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Am I Wrong 
Nico & Vinz 

 
Am I wrong for thinking out of the box 

From where I stay? 
Am I wrong for saying that I choose another way? 

I ain't trying to do what everybody else's doing 
Just 'cause everybody's doing what they all do 

If one thing I know, I'll fall but I'll grow 
I'm walking down this road of mine 

This road that I call home 
 

So am I wrong? 
For thinking that we could be something for real? 

Now am I wrong? 
For trying to reach the things that I can't see? 

But that's just how I feel 
That's just how I feel 
That's just how I feel 

Trying to reach the things that I can't see 
 

Am I tripping for having a vision? 
My prediction: I'm a be on the top of the world 

Walk your walk and don't look back 
Always do what you decide 

Don't let them control your life, that's just how I feel 
Fight for yours and don't let go 
Don't let them compare you, no 

Don't worry, you're not alone, that's just how we feel 
 

Am I wrong? (Am I wrong?) 
For thinking that we could be something for real? 

Now am I wrong? 
For trying to reach the things that I can't see? 

But that's just how I feel 
That's just how I feel 
That's just how I feel 

Trying to reach the things that I can't see 
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Who run the world? 
Girls! 

Who run the world? 
Girls! 

      
                                                                                          Some of them men think they freak this 

Like we do 
But no they don't 

Make your check come at they neck 
Disrespect us? 

                                                                                                                               No they won't 
                                                                                                               . . .  

I'm reppin' for the girls 
Who taken' over the world 

Let me raise a glass 
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Getting it in 
Get on your grind 

To all the men that respect 
What I do 
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How we're smart enough to make these millions 

Strong enough to bear the children 
Then get back to business 

… 
My persuasion 

Can build a nation 
… 

Who run the world? 
Girls! 

Who run the world? 
Girls! 
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RESUMO 

Santos, H.C.A.S. Processo autofágico no reconhecimento de Escherichia coli 
enteroinvasora: um possível mecanismo da degradação bacteriana por células 
epiteliais. Tese de doutorado. Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade 
de São Paulo, São Paulo, 2016.  
 

O reconhecimento de bactérias invasoras pelas células hospedeiras através do 

processo autofágico é um fator chave na determinação da infecção bacteriana. 

Escherichia coli enteroinvasora (EIEC) possui uma proteína, denominada IcsB, que 

em estudos em Shigella, é responsável pela inativação deste processo de 

degradação bacteriana. Uma vez que EIEC expressa menos IcsB do que S. flexneri, 

nos propusemos a investigar o processo autofágico na infecção por EIEC, utilizando 

as técnicas de mutação gênica por inserção, western-blot, microscopia de 

fluorescência e eletrônica de transmissão e microarray. Verificamos que a proteína 

IcsB é um fator de virulência importante na camuflagem de EIEC, pois quando pouco 

ou nada expresso, há um maior reconhecimento da bactéria pelas células 

hospedeiras, favorecendo sua menor disseminação. Isto corrobora não somente 

com a transcrição gênica, mas com a importância da sequência de nucleotídeos 

deste gene, uma vez que a cepa de E. coli SM124/13 complementada com o icsB de 

Shigella se mostrou mais eficiente na disseminação dentro da célula hospedeira. De 

forma interessante, IcsB apresentou um papel inédito na regulação da resposta 

inflamatória das células HeLa, onde a ausência de IcsB em EIEC promoveu uma 

intensa perturbação na homeostase da célula hospedeira, com aumento da 

secreção de IL-6, IL-8 e morte celular. Adicionalmente, ficou evidente que a célula 

eucariótica responde de maneira distinta frente a infecção por EIEC e Shigella 

flexneri. EIEC provavelmente ativou o processo autofágico em células humanas de 

forma não canônica. Nossa hipótese seria de que EIEC é reconhecida pelo processo 

autofágico, podendo ser este um importante fenômeno de reconhecimento 

bacteriano que colabore para a menor disseminação intracelular de EIEC, e assim 

tornar sua doença mais branda, quando comparada com a infecção por Shigella.	

 

 

Palavras-chaves: E. coli enteroinvasora, proteína IcsB, disseminação, autofagia, 
controle da infecção. 



ABSTRACT 

Santos. H.C.A.S. Autophagy in recognition of Enteroinvasive Escherichia coli: a 
possible bacterial degradation mechanism by epithelial cells. Thesis (Doctoral 
degree). School of Pharmacy, São Paulo University, São Paulo, 2016.  

 

The invasive bacteria recognition by host cells through autophagy is a key factor for 

determining bacterial infection. Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC) express a 

protein IcsB, which in Shigella, is known for inactivating the bacterial degradation 

process. Once EIEC showed less expression of icsB when compared to S. flexneri, 

we proposed to investigate the autophagy caused by EIEC infection, using 

techniques such as gene mutation by insertion, western blot, fluorescence 

microscopy, transmission electron microscopy and microarray. Our results showed 

that IcsB protein is an important virulence factor in EIEC because it causes a 

camouflage of the bacteria in the eukaryotic cell. When there is a low expression of 

the protein, the cell recognition of the invasive bacteria is high, decreasing the 

bacteria dissemination. This found confirms the importance of the gene transcription 

and the gene sequence, since the strain E. coli SM124/13, complemented with icsB 

from Shigella, showed higher dissemination efficiency inside of the host cell. 

Interestingly, IcsB showed a new role on regulating the inflammatory response in 

Hela cells. The absence of IcsB in EIEC generated an intense disturbance of the cell 

homeostasis, increased the secretion of IL-6 and IL-8, and caused cell death. 

Additionally, our results revealed that eukaryotic cell infected by EIEC or Shigella 

flexneri showed distinguish responses. In EIEC infection, the autophagy was 

activated in human cells, but not in a conventional mode. Our hypothesis is that EIEC 

is recognized by autophagy, being an important cell process for bacterial recognition. 

This process can cause a decrease in the intracellular spread of EIEC making the 

infection less severe when compared to the infection caused by Shigella.  

 

 

 

Keywords: Enteroinvasive E. coli, IcsB protein, dissemination, autophagy, infection 
control. 
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1. Escherichia coli enteroinvasora 

 

A espécie Escherichia coli compreende amostras comensais, que predominam 

entre a microbiota anaeróbia facultativa do cólon de mamíferos e amostras 

patogênicas, que se distinguem por suas características biológicas, sorológicas, 

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

seu modo de ação (LEVINE, M. M., 1987). As amostras de E. coli diarreiogênicas 

podem ser divididas em seis categorias: E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli 

enteropatogênica (EPEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli 

enterohemorrágica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli que adere 

difusamente (DAEC) (NATARO; KAPER, 1998). 

EIEC é um agente etiológico da disenteria bacilar, principalmente em países 

em desenvolvimento (MORENO, A. C. et al., 2010;  PACHECO-GIL et al., 2006). A 

primeira descrição dessa bactéria foi feita por EWING e GRAVATTI em 1947, que 

isolaram amostras de E. coli a partir de fezes de soldados americanos com diarreia, 

durante a Segunda Guerra Mundial. Estudos posteriores realizados por SERENY 

(1963) demonstraram que essa amostra bacteriana provocava ceratoconjuntivite em 

cobaias e pertencia ao sorogrupo O124. No Brasil, TRABULSI e colaboradores 

(1965) isolaram das fezes de um paciente com enterite aguda a primeira amostra 

capaz de produzir ceratoconjuntivite em cobaia. Estudos posteriores revelaram que 

esta pertencia ao sorogrupo O136 (TRABULSI; FERNANDES; ZULIANI, 1967). 

As amostras de EIEC se apresentam nos seguintes sorotipos: O28ac:H-, 

O29:H-, O112ac:H-, O121:H-, O124:H30, O124:H-, O135:H-, O136:H-, O143:H-, 

O144:H-, O152:H-, O164:H-, O167:H- e O173:H-. Alguns deles foram descritos pela 
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primeira vez no Brasil, sendo O29:H-, O136:H-, O144:H-, O152:H-, O167:H- 

(FERNANDES; TRABULSI, 1967;  GROSS et al., 1983;  TOLEDO, M. R.; REIS; 

TRABULSI, 1980;  TOLEDO, M. R. F.; TRABULSI, 1990;  TRABULSI et al., 1967;  

TRABULSI; ZULIANI; SERRANO, 1965).  

Essas bactérias apresentam propriedades bioquímicas particulares e os 

primeiros trabalhos mostrando tais especificidades sobre EIEC foram apresentados 

por TRABULSI et al., 1967, no Brasil, e por SAKAZAKI et al. 1967, no Japão. Ambos 

foram isolados a partir de casos diarreicos, tanto em crianças acima de 5 anos como 

em adultos, causando uma intensa inflamação (MORENO, A. C. et al., 2010;  

PACHECO-GIL et al., 2006). Todas as amostras foram positivas para o teste de 

Serény e apresentaram duas características em comuns: não descarboxilavam a 

lisina e eram imóveis, com exceção de uma amostra do sorogrupo O124 que era 

móvel, cujo antígeno flagelar era H30 (TRABULSI et al., 1967). Em 1980, SILVA e 

colaboradores, obtiveram três amostras não tipáveis, que posteriormente foram 

identificadas como O167 (GROSS et al., 1983). 

 

2. Epidemiologia 

 

A principal forma de transmissão de EIEC é pela via fecal-oral, de pessoa para 

pessoa, e é geralmente por contato direto. Porém, alguns estudos mostraram que a 

transmissão não obedece a um padrão de uniformidade. Marier e colaboradores, em 

1973, descreveram surto de diarreia nos Estados Unidos, que atingiu 384 indivíduos, 

e o veículo de transmissão foi um queijo importado da França contaminado pelo 

sorogrupo O124. Em 2011, o Food and Drug Administration (FDA) relatou que não 
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sabe quais alimentos poderiam abrigar EIEC, porém surtos têm sido associados com 

hambúrguer de carne e leite não pasteurizado, mas qualquer alimento contaminado 

com fezes humanas de um indivíduo doente, seja diretamente ou através de água 

contaminada, pode causar doença em outros indivíduos (FDA, 2011). 

TOLEDO e TRABULSI (1990) pesquisaram a presença de EIEC em 

diferentes áreas da cidade de São Paulo, avaliando principalmente crianças de até 

cinco anos, moradores ou não de comunidades carentes. Foram encontradas 17 

amostras em 107 crianças de comunidades carentes com diarreia (15,8%) e em 16 

de 701 das crianças não moradoras de comunidades carentes (2,3%). Esses dados 

também mostram que as condições sanitárias e socioeconômicas podem favorecer 

o estabelecimento da doença (TOLEDO, M. R. F.; TRABULSI, 1990). 

Estudos realizados fora da cidade de São Paulo mostraram baixa prevalência 

deste microrganismo (ALMEIDA et al., 1998). Em 130 casos estudados em Porto 

Velho (RO), se obteve apenas um isolado (ORLANDI et al., 2001). No entanto, em 

2006, Orlandi e colaboradores encontraram 7 casos (1,4%) de EIEC em um total de 

86 amostras de crianças, sendo sua frequência maior do que EHEC (3 casos - 

0,6%). Já no estado do Rio de Janeiro, foi encontrado EIEC em uma única amostra 

de uma criança de 10 meses de idade, sendo isolado o sorotipo O143 (REGUA-

MANGIA et al., 2004). Em um estudo realizado em João Pessoa, Nordeste do Brasil, 

foram analisadas amostras de 290 crianças com diarreia e 290 crianças saudáveis, 

porém das que apresentavam diarreia, apenas cinco crianças foram constatadas 

com infecção por EIEC (MORENO, A. C. et al., 2010). 

Outros países, em sua maioria países em desenvolvimento, estudos de 

prevalência também foram realizados. Enquanto no Equador, estudos entre 2004 e 
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2010 encontraram uma prevalência de 8.3 pessoas infectadas para cada 100 

pessoas, em 16 comunidades estudadas (BHAVNANI et al., 2016), na China e 

outros países asiáticos encontrou-se uma prevalência de 7% e 4%, respectivamente 

(ECHEVERRIA et al., 1992;  KAIN et al., 1991;  TAMURA et al., 1996). Outros 

estudos mostraram que na Nigéria (OGUNSANYA; ROTIMI; ADENUGA, 1994) e Irã 

(KATOULI et al., 1990) a distribuição de EIEC encontrou-se abaixo das taxas 

encontradas em países desenvolvidos, sendo menor do que 0,1%; na Espanha, por 

exemplo, foi encontrada uma frequência de 0,2% (PRATS; LLOVET, 1995). Porém, 

recentemente no Irã, especificamente no hospital da cidade de Tehran, a 

prevalência de EIEC em um grupo de 140 pacientes hospitalizados com diarreia foi 

de 10% dos casos (MOHAMMADZADEH et al., 2015). 

VIEIRA e colaboradores, 2007, relataram a alta prevalência de EIEC isolada 

numa região no norte do Equador, no entanto essa bactéria tem sido pouco 

reportada como agente etiológico nas pesquisas sobre a diarreia (VIEIRA et al., 

2007). A justificativa é que as análises utilizadas nos laboratórios de rotina 

geralmente não conseguem distinguir entre os agentes EIEC e Shigella, devido à 

grande similaridade bioquímica, genética e fisiopatológica apresentada por essas 

bactérias (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004;  PARSOT, 2005;  SILVA; TOLEDO; 

TRABULSI, 1980). Assim, a doença causada por EIEC é incomum, mas pode ser 

confundida com Shigelose e sua prevalência pode ser subestimada. 

 

3. Mecanismos de Patogenicidade 

 

EIEC são capazes de invadir e colonizar as células do cólon intestinal humano, e 

assim, desencadear uma infecção semelhante à provocada por amostras de Shigella 
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sp (PARSOT, 2005). Embora a infecção por EIEC seja clinicamente semelhante 

daquela causada por Shigella, estudos com voluntários humanos mostraram que a 

dose infectante de EIEC é maior (da ordem de 106) do que de Shigella (10 a 102 

microrganismos) (DUPONT, H. L. et al., 1971). 

Após a ingestão, ambas as bactérias passam pela barreira ácida estomacal, 

invadem a mucosa do cólon intestinal e iniciam uma resposta inflamatória 

(RATHMAN et al., 2000), causando assim a doença denominada disenteria bacilar. 

O quadro clínico é caracterizado por diarreia líquida e/ou sanguinolenta, podendo ter 

a presença de leucócitos e muco, frequentemente acompanhada de dor abdominal 

severa, vômitos, cefaleia, febre, calafrios e mal-estar generalizado (DUPONT, H. L. 

et al., 1971;  FAUNDEZ et al., 1988;  MORENO, A. C. et al., 2010). 

