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RESUMO 
 

MARTINS, F. H. Papel da proteína EspFU em Escherichia coli enteropatogênica 
atípica. 2017. 144 f. Tese (Doutorado em Microbiologial) - Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2017. 
 

Escherichia coli enteropatogênica atípica (aEPEC) é considerada um dos principais 
agentes etiológicos da diarreia em várias regiões do mundo. O mecanismo central 
da patogenicidade de aEPEC é a capacidade de induzir rearranjo do citoesqeueleto 
de actina, culminando em lesões attaching-effacing (A/E) no epitélio intestinal. Esta 
propriedade é desencadeada por proteínas codificadas pela ilha de patogenicidade 
locus of enterocyte effacement (LEE). No entanto, proteínas efetoras codificadas 
fora de LEE também podem contribuir para a virulência de aEPEC. Enquanto 
algumas cepas utilizam a via de fosforilação de Tir (Y-P) para induzir a formação de 
pedestais, outras cepas podem empregar o efetor não-LEE EspFU (TccP/TccP2) 
para uma eficiente polimerização de actina. Neste estudo foi avaliada a prevalência 
e produção de EspFU, como também o papel desempenhado por esta proteína na 
interação com células epiteliais e colonização intestinal, aspectos essenciais da 
patogênese de aEPEC. O gene espFU foi detectado em 45,8% das cepas de 
aEPEC, com uma predominância do alelo tccP2. A maioria das cepas apresentou o 
tir fosforilado (Y-P), sugerindo que possam utilizar diferentes mecanismos para a 
polimerização de actina. As cepas positivas para tccP e tccP2 foram 
significativamente associadas com os filogrupos E e B1, respectivamente. A 
produção de EspFU (TccP/TccP2) foi favorecida em DMEM e variou de cepa-a-cepa, 
independentemente dos genótipos e filogrupos. A deleção do gene espFU em uma 
cepa de aEPEC O55:H7 (BA320) resultou em menor aderência bacteriana e 
comprometeu a capacidade de induzir polimerização de actina em células HeLa 
após 6 h de infecção. Adicionalmente, o mutante em espFU apresentou uma menor 
eficiência na colonização intestinal em um modelo murino de infecção. A análise da 
cinética da formação de pedestais por aEPEC mostrou que, embora cepas 
expressando EspFU tenham sido mais aderentes e induziram polimerização de 
actina mais rapidamente em comparação à via de TirY-P, não foram observadas 
diferenças significativas no número de pedestais formados após 6 h. Os ensaios de 
qRT-PCR demonstraram que a adesão bacteriana e formação de pedestais mediada 
por EspFU regulou negativamente a expressão de LEE durante o curso da infecção. 
Além disso, a análise da resposta transcricional epitelial por RNA-seq revelou uma 
maior ativação de genes pró-inflamatórios (NF-κB, IL-6, IL-8, TNF, etc) em células 
infectadas por cepas expressando EspFU. Em contraste, a infecção pelo mutante 
em espFU resultou em uma forte supressão da resposta inflamatória, indicando a 
presença de mecanismos opostos de regulação da resposta imune em aEPEC. Em 
suma, a proteína EspFU é ampla e filogeneticamente distribuída em cepas de 
aEPEC, desempenha um importante papel na adesão bacteriana e colonização 
intestinal, e pode contribuir direta ou indiretamente para a indução de resposta 
inflamatória. 
 

Palavras-chave: Escherichia coli. Patogenicidade. Proteína efetora. Transcriptoma. 
Inflamação.  



ABSTRACT 
 

MARTINS, F. H. Role of EspFU protein in atypical enteropathogenic Escherichia 
coli . 2017. 144 p. Ph. D. thesis (Microbiology) - Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2017. 
 
Atypical enteropathogenic Escherichia coli (aEPEC) is one of the most important 
pathogens causing diarrhea disease worldwide. The hallmark of aEPEC 
pathogenesis is the ability to manipulate the host actin cytoskeleton, culminating in 
attaching and effacing (A/E) lesions on intestinal epithelium, a property triggered by 
proteins encoded on a pathogenicity island called locus of enterocyte effacement 
(LEE). However, non-LEE encoded effectors could also contribute to the virulence of 
aEPEC strains. While some aEPEC require tyrosine phosphorylation (Y-P) of Tir to 
trigger actin assembling, certain strains whose Tir is not tyrosine phosphorylated 
utilize the non-LEE T3SS-translocated effector Tir-cytoskeleton coupling protein 
(TccP/TccP2, also named EspFU) for efficient actin polymerization. In the present 
study, we evaluated the prevalence, production, and functions played by the EspFU 
protein on important aspects of aEPEC pathogenesis, such as interaction with 
epithelial cells and intestinal colonization. The tccP and/or tccP2 genes were 
detected in 45.8% of the aEPEC strains, with a predominance of tccP2 allele. Most of 
these strains carried tirY-P, suggesting that can trigger actin polymerization using 
both Tir tyrosine phosphorylation and TccP/TccP2 pathways. aEPEC strains carrying 
tccP or tccP2 were significantly associated to phylogroups E and B1, respectively. 
We also observed a differential production of TccP/TccP2 among the strains, 
regardless genotypes and phylogeny. Deletion of espFU from aEPEC BA320 
(serotype O55:H7) significantly decreased bacterial adherence and impaired the 
ability to induce actin rearrangement in HeLa cells after 6 h of infection. Also, the 
espFU mutant showed lower colonization levels compared to the wild-type strain in a 
murine infection model. Analysis of the kinetics of pedestal formation showed that, 
even though EspFU-expressing strains were more adherent and induced actin 
rearrangement more rapidly than Tir-phosphorylated (TirY-P) producing aEPEC, no 
significant differences were observed regarding the pedestal numbers at 6 h 
postinfection. Importantly, bacterial adherence and pedestal formation driven by 
EspFU downregulated the LEE expression, and also induced changes in the 
epithelial transcriptional response, specifically by activating pro-inflammatory genes 
such as NF-κB, IL-6, IL-8 and TNFα. In summary, our data suggest that EspFU 
protein is wide and phylogenetically distributed among aEPEC strains, and plays an 
important role on bacterial attachment and intestinal colonization. Moreover, aEPEC 
could induce inflammation in an EspFU-dependent manner.  

 

 

Keywords: Escherichia coli. Pathogenesis. Effector protein. Transcriptome. 
Inflammation.  
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1  INTRODUÇÃO 

 

1.1 Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) 

 

 Bactérias patogênicas têm desenvolvido mecanismos complexos e 

sofisticados de virulência para manipular vias de sinalização do hospedeiro e, deste 

modo, estabelecer condições mais favoráveis para sua sobrevivência e colonização. 

Uma importante estratégia de infecção empregada por patógenos bacterianos é a 

produção de sistemas de secreção que translocam uma variedade de proteínas 

efetoras para a célula hospedeira (DEAN; KENNY, 2009). Uma vez translocados 

para a célula hospedeira, os efetores ligam-se especificamente a seus alvos 

celulares, possibilitando deste modo que, mesmo em baixas concentrações, possam 

desempenhar suas funções. Interessantemente, o mecanismo de ação de muitos 

efetores consiste em mimetizar proteínas do hospedeiro envolvidas em várias vias 

de sinalização, como a dinâmica do citoesqueleto, tráfego de membrana, 

transcrição, progressão do ciclo celular, transdução de sinal e ubiquitinação (HICKS; 

GALAN, 2013). 

 Um modelo extensivamente explorado de como patógenos podem utilizar a 

maquinaria da célula hospedeira em seu benefício é a modulação do citoesqueleto 

de actina promovido por Escherichia coli enteropatogênica (EPEC), uma das 

principais causas bacterianas de diarreia aguda e persistente em várias regiões do 

mundo, especialmente entre crianças menores de cinco anos de idade (HU; 

TORRES, 2015; LANATA et al., 2013). 

 Historicamente, o termo EPEC foi utilizado pela primeira vez para descrever 

cepas de E. coli pertencentes a certos sorogrupos que foram epidemiologicamente 

associadas com surtos de diarreia infantil entre os anos 1940 e 1950 na Europa e 

América do Norte (BRAY, 1945; NETER et al., 1955). A atual definição de EPEC 

refere-se a cepas diarreiogênicas de E. coli que induzem uma histopatologia no 

epitelio intestinal denominada lesão attaching and effacing (A/E) e não produzem 

toxinas Shiga (Stx), uma característica que as difere de E. coli enterohemorrágica 

(EHEC) (NATARO; KAPER, 1998). 

