coli). O nome Shigella, em 

homenagem ao seu descobridor, só foi 

oficializado na edição de 1930 do Bergey’s 

Manual of Determinative Bacteriology. Dr, 

Shiga dedicou os esforços de uma vida para 

desvendar os segredos de sua descoberta, foi 

o primeiro a identificar a presença de toxinas 

– Shiga Toxinas – e realizar as primeiras 

tentativas de imunização. Sua intenção era se 

aposentar com a cura para a disenteria bacilar. 

Infelizmente, Dr. Shiga faleceu aos 85 anos 

(1957) sem a descoberta de uma cura e a 

Shigella permanece como um problema de 

saúde pública até os dias de hoje com 80 a 

160 milhões de casos por ano (PUPO et al., 

2006; WHO, 2005; TROFA et al., 1999; 

KEUSCH, 1998). 

Após a descoberta da Shigella dysenteriae 

(1898), outras espécies de Shigella foram 

identificadas: Shigella flexneri (por Simon 

Flexner em 1990); Shigella boydii (Mark 

Boyd em 1915); e Shigella sonnei (Carl 

Sonne entre 1928-1938). Estas espécies foram 

classificadas como grupos A, B, C e D por 

ordem de descoberta, possuindo 15, 8, 18 e 1 

subtipos, respectivamente, com base nas 

diferenças nos antígenos de superfície O 

(PHALIPON e SANSONETTI, 2007; 

BERGAN, 1979). 

A Shigella é um patógeno intracelular que 

atinge principalmente crianças de 0 a 5 anos 

(KOTLOFF et al., 1999). Apesar de ser 

associada a países em desenvolvimento 

devido a rota de transmissão fecal-oral ser 

elevada em locais com falta de saneamento 

básico, surtos de Shigellose também são 

descritos em países desenvolvidos, como em 

creches na Inglaterra (MAGUIRE et al., 

1998), hortaliças como alface e salsa (Europa 

e Estados Unidos) (NAIMI et al., 2003; 

KAPPERUD et al., 1995) e contato com água 

contaminada em Oregon, Estados Unidos 

(KENEE et al., 1994). 

O gênero Shigella flexneri é o mais 

comumente encontrado em países em 

desenvolvimento, com os sorotipos 1b, 2a, 3a, 

4a e 6. Nos países desenvolvidos, são 

encontrados Shigella flexneri 2a e Shigella 

sonnei (KOTLOFF, 1999). Shigella boydii 

possui seus casos limitados à Índia e a 

Shigella dysenteriae, a razão do 

descobrimento do gênero, é considerado raro 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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e permanece ausente nos estudos atuais 

(SANSONETTI, 2006). 

4. Shigella flexneri subtipo 5a - M90T e a 

Caracterização do Plasmídeo de Invasão 

Um dos primeiros estudos utilizando o 

subtipo 5a da Shigella flexneri M90T foi 

sobre a determinação da presença de um 

plasmídeo de invasão através da habilidade de 

cepas de Shigella flexneri de invadir células 

HeLa e induzir ceratoconjutuvite em 

Porquinho-da-Índia pelo Teste de Séreny 

(SÉRENY, 1955). A transmissão do 

plasmídeo pWR110 da cepa M90T para cepas 

que perderam a virulência, regenerou a estas 

amostras seu fenótipo invasivo. Este foi o 

primeiro estudo a sugerir que o potencial de 

invasão da Shigella possuía uma fonte 

plasmidial (SANSONETTI et al., 1982). 

Para confirmar estes resultados, em 1983 

estudos posteriores foram realizados 

transferindo o plasmídeo pWR110 da Shigella 

M90T para uma Escherichia coli não invasiva 

(K12), conferindo a esta cepa a habilidade de 

invadir células HeLa confirmando que só a 

presença do plasmídeo já era suficiente para 

proporcionar a invasão (SANSONETTI et al., 

1983). 

Recentemente seu genoma completo foi 

sequenciado com o objetivo de comparar as 

cepas de Shigella flexneri subtipo 5a (M90T) 

e 5b (cepa 8401) concluindo que a M90T 

possui 99,9% do genoma da Shigella flexneri 

e algumas proteínas hipotéticas ausentes nesta 

comparação. Os autores também concluíram 

que conhecimento obtido com este estudo são 

essenciais para a manipulação genética 

necessária a estudos mais específicos de sua 

patogenicidade (ONODERA et al., 2012). 