A rota de entrada utilizada pela bactéria se dá através das células M 

(microfold cells) presentes na mucosa intestinal (MENARD; DEHIO; SANSONETTI, 

1996). Penetrando por estas células, a bactéria encontra células fagocíticas na 

lâmina própria e a fagocitose por macrófagos e/ ou células dendríticas é o primeiro 

passo para a produção da resposta inflamatória contra as cepas bacterianas. Após o 

escape do fagossomo, a bactéria invade o enterócito pelo lado basolateral, e se 

dissemina para as células adjacentes (Figura 1). Os processos de invasão, 

multiplicação e disseminação se repetem, levando a destruição da monocamada do 

epitélio intestinal (PARSOT, 2005). 
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Figura 1 - Modelo de infecção induzida por Shigella. Translocação bacteriana através das células 
M (1). Fagocitose pelos macrófagos e/ou células dendríticas residentes (2), escape por indução a 
apoptose celular (3), invasão do enterócito através da região basolateral (4), disseminação (5) e 
indução a formação de protrusões e lise da dupla membrana com liberação da bactéria na célula 
vizinha (6) (modificado de PARSOT, 2005). 

 

 

Um conjunto específico de fatores de virulência está envolvido na invasão e 

sobrevivência de EIEC e Shigella no interior das células intestinais. A secreção de 

um conjunto de proteínas efetoras através do Sistema de Secreção do Tipo III 

(SSTT) nas células hospedeiras é um passo crucial para iniciar o processo de 

internalização. Neste processo, genes cromossomais e plasmidiais estão envolvidos, 

onde estímulos ambientais como pressão osmótica, pH e temperatura são 

importantes para a ativação da expressão dos genes de virulência em EIEC 

(ALBUQUERQUE, 2006;  KONKEL; TILLY, 2000). O gene cromossomal hns regula 

a expressão de genes de acordo com a temperatura, reprimindo a transcrição dos 

genes plasmidiais durante o crescimento a 30°C (BERLUTTI et al., 1998;  

PROSSEDA et al., 1998;  ULISSI et al., 2014). 
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Alguns genes envolvidos no mecanismo de virulência de EIEC estão 

albergados em uma região de 31 Kb, formado por 32 genes, que se encontra em um 

Plasmídeo de Virulência (VP) denominado pInv, de aproximadamente 230 Kb. É 

composto pelos seguintes genes: virB (ativador transcricional dos operons: ipa, mxi 

e spa); virF (regulador de virB e icsA); lócus mxi-spa (sistema de secreção das Ipas); 

ipa (genes de invasão); ipg (genes de chaperonas) e ics (genes de disseminação) 

(FORMAL; HALE; SANSONETTI, 1983) (Figura 2). Estes genes codificam proteínas 

de síntese do sistema de secreção tipo III (Mxi e Spa), de invasão (Ipas), de 

disseminação (Ics) e chaperoninas (Ipg) (LE GALL et al., 2005). 

 

 

Figura 2 - Mapa esquemático da ilha de patogenicidade de 31 kb do plasmídeo de S. flexneri. A 
orientação da transcrição está indicada com as flechas azuis, a localização dos promotores (P) e as 
flechas verticais indicam a ponto de regulação das proteínas VirF e VirB (modificado de (PORTER; 
DORMAN, 1997). 

  

 A regulação da transcrição dos genes se dá através de uma proteína 

denominada VirF (codificado pelo gene virF), um membro da família das AraC de 

ativadores transcricionais, que regula positivamente a transcrição dos genes virB e 

icsA (HURT et al., 2010). VirB, por sua vez, regula a transcrição dos operons ipa, 

mxi e spa e também os genes icsB e ipg (A, B, C, D, E  e F). 

 O aparato do SSTT é ativado no contato do microrganismo com a célula 

hospedeira (MENARD et al., 1996;  WINCHELL et al., 2016), onde forma um poro na 
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membrana celular, possibilitando a passagem de proteínas efetoras para o interior 

do citoplasma da célula hospedeira. Dentre essas proteínas efetoras, as Ipas tem 

um papel importante na internalização nas células eucarióticas, conhecidas como 

IpaA (78 kDa), IpaB (62 kDa), IpaC (43 kDa) e IpaD (38 kDa). Uma das primeiras 

proteínas a ser ejetada para o citoplasma da célula hospedeira durante a invasão é 

a IpaA, que interage com a vinculina, e este complexo liga-se aos filamentos de 

actina levando a um rearranjo do citoesqueleto, sendo este processo conhecido 

como macropinocitose (COSSART; SANSONETTI, 2004). 

O citoplasma das células intestinais é um nicho replicativo para EIEC. Neste 

microambiente, a bactéria é protegida das células do sistema imune presente no 

meio extracelular. Porém, o microrganismo tem que escapar dos mecanismos de 

defesa do hospedeiro e se preparar para disseminar para novos nichos de 

replicação. A sobrevivência intracelular e a disseminação para as células adjacentes 

dependem de mecanismos utilizados pela bactéria para se mover através da 

polimerização de actina. Esse mecanismo tem sido extensivamente estudado em 

patógenos intracelulares (GOUIN; WELCH; COSSART, 2005;  STEVENS; GALYOV; 

STEVENS, 2006). 

Um dos mediadores bacteriano na polimerização de actina é a proteína 

IcsA/VirG (inter and intracelular spread), localizada em um dos polos da bactéria 

(JAIN et al., 2006). A localização unipolar desta proteína é importante para que 

ocorra a formação da “cauda” de actina (ROBBINS et al., 2001), pois se sua 

localização for distribuída disformemente pela membrana bacteriana, a sua 

motilidade será desordenada (STEINHAUER et al., 1999). No entanto, a localização 

unipolar e atividade de IcsA são controlados por uma serina protease SopA/IcsP e 

uma ATP-difosfohidrolase (apirase) PhoN2 (JAIN et al., 2006;  SANTAPAOLA et al., 
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2002;  STEINHAUER et al., 1999), sendo IcsP de extrema importância, pois a sua 

ausência leva a uma alteração na distribuição de IcsA, fazendo com que esta 

proteína não se instale na região polar da membrana do microrganismo, além de ser 

o responsável pela clivagem de IcsA para que esta se desloque para a membrana 

externa (STEINHAUER et al., 1999). 

IcsA promove o recrutamento e ativação da proteína neuronal Wiskott-Aldrich 

syndrome protein (N-WASP), que por sua vez recruta o complexo Arp2/3, que 

medeia a nucleação e polimerização dos filamentos de actina. O acúmulo de 

filamentos forma uma cauda estilo “cometa” na região polar da bactéria, 

proporcionando então uma motilidade de propulsão do microrganismo para frente 

(BERNARDINI et al., 1989;  EGILE et al., 1999;  RATHMAN et al., 2000) (Figura 3). 

Porém, para que o mecanismo de formação da cauda de actina e, 

consequentemente, para que a propulsão da bactéria ocorra, necessita-se de outra 

proteína bacteriana denominada IcsB, que se liga a uma região da proteína IcsA 

(Figura 4), impedindo que ocorra um processo de degradação do patógeno, 

denominado autofagia (OGAWA et al., 2005).  
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Figura 3 - Movimento intracelular de S. flexineri pela polimerização de actina. Devido a atividade 

da serina protease SopA/IcsP, o IcsA de S. flexneri se localiza em um dos polos da bactéria, onde 

interage com a proteína celular N-WASP. O complexo IcsA/N-WASP recruta e ativa o complexo Arp 

2/3, mediando a nucleação da actina. O alongamento da cauda de actina propulsiona S. flexneri 

através do citoplasma. O movimento é facilitado por VirA, que abre o caminho degradando a rede de 

microtúbulos. Para evitar o sistema de defesa por autofagia, a proteína IcsB mascara IcsA, pois esta 

é uma proteína que é reconhecida pelo processo autofágico. Modificada de (SCHROEDER; HILBI, 

2008). 

	

Figura 4: Modelo proposto para a camuflagem contra o reconhecimento autofágico durante a 

infecção de Shigella. Na presença de IcsB (selvagem), este liga-se a VirG e inibe competitivamente 

a ligação do Atg5 a VirG. Na ausência de IcsB (IcsB mutante), Atg5 pode se ligar ao VirG da bactéria, 

e no meio intracelular são reconhecidos pela autofagia e degradada por autolisossomos (OGAWA et 

al., 2005). 



	 33	Introdução Santos, H. C. A. S. 

4. Autofagia 

 

O processo de autofagia pode ser considerado uma forma de “autodigestão” 

celular, pois esse nome se refere a vias de degradação de componentes do 

citoplasma (proteínas e organelas desnecessárias ou danificadas) que são levadas 

ao lisossomo para sua degradação. A consequência desta autodigestão pode ser 

como uma adaptação ao estresse causado por privação de nutrientes (MIZUSHIMA 

et al., 2008), prevenção da morte celular (MAIURI et al., 2007) ou até uma rota 

alternativa para morte celular (LEFRANC; BROTCHI; KISS, 2005). E já se sabe que 

autofagia também é um mecanismo de defesa imune inato contra vários patógenos 

intracelulares (CEMMA; BRUMELL, 2012;  DERETIC, 2010).  

A autofagia inclui três vias diferentes: Macro autofagia; Micro autofagia e 

autofagia mediada por chaperonas. A macro autofagia é um processo de sequestro 

de organelas, proteínas e outros, em uma vesícula chamada de fagóforo, que pode 

se originar a partir da membrana citoplasmática, do retículo endoplasmático ou da 

membrana mitocondrial externa. A fusão das extremidades do fagóforo leva a 

formação de uma estrutura fechada com dupla membrana, o autofagossomo. Essa 

vesícula se funde a lisossomos, formando o que é chamado de autolisossomo, 

sendo o seu conteúdo degradado (Figura 5) (MOSTOWY; COSSART, 2012;  VAN 

LIMBERGEN et al., 2009). A micro autofagia, é uma via conservada desde leveduras 

a mamíferos, tal como a macro autofagia. Porém, na micro autofagia, os 

componentes citosólicos são incorporados diretamente em lisossomos através das 

invaginações da membrana lisossomal (VAN LIMBERGEN et al., 2009). A autofagia 

mediada por chaperonas (CMA), é somente observada em células de mamíferos. 
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Esta é mediada por chaperonas especificas, que permitem a translocação de 

determinadas proteínas para o lúmen lisossomal através da membrana, por 

interação com o receptor LAMP-2A, resultando no desenrolamento das proteínas e 

sua degradação (VALDOR; MACIAN, 2012).  

       

Figura 5. O processo de macro autofagia: Uma porção do citoplasma, incluindo organelas ou 

microrganismos, é inicialmente fechada por uma membrana, o fagóforo, e após totalmente isolado 

forma o autofagossomo. A membrana externa do autofagossomo se funde com os lisossomos e o 

material interno será degradado no autofagolisossomo. Uma lista parcial de tratamentos e reagentes 

que modulam a autofagia é indicada. Proteínas ATG que têm sido até agora identificadas nas 

membranas de isolamento incluem Ulk1 / 2, Atg5, Beclin-1, LC3, Atg12, Atg13, Atg14, ATG16L1, 

FIP200, e Atg101, podem ser analisadas. Modificado de (MIZUSHIMA; YOSHIMORI; LEVINE, 2010). 

 

5. Macro autofagia 

 

 A via autofágica relacionada ao combate contra os patógenos intracelulares é 

a macro autofagia, no qual essa via é dividida em 3 distintas etapas, que podem ser 

avaliadas separadamente para qualquer tipo de estudo (Figura 5), o que possibilita 
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um maior entendimento deste processo, quando relacionado aos patógenos 

intracelulares. 

A macro autofagia divide-se em três processos básicos distintos, tais como, 

indução, alongamento/oclusão e maturação/degradação, controladas principalmente 

pelas proteínas autofágicas denominadas Atg (Autofagia) (DWIVEDI; AHNN, 2009).  

Indução  

A indução engloba a formação de uma dupla membrana lipídica de 

isolamento, denominada fagóforo (VAN LIMBERGEN et al., 2009). Em mamíferos, 

as proteínas principais envolvidas nesta etapa inicial são a PI3K III (fosfatidilinositol 

3-cinase de classe III), Beclin 1 (Atg6), e Atg14L, além de outras. O complexo 

formado por essas proteínas leva à formação de fosfatidilinositol-3-fosfato, o que 

resulta no local de nucleação do fagóforo (PAS - “Phagophore Assembly Site”) 

(MURROW; DEBNATH, 2013). A partir do PAS, ocorre reconhecimento dos 

materiais a incluir no fagóforo e segue-se a fase de alongamento (RAVIKUMAR et 

al., 2010).  

Alongamento/oclusão  

A expansão da membrana autofágica é mediada pela interação inicial de Atg5 

com Atg12, e em seguida interage com Atg10 e Atg7, conduzindo à formação do 

complexo Atg16L1. A Atg7 e Atg10, são também importantes para o recrutamento 

de outras proteínas para a membrana, tal como a LC3 (equivalente ao Atg8) (LIU, Z.; 

LENARDO, 2007). A proteína LC3 existe em duas formas, a LC3-I (citosol) e a sua 

derivada proteolítica LC3-II (membrana do fagóforo). A LC3 é inicialmente 

processada a pró-LC3 e alterada posteriormente pela Atg4 à sua forma madura, 
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LC3-I. Esta é processada por uma protease de cisteína deixando um resíduo de 

glicina exposto, para uma posterior conjugação com fosfatidiletanolamina e 

processar LC3-II (LIU, C. et al., 2010).  

A LC3 é a única proteína Atg que se encontra em células eucariontes 

associada ao autofagossomo maduro, e a quantificação da LC3-II é normalmente 

utilizada para estimar a abundância de autofagossomos. Após a fusão do 

autofagossomo com o lisossomo, esta proteína é degradada (GLICK; BARTH; 

MACLEOD, 2010).   

Maturação/degradação 

Os autofagossomos formados no citoplasma celular, fundem-se com os 

lisossomos para formar um estado denominado anfissomo que, eventualmente, 

torna-se em uma organela plena de atividade lítica denominado autolisossomo. Os 

autolisossomos são delimitados por uma única membrana que contém produtos 

degradados de alvos capturados (DERETIC, 2010). 

 

6. Autofagia x bactérias intracelulares 

 

 Enquanto algumas bactérias são mortas por autofagia, outras podem fugir ou 

até mesmo explorar a autofagia para causar a doença (Figura 6). Por exemplo, S. 

flexneri pode escapar da captura autofágica no citosol. Em células HeLa, 

Staphylococcus aureus utilizam a via autofágica para se replicar no autofagossomo 
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após a infecção e, em seguida, escapar do autofagossomo para o citosol e assim, 

induzir a apoptose das células hospedeiras (SCHNAITH et al., 2007). 

Enquanto algumas bactérias bloqueiam a fusão do autofagossomo com o 

lisossomo, outras adiam este evento e evoluem para uma forma resistente ao meio 

ácido. Coxiella burnetti reside em um vacúolo grande e ácido, o vacúolo 

parasitóforus (PV), dentro do qual as bactérias podem se multiplicar. Esses vacúolos 

apresentam marcadores autofágicos, como LC3 e Beclin-1. Da mesma forma que a 

LC3, Beclin-1 é uma proteína muito importante para o início do processo autofágico. 

Além disso, C. burnetti explora Beclin-1 para inibir a autofagia e, portanto, 

estabelecer uma infecção persistente (VAZQUEZ; COLOMBO, 2010). Legionella 

pneumophila é capaz de retardar a maturação autofágica durante 4-6 horas, a fim de 

se diferenciar em uma forma ácido-tolerante (STURGILL-KOSZYCKI; SWANSON, 

2000) e após o autofagossomo se fundir com o lisossomo, L. pneumophila é capaz 

de se replicar em um ambiente ácido. 
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Figura 6: Evasão bacteriana ou subversão de vias autofágicas. 