 Cepas de EPEC são divididas em típicas (tEPEC) e atípicas (aEPEC) com 

base na presença ou ausência do plasmídeo EPEC adherence fator (EAF), 

respectivamente (KAPER, 1996). Este plasmídeo codifica a fímbria Bundle-Forming 



20 
 

Pilus (BFP) (GIRÓN et al., 1991), que é responsável pela formação do padrão de 

adesão localizada (AL), um fenótipo característico de tEPEC (SCALETSKY et al., 

1984). Já aEPEC podem apresentar diferentes fenótipos de aderência, como adesão 

localizada-like (ALL), tido como o mais comum (TRABULSI; KELLER; GOMES, 

2002), além de adesão difusa (AD), adesão agregativa (AA), padrões indefenidos e 

cepas não-aderentes (NA) in vitro (ABE et al., 2009; DULGUER et al., 2003; GOMES 

et al., 2004; NUNES et al., 2003; ROBINS-BROWNE et al., 2004; SCALETSKY et 

al., 1999; SCALETSKY et al., 2010; VIEIRA et al., 2001).  

 Enquanto que as cepas de tEPEC geralmente pertencem a um conjunto bem 

estabelecido de sorogrupos (O55, O86, O111, O114, O119, O127 e O142), aEPEC 

estão distribuídas em uma grande diversidade de sorotipos (GOMES et al., 2016a; 

HERNANDES et al., 2009; INGLE et al., 2016a).  

Nos últimos anos, diversos estudos epidemiológicos demonstraram que 

aEPEC tem sido frequentemente detectada tanto em países industrializados quanto 

em desenvolvimento (GOMES et al., 2016b; HERNANDES et al., 2009; HU; 

TORRES, 2015; OCHOA et al., 2008; SAKKEJHA et al., 2013), sendo até mesmo 

descritos surtos de doença diarreica associados a este patotipo (PARK et al., 2014; 

VIEIRA et al., 2016). Já a prevalência de tEPEC diminuiu significativamente nestas 

regiões, com exceção de áreas sub-desenvolvidas, onde este patotipo parece ser 

ainda uma importante causa de diarreia infantil (IFEANYI et al., 2015; SANTONA et 

al., 2013; SINGH et al., 2017).  

Embora aEPEC seja mais comumente associada com diarreia aguda, casos 

de diarreia persistente (AFSET et al., 2004; NGUYEN et al., 2006) e até mesmo 

diarreia com sangue (BIELASZEWSKA et al., 2007) têm sido descritos. 

Diferentemente de tEPEC, quase que exclusivamente isoladas de humanos 

(TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002), cepas de aEPEC têm sido frequentemente 

detectadas em diferentes espécies de animais e seus ambientes (ÁLVAREZ-

SUARÉZ et al., 2016; BERALDO et al., 2014; BOLTON; ENNIS; McDOWELL, 2014; 

COMERY et al., 2013; MARTINS et al., 2013; MARTINS et al., 2016; MONAGHAN et 

al., 2013; MOURA et al., 2009; OTERO et al., 2013; SANCHES et al., 2017; 

WATSON et al., 2017), bem como em alimentos (ALONSO et al., 2016; GONZÁLEZ 

et al., 2017; ZHANG et al., 2016). 

Cepas de aEPEC podem apresentar um repertório de virulência bastante 

heterogêneo, especialmente devido à plasticidade de seus genomas que permitem a 
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aquisição de genes de virulência derivados de outros patotipos de E. coli 

diarreiogênicas ou que causam doenças extra-intestinas (ExPEC) (BANDO et al., 

2009; HERNANDES et al., 2009). Deste modo, aEPEC pode carregar genes que 

codificam adesinas fimbriais e afimbriais (AFSET et al., 2006; GOMES et al., 2011; 

HERNANDES et al., 2011; SCALETSKY et al., 2009), enterotoxinas (DUTTA et al., 

2015; HAZEN et al., 2017a; SILVA et al., 2014), hemolisinas (MAGALHÃES et al., 

2011; MURASE et al., 2012; PIAZZA et al., 2013) e uma série de proteínas 

autotransportadoras (ABREU et al., 2013; ABREU et al., 2016; RUIZ et al., 2014). 

Adicionalmente, algumas cepas apresentam a capacidade de invadir células 

epiteliais (PACHECO et al., 2014) ou formar biofilmes em superfícies abióticas 

(CULLER et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2014). 

 

1.2 Lesão A/E e locus of enterocyte effacement (LEE) 

 

 O mecanismo central da patogenicidade de EPEC, tanto típicas quanto 

atípicas, é a habilidade de utilizar proteínas efetoras para a subversão de vias de 

sinalização na célula hospedeira, especialmente aquelas relacionadas à dinâmica do 

citoesqueleto de actina, o que permite a adesão aos enterócitos e colonização do 

trato intestinal por estas bactérias (FRANKEL; PHILLIPS, 2008). A reorganização do 

citoesqueleto promovido por aEPEC resulta em lesões histopatológicas 

denominadas attaching and effacing (A/E) (Figura 1), caracterizadas pela destruição 

das microvilosidades, polimerização dos filamentos de actina e formação de 

estruturas semelhantes a pedestais, sobre as quais as bactérias permanecem 

intimamente aderidas (MOON et al., 1983). A capacidade de causar lesões A/E in 

vitro pode ser verificada pelo teste de FAS (fluorescent actin staining), que detecta o 

acúmulo de actina polimerizada nos sítios de adesão bacteriana (KNUTTON et al., 

1989). 
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Figura 1 – Lesão histopatológica attaching and effacing (A/E). 

 

(A) Fotomicrografia eletrônica de varredura e (B) eletrônica de transmissão dos pedestais induzidos 
sob as bactérias aderidas (seta branca) e do apagamento das microvilosidades intestinais (seta 
preta). Fonte: WONG et al. (2011). 

 

A capacidade em promover lesões A/E no epitélio intestinal é crítica para a 

patogênese de EPEC, estando este fenótipo associado à expressão de genes 

contidos em uma ilha de patogenicidade (PAI) cromossômica conhecida como locus 

of enterocyte effacement, ou região LEE (MCDANIEL et al., 1995). A regulação da 

expressão de LEE é um processo complexo que envolve condições ambientais, 

quorum sensing, além de uma rede de fatores transcricionais e pós-transcricionais 

(BHATT et al., 2016; FRANZIN; SIRCILI, 2015). 

A região LEE é composta por pelo menos 41 genes, divididos em sete 

operons (Figura 2): LEE1, LEE2, LEE3, LEE4, LEE5, LEE6 e LEE7 (GAYTÁN et al., 

2016; MELLIES et al., 1999; SÁNCHEZ-SANMARTIN et al., 2001; YERUSHALMI et 

al., 2014). De um modo geral, os operons LEE1, LEE2 e LEE3 codificam os 

componentes de um sistema de secreção do tipo III (SST3), além do regulador Ler 

(LEE-encoded regulator), que controla a expressão dos demais operons de LEE e 

alguns genes contidos fora dessa região (ELLIOTT et al., 2000; MELLIES et al., 

1999). LEE4 codifica as proteínas secretadas EspA, EspB, EspD e EspF, entre 

outras (ELLIOTT et al., 1998). LEE5 codifica a proteína de membrana externa 

intimina e seu receptor translocado Tir (DONNENBERG; YU; KAPER, 1993; JERSE; 

KAPER, 1991; KENNY et al., 1997a). Intimina desempenha um importante papel na 

adesão íntima à célula epitelial (KENNY et al., 1997a) e diferentes subtipos desta 

adesina têm sido descritos em aEPEC (FRANCO et al., 2012; XU et al., 2016). LEE6 
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contém os genes espG e orf1 (DENG et al., 2001) e LEE7 codifica os reguladores 

GrlA (global regulator of LEE-activator) e GrlR (global regulator of LEE-regulator) 

(DENG et al., 2004). 