Apesar da recente informação sobre a 

sequencia gênica completa, esta primeira 

associação com plasmídeo de invasão 

(SANSONETTI et al., 1982; 1983) 

determinou a Shigella M90T como um bom 

padrão para estudos sobre os mecanismos de 

invasão e como isso afetaria o hospedeiro. 

Deste então, numerosos estudos têm sido 

realizados para desvendar detalhes de sua 

patogenicidade. 

Em 1987, três estudos revelaram alguns 

pontos chaves para a invasão: No primeiro foi 

utilizado o soro de macacos convalescentes de 

infecção por Shigella e identificado através de 

imunobloting e eletroforese em gel 2D pelo 

menos 4 proteínas importantes para a invasão, 

nomeadas neste estudo como A, B, C e D, 

todas codificadas pelo mesmo operon 

(BAUDRY et al., 1987); O segundo analisou 

estas proteínas presentes no nomeado 

plasmídeo de invasão (ipa) em soro de coelho 

identificando ipaB (57 kDa), ipaC (43 kDa) e 

ipaD (43 kDa) pertencentes ao operon 

ipaBCD, como as principais responsáveis 

pelo fenótipo invasivo. A proteína ipaH 

também demonstrou um papel na invasão, 

porém sendo codificado por uma região 

diferente de ipaBCD (BUYSSE et al., 1987). 

O terceiro estudo utilizou 

imunofluorescência em células HeLa após a 

invasão da Shigella M90T detectando altos 

níveis de actina e pequenas microestruturas 

no momento da penetração bacteriana na 

célula epitelial. Estes resultados sugeriram 

que a entrada ocorre de uma forma parecida 

com a fagocitose com a formação de 

profusões ao redor da bactéria e que a 

aquisição de motilidade das cepas de Shigella 

depende da produção de actina (CLERC e 

SANSONETTI, 1987). 

Identificados o plasmídeo de invasão e as 

principais proteínas relacionadas, estudos 

posteriores foram realizados com a finalidade 

de pesquisar quais outros genes eram 

modulados nesta fase. Em 1986 foi 

identificado em Shigella flexneri 2a o virG 

como essencial a infecção de células 

adjacentes (MAKINO et al., 1986); Em 1989 

foi relacionado o locus icsA com a 

polimerização da F-actina necessária a 

motilidade inter e intracelular (BERNADINI 

et al., 1989); Em 1990 foi identificada a 

presença do ipaA e ipaR no plasmídeo de 

invasão (BUYSSE et al., 1990); Em 1992 foi 

relatado que todos estes genes estão 

associados com o locus spa (VERKATESAN 

et al., 1992); Em 1993 foi identificada em 

Shigella flexneri 2a a associação com o locus 

MixA (SASAKAWA et al., 1993). Os locus 

Mix e spa são responsáveis pela codificação 

dos genes do Sistema de Secreção Tipo III 

(T3SS), hoje conhecidos como os genes 
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necessários para a invasão da Shigella no 

epitélio do hospedeiro. 

No panorama atual é conhecido que a 

entrada e disseminação lateral em uma 

infecção por Shigella são eventos regulados 

por proteínas do Sistema de Secreção do Tipo 

III (T3SS) que por sua vez são codificados 

por genes plasmidiais. IpaC polimeriza 

actina; ipgD dissocia a membrana de plasma 

do esqueleto de actina; virA desestabiliza os 

microtubulos e ipaA formam um complexo 

com vinculina, despolimerizando a actina. 

Eles são contato dependentes, ativados após o 

contato com a célula alvo levando a formação 

de profusões ao redor da bactéria que são 

lisados por ipaB e ipaC. Após a invasão nas 

células epiteliais, a Shigella induz uma 

reorganização do citoesqueleto e provoca a 

formação de um vacúolo que facilita a entrada 

e o crescimento intracelular de Shigella. O 

escape para o citoplasma é seguido de um 

processo de motilidade dependente de actina 

que leva a bactéria a passar para as células 

adjacentes. Na presença de macrófagos, várias 

proteínas são injetadas no citoplasma da 

célula hospedeira, neste caso, ipaB é 

responsável pelo processo apoptótico da 

célula infectada (SANSONETTI, 2001). 

5. Modelos Animais para Estudos com 

Shigella 

Apesar da boa caracterização do 

comportamento da Shigella M90T em células 

HeLa, para estudos in vivo, eram necessários 

a adoção de modelos animais. 