(1) S. flexneri e B. pseudomallei escapam do fagossomo, ganham motilidade intracelular e replicam 

no citosol. Efetores bacterianos como IcsB e BopA evitam degradação das bactérias por 

autofagia. (2) L. monocytogenes pode escapar do fagossomo utilizando a toxina listeriolisina de 

formação de poros (LLO) e outros fatores de virulência. Quando os níveis de LLO são 

altos, L. monocytogenes escapa com sucesso e se multiplica no citoplasma. No entanto, quando os 

níveis de LLO são baixos, L. monocytogenes reside em um espaçoso chamado fagossomo 

contendo Listeria  (SLAP). (3) S. aureus, A. phagocytophillium e Y. pseudotuberculosis criam um 

nicho de replicação em um autofagosomo bloqueando a sua fusão com os 

lisossomos. (4) F. tularensis inicialmente escapa do fagossomo e replica no citoplasma do 

hospedeiro. Em seguida, entra na via autofagia e continua a replicar no autofagosomo 

maduro. (5) L. pneumophilia atrasa a fusão do autofagossomo com os lisossomos, até que se torne 

uma forma resistente ao ácido e pode replicar no autofagolisosomo ácida. Modificado de (CEMMA; 

BRUMELL, 2012). 

 

Assim, o processo autofágico serve como uma faca de dois gumes: por um 

lado, a autofagia pode eliminar alguns patógenos e toxinas bacterianas, enquanto 

que, por outro lado, alguns patógenos podem iludir ou explorar a autofagia para a 

sobrevivência e replicação na célula hospedeira.  
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Recentemente, o campo deste estudo tornou-se mais complexo uma vez que 

os componentes da maquinaria autofágica desempenham suas funções no processo 

infeccioso, ou seja, atua no controle da infecção, e impedindo a morte celular do 

hospedeiro (MOSTOWY; COSSART, 2012). Estas descobertas recentes destacam o 

fato de que as nossas células têm múltiplos sistemas de impedir os invasores 

microbianos indesejáveis, e que os patógenos de sucesso evoluíram mecanismos 

para evitar esses sistemas para promover a infecção no seu hospedeiro (FUJITA; 

YOSHIMORI, 2011;  SCHNAITH et al., 2007;  STURGILL-KOSZYCKI; SWANSON, 

2000;  VAZQUEZ; COLOMBO, 2010).  

Estudos sobre a autofagia usando a interface patógeno-hospedeiro são 

susceptíveis de produzir insights importantes sobre a biologia celular e para muitas 

doenças humanas ligadas a autofagia. Porém, é de extrema importância saber 

reconhecer a autofagia canônica na infecção, onde este necessita apresentar LC3 

positivo, a presença da dupla membrana, a fusão lisossomal e em alguns 

microrganismos a presença da proteína ULK1/ATG1 (BAUCKMAN; OWUSU-

BOAITEY; MYSOREKAR, 2015;  BAXT; GOLDBERG, 2014). Pois, algumas 

proteínas autofágicas podem participar de outros mecanismos de defesa do 

hospedeiro, como é visto na Fagocitose associada a LC3 (LAP), onde um dos seus 

marcadores principais é a proteína LC3 (CEMMA; BRUMELL, 2012). 
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Tabela 1: Lista para distinguir entre Xenofagia, Fagociotose associada a LC3 (LAP) e 
Fagocitose (BAUCKMAN et al., 2015). 

Xenofagia Fagocitose associada a 
LC3 (LAP) 

Fagocitose 

LC3-II Positivo LC3-II Positivo LC3-II Negativo 

Dupla membrana ULK1/ATG1 independente Membrana simples 

Fusão com lisossomos Indução de ROS Fusão com lisossomos 

pode ocorrer 

ULK1/ATG1 dependente   

 

7. Autofagia e EIEC 

 

Em nosso laboratório, observamos que a expressão dos genes icsA e icsB e 

a disseminação bacteriana em células intestinais são menores em EIEC quando 

comparado à S. flexneri (MORENO, A. C. R.; FERREIRA; MARTINEZ, 2009). A 

expressão diferencial destes dois genes também foi observada em macrófagos 

murinos desafiados com EIEC e S. flexneri (BANDO et al., 2010). Em 2012, Santos 

pode observar que a sequencia gênica de icsA e icsB eram distintos quando 

comparados com S. flexneri M90T. Diante dos resultados observados e tendo como 

hipótese que a menor disseminação de EIEC teria alguma relação com sua morte 

intracelular, nos perguntamos: a autofagia está relacionada com a morte de EIEC na 

célula hospedeira? Seria este um dos mecanismos que torna EIEC mais susceptível 

ao reconhecimento pela célula hospedeira? (SANTOS, 2012) 
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 Desta forma, nos propomos a estudar o processo autofágico no 

reconhecimento de EIEC mediado por IcsB, sendo este um possível mecanismo da 

degradação bacteriana por células epiteliais. 
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II. Objetivos 
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Verificar se o mecanismo de autofagia está relacionado com a menor virulência 

de EIEC quando comparada com a Shigella flexneri. Desta forma, propusemo-nos: 

 

• Estudar a importância de icsB na infecção por EIEC em células hospedeiras;  

• Estudar o processo autofágico no reconhecimento de EIEC, pela avaliação da 

expressão de LC3 fusionado a GFP, a formação de vacúolos autofágicos e a 

expressão proteica de LC3 e p62; 

• Avaliar o transcriptoma pela técnica de microarray, e verificar a alteração da 

expressão de genes da célula do hospedeiro frente a infecção bacteriana 

relacionados com autofagia. 
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III. Material e métodos 
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Com o objetivo de avaliar o papel da proteína IcsB frente ao processo autofágico, a 

estratégia de mutagênese não polar foi empregada com a finalidade de se obter uma 

derivada da amostra FBC124/13 que não expressasse IcsB. Para atingir este 

objetivo, foi utilizado o vetor suicida pJP5603, clonado com parte do gene a ser 

nocauteado. Após este procedimento, a cepa mutante foi complementada com 

diferentes plasmídeos, que carreavam tanto o gene icsB de EIEC como o de 

Shigella. Uma vez obtidas as variantes de EIEC desejáveis, o fenômeno de 

disseminação, utilizado por essas bactérias invasoras, foi observado através da 

infecção em células humanas. Mais ainda, foram avaliados os tipos de morte celular, 

assim como a produção de citocinas envolvidas durante o processo de 

disseminação bacteriana. Para investigar a ativação do processo autofágico nas 

células humanas infectadas, a indução da produção da proteína LC3 foi analisada 

por duas técnicas: western-blot e análise de microscopia de fluorescência em células 

HeLa contendo LC3 marcado com GFP. A presença da autofagia convencional 

ocorre tanto pelo recrutamento de LC3 como pela formação de uma dupla-

membrana ao redor da bactéria, onde esta foi analisada por microscopia eletrônica 

de transmissão. Para corroborar com o estudo, vias de sinalização de interesse 

foram identificadas pela análise do transcriptoma pelo método de microarray. As 

metodologias utilizadas estão descritas a seguir: 
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1. Microrganismos utilizados: Foram utilizadas as cepas FBC124/13 

(GIBOTTI et al., 2004) e M90T (SANSONETTI et al., 1996) pertencentes à 

bacterioteca do laboratório de Microbiologia Clínica (Tabela 2). As cepas 

selecionadas foram submetidas ao teste de Serény (SERENY, 1963), para 

confirmação de sua capacidade invasora e congeladas a -80°C.  

 

2. Preparação do inoculo bacteriano: Em todos os ensaios de infecção, as 

amostras bacterianas foram semeadas em ágar Vermelho Congo (VC) e incubadas 

a 37ºC por 48 horas. Após o período de incubação, foram selecionadas colônias VC 

positivas (VC+) para semeadura em meio Tryptic Soya Broth (TSB), sob agitação a 

220 rpm a 37ºC, por aproximadamente 4 horas, para obtenção da fase log de 

crescimento. Após esse período, as bactérias foram centrifugadas a 2.000 rpm por 5 

minutos e ressuspendidas em meio de cultura Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(D-MEM) (SIGMA, D1152). A absorbância foi quantificada em espectrofotômetro e 

acertada para se obter uma concentração bacteriana inicial de aproximadamente de 

108 bactérias por mL. 

 

3. Cultura de células humanas HeLa e Caco-2: As células foram cultivadas 

em,DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 25mM de glicose e 

solução antibiótica penicilina-streptomicina (100 U/mL penicilina e 100 µg/mL 

estreptomicina), em estufa a 37ºC, com atmosfera de 5% de CO2. Os estoques 

celulares foram mantidos em 90% de SFB e 10% de dimetilsulfóxido (DMSO) e 

armazenados a -80ºC. 
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4. Mutação do gene icsB 

 

4.1 Desenho dos iniciadores  

Os iniciadores para a promoção da mutação de icsB foram desenhados de 

acordo com o sequenciamento deste gene, realizado em trabalhos anteriores  

(SANTOS, 2012). Assim, os iniciadores denominados “Mut” foram customizados 

(SIGMA) (Figura 7). 

ATGAGCCTCAAAATTAGCAATTTCATTGACGCAAGCAATACAAAAGGGCCTATACGCGTTGAAGATACAGAGCATGGACCTAT
ATTGGTAGCACAGAAATTCAACCTAAAGGATCTCTTTTTCAGAACATTAAGCACTATTAATGCAAAGATAAATTCACAGATAT
TAAATGAACAACTAAAAAATTATCGACTAGCGAATCAAAAATCCTTATTGCTTTTCCTCAAGACATTAGCTAGCGAAAAATCT
GCAGAAAGTGCGTTTGCCGCCTATGAAGCAGCTAAAAATTCAATTCAACATTCTTTTACAGGTAAAGACATCAAATTAATGTT
GAATACCGCAGAGCGTTTTCATGGCATCGGTACAGCCAAAAATCTTGAAAGACATTTAGTGTTTCGTTGCTGGGGAAATAGAG
GCATAACCCATTTAGGGCATACCAGTATCAGTATAAAAAACAATTTACTACAGGAACCAACTCATACCTATCTCAGCTGGTAT
CCCGGCGGGAATGTTACAAAAGATACAGAAATAAACTACCTTTTTGAAAAACGCTCAGGTTACAGTGTCGATACCTATAAACA
AGACAAACTAAATATGATTTCAGACCAAACAGCCGAAAGACTTGATGCAGGCCAAGAGGTTAGAAACTTATTAAATTCAAAAC
AAGATCAAAATAACAACAAAAAAATATTTTTTCCCAGAGCTAATCAAAAAAAAGACCCCTATGGTTATTGGGGGGTCAGTGCT
GATAAAGTATACATTCCATTATCAGGTGATAATAAAACAAAGGATGGTAAAATCAGCTATAACCTTTTTGGCCTTGATGAAAC
AAACATGTCAAAATTTATATGCCAAAAGAAAGCAGATGCTTTCAGACAATTGGCAAATTATAAATTAATCAGTAAATCTGAAA
ACTGTGCTGGTATGGCACTTAATGTTCTTAAAGCAGGAAATTCTGAAATATACTTTCCACTCCCTGACGTTAAATTGGTTGCT
ACACCTAACAATGTATACGCGTATGCAAATAAAGTTAGGCAACGCATTGAAAGTCTCAATCAGTCTTATAACGAGATAATGAA
GTATATTGAATCTGATTTTGATCTTTCCAGATTGACTCAATTACGACGTAGCTATCTTAAAAGTTTCAATAAAATTAACCTTA
TCCACACCCCAAAAACATTCAAGCCTTTATCAATTTCACTTTACAAACATCCTACTGAAAATGTATCTTCAGAAGACTTTGAT
GCGGTCATCAACGCTTGCCACTCATACTTAGTAAAATCAGCACCCAGCAATATGTCTCGTGTATTAAACGAATTAAAAACCGA
AGCAACAGATAAAAAAGAAGAAATCATCGAAAAATCAATAAAAATTATTGATTATTACAATTCTCTTAAATCGCCAGATCTTG
GAACCAAACTTTACATTCACGACTTATTACAGGTCAATAAGCTTTTATTGAATAACTCTCATTCTAATATATAG 

Figura 7: Região completa de icsB de FBC124/13. O gene total possui 1485 pb. E em verde, 
encontram-se os iniciadores para a amplificação de 548 pb, demonstrado em azul (Leitura 5´- 3´). 

 

4.2 Obtenção do inserto icsB. O fragmento interno do gene icsB de 548 pb foi 

amplificado pela técnica de PCR (MORENO, A. C. R. et al., 2009). Após a 

eletroforese em gel de agarose, o produto da PCR foi purificado pelo kit DNA and 

Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), de acordo com as recomendações do 

fabricante. As cepas bacterianas e plasmídeos utilizados estão descritos na tabela 2. 
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Tabela 2: Características e fontes de cepas e vetores plasmidiais usados neste estudo 

Cepa ou Plasmídeo Características 
relevantes 

Referencia ou fonte 

E. coli FBC124/13 Amostra selvagem de 

EIEC O124:H-, Séreny 

positivo 

(GIBOTTI et al., 2004) 

S. flexneri M90T	 Shigella flexneri, Séreny 

positivo 

Cedido pelo Dr Phillip 

Sansonetti, Institut  

Pasteur, Paris, France 

E. coli DH5α 

 

supE44∆lacU169 (Φ80 
lac ∆M15) 

(SAMBROOK; FRITSCH; 

MANIATIS, 1989) 

E. coli DH5α (λpir) 

 

DH5α transduzidas com 
λpir 

(ELLIOTT; KAPER, 1997)	

E. coli SM124/13 

 

EIEC sem transcrição do 
gene icsB 

Neste estudo 

pGEM-T Easy 

 

Vetor plasmidial utilizado 
para clonagem de 

produtos amplificados por 
PCR 

 

REF A1360 Promega 

 

pJP5603 Plasmídeo 3.1-kb R6K-
baseado em vetor suicida 

(Km) 

(PENFOLD; PEMBERTON, 

1992) 

pSPORT1 4.1 kb –  Alto número de 
cópias - Life Technologies 

REF 18248-013 Invitrogen 

pACYC184 4.2 kb – baixo número de 

cópias 

(CHANG, A. C.; COHEN, 

1978) 
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4.3 Ligação do inserto ao vetor pGEM-T Easy. O fragmento de 548pb de icsB foi 

clonado no vetor comercial pGEM-T Easy (PROMEGA) segundo recomendações do 

fabricante. A quantidade de inserto adicionado à mistura comercial foi calculada de 

forma que representasse aproximadamente três vezes a concentração do vetor 

(3:1). A reação foi incubada a 4°C overnight. 