 

Figura 2 - Estrutura genética da ilha de patogenicidade locus of enterocyte effament 
(LEE) de EPEC. 

 
Fonte: GAYTÁN et al. (2016). 

 

O SST3 de EPEC, ou injetossomo, é formado por mais de 20 proteínas 

(Figura 3) que, de um modo geral, compõe o complexo fornecedor de energia com 

atividade de ATPase (EscN, EscL e EscO), o corpo basal (EscC, EscR, EscS, EscT, 

EscU, EscV e EscJ), a agulha EscF onde ocorre a polimerização dos filamentos de 

EspA, formando um canal para a secreção de proteínas, além de EspB e EspD, que 

formam o poro translocador (GAYTÁN et al., 2016). 

Análises filogenômicas demonstraram que EPEC compreende diversas 

linhagens clonais, as quais têm evoluído em múltiplas ocasiões por meio da 

aquisição de diferentes subtipos de LEE e efetores (HAZEN et al., 2013; INGLE et 

al., 2016b). O repertório de efetores de EPEC é composto por cerca de 20 a 30 

proteínas (DEAN; KENNY, 2009), algumas codificadas por LEE (EspF, EspG, EspH, 

EspZ, Map e Tir) e outras cujos genes não estão contidos nesta região (Non-Lee 

encoded effectors), como Cif, EspJ, EspM, EspT, NleA, NleB, NleC, NleD, NleE, 

NleF, NleG e NleH (GOMES et al., 2016b; PEARSON et al., 2016; SALVADOR et al., 

2014; WONG et al., 2011; XU et al., 2017). Interessantemente, a maioria destas 

proteínas está envolvida na modulação da resposta imune por patógenos A/E 

(SANTOS; FINLAY, 2015; PEARSON; HARTLAND, 2014; PEARSON et al., 2016). 
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Figura 3 – Representação esquemática do sistema de secreção do tipo III de 
patógenos A/E. 

 

O SST3 é dividido em três partes: componentes citoplasmáticos, corpo basal e apêndice extracelular 
(agulha, filamento e poro translocador). Fonte: GAYTÁN et al. (2016). 
 

  

1.3 Modulação da resposta imune por EPEC 

 

A infecção por patógenos A/E geralmente resulta na ativação de uma 

resposta inflamatória decorrente do reconhecimento de produtos microbianos, como 

flagelina (KHAN et al., 2008; SAMPAIO et al., 2009; SCHULLER et al., 2009) ou 

SST3 (LITVAK et al., 2017), pelos receptores de superfície e intracelulares e até 

mesmo como resultado da adesão íntima (SALAZAR-GONZALEZ; NAVARRO-

GARCIA, 2010). Consequentemente, ocorre a ativação do fator nuclear κB (NF-κB), 

desencadeando a sinalização para a produção de citocinas pró-inflamatórias como 

IL-8, IL-6, TNF-α e IL-1β, que culmina na infiltração de neutrófilos (NEURATH et al., 

1998). 
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No entanto, a infecção por EPEC induz pouca inflamação quando comparada 

a outros enteropatógenos como Salmonella e Shigella (RUCHAUD-SPARAGANO; 

MARESCA; KENNY, 2007), indicando a presença de uma resposta atenuante. De 

fato, diversos estudos têm demonstrado que a ativação de NF-κB é diminuída 

durante o curso da infecção (NOBE et al., 2009; RUCHAUD-SPARAGANO; 

MARESCA; KENNY, 2007; SAVKOVIC et al., 1997; SHARMA et al., 2006). Estudos 

posteriores reportaram que a atividade anti-inflamatória era dependente de um SST3 

funcional (HAUF; CHARKRABORTY, 2003) e da translocação de efetores para a 

célula hospedeira, especialmente aqueles codificados fora de LEE, que podem atuar 

em diferentes etapas da resposta inflamatória (Figura 4) (BARUCH et al., 2011; 

MUHLEN et al., 2011; NADLER et al., 2010; NEWTON et al., 2010; PEARSON et al., 

2011; PEARSON; HARTLAND, 2014; PEARSON et al., 2016; VOSSENKAMPER et 

al., 2010). Estes efetores não-LEE são altamente conservados entre os patógenos 

A/E e geralmente codificados por profagos ou ilhas de patogenicidade, sugerindo 

que a aquisição destes elementos foi necessária em algum ponto da evolução para 

atenuar a resposta inflamatória ativada pela interação com a célula hospedeira. De 

fato, uma cepa de EPEC E2348/69 mutante em duas ilhas genômicas (PP4 e IE6) 

que codificam sete efetores, induziu uma maior resposta inflamatória que a cepa 

selvagem (NEWTON et al., 2010; PEARSON et al., 2011). Em conjunto, estes 

estudos indicam que a inflamação produzida por EPEC resultaria do balanço entre 

as respostas pró- e anti-inflamatórias (SHARMA et al., 2006). 

Além da inflamação, os efetores translocados por EPEC também podem 

modular as vias de sinalização de morte celular (GIOGHA et al., 2014). Estes 

efetores atuam em conjunto, em diferentes pontos da via, para prevenir a apoptose e 

promover a sobrevivência da célula hospedeira a fim de manter o nicho de infecção 

(PEARSON et al., 2016). 
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Figura 4 – Papel dos efetores de EPEC na modulação da inflamação e apoptose. 

 

Fonte: PEARSON et al. (2016). 

 

1.4 Mecanismos de indução da polimerização de actina por patógenos A/E 

 

Tem sido proposto que a formação de lesões A/E ocorre em quatro estágios 

distintos: interação inicial com a célula hospedeira, translocação de efetores pelo 

SST3, adesão íntima mediada pela ligação Tir-intimina e rearranjo do citoesqueleto 

com formação de pedestal (CLARKE et al., 2003). Consequentemente, há uma 

expressão coordenada dos genes envolvidos nos diferentes estágios deste processo 

(LEVERTON; KAPER, 2005). Como exemplo, a montagem do SST3 e translocação 

de efetores obedece a uma ordem hierárquica e temporal durante o curso da 

infecção (KATSOWICH et al., 2017; MILLS et al., 2008; MILLS et al., 2013; 

SHAULOV et al., 2017; YERUSHALMI et al., 2014). A presença ou ausência de 

pEAF também pode ser correlacionada com diferenças na cinética da formação de 

lesões A/E (BUERIS et al., 2015).  

 

1.4.1 Fosforilação de Tir (via Nck) 

 

 Embora seja um efetor absolutamente requerido para a formação de 

pedestais, o Tir das cepas canônicas de EPEC (E2348/69) e EHEC (EDL933) 
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apresentam apenas 40% de similaridade em seus domínios carboxi-terminais e são, 

portanto, funcionalmente distintos, o que reflete os diferentes mecanimos 

moleculares empregados por estes patógenos para promover o fenótipo A/E (DE 

VINNEY et al., 2001). Após translocação e inserção na membrana citoplasmática, o 

Tir de EPEC é fosforilado por quinases celulares no resíduo de tirosina (Y) 474, 

localizado dentro de um polipeptídeo de 12 aminoácidos presente no domínio 

carboxi-terminal desta proteína (CAMPELLONE et al., 2002; KENNY, 1999). Em 

isolados clínicos, a posição deste resíduo de tirosina pode ser sutilmente modificada 

devido a pequenas inserções ou deleções. A fosforilação de Y474 propicia a ligação 

do motivo consenso YPPDEP/D/V com o domínio SH2 (Src homology 2)  da proteína 

adaptadora Nck (non-catalytic region of tyrosine kinase), que por sua vez utiliza seus 

domínios SH3 (Src homology 3) para ligar aos resíduos ricos de prolina e ativar N-

WASP (Neural Wiskott-Aldrich syndrome protein). A ativação desta proteína estimula 

a polimerização de actina mediada pelo complexo Arp2/3 (actin-related protein), 

culminando na formação de pedestais sob os sítios de adesão bacteriana 

(CAMPELLONE et al., 2002). 