O primeiro modelo animal utilizado para 

verificação de viabilidade de vacinas 

atenuadas foi a administração oral em 

macacos por serem os únicos modelos que 

mimetizam a infecção igual ao ocorrido em 

humanos, com a exceção que eles necessitam 

de uma dose maior de inoculo para provocar a 

doença (FORMAL et al., 1984). 

O modelo de infecção pulmonar foi 

descrito pela primeira vez em estudos 

envolvendo a Shigella flexneri 2a (VAN DE 

VERG et al., 1995). A invasão da bactéria ao 

epitélio bronquial e alveolar levou ao 

desenvolvimento de uma brônquio-

pneumonia aguda que mimetizou o ocorrido 

na infecção por Shigella, com a modulação da 

imunidade inata e adaptativa e expressão de 

várias citocinas importantes para o 

entendimento da proteção vacinal. 

Em 1996 foi descrito a utilização da 

ligação de intestino de coelho para a 

verificação da modulação de resposta imune. 

Este novo modelo animal posto foi uma 

abordagem diferente de sua antiga utilização, 

a determinação do fenótipo invasivo apenas 

pela presença de secreção. Os Folículos 

Associados ao Epitélio (FAE) que recobrem 

as Placas de Peyer representam uma porta de 

entrada para microrganismos invasivos. Este é 

um bom modelo para observação de 

alterações morfológicas e migração celular 

para o local da infecção (SANSONETTI et 

al., 1996). 

Devido à inabilidade de desenvolvimento 

de infecção intestinal em camundongos 

adultos, Fernandez e colaboradores (2003) 

propuseram a inoculação oral em 

camundongos recém-nascidos com quatro 

dias de vida. Como resultados eles obtiveram 

lesões intestinais e produção de citocinas 

similares à inflamação observadas em 

pacientes com Shigellose, sua utilização é 

destinada para estudos que visam estudar os 

efeitos da infecção em intestinos imaturos. 

Shim e colaboradores (2007) propuseram 

um modelo de inoculação retal em Porquinho-

da-Índia nos quais uma severa reto-colite é 

desenvolvida com a modulação de várias 

citocinas similares a infecção da Shigella. 

Quando vacinados com uma vacina viva 

atenuada de S. flexneri 2a SC602, as cobaias 

demonstraram uma diminuição dos sintomas, 

caracterizando este modelo como uma opção 

para o teste de vacinas. 

Todos estes modelos experimentais foram 

desenhados devido à necessidade de 

esclarecimento do comportamento das cepas 

de Shigella em organismos vivos, 

principalmente as cepas mutantes, com a 

intenção de avaliar candidatos para vacinas. 

Hoje, os macacos participam das últimas fases 

de caracterização, devido ao comportamento 

similar ao ocorrido em humanos infectados 

(SHIPLEY et al., 2010). 
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6. Estudos Imunológicos Utilizando a 

Shigella M90T 

Os estudos imunológicos são 

principalmente aqueles envolvendo a 

utilização de cepas de Shigella com deleção 

de algum gene alvo com finalidades de 

elucidação de rotas metabólicas e 

imunológicas ou visando o desenvolvimento 

de vacinas. 

Após a entrada da Shigella na célula região 

basal do epitélio hospedeiro através das 

células M, a bactéria é fagocitada por 

macrófagos ativando a sinalização celular. 

(MANTIS et al., 1996). A habilidade de 

escapar dos macrófagos é dependente da 

secreção das proteínas do Sistema de 

Secreção Tipo III (T3SS), principalmente o 

ipaB e ipaC (BARZU et al., 1997; 

ZYCHLINSKY et al., 1994), deixando a 

Shigella livre para invadir a região basal e 

susceptível das células epiteliais. 

A invasão por Shigella regula várias 

citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, IL-6, 

IL-8, TNF-α, TNF-β, IL-1β e IL-18 

(RAQUIB et al., 1995), responsáveis pela 

indução de uma resposta imune. Estes sinais 

liberados por macrófagos e lise de células 

epiteliais levam ao recrutamento de 

neutrófilos, que também parecem ser 

dependentes das invasinas ipa (RENESTO et 

al., 1996). Estas células são essenciais para a 

característica de dano tecidual severo da 

shigellose uma vez que esta é causada pela 

necrose destas células por ipaB e ipaC 

(FRANÇOIS et al., 2000; MANDIC-MULEC 

et al., 1997). 