 

4.4 Transformação por eletroporação. Para a eletroporação do plasmídeo em E. 

coli DH5α, as células eletrocompetentes foram preparadas conforme descrição a 

seguir: A amostra E. coli DH5α foi pré-cultivada em 3 mL de caldo Luria-Bertani (LB) 

overnight a 37°C, sob agitação. Uma alíquota de 2 mL do pré-inoculo da amostra foi 

transferida para 250 mL de caldo LB e cultivada sob as mesmas condições 

anteriores, até atingir a absorbância de 0,5 a 0,6 em comprimento de onda de 600 

nm. As células bacterianas foram então incubadas em banho de gelo por 15 min, 

transferidas para um tubo de centrifugação pré-resfriado e centrifugadas na 

centrífuga Sorvall Superspeed RC2-B (Sorvall, EUA), por 20 min a 5.000 rpm sob 

refrigeração de 4ºC. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado duas 

vezes com 250 mL de água MilliQ estéril resfriada a 4ºC. As células foram 

gentilmente ressuspensas em 30 mL de glicerol 10% resfriado a 4ºC e centrifugadas 

a 5.000 g por 10 min sob refrigeração a 4ºC. Ao sedimento bacteriano foram 

adicionados 300 µl de glicerol resfriado a 4ºC para ressuspender gentilmente as 

células bacterianas. Essa suspensão foi aliquotada em volumes de 50 µl em tubos 

eppendorf pré-resfriados e imediatamente congeladas a – 80ºC.  

Para a transformação, as células eletrocompetentes foram descongeladas em 

banho de gelo e adicionada 3 µl do plasmídeo submetido a reação de ligação. Essa 

mistura foi transferida para cubetas apropriadas de 0,2 cm (Biorad, EUA) 
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previamente resfriadas, e eletroporadas utilizando o eletroporador GenePulser 

(Biorad), sob as condições de 2,5 kV, 25 µF e controle de pulso a 200 Ω. Após a 

eletroporação, foi adicionado imediatamente 1 mL de meio SOC (triptona 2%; extrato 

de levedura 0,5%; cloreto de sódio 10 mM; cloreto de potássio 2,5 mM; sulfato de 

magnésio 20 mM; cloreto de magnésio 10 mM; glicose 20 mM) à reação, e a mesma 

foi incubada a 37ºC durante 1h sob agitação de 250 rpm. A suspensão foi plaqueada 

em volumes de 50 µl, 100 µl, 200 µl em ágar LB acrescido de 40 µg/ml de 5-bromo-

4-cloro-3-indolil-β-D-galactosídio (X-Gal), 1 mM de isopropil- β-D-tiogalactosidase 

(IPTG) e 100 µg/ml de ampicilina, sendo em seguida incubados a 37ºC por 18h 

(VASCONCELOS, 2014). 

 

4.5 Seleção do clone contendo o inserto icsB no vetor pGEM-T Easy. As 

colônias recombinantes que apresentaram resistência a ampicilina e não 

metabolizaram o X-Gal (colônias brancas) foram selecionadas para confirmação da 

clonagem do gene icsB através de reação de PCR com os iniciadores Mut(F) e 

Mut(R). Após análise eletroforética em gel de agarose, uma amostra apresentando 

o amplicon correspondente ao gene icsB (528 pb) foi selecionada para cultivo em 

caldo LB contendo ampicilina com 15% de glicerol e mantida a - 80ºC. Essa amostra 

foi denominada DH5α/icsB. 

As cepas bacterianas contendo o plasmídeo pGEM-T+icsB foram submetidas 

à extração do DNA plasmidial utilizando-se o QUIAGEN® Plasmid Mini Kit (Quiagen, 

EUA), a partir de um cultivo a 37ºC sob agitação de 300 rpm em 10 mL de cultura 

em caldo LB contendo ampicilina (100 µg/ml). O plasmídeo pGEM-T+ icsB  foi 

digerido com a enzima de restrição EcoRI (Invitrogen), por 3h de incubação a 37ºC, 

seguindo as recomendações do fabricante. Em seguida, as digestões foram 
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avaliadas através da corrida eletroforética em gel de agarose a 1%. Após 

confirmação da digestão, o fragmento contendo as regiões flanqueadas pelas 

sequências de restrição para EcoRI , foi purificado a partir do gel, utilizando o 

Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) e 

quantificados e mantidos a   -20ºC para posterior clonagem no vetor suicida 

pJP5603 (ELIAS et al., 1999). 

4.6 Extração do vetor pJP5603. O plasmídeo pJP5603 foi extraído da amostra 

hospedeira, com auxílio do QUIAGEN® Plasmid Midi Kit (Quiagen, EUA), a partir de 

um volume de 100 ml de cultura em caldo LB contendo canamicina (50 µg/ml). O 

plasmídeo extraído foi digerido com a enzima EcoRI, seguindo as recomendações 

do fabricante e em seguida quantificado em gel de agarose a 0,8%, comparando-se 

a intensidade da banda obtida com o marcador Low DNA Mass Ladder (Invitrogen). 

 

4.7 Ligação do inserto ao vetor pJP5603. O inserto flanqueado pela região de 

restrição para a enzima EcoRI foi liberado do vetor pGEM-T Easy e religado ao 

vetor pJP5603 utilizando T4 DNA ligase (Invitrogen), segundo recomendações do 

fabricante. A concentração de inserto utilizada foi cerca de 5 vezes maior que a 

concentração do vetor. A reação de ligação foi incubada overnight a 4°C. 

 

4.8 Transformação por eletroporação. Foram preparadas células competentes de 

E. coli DH5α ג  pir e em seguida realizada a eletroporação do plasmídeo 

pJP5603+icsB. As bactérias transformadas foram semeadas com volumes de 50, 

100 e 200 µl em placas de ágar LB acrescidas de canamicina (50 µg/ml) e 

incubadas por 18h a 37ºC. 
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4.9 Seleção do clone contendo o inserto icsB no vetor pJP5603. As colônias 

recombinantes que apresentaram resistência a canamicina foram selecionadas para 

confirmação da clonagem do gene icsB através da PCR com os iniciadores Mut(F) e 

Mut(R). Uma amostra apresentando o amplicon correspondente ao gene icsB foi 

selecionada para cultivo em caldo LB contendo canamicina com 15% de glicerol e 

mantida a - 20 ºC. Essa amostra foi denominada DH5αגpir/icsB. 

 

4.10 Indução da resistência a Ácido nalidíxico. Foi realizado a concentração 

inibitória mínima (CIM) através da técnica de micro diluição em caldo Mueller hinton 

(CLSI, 2012) das bactérias DH5αגpir e EIEC, e verificou-se que as concentrações 

inibitórias mínimas a ácido nalidíxico eram menores em EIEC (MIC=0,5 µg/mL) do 

que em E. coli DH5αגpir que apresentou CIM de 16 µg/mL. Desta forma, tivemos 

que optar pela indução da resistência a esse antimicrobiano em EIEC para que a 

seleção de colônias EIEC portadoras do plasmídeo pJP5603+icsB fosse possível, 

após o ensaio de conjugação.  

A indução ao ácido nalidíxico foi realizado a partir de um pré-inóculo de EIEC 

em 3 mL de caldo LB sob agitação overnight a 37°C. Cada 1 mL foi semeado para 

uma placa de ágar LB contendo a concentração inicial de 0,5 µg/mL de ácido 

nalidíxico e incubado overnight a 37°C. As colônias que cresceram foram reisoladas 

em novas placas de LB contendo uma concentração maior do antimicrobiano (5 

µg/mL, 10 µg/mL, 25 µg/mL) e assim sucessivamente, até chegar na concentração 

final de 50 µg/mL. 
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4.11 Conjugação das amostras DH5αגpir/icsB com as amostras de EIEC 

resistentes a Ácido Nalidíxico. As amostras DH5αגpir/icsB e EIEC FBC124/13 

ácido nalidixíco resistentes foram cultivadas por 18 horas a 37°C em 5 mL de caldo 

LB com Canamicina (50 µg/ml) e ácido nalidixico (50 µg/ml), respectivamente. 

Destes, 100 µl das culturas bacterianas foram passados separadamente para um 

tubo cônico (50mL) contendo 10 mL de LB sem antimicrobiano. E foram incubados 

a 37°C a 175 rpm até atingir DO 0.5 a 0.7 (600nm). 5 mL de cada suspensão 

bacteriana foram passados para um Erlenmeyer estéril e incubado a 37°C por 24 

horas sem agitação. Após o período, foi inoculado 50 µl, com o auxílio de Drigalsky 

em placa de ágar LB contendo Canamicina (50 µg/ml) e ácido nalidixico (50 µg/ml) 

(ELIAS et al., 1999) (Figura 8). 

 

 

Figura 8: Rearranjo no genoma causado por recombinação homóloga. A recombinação entre 
uma sequência homóloga no plasmídeo (pINV) e em outro DNA circular (pJP5603 + inserto) pôde 
levar à inserção do plasmídeo pJP5603+inserto no plasmídeo pINV de EIEC. Em amarelo representa 
o gene icsB, em azul o plasmídeo pJP5603 e em vermelho representa a região homóloga de 548pb 
de icsB. Após a recombinação homóloga, o plasmídeo pJP5603+inserto de 548pb de icsB insere-se 
no gene icsB do plasmídeo pINV causando um bloqueio em sua transcrição, causando uma mutação 
não polar.	
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5. Complementação do gene icsB 

  

Após obtenção do mutante, utilizamos plasmídeos de alto número de cópias 

(pSPORT1) e de baixo número de cópias (pACYC184) contendo tanto o gene icsB 

de Shigella flexneri M90T como de EIEC FBC124/13, para a complementação na 

cepa mutante. A inserção do gene de icsB de EIEC e S. flexneri no plasmídeo 

pACYC184 foi realizada pela empresa FastBio (www.genscript.com). A inserção do 

gene icsB no plasmídeo pSPORT1 foi realizado em nosso laboratório, de acordo 

com a descrição abaixo: 

 

5.1. Ligação do inserto ao vetor pGEM-T Easy. O fragmento de 1.485 pb 

(Tamanho total do gene) de icsB de S. flexneri e de EIEC foram clonados ao vetor 

comercial pGEM-T Easy (PROMEGA) segundo recomendações do fabricante. A 

reação de ligação foi eletroporada juntamente com E.coli DH5α eletrocompetente e 

selecionadas de acordo com a descrição citada anteriormente (Item 1.4.). As 

colônias recombinantes que apresentaram resistência a ampicilina e não 

metabolizaram o X-Gal (colônias brancas) foram selecionadas para confirmação da 

clonagem do gene total de icsB através de reação de PCR com os iniciadores: 

icsB-F (AGAGTAGTTAAGGATGAG) 

icsB-R (CCCCTTATTTCTTTTCTCC) 

A amostra contendo o amplicon correspondente a este gene foi selecionada 

para cultivo em caldo LB contendo ampicilina denominada DH5α/icsB total. O 

plasmídeo foi extraído para posteriormente ser digerido pela enzima EcoRI. Os 

fragmentos contendo as regiões flanqueadas pelas sequências de restrição para 
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EcoRI, foram purificados a partir do gel, utilizando o Illustra GFX PCR DNA and Gel 

Band Purification Kit (GE Healthcare) e quantificados e mantidos a -20ºC para 

posterior clonagem no plasmídeo pSPORT1. 

	

5.2 Sub-clonagem do inserto no vetor pSPORT1. O plasmídeo pSPORT1 foi 

extraído da amostra hospedeira, com auxílio do QUIAGEN® Plasmid Midi Kit 

(Quiagen, EUA). O plasmídeo extraído foi digerido com a enzima EcoRI (Item 1.6.) e 

o inserto flanqueado pela região de restrição para a enzima  EcoRI liberado do vetor 

pGEM-T Easy foi religado ao vetor pSPORT1 utilizando T4 DNA ligase (Invitrogen), 

segundo recomendações do fabricante. 

 

5.3 Transformação por eletroporação e seleção dos clones. Foram preparadas 

células eletrocompetentes de E. coli SM124/13 e em seguida realizada a 

eletroporação com os plasmídeos (pSPORT1 e pACYC184) contendo o inserto de 

icsB. As bactérias transformadas foram semeadas em placas de ágar LB acrescidas 

de ampicilina (100 µg/ml) para os clones com o plasmídeo pSPORT1 e cloranfenicol 

(50 µg/ml) para os clones com o plasmídeo pACYC184 e incubadas por 18h a 37ºC. 

As colônias recombinantes que apresentaram resistência ao antimicrobiano foram 

selecionadas para confirmação da clonagem do gene icsB através da PCR com os 

iniciadores IcsB(F) e IcsB(R). Após análise em eletroforese em gel de agarose, uma 

amostra que apresentou o amplicon correspondente ao gene icsB foi selecionada 

pra cultivo em caldo LB contendo antimicrobiano seletivo para cada plasmídeo com 

15% de glicerol e mantida a -20ºC. Assim, que foi obtido as cepas complementares, 

esses foram denominados de acordo com a tabela 3. 
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Tabela 3: Cepa mutante SM124/13 complementada com diferentes plasmídeos com o gene icsB 
[Sequencia gênica de EIEC O124/13 (SANTOS, 2012) e de S. flexneri M90T (GenBank - N° 
nc_002698.1)]. 

Nomenclatura Plasmídeo Sequência gênica de icsB 

HCE124/13 pSPORT1* icsB de O124/13 

HCS124/13 pSPORT1* icsB de M90T 

LCE124/13 pACYC184** icsB de O124/13 

LCS124/13 pACYC184** icsB de M90T 

          (*) Plasmídeo de alto no de cópias, (**) Plasmídeo com baixo no de cópias. 

 

6. RT-PCR de icsB e ipaA 

 

6.1 Extração de RNA. As cepas de E. coli FBC124/13, SM124/13, HCE124/13, 

HCS124/13, LCE124/13 e LCS124/13 foram submetidas à extração de RNA total 

pelo Kit Rneasy (Qiagen Laboratories, Uniscience do Brasil), de acordo com 

protocolo recomendado pelo fornecedor. A preparação foi tratada com DNase 

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

agarose a 1,0% foi realizada no final do ensaio para observar a qualidade da 

extração. As preparações de RNA total foram estocadas a -80ºC até o momento da 

utilização. 

 

6.2 Quantificação do RNA. Um microlitro de cada amostra de RNA extraído foi 

quantificado através do NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) a 

260 nm e sua pureza foi avaliada em comprimento de onda de 260/280 nm. As 



	 57	Material e Métodos Santos, H. C. A. S. 

amostras foram diluídas para 10 ng/µL para posterior síntese da primeira fita de DNA 

complementar. 

6.3 Síntese de fita DNA complementar (cDNA). A primeira fita de cDNA foi 

sintetizada utilizando o kit SuperScriptTM First-Strand synthesis System for RT-PCR, 

segundo recomendações do fabricante (Invitrogen). Em um microtubo, acrescentou-

se 100 ng de hexâmeros, 10 mM de dNTP mix e 170 ng de RNA, para um volume 

final de 20 µL. A preparação foi incubada a 65oC por 5 min e em seguida 

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

contendo 1x RT buffer, 25 mM de  MgCl2, 0,1 M de DTT e 24 unidades de 

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

25ºC. Logo após, adicionou-se  30 U de Superscript II seguido uma incubação 

sucessiva de 25ºC por 10 min, 42ºC por 50 min e 70ºC por 15 min. Ao final da 

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

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

uso. 