 

1.4.2 EspFU 

 

 Em contraste, o Tir de EHEC não possui um resíduo equivalente à tirosina 

474, não é fosforilado e, portanto, não se liga a Nck para iniciar a polimerização de 

actina (DE VINNEY et al., 1999; DE VINNEY et al., 2001). Além disso, o fato de que 

apenas a região LEE de EPEC poderia conferir o fenótipo A/E quando clonada em 

uma E. coli K-12 indicava que algum outro fator além de Tir era necessário para a 

formação de pedestais por EHEC (ELLIOTT et al., 1999). De fato, dois estudos 

independentes, conduzidos quase que simultaneamente, descreveram o elo que 

faltava entre Tir e a polimerização de actina em EHEC, uma proteína efetora 

codificada fora de LEE denominada EspFU (CAMPELLONE; ROBBINS; LEONG, 

2004; GARMENDIA et al., 2004). 

 O primeiro estudo baseou-se no fato que muitos determinantes de virulência 

são codificados por elementos genéticos móveis presentes em bactérias 

patogênicas e ausentes em comensais (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). A 

deleção de regiões especificas do genoma de EHEC EDL933 resultou na 

identificação da ORF Z3072 (PERNA et al., 2001) contida no profago CP-933U 
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(Figura 5A), que foi associada com polimerização de actina. Estes autores a 

identificaram como espFU, devido à similaridade com a proteína EspF 

(CAMPELLONE; ROBBINS; LEONG, 2004). O segundo estudo utilizou dados de 

transcriptoma, onde a expressão da ORF Z3072 foi reprimida durante o curso da 

infecção por EHEC EDL933, assim como eae e tir, indicando um possível papel na 

patogênese (DAHAN et al., 2004). Análises funcionais de Z3072 confirmou o papel 

da proteína correspondente, denominada TccP (Tir-cytoskeleton coupling protein), 

na formação de pedestais (GARMENDIA et al., 2004). Deste modo, EspFU e TccP 

correspondem a duas diferentes nomenclaturas para a mesma proteína. Em EHEC, 

a expressão de espFU é regulada pelo sistema de dois-componentes QseEF 

(READING et al., 2007) e de maneira pós-transcricional pelos small RNAs (sRNAs) 

GlmY e GlmZ (GRUBER; SPERANDIO, 2014). 

 EspFU é composta por uma região amino-terminal que promove sua 

translocação para a célula hospedeira via SST3 (GARMENDIA et al., 2006), seguida 

por seis quase idênticos resíduos conservados de 47 aminoácidos, ricos em prolina, 

que se repetem pela sequência da proteína. Diferentemente de Nck, EspFU não 

liga-se diretamente a Tir; a ligação entre estes efetores é mediada por proteínas da 

família I-BAR, como IRSp53 (Insulin receptor substrate protein of 53 kDa) e IRTKS 

(Insulin receptor tyrosine kinase substrate) (VINGADASSALOM et al., 2009; WEISS 

et al., 2009). A porção carboxi-terminal dos resíduos repetitivos ricos em prolina 

(PRRs) de EspFU liga-se ao domínio SH3 de IRSp53 e IRTKS (Figura 5B), que por 

sua vez ligam-se ao motivo conservado asparagina-prolina-tirosina (NPY458) da 

região carboxi-terminal de Tir (VINGADASSALOM et al., 2009; WEISS et al., 2009). 

O motivo NPY, assim como Y474, encontra-se dentro de um polipeptídeo de 12 

aminoácidos, indicando que estas pequenas regiões contêm a informação 

necessária para a formação de pedestais por EPEC e EHEC, respectivamente 

(ALLEN-VERCOE et al., 2006; CAMPELLONE et al., 2002). A interação entre EspFU 

e as proteínas I-BAR recruta N-WASP, a qual se liga à porção amino-terminal dos 

resíduos repetidos de EspFU, promovendo sua ativação, que por sua vez recruta e 

ativa o complexo Arp2/3, culminando na polimerização local de actina 

(CAMPELLONE; ROBBINS; LEONG, 2004). 

Interessantemente, EspFU desempenha suas funções por mimetizar 

ativadores endógenos, competindo pelos sítios de ligação. Especificamente, EspFU 

liga-se com maior afinidade ao domínio SH3 de IRTKS do que seus ligantes naturais 
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devido à presença de um resíduo de triptofano entre as repetições em sequência 

PxxP (AITIO et al., 2012). Similarmente, EspFU desativa o estado autoinibitório de 

N-WASP ao se ligar com maior afinidade ao domínio GBD (GTPase-binding) desta 

proteína em relação a ativadores endógenos como Cdc42 (cell division control) 

(CHENG et al., 2008). Outra característica importante da atividade de EspFU é a 

multivalência (Figura 5B e C).  A presença do domínio amino-terminal e dois PRRs 

são suficientes para EspFU desencadear polimerização de actina (GARMENDIA et 

al., 2005). No entanto, um maior número de PRRs é correlacionado com uma 

atividade potencializada (SALLEE et al., 2008). Portanto, o fato de EspFU 

apresentar múltiplos PRRs indica que pode se ligar a vários dominios GBD de N-

WASP, potencializando o sinal e culminando em maior ativação do complexo Arp2/3 

(CAMPELLONE et al., 2008; SALLEE et al., 2008). 

 

Figura 5 – Papel de EspFU na polimerização de actina. 

 

(A) Os genes que codificam EspFU (TccP/TccP2) em EHEC (EDL933) estão contidos na extremidade 
5’ e 3’ dos profagos CP-933U e CP-933M. (B) Após translocação para a célula hospedeira, a 
interação de EspFU com IRTKS/IRSp53 e N-WASP desencadeia a polimerização de actina mediada 
pelo complexo Arp2/3. A multivalência de EspFU resulta na ativação de muitas moléculas de N-
WASP e potencialização do sinal. (C) Representação de um resíduo repetitivo rico em prolina. As 
regiões destacadas representam os sítios de ligação à N-WASP e ao domínio SH3 de IRTKS/IRSp53. 
Fonte: GARMENDIA et al. (2004); CAMPELLONE (2010). 
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 Recentemente, foi mostrado que EspFU pode contribuir para a expansão da 

bactéria pelo epitélio (Figura 6), em um mecanismo de motilidade mediado por 

actina (VELLE; CAMPELLONE, 2017). De acordo com esse modelo, as bactérias 

aderidas utilizariam os pedestais para o deslocamento até uma célula vizinha, 

translocando efetores, promovendo a polimerização de um segundo pedestal e, 

desta forma, expandindo a área de colonização, mantendo-se intimamente aderida 

ao epitelio. Outra atividade também atribuída a EspFU é a capacidade de romper a 

barreira trans epitelial de células polarizadas, muito devidamente à similaridade com 

EspF (VISWANATHAN et al., 2004).  

 

Figura 6 – Transmissão célula-a-célula mediada por EspFU. 

 

Após a adesão inicial (1), patógenos AE translocam uma sérei de efetores (2), dentre os quais 
EspFU, que resulta na formação de pedestais (3). Por meio da motilidade mediada por actina, o 
patógeno pode atingir uma célula vizinha, translocando novamente efetores (4) e formando um novo 
pedestal (5), após o qual ocorre a multiplicação (6) e separação das bactérias (7). Fonte: VELLE e 
CAMPELLONE (2017). 
 

 As cepas EHEC O157:H7 EDL933 e Sakai também apresentam um 

pseudogene (Z1385 e ECs2715, respectivamente) contido no profago CP-933M/Sp4 

(Figura 5A), que apresenta uma deleção na posição 28, tornando-o inativo. 

Interessantemente, formas intactas deste gene foram encontradas em cepas de 

EHEC O157 que não fermentam sorbitol (OGURA et al., 2007). A proteína 

correspondente apresentou uma porção amino-terminal com 80 aminoácidos 69,5% 

similar ao respectivo domínio de EspFU, além de PRRs praticamente idênticos. 

Análises funcionais demonstraram que essa proteína, denominada EspFM ou 
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TccP2, também foi translocada via SST3 para a célula hospedeira e induziu a 

polimerização de actina em células epiteliais (OGURA et al., 2007). 