A ideia principal por trás da construção de 

mutantes de Shigella é o desenvolvimento de 

vacinas vivas atenuadas. A cepa candidata à 

vacina deve ter seu potencial inflamatório e 

de virulência cuidadosamente definido, com a 

intenção de definir dano tecidual ao 

hospedeiro, que deve ser mínimo, e a resposta 

inflamatória necessária para a estimulação da 

resposta imune mais efetiva.  Assim, grande 

parte dos estudos imunológicos de Shigella 

são efetuados com cepas mutantes, como a 

deleção de icsA em Shigella flexneri 2a 

(COSTER et al., 1999), atenuação do VirG 

em Shigella sonnei (HARTMAN e 

VERKATESEN, 1998) e em Shigella 

dysenteriae 1 (KLEE et al., 1997). 

Muitos utilizam a atenuação em cepas de 

Shigella flexneri 2a, devido esta ser um dos 

sorotipos mais encontrados no mundo 

(PASETTI et al., 2003; KOPROWSKI et al., 

2000; KOTLOFF et al., 2000; KOTLOFF et 

al., 1996; NORIEGA et al., 1996; NORIEGA 

et al., 1995). Apesar da larga utilização desta 

cepa para fins vacinais, há estudos que usam 

mutantes de Shigella flexneri 5a M90T. A 

deleção de genes que regulam a síntese de 

aminoácidos aromáticos (como os mutantes 

de aro) e nucleotídeos (purina pur) são um 

dos alvos mais utilizados. 

Estas deleções demonstraram atenuação da 

virulência in vitro e in vivo nos estudos de 

Cersini e colaboradores (1998). 

Posteriormente, também foram divulgados 

estudos com diversos mutantes de purina 

(pur) em modelo pulmonar de camundongo 

para avaliar suas respostas imunes. Estes 

estudos revelaram que os mutantes foram 

eficientes em induzir respostas pró-

inflamatórias mesmo após 72h de infecção, 

com grande regulação dos antígenos de 

Complexo Principal de Histocompatibilidade 

Classe II (MHC-II), demonstrando uma 

efetiva habilidade de ativar a imunidade do 

hospedeiro (CERSINE et al., 2003). 

Também utilizando deleções em aro e pur, 

Bernadini e colaboradores (2001) 

demonstraram que imunizações intragástricas 

ou intranasais em porquinho-da-índia 

causaram proteção na indução de 

ceratoconjuntivite. A inoculação intranasal 

com as cepas mutantes causaram baixos 

danos teciduais e altos títulos de 

Imunoglobulina – IgA. 

Apesar destes inúmeros estudos, ainda não 

se obteve sucesso em desenvolver uma vacina 

contra Shigella eficaz. Sansonetti (2006) 

questionou em um artigo de opinião a 

viabilidade na pesquisa de vacinas contra a 

Shigellose devido ao tempo decorrido e 

variações em seus dados epidemiológicos. Ele 

acredita que os dados são subestimados pela 

ausência de pesquisa em países chaves como 

a África. Além disso, as mutações ocorridas 

em cepas selvagens, principalmente as 

referentes a resistência microbiana que estão 
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cada vez mais elevados, deixam claro que esta 

doença pode causar altos níveis de 

mortalidade novamente e a pesquisa vacinal 

seria de grande necessidade. 

 

7. Considerações Finais 

A utilização da cepa de Shigella flexneri 

5a - M90T – foi essencial para desvendar os 

mecanismos de invasão da Shigellose. O 

plasmídeo de invasão apresentado por esta 

cepa e ausente em cepas avirulentas culminou 

com a descoberta dos genes ipa`s, hoje 

conhecidos como principais determinantes do 

potencial de invasão da Shigella. Os estudos 

utilizando a M90T levaram a um 

conhecimento virtual de como esta bactéria se 

comporta em humanos e quais seriam as 

principais rotas para o desenvolvimento de 

uma vacina eficaz. 

Apesar dos grandes conhecimentos 

obtidos, há escassez de estudos com a 

caracterização genética e imunológica de 

cepas clínicas (selvagens) isoladas de 

pacientes que desenvolveram a doença. 

Consideramos essa ausência de estudos uma 

falha no conhecimento sobre a patogenicidade 

da Shigellose, pois não levam em 

consideração as mutações naturais que podem 

causar alterações na virulência, não 

encontrada em cepas controladas. 

Acreditamos que estas cepas clínicas, em 

comparação com as cepas padrões, possam 

ajudar a compreender melhor a modulação da 

resposta imune, levando ao conhecimento 

necessário ao desenvolvimento eficaz de uma 

vacina contra Shigella. 
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