 

6.4 RT-PCR. O cDNA foi amplificado por PCR, utilizando-se Taq DNA polimerase, 

tampão da enzima, dNTPs e iniciadores específicos. Os iniciadores foram 

sintetizados a partir da sequência de Shigella flexneri depositada no GenBank, 

número nc_002698. Para um volume final de 20 µL, utilizou-se 1x Solução tampão 

10X, 1,5 mM de MgCl2, 150 µM de cada dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 0,4 µM 

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

Lituânia), 20 ng de cDNA e água milliQ estéril para completar o volume final da 

reação. As amplificações foram realizadas no termociclador Mastercycler Gradient 
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(Eppendorf). Para a análise de ipaA foi realizado: um ciclo a 94ºC por 2 min; a 94ºC 

por 40 s, 50ºC por 30 s e 72ºC por 50 s. A reação foi concluída com um ciclo a 72ºC 

por 5 min.  Para o gene icsB foi realizado: um ciclo de 94ºC por 5 min; a 94ºC por 45 

s, 55ºC por 45 s e 72ºC por 2 min e 30s. E concluída com um ciclo a 72ºC por 5 m. 

Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose a 1% em tampão TBE 

0,5x (Trisma-base 0,1M, ácido bórico 0,09M e EDTA 1mM). As amostras foram 

coradas com brometo de etídio (10 µg/mL) e visualizadas sob luz UV (MORENO, A. 

C. R. et al., 2009).  

 
Tabela 4: Iniciadores sintetizados a partir da cepa de Shigella flexneri depositada no 
GenBank (N° nc_002698). 

Gene Sequencia (5’ – 3’) Tamanho do fragmento 
(pb) 

ipaA ipaA-F AAGATTCGCATCCTATCCAAG  

ipaA-R TGTGGTAGAACGGAAGTTAC 

307 

icsB Mut F – GGCGGGAATGTTACAAAAGA  

Mut R – CTTTCAATGCGTTGCCTAA 

548 

 

7. Curva de crescimento 

 

A curva de crescimento das cepas de E. coli FBC124/13, SM124/13, 

HCE124/13, HCS124/13, LCE124/13 e LCS124/13 foi realizado para avaliar se entre 

elas haviam um crescimento exponencial diferenciado. Para esta análise, as 

bactérias foram semeadas em ágar MacConkey e deixadas por 18-24 horas de 

crescimento em estufa a 37°C, após este período foi coletada uma colônia de cada 
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cepa que foram colocadas em tubos com LB. E uma alíquota de 100 µL de cada 

suspensão na concentração de 0,5 de Mc Farland foi colocada em 2,9 mL de meio 

LB, e crescidas em meio estático a 37 ºC por 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 24 horas. Os 

experimentos foram realizados em unicata e em dois dias diferentes. 

 

8. Ensaio de invasão (CFU)  

 

Células HeLa foram cultivadas em placas para cultura celular. Após confluência, 

cada poço foi infectado com 1x107 bactérias (100 bactérias/células) e centrifugados 

por 5 minutos a 1x100xg e colocadas em estufa de CO2 a 37°C por 2 e 4 horas de 

invasão. Posteriormente, foi adicionado meio DMEM contendo 50 µg/mL de 

gentamicina e mantidas em estufa de CO2/37°C por 50 minutos. O meio foi retirado 

e as células foram lavadas 2 vezes com PBS, e em seguida foram lisadas com 

Triton X-100 a 0,1%. As células lisadas foram plaqueadas em ágar MacConkey e 

colocadas em estufa a 37°C por 18 horas. As colônias crescidas nas placas de ágar 

MacConkey foram contadas manualmente para obtenção do CFU. Como controle 

negativo, utilizou-se células HeLa sem contato bacteriano. Experimento realizado em 

três dias diferentes e em unicata. 
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9. Ensaio de disseminação/reinfecção (CFU) 

 

As células Hela confluentes foram infectadas por 2,5 horas, período escolhido 

para o processo de invasão. Posteriormente, foi adicionado meio DMEM contendo 

50µg/mL de gentamicina e mantidas em estufa de CO2/37°C por 50 minutos. o meio 

contendo antimicrobiano foi retirado e as célula foram lavadas duas vez com PBS e 

em seguida foi adicionado em cada poço DMEM + SFB por 2 e 4 horas. O meio foi 

retirado, em cada tempo, e as células foram lavadas 2 vezes com PBS, e em 

seguida foram lisadas com Triton X-100 a 0,1%. As células lisadas foram 

plaqueadas em ágar MacConkey e colocadas em estufa a 37°C por 18 horas. As 

colônias crescidas nas placas de ágar MacConkey foram contadas manualmente 

para obtenção do CFU. Como controle negativo, utilizou-se células HeLa sem 

contato bacteriano.  Experimento realizado em dois dias diferentes e em unicata. 

 

10. Ensaio de citotoxicidade por LDH 

 

A citotoxicidade das células humanas infectadas foi mensurada pela detecção 

de LDH no sobrenadante das culturas pelo kit colorimétrico Cytotox 96 kit (Promega) 

de acordo com as instruções do fabricante. Foram analisadas as células infectadas 

com as cepas de E. coli FBC124/13, SM124/13 e LCE124/13 nos intervalos de 

0,1,2,3 e 4 horas após 2,5 horas de invasão devido ao tempo já estipulado para 

todos os experimentos utilizando células HeLa. Para o cálculo da percentagem de 

citotoxidade foram utilizadas como controle negativo, as células não-infectadas, e 
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como controle positivo as células lisadas com 0,9% de Triton X-100. Ambos os 

experimentos foram realizados em triplicata e em dois dias diferentes. 

 

11. Ensaio de apoptose por Citometria de fluxo 

 

Para avaliar a possível indução de apoptose das células HeLa infectadas, foi 

utilizado o kit Apoptosis Detection (Sigma-Aldrich, USA), segundo as 

recomendações do fabricante. As células foram mantidas em contato com as cepas 

(FBC124/13, SM124/13 e LCE124/13) por 4 horas, após 2,5 horas de invasão. As 

células foram então coletadas e lavadas com PBS e re-suspendidas em solução 

Binding buffer 1x. Aos tubos foram adicionados 5µL de anexina V-FITC e 5µL de 

Iodeto de propídio, incubados por 15 minutos, a temperatura ambiente e em 

ambiente escuro. Após esse período, as amostras foram adquiridas no equipamento 

BD FACS CANTO II (BD Bioscences, San Jose, CA, USA) e analisadas no software 

FlowJo (Orlando, FL, USA). Os ensaios foram realizados em triplicata para cada 

espécie bacteriana. 

 

12. Dosagem de citocinas 

  

Para análise das citocinas, células HeLa foram infectadas (50 

bactérias/célula) com as cepas de E. coli FBC124/13, SM124/13, HCE124/13, 

HCS124/13, LCE124/13 e LCS124/13 pelo período de 12 e 24 horas, após 2,5 horas 

de invasão. O sobrenadante foi utilizado para a dosagem das citocinas IL-10, IL-8, 

IL-1β, IL-6, IL-12 p70 e TNF, utilizando o kit Human Inflammatory Cytokine Kit BD 
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Cytometric Bead Array-CBA (cat. 551811). As amostras foram preparadas seguindo 

as recomendações do fabricante e adquiridas no equipamento BD FACS CANTO II 

(BD Bioscences, San Jose, CA, USA). As concentrações das citocinas foram 

determinadas, utilizando o software FACP Array Version 3,0 (BD Bioscences, San 

Jose, CA, USA). O experimento foi realizado em triplicata e em um único dia. 

 

13. Obtenção da proteína LC3 através da técnica de Western Blot  

 

13.1 Obtenção dos extratos proteicos. Foram utilizados extratos proteicos totais. 

As células HeLa foram infectadas com as diferentes cepas bacterianas (100 

bactérias/célula). Como controle positivo utilizou-se a bafilomicina (16 µM), e como 

controle negativo apenas células. As células foram lisadas com tampão RIPA (NaCl 

150mM; Tris HCl (ph 7,5) 50 mM; NP-40 5%; EDTA 0,1mM) na presença de 

inibidores de proteases (Protease inhibitor cocktail tables –Roche, Mannheim, 

Germany) e incubadas a 4ºC por 20 min e então transferidas para microtubo (1,5 

mL). Após centrifugação por 20 minutos a 4ºC, os sobrenadantes foram mantidos a –

80ºC. A concentração proteica foi determinada pelo método de Bradford (TORMO et 

al., 2009). 

 

13.2 Separação das proteínas no gel de SDS-PAGE e transferência para 

membrana. Para separação foi feito gel de SDS-PAGE com 15% de acrilamida. Em 

cada canaleta foram colocados 100µg de extrato proteico total em 20 µl de tampão 

de lise + 5 µl de tampão de amostra 5X (Tris-HCl 62,5mM pH6.8, SDS 2%, Glicerol 

10%, Azul de Bromofenol 0,1%, DTT 50mM) aquecido à 90ºC por 10’ (condições 

desnaturantes) e 8µl de marcador de peso molecular Rainbow (RPN800V, 
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Amersham Pharmacia Biotech, NJ, USA) em cada gel. A corrida foi feita à 70V / 

30min durante o gel de empilhamento e à 100V / 1:30h durante o gel de separação. 

Em seguida foi realizada a transferência úmida das amostras de proteína para uma 

membrana de polivinilidene difluoreto (PVDF) (Hybond-P, Amersham Pharmacia 

Biotech, NJ, USA) utilizando o Tampão de Transferência (Tris Base 25mM, Glicina 

192mM pH8.3, com 20% de Metanol) à 4ºC / 200mA / 1:30h.  

 

13.3 Incubação das membranas com anticorpos primários e secundários. O 

bloqueio das membranas foi realizado com solução de TBS-T 0,1% (50 mM Tris, 

150mM NaCl, 0,1% Tween 20, pH 7.6) com leite (sem gordura) a 5%. A membrana 

foi incubada com os anticorpos primários anti-LC3 (Abgent #AM1800a) e Beclin-1 

(Cell signaling #3495S) a 4ºC overnight. Após 3 lavagens de 10 min cada com TBS-

T 0,1%, a membrana foi incubada com anticorpo secundário anti-mouse 

(RPN4201V, GE Healthcare UK) diluído 1:5.000 em TBS-T 0,1% durante 2 horas à 

TA. Após incubação com o anticorpo secundário, as membranas foram lavadas 3 

vezes / 10 min com TBS-T 0,1%, e em seguida reveladas com kit ECL (Amersham 

Pharmacia Biotech, NJ, USA) e expostas ao filme (Amersham Hyperfilm ECL). 

 

14. Superexpressão por células humanas HeLa do gene LC3 fusionado a 

GFP clonado em lentivírus 

 

 Para geração de células HeLa com expressão forçada do gene LC3 fusionado 

ao GFP foram utilizados plasmídeos contendo a construção LC3-GFP. O vetor 

lentiviral utilizado foi pLV e as sequências foram inseridas no mesmo. O sistema 
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utilizado para empacotamento lentiviral foi o Mission shRNA (Sigma, USA), conforme 

a recomendação do fabricante. 

Inicialmente, os plasmídeos lentivirais contendo a sequência do gene de 

interesse foram transfectados juntamente com os plasmídeos empacotadores nas 

células HEK 293T (Human Embrio Kidney 293T – Células empacotadoras para a 

produção de partículas virais contendo o vetor lentiviral), de acordo com instruções 

do fabricante. Os vetores lentivirais sem a sequência de interesse ou contendo 

sequência aleatória de nucleotídeos (scramble) foram utilizados para a geração dos 

controles. O empacotamento viral gera as partículas virais inativas que são 

secretadas no meio de cultura das células HEK 293T.  

As células HeLa foram então infectadas com este título viral e os clones 

transduzidos foram selecionados de acordo com o plasmídeo utilizado, sendo os 

clones LC3-GFP selecionados pela emissão de fluorescência (GFP) (MIZUSHIMA 

et al., 2008;  TORMO et al., 2009). 

As células HeLa LC3-GFP foram cultivadas em placas para cultura celular 

(2x106 células/poço) e infectadas com as bactérias FBC124/13, SM124/13, 

HCE124/13, HCS124/13, LCE124/13 e LCS124/13 por 3 horas após 2,5 horas de 

invasão, e analisadas em microscópio de fluorescência invertido, Nikon EclipseTi 

series, filtro GFP e observadas em software NisElements. As imagens foram 

capturadas em 10x – exposição 600ms e 40x – exposição  1s. 
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15. Microscopia Eletrônica de transmissão (MET) 

 

 Para a realização da MET, as células HeLa infectadas com FBC124/13, 

SM124/13, HCE124/13, HCS124/13, LCE124/13 e LCS124/13 (3 horas pós-

invasão) foram re-suspendidas em 2,0% glutaraldeído (Electron Microscopy 

Sciences, Hatfield, PA, USA) e enviadas ao Departamento de Histologia do Instituto 

de Ciências Biomédicas, da Universidade de São Paulo para a produção das grids 

de cobre (CAMPBELL-VALOIS et al., 2015). As grids foram examinadas no 

microscópio eletrônico de transmissão JEOL 1010 a 100Kv e foto documentadas 

com o aparelho Kodak Electron Microscope Film 4489. 

 

16. Análise de expressão global de genes 

 

16.1 RNA eucarioto  

Para análise da transcrição gênica de células Caco-2 não-infectadas e 

infectadas com EIEC e S. flexneri M90T utilizou-se o método de Microarray, Para a 

análise, três grupos foram estudados: grupo controle (Caco-2 apenas), EIEC (Caco-

2 infectada com EIEC) e Shigella (Caco-2 infectado com Shigella) e cada grupo foi 

analisado em diferentes intervalos (0, 1 e 2 horas) de tempo após 1,5 h de invasão. 

 

16.2 Análise do transcriptoma pelo método de microarranjos 

A fim de determinar perfis de expressão gênica, foram utilizadas lâminas de 

DNA microarrrays 44 K (Whole Human Genome Microarray Kit, Agilent 

Technologies, cat no. G2519F, Santa Clara, CA) para as análises dos genes 
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eucariotos. O procedimento para hibridação foi conforme as instruções do fabricante 

(One -Color Microarray - Baseados em Análise de Expressão Gênica – Quick Amp 

Labeling) (Figura 9). As imagens foram capturadas pelo leitor Agilent Bundle de 

acordo com os parâmetros recomendados para bioarrays e extraídas pela Agilent 

software Feature Extraction versão 10.3, considerando pontos com nenhuma ou 

apenas uma bandeira (ou seja, de baixa intensidade, saturação, controles, etc.). As 

transcrições selecionadas foram utilizadas para análise usando a versão do software 

R 2.11.1 (R Development Core Team, 2010) e o teste Lowess para normalização 

dos arrays. Por meio da versão do software TMEV 4.6.1 (SAEED et al., 2003) foi 

obtido genes diferencialmente expressos anotados usando o procedimento de 

análise da significância dos microarrays (SAM), todos up-regulados no grupo 

controle (fold ≥3.0).  

 



	 67	Material e Métodos Santos, H. C. A. S. 

 

Figura 9: Esquema do procedimento de amplificação do cRNA. Geração de cRNA para um 
experimento de microarray de duas-cores é mostrado. Ao gerar metas para um experimento de 
microarray de uma-cor, apenas a amostra “B” marcado com Cy3 é produzido e hibridado (Retirado do 
protocolo da © Agilent Technologies, Inc. 2007-2010). 