 Posteriormente, os genes espFU/tccP e tccP2 foram detectados em outras 

cepas de E. coli formadoras de lesões A/E (AEEC) isoladas de humanos e animais, 

como EHEC não pertencente ao sorogrupo O157 e EPEC, típicas e atípicas, 

(GARMENDIA et al., 2005; OGURA et al., 2007; OOKA et al., 2007; WHALE et al., 

2006; WHALE et al., 2007). Estes genes apresentaram polimorfismos de tamanho, 

que correspondiam à presença de um número variável (2 a 9) de PRRs 

(GARMENDIA et al., 2005; OOKA et al., 2007). Interessantemente, os genes tccP e 

tccP2 foram associados com EPEC das linhagens 2 (WHALE et al., 2006) e 4 

(WHALE et al., 2007), respectivamente, sobretudo em cepas que apresentavam Tir 

contendo Y474 (similar ao de E2348/69), sugerindo a presença de mecanismos 

redundantes (Tir:NcK e Tir:EspFU) de polimerização de actina. No entanto, não é 

certo se a habilidade de utilizar ambos os mecanismos para formação de pedestais 

poderia conferir alguma vantagem competitiva para estas cepas de EPEC. 

 

1.4.3 Vias alternativas 

 

 Embora a fosforilação de TirY474 e EspFU sejam mecanismos mais potentes, 

cepas AEEC também podem empregar vias alternativas de polimerização de actina 

(Figura 7), porém menos eficientes (LAI et al., 2013). Os resíduos Y454 e Y458 são 

conservados em moléculas de Tir de EPEC e EHEC. A fosforilação destes resíduos 

pode iniciar a polimerização de actina independentemente de Nck, muito 

possivelmente mediado pela ligação de proteínas I-BAR ao receptor Tir, embora 

esse mecanismo não esteja completamente elucidado (BRADY et al., 2007; 

CAMPELLONE; LEONG, 2005). Isso sugere que a ocorrência de uma via comum de 

polimerização de actina, que foi potencializada durante a evolução pela aquisição do 

sítio contendo Y474 no Tir de EPEC e pelo profago codificando EspFU em EHEC. 

Essa via canônica poderia explicar o fato de uma cepa de aEPEC O125:H6, cujo Tir 

não é fosforilado e não expressa EspFU, ser capaz de induzir a formação de lesões 

A/E na mucosa intestinal (BAI et al., 2008). Um mecanismo independente de N-

WASP relacionado com a atividade multivalente dos resíduos repetitivos de EspFU 

também tem sido reportado (VINGADASSALOM et al., 2010). 

 



32 
 

Figura 7 – Diferentes vias para formação de lesões A/E. 

 
A fosforilação do resíduo de tirosina 474 de Tir é crítico para cepas de EPEC da linhagem 1 
(E2348/69) induzirem polimerização de actina mediante o recrutamento de Nck (1). Em EHEC O157, 
os resíduos NPY458 são necessários para o recrutamento de EspFU (2). As duas vias culminam na 
ativação de N-WASP e polimerização de actina mediada pelo complexo Arp2/3. O Tir de algumas 
cepas de EPEC e EHEC não-O157 contém ambos os resíduos, Y474 e NPY458, podendo gerar 
pedestais por ambas as vias. Outros mecanismos alternativos, independentes de Nck (a e b) e/ou N-
WASP (c) têm sido descritos. Fonte: LAI et al. (2013). 
 

Um estudo previamente conduzido por nosso grupo (ROCHA et al., 2011) 

demonstrou que a introdução de um plasmídeo expressando EspFU em uma aEPEC 

O88:H-, não aderente a células epiteliais in vitro, restabeleu a aderência e 

capacidade de induzir a polimerização de actina desta cepa. Esses dados 

interessantes indicaram uma possível participação de EspFU na adesão bacteriana, 

aspecto ainda pouco abordado na literatura, sobretudo em aEPEC. Além disso, a 

alta prevalência dos genes espFU em determinados grupos de aEPEC, em especial 

cepas pertencentes ao sorotipo O55:H7 (GARMENDIA et al., 2005), indica que 

EspFU poderia ser importante para a patogênese deste patotipo. Patógenos A/E 

podem induzir uma resposta transcricional muito divergente nas células hospedeiras 

(STEKEL et al., 2005), que pode ser associado às diferentes vias de polimerização 

de actina utilizadas. Deste modo, a comparação de cepas que utilizam diferentes 

mecanismos para promover o fenótipo A/E seria extremamente importante para 

melhor compreender a interação de aEPEC com a célula hospedeira. 

Diante do exposto, este estudo teve por interesse explorar o papel 

desempenhado pela proteína EspFU em aEPEC. 



33 
 

2  OBJETIVOS 

 

2.1  Gerais 

 

Analisar o papel desempenhado pela proteína EspFU (TccP/TccP2) em 

aspectos associadas à patogênese de aEPEC 

 

2.2  Específicos 

 

I. Determinar a distribuição dos genes tccP e tccP2; 

 

II. Analisar a produção das proteínas TccP e TccP2; 

 

III. Verificar a contribuição de EspFU na adesão, formação de pedestais e 

colonização intestinal; 

 

IV. Comparar os diferentes mecanismos utilizados por aEPEC para  indução da 

polimerização de actina; 

 

V. Analisar a resposta transcricional da célula hospedeira à infecção por aEPEC. 
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3  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1  Cepas bacterianas e plasmídeos 

 

As cepas bacterianas e os plasmídeos utilizados no presente estudo estão 

listados na Tabela 1. 

Tabela 1 - Características das cepas bacterianas e plasmídeos utilizados neste estudo. 

Cepas Descrição relevante Referência/fonte 

Coleção aEPEC (BA) 72 cepas isoladas de crianças com diarreia na Bahia ABE et al. (2009); BUERIS et al. (2007)  

BA320 Cepa selvagem aEPEC O55:H7 ABE et al. (2009); ROCHA et al. (2011) 

ΔespFU BA320 mutante em espFU Este estudo 

ΔespFU+pEspFU BA320 mutante em espFU + pEspFU Este estudo 

ΔespFU+vetor BA320 mutante em espFU + pmyc Este estudo 

ΔespFU+pTirY-P BA320 mutante em espFU + pTirY-P Este estudo 

ΔespFU+pTir BA320 mutante em espFU + pTir Este estudo 

Δtir BA320 mutante em tir Este estudo 

Δtir+pTirY-P BA320 mutante em tir + pTirY-P Este estudo 

Δtir+pTir BA320 mutante em tir + pTir Este estudo 

Δtir+vetor BA320 mutante em tir + pACYC184 Este estudo 

ΔΔespFU:tir BA320 duplo mutante em espFU e tir Este estudo 

ΔΔespFU:tir+pTirY-P BA320 duplo mutante em espFU e tir + pTirY-P Este estudo 

ΔΔespFU:tir+pTir BA320 duplo mutante em espFU e tir + pTir Este estudo 

ΔΔespFU:tir+vetor BA320 duplo mutante em espFU e tir + pACYC184 Este estudo 

ΔΔespFU:tir+pEspFU BA320 duplo mutante em espFU e tir + pEspFU Este estudo 

EDL933 Cepa selvagem EHEC O157:H7 WELLS et al. (1983) 

E2348/69 Cepa selvagem EPEC típica O127:H6 LEVINE et al. (1978) 

UMD872 E2348/69 mutante em espA KENNY et al. (1996) 

DH5α E. coli K-12 (propagação plasmidial) Stratagene 

BL21(DE3) E. coli B (produção heteróloga de proteínas) Novagen 

BL21(pETespFUBA320) Clone para produção heteróloga de EspFUBA320-His MARTINS et al. (2017) 