 

17. Análise estatística. 

Análises estatísticas de significância foram realizadas através do teste 

ANOVA seguido do teste de Bonferroni para comparação entre os diferentes grupos 

experimentais. Todos os testes foram realizados utilizando-se o programa GraphPad 

Prism 5, e diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05.
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1. Mutação do gene icsB pela técnica de recombinação homóloga 

 

 Após a construção do inserto de 548 pb, para recombinação homóloga, o 

mesmo foi inserido em pJP5603 e a inserção foi confirmada por gel de eletroforese. 

O tamanho do plasmídeo com o inserto (≈ 3.6 Kb) foi maior do que o plasmídeo 

pJP5603 original (3.1 Kb) (Figura 10A). Para avaliar se o tamanho do inserto (548 

pb) encontrava-se íntegro, uma digestão do pJP5603 + icsB foi realizado com EcoRI 

por apresentar sítios de restrição em suas extremidades. O fragmento de 548 pb do 

gene icsB foi confirmado e o tamanho do plasmídeo digerido foi igual ao plasmídeo 

original (Figura 9B), confirmando a integridade do fragmento. 

 Após a construção do pJP5603 + icsB, o plasmídeo foi eletroporado em uma 

E. coli DH5αλpir eletrocompetente. A presença do gene icsB foi confirmada por PCR 

e um amplicon de aproximadamente 580 pb foi detectado em gel de eletroforese 

(Figura 10C), confirmando a inserção do plasmídeo na bactéria. Deste modo, pôde-

se obter uma bactéria doadora DH5αλpir contendo o plasmídeo pJP5603 com a 

sequência interna de icsB.  

	

A                                                    B                                                      C

	

Figura 10. Construção de bactéria doadora contendo pJP5603 + icsB. a) Extração plasmidial 
realizado com o plasmídeo sem o inserto e contendo o inserto (icsB) antes de ser digerido pela 
enzima. b) Após digestão com a enzima EcoRI, é possivel observar o tamanho de icsB (548pb) 
separado do plasmídeo pJP5603. c) Fragmento de 548 pb obtido por PCR a partir do plasmídeo 
contendo o inserto após inserção deste na bactéria DH5αλpir . 
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Para dar início ao processo de mutação, foi preciso que EIEC apresentasse 

resistência a pelo menos um antimicrobiano, já que não o possuía naturalmente. 

Assim, o ácido nalidíxico foi o antimicrobiano de escolha devido a trabalhos 

anteriores de E.coli o utilizarem para seleção da bactéria após ensaios de 

conjugação (ELIAS et al., 1999).  

Após realizar a concentração inibitória mínima (CIM), EIEC apresentou CIM  

de 0.5 µg/mL enquanto que E. coli DH5αλpir  apresentou CIM de 16 µg/mL ao ácido 

nalidíxico, inviabilizando a seleção das colônias de EIEC contendo o pJP5306 + icsB 

após ensaios de conjugação. Desta forma, a indução da resistência a ácido 

nalidixico foi realizada em EIEC selvagem e colônias com CIM de 50 µg/mL foram 

obtidas, que nos possibilitou a distinção entre a bactéria DH5αλpir e EIEC que 

continha o plasmídeo pJP5603 com o inserto de icsB resistente a canamicina, sendo 

a doadora e a receptora respectivamente. Como o plasmídeo pJP5306 apresenta 

resistência a canamicina, EIEC mutante foi selecionada em ágar LB contendo 50 

µg/mL de canamicina e 50 µg/mL de ácido nalidixico após o ensaio de conjugação.  

Como o iniciador M13-F liga-se somente a região presente no plasmídeo suicida 

(pJP5603) e o iniciador Mut-R na sequência de icsB, pode-se concluir, que apenas 

as amostras de EIEC mutante contendo a inserção do plasmídeo pJP5603 foram 

amplificadas (Figura 11).  
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Figura 11. Pela técnica de PCR, utilizando os iniciadores M13-F e MutB-R, foi possível obter a 
amplificação da região do plasmídeo pJP5603+icsB inserido no plasmídeo pINV de EIEC resistente a 
ácido nalidixíco (50µg/mL) nas cepas de A a H. E a amplificação não foi observada quando realizada 
em EIEC selvagem (I). 

	

2. Complementação do gene icsB 

 

Devido à diferença entre os genes de disseminação de EIEC e S. flexneri 

(MORENO, A. C. R., 2007;  SANTOS, 2012), bem como sua transcrição, na qual S. 

flexneri transcreve o gene icsB de uma forma mais rápida e eficaz do que EIEC, 

tanto em células intestinais humanas como em macrófagos murinos (BANDO et al., 

2010;  MORENO, A. C. R. et al., 2009) estudamos cepas de EIEC mutantes 

complementadas com plasmídeo de alto número de cópias, para verificar se o 

aumento da transcrição do gene icsB afetaria o comportamento de disseminação 

das cepas geradas, quando comparado com EIEC selvagem. Outro fator que 

avaliamos foi se o polimorfismo observado na sequência nucleotídica do gene icsB 

de EIEC poderia ser responsável pela diferença na disseminação entre EIEC e S. 

flexneri. Assim, inserimos o gene de S. flexneri nos dois plasmídeos (alto e baixo 

número de cópias) e complementamos na cepa de E. coli SM124/13 (Item 5.3.).  
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3. Confirmação da transcrição gênica de icsB e ipaA pelo método de RT-PCR 

 

Para confirmarmos que a técnica de mutação por inserção e as 

complementações realizadas foram satisfatórias, utilizamos a técnica da RT-PCR. A 

transcrição de ipaA para as cepas selecionadas confirmaram que o gene pertence a 

EIEC (Figura 12B). Ao analisar a transcrição de icsB, constatamos que na cepa 

mutante (SM124/13) não houve sua transcrição, e nas cepas complementares 

(HCE124/13, HCS124/13, LCE124/13 e LCS124/13) a transcrição deste gene foi 

restaurado após inserção do plasmídeo + icsB (FIGURA 12A), assim como há em 

EIEC selvagem (FBC124/13).  

 

A                                                                          B

	

Figura 12. Transcrição gênica de icsB e ipaA. Após o ensaio de transcrição gênica através da RT-
PCR, utilizando os iniciadores MutB (F e R) e os iniciadores ipaA (F e R), pode-se observar que a 
transcrição gênica da amostra B não foi realizada (figura A), sendo as amostras (A) cDNA de 
FBC124/13, (B) cDNA de SM124/13, (C) cDNA de HCE124/13, (D) cDNA de LCE124/13, (E) cDNA 
de M90T, (F) cDNA de HCS124/13 e (G) cDNA de LCS124/13,  confirmando assim que o bloqueio do 
gene icsB foi obtida com sucesso. Na figura B, foi possível observar que a transcrição gênica de ipaA 
foi obtida em todas as cepas (A, B, D e G), não sendo alterada pela mutação. A amostra bacteriana 
contendo apenas o plasmídeo pACYC184 com o gene completo de icsB, não houve transcrição do 
gene ipaA, confirmando que todas as demais amostras são EIEC. 
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4. Curva de crescimento  

 

Devido as mutações em SM124/13, o ensaio de curva de crescimento foi 

essencial para saber se a capacidade de divisão e multiplicação bacteriana foram 

afetadas nas cepas sem o icsB e as complementadas pelo mesmo gene. De acordo 

com a figura 13, todas as cepas de EIEC cresceram de uma forma semelhante, no 

qual, tais mudanças no seu genoma não prejudicaram seu crescimento em meios de 

culturas.  

	

															 	

Figura 13. Curva de crescimento comparativa entre EIEC selvagem, EIEC mutante e EIEC 
complementadas. As bactérias não apresentaram diferenças em crescimento. Os experimentos foram 
realizados em unicata e em dois dias diferentes. 
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5. Cinética de invasão bacteriana e viabilidade das células HeLa após a 

invasão. 

 

Com o intuito de se conhecer a capacidade invasora das cepas bacterianas, 

foi realizada uma cinética de invasão bacteriana em células HeLa. Este ensaio foi 

realizado com o propósito de escolher um tempo de infecção adequado para os 

estudos posteriores que utilizariam as células HeLa como hospedeira. Em um 

experimento piloto observamos que em células HeLa, tanto FBC124/13, SM124/13 e 

LCE124/13 invadiram as células humanas a partir de uma hora de infecção (Dados 

não mostrados). Porém, no tempo de 2,5 horas a média das bactérias internalizadas 

foram maiores do que no primeiro intervalo analisado, o que mostra uma quantidade 

de bactérias suficiente para posteriores extrações de RNA de bactérias 

intracelulares.  

Concomitantemente a este experimento, analisamos a enzima intracelular 

lactato desidrogenase (LHD) que é rapidamente liberada pelas células danificadas 

para o sobrenadante da cultura de células. Assim, quantificamos esta enzima para 

verificar o quanto que as células HeLa sofriam após infecção, e foi possível observar 

que não ocorreu morte celular significativa em todos os tempos analisados, sendo 

abaixo de 5% (Dados não mostrados). Devido a esses resultados, escolhemos o 

tempo de 2,5 horas para ser o marco da invasão celular em células HeLa e não com 

1,5 horas como foi usado em células Caco-2 (MORENO, A. C. R. et al., 2009). 

Desse modo, após a obtenção de todos os mutantes de EIEC, foi realizado o mesmo 

experimento para verificar se a mutação gênica interferiria na invasão da bactéria 

em células HeLa (Figura 14), assim, foi possível observar que todas as cepas 

analisadas invadiam as células de uma forma semelhante. 
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Figura 14. Invasão bacteriana em células HeLa. Células HeLa foram infectadas com 107 

bactérias por diferentes intervalos de tempo (eixo X). As unidades formadoras de colônias (U.F.C.) 
(eixo Y) foram obtidas pela semeadura do lisado celular (pós-infecção) em ágar MacConkey e 
contagem do número de colônias crescidas após 18-24 horas de incubação em estufa 
bacteriológica a 37ºC. Observa-se que não houve diferenças de invasão entre as cepas de EIEC. 
Gráfico representativo de uma média de três experimentos independentes. (Não houve diferenças 
estatísticas). 

 

6. Cinética de concentração bacteriana intracelular e viabilidade das células 

Hela após disseminação/reinfecção. 

 

A proposta deste ensaio foi avaliar a capacidade de disseminação de cada 

espécie bacteriana e sua concentração intracelular como também avaliar a 

integridade das células HeLa no decorrer do experimento, ao dosar o LDH da 

cultura celular pós-infecção. Os resultados mostram que a cepa SM124/13 causa 

mais morte celular do que as outras amostras (Figura 16), mesmo com um número 

menor de bactérias intracelulares (Figura 15). Com esses dados foi questionado se 

o menor número de bactérias intracelulares estaria relacionado com o seu escape 

extracelular ou com a sua morte devido ao aumento da morte da célula hospedeira. 

Para esclarecer se o menor número de bactérias intracelulares estaria relacionado 
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ao escape extracelular, foram analisados os sobrenadantes do experimento de 

disseminação/reinfecção celular apenas das cepas FBC124/13 e SM124/13, e 

vimos que a bactéria mutante morre com o processo de degradação da célula 

hospedeira (Figura 17) e não escapa para o meio extracelular. 
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Figura 15. Concentração bacteriana intracelular em células HeLa. Células HeLa foram infectadas 
com 107 bactérias por diferentes intervalos de tempo (eixo X). As unidades formadoras de colônias 
(U.F.C.) (eixo Y) foram obtidas pela semeadura do lisado celular (pós-infecção) em ágar MacConkey 
e contagem do número de colônias crescidas após 18-24 horas de incubação em estufa 
bacteriológica a 37ºC. Observa-se que houve diferença de concentração entre a cepa SM124/13 
quando comparadas com as demais cepas. E a cepa HCS124/13 se apresentou numa concentração 
maior do que as outras bactérias, nos dois intervalos de tempos estudados.  Gráfico representativo de 
uma média de dois experimentos independentes. * p<0,05 (LCS124/13 versus HCE124/13), no 
intervalo de 2 horas; LCE124/13 versus FBC124/13 no intervalo de 4 horas); ** p<0,01 (HCE124/13 
versus HCE124/13); *** p<0,001 (HCS124/13 versus outros nos intervalos de 2 e 4 horas; SM124/13 
versus outros no intervalo de 4 horas). Análise estatística realizada pelo teste Two Way ANOVA. 
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Figura 16. Análise de morte celular por dosagem de LDH. As células HeLa foram inoculadas com 
as bactérias por 2,5 horas. Em seguida, as células foram lavadas e deixadas em cultura por 0 , 1, 2, 3 
e 4 horas para disseminação bacteriana. Resultados representativos de uma triplicata de 
experimentos. *** p<0,001 (SM124/13 versus FBC124/13 e LCE124/13 nos intervalos de 2 e 3 horas). 
Análise estatística realizada pelo teste Two Way ANOVA. 
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Figura 17. Análise de escape bacteriano nos períodos de disseminação em células HeLa. As 
células HeLa foram desafiadas com as bactérias por 2,5 horas. Em seguida, as células foram lavadas 
e deixadas em cultura por 0 , 1, 2, 3 e 4 horas para disseminação bacteriana. Em cada intervalo foi 
analisada o sobrenadante, através da semeadura em ágar MacConkey. Resultados representativos 
de uma triplicata de experimentos. *** p<0,001 (EIEC mutante versus EIEC selvagem); * p<0,05 
(EIEC mutante versus EIEC selvagem). Análise estatística realizada pelo teste Two Way ANOVA. 
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7. Análise da morte celular e produção de citocinas inflamatórias pelas células 

HeLa após infecção bacteriana por citometria de fluxo. 

 Devido ao aumento da morte das células HeLa causada pela infecção da 

cepa SM124/13, nos propomos a verificar se essa morte estaria relacionada a via 

de apoptose. Então, pelos resultados obtidos (Figura 18), observamos que a morte 

celular causada por SM124/13 não é por apoptose. Este dado nos levou a analisar o 

perfil de citocinas produzidas pela interação patógeno-hospedeiro. Desta forma, 

avaliamos a produção de citocinas inflamatórias das células infectadas com as 

cepas de E. coli FBC124/13, SM124/13, HCE124/13, HCS124/13, LCE124/13 e 

LCS124/13, As interleucinas pró-inflamatórias IL-8 e IL-6 foram as mais produzidas 

pelas células HeLa quando infectada com todas as cepas bacterianas, mas a 

produção causada por SM124/13 já foi maior a partir de 2 horas pós-invasão, para 

ambas as citocinas (Figura 19). As demais citocinas analisadas tiveram uma menor 

produção que o controle, no caso de IL-1β e TNF, ou não foram detectadas. 

	

	

Figura 18. Análise de morte celular por FACS. As células HeLa foram desafiadas com as bactérias 
por 2,5 horas. Em seguida, as células foram lavadas e deixadas em cultura por 4 horas para 
disseminação/reinfecção bacteriana. Resultados representativo de um único experimento.	
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Figura 19. Produção de IL-6 e IL-8 em células HeLa desafiadas com diferentes cepas 
bacterianas. Níveis de IL-6 (A) e IL-8 (B) produzidos pelas células HeLa na presença das bactérias 
FBC124/13, SM124/13, HCE124/13, HCS124/13, LCE124/13, LCS124/13 e M90T. As citocinas foram 
detectadas por FACS após utilização do kit CBA. Os resultados apresentam as médias ± DP obtidos 
nos diferentes tempos de infecção. O nível de significância admitido foi de * p<0,05 , ** p<0,01 e 
***p<0,001. 
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8. Avaliação da produção das proteínas LC3/Atg8 e SQSTM1/p62 por células 

HeLa infectadas e confirmação da expressão proteica de LC3 através da 

microscopia de fluorescência. 

 

Como sabemos da importância das proteínas LC3/Atg8 (MIZUSHIMA; 

YOSHIMORI, 2007) e SQSTM1/p62 (KOMATSU et al., 2007) na via autofágica, 

avaliamos a expressão destas proteínas através do extrato proteico após infecção 

bacteriana em células HeLa. Pelos resultados apresentados na figura 20, é possível 

observar que todas as cepas bacterianas expressam a proteína na isoforma lipidada 

LC3-II (16kD) e foi confirmado através da microscopia de fluorescência, no qual as 

células apresentam a ativação desta proteína, devido a presença de pontilhados 

verdes (Figura 21). Ao analisar a expressão da proteína p62, podemos observar que 

em todas as amostras houve a produção desta proteína, até mesmo nosso controle 

negativo (Figura 20), porém não podemos esquecer que a autofagia é um processo 

comum de homeostasia da célula, favorecendo a presença de p62 em células não 

infectadas. 

C- FCB124/13   SM124/13        LCE124/13    HCE124/13      LCS124/13     HCS124/13        M90T C+

LC3B-II

p62

Vinculina
	

Figura 20. Reconhecimento da proteína LC3-II por Westen blot. Durante o processo autofágico 
ocorre a conversão da forma citoplasmática da proteína LC3 (LC3 I – 18 KDa) para a forma lipidada 
(LC3 II – 16 kDa). Essa conversão da proteína é uma das formas para a análise e quantificação do 
processo autofágico. Devido a isso, analisamos o extrato proteico da disseminação das cepas 
bacterianas, após 2,5 horas de invasão em células HeLa. Como controle positivo para LC3 utilizamos 
células HeLa em contato com Bafilomicina (16µM) e como controle negativo utilizamos apenas 
células HeLa. 
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Figura 21. Células HeLa com LC3 fusionado a GFP. Após o ensaio de transfecção através do 
Lentivírus, obtemos células HeLa fusionada com GFP para LC3. E com os ensaios de infecção com 
as cepas FBC124/13, SM124/13 e LCE124/13 foi possível observar a presença da proteína LC3 ativa 
através da microscopia de fluorescência. 

	

9. Análise de vacúolos por microscopia eletrônica de transmissão. 

Como o “padrão ouro” para confirmação do processo autofágico é a 

visualização da dupla membrana que ocorre quando forma o autofagossomo, 

analisamos as imagens obtidas pela MET após a infecção celular das cepas 

FBC124/13, SM124/13, LCE124/13 e HCE124/13. Observamos que todas as 

bactérias se encontram livres no interior da célula, porém a cepa SM124/13 

apresentou-se tanto na forma livre como internalizada em uma membrana 

citoplasmática (Figura 22). 
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Figura 22: Microscopia eletrônica de transmissão após infecção bacteriana em células HeLa. 
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10. Genes em redes de interação transcricional, diferencialmente expressos, 

em células Caco-2 infectadas ou não com EIEC e S. flexneri. 

Pela técnica de microarray, foi possível analisar as redes formadas entre os 

genes transcritos das células Caco-2 após infecção com EIEC e S. flexneri, em 

diferentes intervalos de tempo (0, 1 e 2 horas de disseminação) e podemos afirmar, 

que há diferenças importantes no perfil das redes de interação transcricional dos 

genes expressos de células Caco-2, após infecção de cada bactéria, ou seja, a 

célula hospedeira responde, na transcrição de seus genes, de forma diferente em 

cada espécie bacteriana (Figura 23). Em cada grupo analisado foi enfatizado apenas 

os genes ligados à expressão das proteínas LC3/Atg8 e SQSTM1/p62, relacionadas 

ao processo autofágico. Na figura 24, podemos observar que os genes atg, em 

células Caco-2, tiveram uma maior ligação com outros genes da rede, quando 

desafiadas com EIEC, principalmente no intervalo de 2 horas pós-invasão. 	
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Figura 23. Redes de interação transcricional de genes de Caco-2 após disseminação de EIEC e 
M90T. (a) após 1h30 de invasão ou 0h de disseminação; (b) após 1h de disseminação; (c) após 2h de 
disseminação. O tamanho dos nós corresponde ao node degree de cada gene da rede ‘tempo zero’ 
(1h30 de invasão) e propagadas para as redes 1 e 2 horas após a invasão. Esta visualização permite 
acompanhar os genes mais conectados no início do processo de infecção e onde e com quem 
estarão conectados ao longo do tempo. O nó de forma geométrica triangular corresponde aos genes 
de interesse incluídos (inflamação, morte celular e autofagia). Rede de cor lilás refere-se ao grupo 
Caco-2. Rede de cor verde refere-se ao grupo Caco-2 + EIEC. Rede de cor amarela refere-se ao 
grupo Caco-2 + Shigella. As cores diferenciadas dos nós indicam os hubs selecionados para cada 
rede: azul celeste para 0h, rosa para 1h e vermelho para 2h. O quadrado Vermelho refere-se a 
localização do gene SQSTM1 e o quadrado Azul refere-se a localização do gene MAP1LC3B (LC3) 
na rede de cada tempo. Programa utilizado para essa análise foi o Cytoscape v. 2.8.2. 
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Figura 24. Análise de interação transcricional gênica por microarray, com foco nos genes 
autofágicos (atg). Após 1h30 de invasão ou 0h de disseminação; 1h de disseminação e 2h de 
disseminação, todos os grupos analisados obtiveram um grau de ligação com outros genes transcritos 
na rede. Quanto mais ligação o gene tiver, mais importante se apresenta na rede. 
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V. Discussão 
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O citoplasma das células intestinais é um nicho replicativo para bactérias 

invasoras. Ali, a bactéria é protegida das células do sistema imune presente no meio 

extracelular. Porém, alguns microrganismos necessita escapar dos mecanismos de 

defesa do hospedeiro e se preparar para disseminar para novos nichos de 

replicação (YANG et al., 2014). Sua sobrevivência intracelular e a disseminação 

para as células adjacentes dependem de mecanismos utilizados pela bactéria para 

se mover através da polimerização de actina (GOUIN et al., 2005;  STEVENS et al., 

2006). A autofagia, um importante mecanismo utilizado na homeostasia das células 

hospedeira, vem sendo estudado com a finalidade de conhecer o papel deste 

fenômeno no controle de uma possível infecção (CHANG, S. Y. et al., 2013;  

OGAWA et al., 2003). 

A autofagia relacionada ao reconhecimento de patógenos intracelulares é 

denominada Xenofagia, sendo este um importante fenômeno a ser estudado para 

que a doença bacteriana seja melhor compreendida (CEMMA; BRUMELL, 2012). 

Embora autofagia seja um mecanismo bem estudado, surpreendentemente 

xenofagia é um novo fenômeno observado na remoção de patógenos intracelulares 

após invasão na célula hospedeira (BAUCKMAN et al., 2015). Esse termo vem de 

“xeno” que quer dizer estrangeiro (de fora), diferente de “auto” que significa próprio. 

Assim, xenofagia refere-se à degradação de algo que vem de fora, de um invasor, 

uma denominação excelente para classificar a relação entre as células hospedeiras 

e microrganismos invasores (BAUCKMAN et al., 2015). 

Pela importância desta relação patógeno-hospedeiro, a necessidade do 

presente estudo se dá pela carência de conhecimento a respeito da patogenicidade 

de EIEC. Apesar da sua semelhança bioquímica e genética com Shigella sp, 

observa-se que EIEC é menos patogênica (BANDO et al., 2010;  DUPONT, H. L. et 
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al., 1971;  MORENO, A. C. et al., 2012) e tem uma menor disseminação quando em 

contato com células intestinais (MORENO, A. C. R. et al., 2009). Estudos 

relacionados com o sistema autofágico contra a invasão por S. flexneri nas células 

eucarióticas tem sido bem estudados (CAMPBELL-VALOIS et al., 2015;  OGAWA et 

al., 2003). De acordo com estes estudos, S. flexneri escapa do processo autofágico 

impedindo sua degradação. Contudo, quando a bactéria não produz a proteína IcsB, 

ela se torna susceptível ao reconhecimento pelas proteínas autofágicas, sendo 

degradada e consequentemente ocorre uma menor disseminação entre as células 

eucarióticas (OGAWA et al., 2005).  

Devido à importância de IcsB na patogênese de Shigella, estudo sobre 

possíveis diferenças na estrutura dessa proteína de EIEC foram realizados.  

Diferenças foram observadas no que concerne à cadeia nucleotídica e essas 

diferenças proporcionaram substituição de aminoácidos na cadeia peptídica, que 

resultou na alteração da estrutura secundária da proteína IcsB de EIEC (MORENO, 

A. C. R., 2007;  SANTOS, 2012). Não se pode afirmar que essa mudança 

conformacional seja significante em relação à atividade proteica (SANTOS, 2012). 

Porém, mostram que há polimorfismos no icsB de EIEC, o que poderia gerar uma 

proteína diferente, favorecendo o reconhecimento das proteínas autofágicas e 

consequentemente a degradação bacteriana. 

Dada a importância da função do gene icsB na proteção bacteriana contra as 

proteínas autofágicas, nosso primeiro objetivo foi a obtenção de uma cepa de EIEC 

mutante que não expressasse IcsB (SM124/13). Após o sucesso na mutação, cepas 

complementares foram geradas. Nos ensaios fenotípicos realizados, observou-se 

que as alterações encontradas na cepa SM124/13 foram restabelecidas nas cepas 
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complementadas e não causaram mudanças no seu crescimento exponencial 

(Figura 13).  

Para comparar com os trabalhos anteriores do grupo (FERREIRA, 2008;  

MORENO, A. C. R., 2007;  SANTOS, 2012) todos os experimentos seriam 

realizados em células Caco-2. Encontramos, porém, dificuldade na obtenção de uma 

eficiente transfecção celular para a geração de células Caco-2 com LC3 fusionada 

ao GFP. De fato, alguns estudos mostraram que a transfecção em células Caco-2 é 

muito baixa e muitas das vezes ineficiente devido à produção exacerbada de muco 

pela célula em sua fase de diferenciação, e este muco seria um repressor para a 

transfecção celular (SAMBUY et al., 2005). Sabe-se que diversos estudos sobre 

bactérias enteroinvasoras e autofagia foram realizados em células epiteliais 

humanas de origem não intestinal, como por exemplo: células MDCK, Hep-2, HeLa, 

BHK e entre outras (GOMES; DIKIC, 2014;  OGAWA et al., 2011;  OGAWA et al., 

2005;  SUZUKI et al., 2007). Desta forma, como alternativa às dificuldades 

encontradas em células Caco-2, utilizamos as células HeLa (células de tumor 

cervical) para avaliar os mecanismos utilizados pelas cepas de EIEC na invasão e 

disseminação/reinfecção celular, assim como o comportamento da célula hospedeira 

frente a esta infecção. 

 Para se determinar o número de bactérias viáveis no interior das células HeLa 

durante o processo de disseminação bacteriana, escolhemos o tempo de 2,5 horas 

de pré-infecção (invasão bacteriana), que antecede os demais tempos da análise 

experimental. No início deste experimento, as bactérias estavam presentes na 

mesma concentração e, desta forma, inferimos que os estudos comparativos 

estavam sincronizados, já que todas as cepas não diferiram quanto à capacidade 

invasora nos diferentes tempos estudados (Figura 14).  
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  A análise da disseminação bacteriana nos mostrou que nas primeiras duas 

horas pós-invasão, a cepa HCS124/13 mostrou uma maior concentração intracelular 

quando comparada com as demais cepas bacterianas. De fato, a cepa HCS124/13 

apresentou um fenótipo de disseminação bacteriana mais eficiente em ensaio de 

placas de lise (dados não mostrados) em relação a todas as outras cepas, inclusive 

a cepa HCE124/13. A cepa LCS124/13 apresentou um perfil de disseminação 

semelhante à cepa HCE124/13 (Figura 15). Nossos resultados trazem à luz não 

apenas a importância da eficiência da transcrição de icsB, como também mostram 

pela primeira vez a importância da sequência de nucleotídeos deste gene, uma vez 

que mesmo a cepa HCE124/13, ou seja, complementada com icsB de EIEC em um 

plasmídeo de alto número de cópias, apresentou diferença no potencial de 

disseminação bacteriana em relação à cepa HCS124/13 (complementada com icsB 

de S. flexneri em um plasmídeo de alto número de cópias). Os dados obtidos no 

presente trabalho nos levam a propor que não só a quantidade, mas também a 

estrutura da proteína IcsB de EIEC contribuem para sua menor disseminação, 

observada por Moreno et al., 2009 e Santos 2012. 

 Sabe-se que o processo de disseminação bacteriana está envolvida na 

fisiopatologia da doença desencadeada por Shigella e EIEC, e leva a danos 

epiteliais devido à destruição celular (MORENO, A. C. R. et al., 2009;  PARSOT, 

2005). Desta forma, foi também avaliado a viabilidade das células HeLa durante uma 

cinética de disseminação/reinfecção entre as bactérias FBC124/13, SM124/13 e 

LCE124/13. O perfil de citotoxicidade de FBC124/13 e LCE124/13 foi dependente do 

tempo, ou seja, quanto maior o tempo de exposição da monocamada celular às 

bactérias, maior foi o dano causado. Os resultados para SM124/13 foi 

significativamente diferente a partir do tempo de duas horas, onde desencadeou 
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mais danos às células HeLa do que as cepas selvagem (FBC124/13) e LCE124/13 

(Figura 16). O ápice da morte celular (16,5%) induzida por SM124/13 foi a partir de 

duas horas pós-invasão, ao passo que para as demais cepas foi em quatro horas 

(10,5%). Estes resultados foram surpreendentes, pois esperava-se que 

independente do tempo de exposição, FBC124/13 provocaria mais danos às células 

HeLa do que SM124/13, já que esta apresentava-se em menor concentração no 

interior das células eucarióticas, e quando restabelecido o gene icsB na cepa 

mutante, LCE124/13 se apresentou de forma similar no comportamento da cepa 

selvagem (FBC124/13) (Figura 16). Diante desses resultados, analisamos a morte 

celular induzida por SM124/13 e observamos que esta cepa induziu 30% de morte 

celular por via independente de apoptose (Figura 18), sendo esta morte 

intensamente inflamatória, acompanhada de uma exacerbada produção das 

citocinas IL-6 e IL-8 (Figura 19).  