Plasmídeos 
  

pKD46 Expressa as recombinases do fago λ Red DATSENKO; WANNER (2000) 

pKD3 Contém o cassete de resistência a cloranfenicol DATSENKO; WANNER (2000) 

pKD4 Contém o cassete de resistência a kanamicina DATSENKO; WANNER (2000) 

pCP20 Expressa a enzima flipase (resolução da mutação) DATSENKO; WANNER (2000) 

pmyc Vetor de expressão contendo o epitopo Myc CAMPELLONE; ROBBING; LEONG, 2004 

pEspFU Gene espFU de BA320 no vetor pmyc Este estudo 

pKC471 Gene espFU de EDL933 no vetor pmyc CAMPELLONE; ROBBING; LEONG, 2004 

pACYC184 Vetor de expressão com baixo número de cópias CHANG; COHEN (1978) 

pEP23 (pTirY-P) Gene tir de E2348/69 no vetor pACYC184 DE VINNEY et al. (2001) 

pTir320 Gene tir de BA320 no vetor pACYC184 Este estudo 

pDP151 Expressa a proteína fluorescente mCherry GRUBER; SPERANDIO (2014) 

pGEM-T Easy Vetor de clonagem Promega 

pET28a(+) Vetor para produção heteróloga de proteínas Novagen 

pETespFUBA320 Gene espFU de BA320 no vetor pET28a(+) MARTINS et al. (2017) 
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Foram estudadas 72 cepas de aEPEC, previamente caracterizadas como 

pertencentes a este patotipo pela presença do gene eae, ausência dos genes stx e 

do plasmídeo EAF, além da falta de produção da fímbria BFP (ABE et al., 2009; 

BUERIS et al, 2007; NARA et al., 2009). Todas as cepas foram isoladas de crianças 

com diarreia durante um estudo epidemiológico realizado na cidade de Salvador 

(BA) (BUERIS et al., 2007). Os sorotipos, subtipos de intimina e propriedades de 

virulência destas cepas têm sido previamente determinados (ABE et al, 2009; 

ABREU et al., 2013; BUERIS et al, 2007; CULLER et al, 2014; ROCHA et al, 2011). 

Os cultivos bacterianos foram realizados rotineiramente a 37 ºC em meio 

Luria-Bertani (LB; Difco, Estados Unidos) ou meio de Eagle modificado por Dulbecco 

(DMEM) com baixa concentração de glicose (Cultilab, Brasil). Quando adequado, os 

meios foram suplementados com os antibióticos ampicilina (100 μg/mL), kanamicina 

(50 μg/mL), cloranfenicol (25 μg/mL) ou estreptomicina (100 μg/mL). Todos os 

estoques bacterianos foram mantidos a -20 ºC ou -80 ºC em meio LB acrescido de 

glicerol (20 a 40%). 

 

3.2  Reações em cadeia da polimerase (PCR) e eletroforese em gel de 
agarose 
 

As técnicas gerais de biologia molecular utilizadas neste estudo estão 

descritas em Sambrook et al. (1989) e Ausubel et al. (1987), exceto quando 

indicado. As reações de amplificação foram geralmente realizadas em termociclador 

Mastercycler Gradient (Eppendorf, Estados Unidos) ou ProFlex 3 x 32-well PCR 

System (Applied Biosystems, Estados Unidos), empregando-se 10 pmoles de cada 

oligonucleotídeo iniciador (listados na Tabela 2), 2 mM de cloreto de magnésio 

(Invitrogen, Estados Unidos), 200 nM de dNTPs (Invitrogen), 1 U de Taq DNA 

Polymerase Recombinant ou Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Invitrogen), 

tampão da enzima 1 X (Invitrogen) e água ultrapura estéril em um volume final de 25 

μL. Como DNA molde foram utilizados: 1) lisados bacterianos, obtidos a partir da 

fervura de uma suspensão de bactérias em água ultrapura estéril; 2) DNA genômico 

(gDNA) extraído com o kit illustra™ Bacteria Genomic Prep Mini Spin (GE 

Healthcare, Reino Unido), segundo as recomendações do fabricante; ou 3) colônias 

obtidas diretamente do crescimento bacteriano em placas de ágar LB (LBA). 
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Tabela 2 - Sequências dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados neste estudo. 

Iniciador Sequência Descrição relevante Referência/fonte 

tccP-F1 5’-ATGATTAACAATGTTTCTTCACTT-3’ 
Amplificação de tccP 

GARMENDIA et al. 
(2005) tccP-R1 5’-TCACGAGCGCTTAGATGTATTAATGCC-3’ 

tccP2-F 5’-ATGATAAATAGCATTAATTCTTT-3’ 
Amplificação de tccP2 OOKA et al. (2007) 

tccP-R 5’-TCACGAGCGCTTAGATGTATTAAT-3’ 
tirY474-F 5’-CATATTTATGATGAGGTCGCTC-3’ 

Tipagem de tir 
OGURA et al. 

(2007) 
tirS478-F 5’-TCTGTTCAGAATATGGGGAATA-3’ 
tir-R 5’-TAAAAGTTCAGATCTTGATGACAT-3’ 

chuA.1b 5’-ATGGTACCGGACGAACCAAC-3’ Quadruplex PCR (filogenia) 

CLERMONT et al. 
(2013) 

chuA.2 5’-TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3’ 
 

yjaA.1b 5’-CAAACGTGAAGTGTCAGGAG-3’ 
 

yjaA.2b 5’-AATGCGTTCCTCAACCTGTG-3’ 
 

TspE4C2.1b 5’-CACTATTCGTAAGGTCATCC-3’ 
 

TspE4C2.2b 5’-AGTTTATCGCTGCGGGTCGC-3’ 
 

AceK.f 5’-AACGCTATTCGCCAGCTTGC-3’ 
 

ArpA.1r 5’-TCTCCCCATACCGTACGCTA-3’ 
 

ArpAgpE.f 5’-GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC-3’ Distinção entre filogrupos D 
e E ArpAgpE.r 5’-GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG-3’ 

trpAgpC.1 5’-AGTTTTATGCCCAGTGCGAG-3’ Distinção entre filogrupos A 
e C trpAgpC.2 5’-TCTGCGCCGGTCACGCCC-3’ 

trpBA.f 5’-CGGCGATAAAGACATCTTCAC-3’ 
Controle interno 

trpBA.r 5’-GCAACGCGGCCTGGCGGAAG-3’ 

EspFucat-1 
5’-ATGATTAACAATGTTTCTTCACTTTTTCCAA 
CCGTCAACCGCAATATTACAGCTGTATATGTG
TAGGCTGGAGCTGCTTC-3’ 

Mutação de espFU Este estudo 

EspFucat-2 
5’-TCACGAGCGCTTAGATGTATTAATGCCATG 
CTCTGCAAGATGCTGCACCAGACGCTGAGCC
ATATGAATATCCTCCTTAG-3’ 

Tirkan-1 
5’-ATGCCTATTGGTAATCTTGGTCATAATCCC 
AATGTGAATAATTCAATTCCTCCTGCACCTGT
GTAGGCTGGAGCTGCTTC-3’ 

Mutação de tir Este estudo 

Tirkan-2 
5’-GGATCCCGGCGCTGGTGGGTTATTCGAAG 
TATTCACAGCGCTATTACTCCCCCCCGTTAAC
ATATGAATATCCTCCTTAG-3’ 

k2 5’-CGGTGCCCTGAATGAACTGC-3’ Amplificação do cassete de 
kanamicina (interno) 

DATSENKO; 
WANNER (2000) kt 5’-CGGCCACAGTCGATGAATCC-3’ 

EspFUNdeI-F 
5’-CCGGAATTCCATATGATTAACAATGTTTCTT 
CACTTTTTCC-3’ Clonagem/complementação 

de EspFU 

CAMPELLONE; 
ROBBINS; 

LEONG (2004) EspFUBamHI-R 
5’-CGCGGATCCCGAGCGCTTAGATGTATTAAT 
GCC-3’ 

Tir004+ 
5’-GGAAGATCTAGGAAAGGAGARATTTATGC 
CTATTGG-3’ 

Clonagem/complementação 
de Tir 

DE VINNEYet al. 
(2001) 

Tir005- 5’-CGGCCTGGATATATTTAGACGAAACG-3’ 
map-tir (F) 5’-GATAGAACAAGTCTCACAAG-3’ 

Sequenciamento de tir 

ROCHA et al. 
(2011) tir-cesT (R) 5’-TCATTAAATGAATATGATCC-3’ 

tirSeq-F 5’-TGGGATCTCGTGCGCTATTT-3’ 
Este estudo 

tirSeq-R 5’-GGAGGATGTTGAATGGTGCT-3’ 

(continua) 
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(continuação) 
   

Iniciador Sequência Descrição relevante Referência/fonte 

rpoA-F 5’-GTGACCCTTGAGCCTTTAGAG-3’ 

qRT-PCR Sperandio Lab 

rpoA-R 5’-ACACCATCAATCTCAACCTCG-3’ 
ler-F 5’-CGAGAGCAGGAAGTTCAAAGTG-3’ 
ler-R 5’-ACACCTTTCGATGAGTTCCG-3’ 
escC-F 5’-CTGAAGACAATGGCAAGTAATGG-3’ 
escC-R 5’-ACTGCATTAAGACGTGGATCAG-3’ 
escV-F 5’-GAGTGCAAAAGGAAAGCCAG-3’ 
escV-R 5’-ATGATACCAGCAATAGCGTCC-3’ 
espA-F 5’-AGCTATTTGAGGAACTCGGTG-3’ 
espA-R 5’-CATCTTTTGTGCCGTGGTTG-3’ 
eae-F 5’-TGGGATGTTCAACGGTAAGTC-3’ 
eae-R 5’-TTTAACCTCAGCCCCATCAC-3’ 

EAE-V3F 5- CATTGATCAGGATTTTTCTGGT 
Detecção do gene eae MORA et al. (2011) 

EAE-MBF 5- TCCAGAATAATATTGTTATACG 

M13/pUC-F 5’-GTTTTCCCAGTCACGAC-3’ Sequenciamento de  
clonagens em pGEM-T 

Promega 
M13/pUC-R 5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’ 
T7 promoter - F 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ Sequenciamento de  

clonagens em pET28a(+) 
Thermo Fisher Scientific 

T7 terminator - R 5’-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’ 

 

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 

(0,8%), corados com GelRed (Biotium, Estados Unidos) durante corrida eletroforética 

a 60 V em tampão TBE (Tris-borato 44,5 mM; acido etilenodiaminotetracetico [EDTA] 

1 mM) e posteriormente visualizados sob luz ultravioleta nos sistemas de captação 

de imagens Alliance 6.7 (UVItec Cambridge, Reino Unido) ou ChemiDoc Touch 

Imaging System (Bio-Rad, Estados Unidos). 

 

3.3  Pesquisa de espFU em aEPEC 

 

A presença do gene espFU entre as 72 cepas de aEPEC foi investigada por 

PCR, empregando-se os oligonucleotídeos iniciadores tccP-F1/tccP-R1 e tccP2-

F/tccP-R, conforme as condições previamente descritas (GARMENDIA et al., 2005; 

OOKA et al., 2007). Neste estudo, as nomenclaturas tccP e tccP2 são utilizadas 

como sinônimo de espFU e correspondem a dois alelos distintos deste gene. As 

cepas EHEC EDL933 e DH5α foram utilizadas como controle positivo e negativo, 

respectivamente. 

Produtos de PCR com tamanhos distintos e/ou amplificados de cepas do 

mesmo sorotipo foram purificados empregando-se o kit GFX PCR DNA and Band 

Purification (GE Healthcare), de acordo as instruções do fabricante, quantificados 

por espectrofotometria no comprimento de onda de 260 nm e sequenciados com 

auxílio dos respectivos iniciadores (Tabela 2). Todas as reações de sequenciamento 
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foram realizadas no Centro de Estudos do Genoma Humano (Instituto de 

Biociências, Universidade de São Paulo). As sequências obtidas foram analisadas 

com a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al., 

1990) e depositadas no banco de dados do National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) sob os seguintes números de acesso: KY070367 (tccP de 

aEPEC O55:H7 BA320), KY951967 (tccP de aEPEC O55:H7 BA467), KY951968 

(tccP de aEPEC O55:H7 BA1244), KY951973 (tccP de aEPEC O55:H7 BA4147), 

KY951970 (tccP de aEPEC ONT:H19 BA3800), KY951972 (tccP de aEPEC 

ONT:H19 BA3836), KY951966 (tccP2 de aEPEC ONT:H19 BA365), KY951969 

(tccP2 de aEPEC ONT:H19 BA3800) e KY951971 (tccP2 de aEPEC ONT:H19 

BA3836). A comparação entre as sequências foi realizada por alinhamento múltiplo 

com a ferramenta Clustal Omega (SIEVERS et al., 2011). 

 

3.4  Tipagem do gene tir 

 

A discriminação entre os tipos fosforilado (Y-P) e não-fosforilado (S) do gene 

tir das cepas espFU-positivas foi realizada por PCR de acordo com a metodologia 

descrita por Ogura et al. (2007). As cepas tEPEC E2348/69 e EHEC EDL933 foram 

utilizadas como controles positivos para tirY-P e tirS, respectivamente. 

 

3.5  Determinação dos grupos filogenéticos (filogrupos) 

 

Os filogrupos (A, B1, B2, C, D, E ou F) das cepas positivas para espFU foram 

determinados por PCR, de acordo com o esquema de classificação proposto por 

Clermont et al. (2013). 

 

3.6  Obtenção da proteína recombinante EspFU-His 

 

3.6.1  Clonagem de espFU no vetor de expressão pET28a(+) 

O gene espFU foi amplificado por PCR a partir do genoma da cepa BA320 

com os oligonucleotideos iniciadores EspFUNdeI-F/EspFUBamHI-R, conforme 

previamente descrito (CAMPELLONE; ROBBINS; LEONG, 2004). O produto de 

amplificação foi purificado após eletroforese em gel de agarose (0,8%) com o kit 

GFX PCR DNA and Band Purification (GE Healthcare), segundo as instruções do 
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fabricante. O fragmento purificado e o vetor de expressão pET28a(+) (Novagen, 

Estados Unidos) foram digeridos com as endonucleases NdeI e BamHI (Invitrogen) 

de acordo com as recomendações do fabricante. Após nova purificação dos 

fragmentos, foram determinadas as concentrações do inserto e do vetor por 

espectrofotometria a 260 nm. 

A reação de ligação inserto/vetor foi realizada em um volume final de 10 μL, 

empregando-se 30 ng de espFU, 10 ng de pET28a(+), 1 U de T4 DNA Ligase 

(Invitrogen), tampão da enzima 1 X e água ultrapura estéril, seguido por incubação à 

temperatura ambiente durante 1 h e a 4 ºC por mais 18 h. Os produtos de ligação 

foram então transformados em células competentes de E. coli DH5α por choque 

térmico (incubação em gelo por 30 min, 42 ºC por 2 min e novamente em gelo por 

mais 10 min). As células foram recuperadas em 1 mL de meio LB sem antibiótico a 

37 ºC por 1 h e, posteriormente, semeadas em placas de LBA suplementadas com 

kanamicina (50 μg/mL), que foram incubadas a 37 ºC por 18 h. Para confirmação 

dos clones recombinantes, colônias obtidas foram aleatoriamente selecionadas e 

utilizadas como DNA molde em reações de PCR para amplificação do gene espFU 

com os iniciadores tccP-F1/tccP-R1. O sucesso da ligação e obtenção de clones 

recombinantes foi confirmado em definitivo após a extração plasmidial com o kit 

PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega, Estados Unidos) das colônias 

positivas por PCR, seguido por análise de restrição com as enzimas NdeI e BamHI. 

O plasmídeo pETespFUBA320 foi então sequenciado empregando-se os iniciadores 

T7 promoter-F/T7 terminator-R. As sequências obtidas foram analisadas por BLAST 

e pela ferramenta ProtParam (GASTEIGER et al., 2005). 

 

3.6.2  Indução da produção de EspFU-His  

Para a produção de EspFU-His, o plasmídeo recombinante foi transformado 

em células competentes de E. coli BL21(DE3) por eletroporação com o sistema 

Gene Pulser II (Bio-Rad, Estados Unidos), empregando as seguintes condições: 2,5 

kV, 200 Ω e 25 μF. As células recuperadas foram semeadas em placas de LBA 

suplementadas com kanamicina (50 μg/mL) e incubadas a 37 ºC por 18 h. Clones de 

BL21(pETespFUBA320) foram então cultivados a 37 ºC em meio LB suplementado 

com kanamicina (50 μg/mL) até atingir a fase intermediária de crescimento 

exponencial (densidade óptica a 600 nm = 0,6 a 0,8). Nesse ponto a produção da 



40 
 

proteína heteróloga foi induzida pela adição de 0,2, 0,5 ou 1 mM de isopropil–β-D-

tiogalactosidase (IPTG), mantendo-se a incubação por mais 4 h a 37 ºC. Alíquotas 

dos cultivos bacterianos foram coletadas antes (pré) e após 4 h da adição de IPTG 

(pós-indução) para monitoramento da produção da proteína recombinante por 

immunoblot, conforme descrito a seguir. 