Ao se ter o aumento das interleucinas na infecção por SM124/13, pode-se 

sugerir um mecanismo de regulação da resposta inflamatória ainda desconhecido, 

mediado por icsB. De fato, não há dados na literatura que façam alguma correlação 

entre IcsB, IL-6, IL-8 e morte da célula eucariótica. Nossos dados mostram que a 

proteína IcsB é um importante fator de virulência que quando pouco expresso ou 

ausente, facilita o reconhecimento de EIEC pela célula hospedeira. Mais ainda, além 

de competir com Atg5 e camuflar a presença do patógeno intracelular, observou-se 

um papel que até o momento não tinha sido descrito. O IcsB em EIEC pode atuar na 

regulação da resposta inflamatória induzida em células HeLa, promovendo uma 

perturbação intensa na homeostase da célula hospedeira quando não expresso.	

 Já é conhecido que a autofagia também é uma rota alternativa para morte 

celular (LEFRANC et al., 2005) quando causada por patógenos (SHI et al., 2012). A 
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ativação exacerbada deste processo leva a desestruturação da homeostasia da 

célula hospedeira, levando-a a morte. As proteínas autofágicas podem estar 

relacionadas com a resposta imune inata e adaptativa, bem como as proteínas 

efetoras liberadas durante a infecção por patógenos (LEVINE, B.; MIZUSHIMA; 

VIRGIN, 2011).  

Na imunidade inata, há um sinergismo entre os receptores de reconhecimento 

padrão (PRR’s) e receptores de perigo para a detecção de agentes patogênicos. 

PRR’s, tais como os receptores toll-like (TLR’s), ligam-se aos chamados padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMP’s), que são ligantes microbianos 

evolutivamente conservados e essenciais para a viabilidade microbiana. Portanto, 

PRR’s podem detectar diretamente a presença de microrganismos. Receptores de 

perigo, como os inflamassomas, detectam a presença de microrganismos 

indiretamente através dos distúrbios sensoriais na homeostase da célula hospedeira, 

tipicamente causada por infecções, tais como a liberação citocinas, espécies 

reativas de oxigênio e alarminas (BOYLE; RANDOW, 2013). Estudos sobre 

autofagia relacionados à resposta imunológica na sinalização inflamatória tiveram 

um grande avanço, porém muitas dúvidas ainda precisam ser esclarecidas sobre 

esse mecanismo de autodefesa na imunidade celular (LEVINE, B. et al., 2011). 

Assim, ao ter como hipótese de que a cepa mutante em icsB está mais 

exposta ao reconhecimento pela célula hospedeira e, uma vez que a bactéria está 

dentro da célula há a ativação de sinais de perigo, como a ativação dos 

inflamassomas e/ou reconhecimento do processo autofágico. Iniciamos o estudo 

autofágico pelas análises das proteínas LC3/Atg8 e p62/SQSTM1. Na qual p62 é 

importante no reconhecimento de organelas e/ou proteínas a serem degradadas, e 

em alguns estudos foram vistos que podem reconhecer a bactéria no interior do 
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citoplasma (MURROW; DEBNATH, 2013). Assim, ela se liga diretamente à LC3/Atg8 

(presentes na membrana externa e interna do autofagossomo) através da região de 

interação, denominada por sequência de reconhecimento LC3 (LRS – LC3 

recognition sequence). Essa ligação da p62 com LC3 permite que os componentes 

sejam envoltos totalmente, formando assim o autofagossomo. Em seguida, a 

proteína Atg4 entra em ação clivando a LC3 citoplasmática que resulta em LC3-I, 

enquanto o complexo Atg3 e Atg7 lipidam LC3-I em LC3-II. Como LC3-II se liga ao 

autofagossomo, ele é usado como um marcador de autofagossomo (WINCHELL et 

al., 2016). Nossos resultados mostraram que em todas as cepas estudadas, 

incluindo Shigella, ocorreu a lipidação da proteína LC3-I para LC3-II, bem como a 

produção de p62 (Figura 20). A presença da proteína LC3 foi confirmada após 

infecção em células HeLa marcadas com GFP (Figura 21).  

 Estudos recentes têm revelado diferentes processos para a degradação do 

patógeno no interior de fagossomos (JO et al., 2013). Após a bactéria ser fagocitada, 

ao redor dela forma uma membrana celular, denominada fagossomo, este pode 

seguir vias distintas: (1) o fagossomo se funde diretamente com os lisossomos; (2) o 

fagossomo é sequestrado pelo autofagossomo, formando uma dupla membrana, 

seguido por fusão com os lisossomos e assim, ambas as vias degradam o invasor 

(BAUCKMAN et al., 2015;  WINCHELL et al., 2016) (Figura 25). Além, destas duas 

vias, há uma outra via, recentemente descoberta, denominada LAP (fagocitose 

associada a LC3), que consiste no recrutamento da LC3 diretamente no vacúolo 

recém formado, contendo a bactéria durante sua entrada na célula eucariótica 

(CAMPBELL-VALOIS et al., 2015), e em seguida se funde com lisossomos para 

ocorrer a degradação bacteriana.  
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Curiosamente, na macro autofagia, após degradação do autolisossomo a 

LC3-II do citosol é degradada e reciclada, voltando para a forma de LC3-I e 

reutilizada, enquanto LC3-II a partir do lado luminal é somente degradada (GLICK et 

al., 2010; BAUCKMAN et al., 2012), e ao contrário da macro autofagia, em LAP a 

LC3-II presente no citosol não é reciclada após a degradação da membrana celular 

formada pela fagocitose (CAMPBELL-VALOIS et al., 2015). 
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Figura 25. Modelo representativo de múltiplas vias de degradação bacteriana (BAUCKMAN et 

al., 2015). 

 

Assim, em termos de patógenos intracelulares, é importante considerar que o 

aumento da LC3-II pode servir como uma pista falsa em estudos autofágicos. Uma 

série de estudos têm mostrado uma forma não-canônica da autofagia que pode 

ocorrer após a invasão de agentes patogênicos através da fagocitose (MOSTOWY; 

COSSART, 2012). Dessa forma, é importante elucidar a forma exata da xenofagia 
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para qualquer agente patogênico selecionado, onde é necessário o envolvimento 

autofagossomal, que pode ser confirmada ou excluída com base na participação das 

proteínas reguladoras a montante e a jusante da via (ver Tabela 1) ou através da 

sua visualização. Por isso, concluímos que para a confirmação do processo de 

xenofagia estar ativo no controle da infecção por EIEC, deveríamos observar o 

autofagossomo, que consiste na dupla membrana, através da microscopia eletrônica 

(CAMPBELL-VALOIS et al., 2015).  

Ao visualizar as imagens, a cepa mutante em icsB (SM124/13) apresentou 

estar mais retida em membranas citoplasmáticas, porém não na forma de um 

autofagossomo, ou seja, envolta em uma dupla membrana (Figura 22). Neste caso, 

não podemos afirmar se é apenas uma única membrana ou a fusão do lisossomo 

com o autolisossomo. É importante notar que é difícil distinguir visualmente, o 

lisossomo do autolisossomo, pois ambos ficam muito densos - coloração escura - e 

parecem ser uma única membrana (BAUCKMAN et al., 2015). Para facilitar a 

distinção, a análise dos vacúolos ácidos formados pelos autolisossomos devem ser 

avaliados, devido a interação com os lisossomos.  

Já ao observar as imagens da cepa HCE124/13, estas apresentaram-se, em 

sua maioria, livres no citoplasma, porém outras, aparentemente, estavam com uma 

parte do seu corpo envolto por uma simples membrana e outra parte livre, desta 

forma, não podemos afirmar, se a bactéria estava ‘escapando’ do envolto 

membranar ou se estava no processo de fechamento da membrana ao seu redor 

(Figura 22). Neste caso, novos estudos devem ser realizados para se avaliar a 

cinética da formação do autofagossomo para permitir a detecção desde o início da 

formação do autofagossomo, autofagossomo com sua dupla membrana e por último, 

a chegada dos lisossomos até o autofagossomo, na qual ocorre a fusão entre eles 
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formando o autolisossomo (BAUCKMAN et al., 2015). 

Em estudos com Shigella flexneri, o recrutamento de LC3 restringe a LAP 

e/ou na marcação dos restos de membrana, causados após a ruptura do vacúolo, no 

inicio da infecção (BAXT; GOLDBERG, 2014). Anteriormente, alguns autores 

acreditavam que Shigella escapava do processo autofágico, porém o processo 

autofágico LC3-dependente dava suporte na limpeza dos restos de membrana 

encontrados, após ruptura do vacúolo causada pela bactéria, após ser fagocitada 

pela célula (DUPONT, N. et al., 2009). Recentemente, outros autores indicam que o 

recrutamento de LC3 é exclusivamente ao redor do vacúolo formado durante a 

entrada da bactéria no inicio da infecção, bem como na passagem de uma célula a 

outra, e nunca ao redor da bactéria que está livre no citoplasma (CAMPBELL-

VALOIS et al., 2015). Desta forma, temos como hipótese que na infecção por EIEC, 

as células eucarióticas reconhecem o invasor já no inicio da infecção, devido a 

presença de LC3, sendo mais fácil para controlá-la, já que seu mecanismo de 

disseminação é menos eficaz do que Shigella, tornando sua doença mais branda. 

Como ferramenta de análise da expressão gênica, a tecnologia dos micro 

arranjos de DNA permite a investigação de milhares de transcritos de um célula 

(tecido), de maneira simultânea (MOREIRA-FILHO et al., 2015). Para corroborar 

com os resultados do processo autofágico, analisamos os genes ativos das células 

Caco-2 infectadas com EIEC e Shigella pela técnica de microarray, já que o 

microambiente da cultura celular é complexo, onde vários parâmetros devem ser 

levados em conta, tal como a resposta do hospedeiro frente à infecção bacteriana.  

Ao analisarmos os genes ativos das células Caco-2 infectadas com EIEC e 

Shigella, observamos que para cada grupo estudado, bem como para cada intervalo 

de tempo estudado entre os grupos, encontramos uma formação de redes muito 
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distintas. Esses dados nos mostram que a resposta da célula hospedeira frente a 

uma infecção por EIEC ou Shigella é modulada de forma distinta. Os genes que 

transcrevem as proteínas LC3 e p62, em cada tempo analisado, se apresentaram 

em graus diferentes de importância (Figura 23). Por exemplo, nas células Caco-2 

infectadas por EIEC, no intervalo de 0 hora, o gene que transcreve a proteína p62 

tem um grau de ligação menor do que no intervalo de 2 horas. No tempo de 2 horas 

ele se torna um gene Hub, ou seja, gene que além de possuir mais ligações com 

outros genes, é também crucial na estruturação da rede (BANDO et al., 2010;  

MOREIRA-FILHO et al., 2015). Tais resultados, corroboram com a importância de 

uma sequência elaborada de tempo para avaliar o comportamento de cada proteína 

estudada. 

Ao dar importância aos genes autofágicos (atg), vimos que em todos os 

grupos analisados, obtivemos um grau de ligação com outros genes transcritos na 

rede, sendo que quanto mais ligação o gene tiver, mais importante se apresenta na 

rede (Figura 24). O grupo de Caco-2 infectada por EIEC, apresentou mais ligações 

gênicas, mostrando a importância dos genes autofágicos na infecção por EIEC. 

Os genes autofágicos presentes na rede de interação após infecção por EIEC 

foram, atg16L1, atg16L2, atg13, atg12, atg5J2, atg7, atg5, atg4A, atg4B, atg4D, atg3 

e atg2A. De modo interessante, ao saber a função de cada proteína, proveniente de 

cada gene citado, percebemos a importância dessas proteínas em diferentes partes 

do processo autofágico. Por exemplo, a proteína Atg13 participa na etapa de 

nucleação e inicio da formação do autofagossomo, já a proteína Atg16L1 interage 

com Atg5 e Atg12, e esse complexo participa na etapa de elongação do 

autofagossomo, assim como as proteínas Atg4 (A-D) na fase de isolamento e 

oclusão completa do autofagossomo (LEVINE, B. et al., 2011).  
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 Dentre esses genes, o atg5 nos chama atenção, pois no intervalo de 2 horas 

na infecção por EIEC, apresentou mais ligações com outros genes, tornando-o 

importante na rede de interação. Sabendo da importância desse gene na ativação 

do processo autofágico (OGAWA et al., 2005), tais resultados corroborariam com a 

hipótese de que a infecção por EIEC seria controlada com mais facilidade pelo 

processo autofágico das células hospedeira.  

Assim, podemos dizer que a autofagia desempenha um papel importante na 

homeostase celular, em resposta a invasão por patógenos, sendo fundamental para 

a resposta imune inata como na adaptativa. O presente estudo concentrou em um 

dos principais mecanismos moleculares de eliminação de patógenos invasores por 

células epiteliais, a autofagia. Como na estratégia desenvolvida pela bactéria para 

escapar deste processo. Os dados demonstram que a presença das proteínas 

autofágicas na infecção por EIEC podem estar relacionadas na resposta autofágica 

não canônica.  

 A autofagia não-canônica é um conceito novo e em desenvolvimento. Seu 

mecanismo não requer todas as proteínas de Atg ou a necessidade da formação da 

dupla membrana, para que o processo de degradação ocorra, e isso é 

potencialmente favorável em alguns casos de infecção (MOSTOWY; COSSART, 

2012). Porém, na infecção por EIEC esse mecanismo foi favorável para controlar a 

infecção, tornando-a mais branda e auto limitante. 
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• A proteína IcsB é um importante fator de virulência que quando pouco 

expresso ou ausente, facilita o reconhecimento de EIEC pela célula hospedeira;	

• IcsB, além de competir com Atg5 e camuflar a presença do patógeno 

intracelular, apresenta um papel inédito na regulação da resposta inflamatória 

induzida em células HeLa. A ausência de IcsB em EIEC promove uma perturbação 

intensa na homeostase da célula hospedeira;	

• A molécula de IcsB de Shigella se mostrou mais eficiência na disseminação 

do que a cepa de FBC124/13;	

• EIEC possivelmente ativa o processo autofágico de uma forma não canônica 

e, por ser facilmente reconhecida pela célula eucariótica, causa uma menor 

disseminação intracelular quando comparada à S. flexneri; 

• A resposta da célula hospedeira frente a uma infecção por EIEC ou Shigella é 

modulada de forma distinta.	
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Figura A: Mapa do plasmídeo pSPORT1 onde o fragmento de 1485 pb do gene icsB foi inserido 
(Invitrogen – REF. 18248-013). 

 

																																	  

Figura B: Mapa do plasmídeo comercial pGEMT-Easy contendo o sítio de EcoRI onde o fragmento 
de 548 pb (1485 pb) do gene icsB foi inserido, para posterior obtenção do inserto contendo em suas 
extremidades a marcação por esta enzima (Promega – REF. A1360). 
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Figura C: Mapa do vetor suicida pJP5603 onde o fragmento de 548 pb do gene icsB foi clonado para 
a obtenção do plasmídio recombinante PJP5603+icsB (PENFOLD e PEMBERTON, 1992). 

																																		 	

Figura D: Mapa do vetor suicida pJP5603 contendo o sítio de EcoRI onde o fragmento de 548 pb do 
gene icsB foi clonado para a obtenção do plasmídeo recombinante PJP5603+icsB (CHANG e 
COHEN, 1978). 

 

 

 

 