 

3.6.3  Purificação de EspFU-His por cromatografia de afinidade 

O volume total das culturas induzidas foi centrifugado a 10.000 rpm por 30 

min sob refrigeração de 4 ºC. Os sedimentos celulares foram ressuspensos em 

tampão de lise (Tris 100 mM, cloreto de sódio 500 mM, inibidor de protease fluoreto 

de fenilmetilsulfonil [PMSF] 1 mM, lisozima 50 μg/mL; pH 7,0). As suspensões foram 

sonicadas e as frações solúvel (citoplasmática) e insolúvel (corpúsculos de inclusão) 

separadas após centrifugação a 13.000 rpm por 40 min sob refrigeração. A fração 

insolúvel foi então ressuspensa em tampão de solubilização/ligação (Tris 100 mM, 

cloreto de sódio 500 mM, ureia 8 M, pH 7,0) e utilizada para purificação de 

EspFUBA320-His por cromatografia de afinidade ao níquel, empregando-se colunas 

His-Trap de 5 mL (GE Healthcare) no sistema de cromatografia líquida (HPLC) 

automatizado AKTAprime Plus (GE Healthcare). O material adsorvido à coluna foi 

eluído com o tampão de ligação acrescido de concentrações gradativas (0 a 1 M) de 

imidazol. Após a purificação, foi realizado o remodelamento (refolding) da proteína 

recombinante por meio da diálise contra tampão de ligação com concentrações 

diminutas (6, 4, 2, 1 e 0,5 M) ou sem ureia. A proteína purificada foi então 

quantificada e armazenada a -20 ºC ou -80 ºC. 

 

3.6.4  Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS-
PAGE) e imunodetecção da produção de EspFU-His 

A análise da proteína recombinante foi realizada durante todo o processo de 

expressão e purificação por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida com 

dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE), em condições redutoras e desnaturantes 

(LAEMMLI, 1970), seguido por coloração com Coomassie Blue (Bio-Rad). 

A detecção da proteína EspFU-His também foi realizada por immunoblot. 

Para tal, as frações proteicas resolvidas por SDS-PAGE foram transferidas para 

membranas de nitrocelulose (GE Healthcare) segundo a metodologia de Towbin et 

al. (1979), utilizando o aparato de transferência Trans-Blot SD Semi-Dry (Bio-Rad). 
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Após bloqueio por 2 h à temperatura ambiente com tampão salina fosfato (PBS) 

(cloreto de sódio 137 mM; cloreto de potássio 2,7 mM; fosfato de sódio dibasico 4,3 

mM; fosfato de potássio monobásico 1,5 mM) contendo 5% (m/v) de leite em pó 

desnatado, as membranas foram incubadas com anticorpos monoclonais anti-His 

(Sigma-Aldrich, Estados Unidos) diluídos 1:2.000 em solução de bloqueio durante 2 

h à temperatura ambiente sob constante agitação. As membranas foram lavadas 

três vezes com PBS/Tween 0,02% (PBS-T) e então incubadas por 1 h à temperatura 

ambiente sob constante agitação com anticorpos de cabra anti-IgG de camundongo 

conjugados à peroxidase (Sigma-Aldrich) diluídos 1:5.000 em solução de bloqueio. 

Após novo ciclo de lavagens, o ensaio foi revelado com 3-3'diamonibenzidina (DAB; 

Sigma-Aldrich) e peróxido de hidrogênio (H2O2). 

 

3.6.5  Análise de EspFU-His por espectrometria de massas (LC-MS/MS) 

Para confirmação de sua identidade, a banda correspondente à proteína 

recombinante EspFU-His foi excisada do gel de SDS-PAGE (12%) corado com 

Coomassie Blue e enviada ao Laboratório Especial de Toxinologia Aplicada (LETA) 

do Instituto Butantan, onde foi processada e analisada por espectrometria de 

massas (LC-MS/MS) no aparelho Pro Mass Spectrometer (GE Healthcare), sob 

coordenação da Dra. Solange Serrano. Os espectros de massas obtidos foram 

analisados por meio da ferramenta MASCOT (Matrix Science). 

 

3.7  Obtenção de soro policlonal anti-EspFU 

 

Todos os experimentos neste estudo foram aprovados pelas Comissões de 

Ética no Uso de Animais do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de 

São Paulo (Certificado 97/2015) e do Instituto Butantan (Protocolo 1393/15). 

Um coelho branco Nova Zelândia fêmea com aproximadamente 2,5 kg foi 

imunizado via intramuscular com 1 mL de solução contendo 100 μg da proteína 

recombinante EspFU-His e 2,5 mg do adjuvante hidróxido de alumínio, sendo duas 

doses de reforço administradas a cada quinze dias. Amostras de sangue foram 

coletadas pela veia auricular antes (pré-imune) e durante (hiperimune) o protocolo 

de imunização para análise da resposta do animal ao antígeno. Após 45 dias, foi 

realizada a sangria total por punção cardíaca após anestesia do animal com 

quetamina (50 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Para a obtenção do soro, o sangue foi 
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incubado a 37 ºC por 30 min para coagulação, seguido por centrifugação a 1.000 

rpm por 10 min a 4 ºC. A seguir, o soro foi incubado a 56 ºC por 1 h para a 

inativação de componentes que poderiam causar reações inespecíficas. 

O soro hiperimune também foi adsorvido contra extratos bacterianos de E. coli 

BL21(DE3) e E2348/69 para a eliminação de anticorpos inespecíficos. Para tal, as 

cepas bacterianas foram cultivadas em 100 mL de caldo tríptico de soja (TSB; Difco) 

a 37 ºC sob agitação (200 rpm) por 18 h. Volumes de 25 mL dos cultivos bacterianos 

foram transferidos para tubos Falcon (TPP, Suíça), centrifugados a 5.000 rpm por 10 

min e os sedimentos celulares lavados com PBS contendo inibidor de proteases 

(PMSF 1 mM). Após nova centrifugação, os sedimentos celulares foram 

ressuspensos em 20 mL de soro, incubados sob agitação por 2 h à temperatura 

ambiente e, posteriormente, a 4 ºC por 18 h. O soro adsorvido foi obtido após 

centrifugação a 10.000 rpm por 10 min sob refrigeração, aliquotado em volumes de 1 

mL e armazenado a -20 ºC até seu uso. 

 

3.8  Titulação do soro anti-EspFU por ensaio imunoenzimático (ELISA) 

 

A titulação do soro policlonal anti-EspFU foi realizada por ensaio 

imunoenzimático (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay, ELISA) indireto 

(ENGVALL; PERLMANN, 1971). Para tal, microplacas MaxiSorp (Thermo Fisher 

Scientific) foram sensibilizadas com 1 μg da proteína EspFU-His por poço (em 

duplicatas), bloqueadas com PBS contendo 5% de leite em pó desnatado, incubadas 

com diluições seriadas do soro hiperimune ou pré-imune e anticorpos de cabra anti-

IgG de coelho conjugados à peroxidade (1:5.000), sendo o ensaio revelado com 

tetrametilbenzidina (TMB; BD Biosciences, Estados Unidos) e os valores de 

densidade óptica (DO) a 450 nm aferidos no leitor de ELISA Multiskan EX 

(Labsystems, Estados Unidos). 

 

3.9  Detecção da produção de EspFU (TccP/TccP2) por ELISA 

 

As cepas de aEPEC foram cultivadas em 3 mL de meio LB a 37 ºC sob 

constante agitação (200 rpm) por 18 h. Em seguida as culturas bacterianas foram 

inoculadas (1:100) em 3 mL de meio LB, caldo E. coli (EC) ou DMEM com baixa 

concentração de glicose, sendo os cultivos mantidos a 37 ºC sob constante agitação 
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(200 rpm) por 18 h. As culturas bacterianas foram centrifugadas a 13.000 rpm por 10 

min e os sobrenadantes (100 μL/poço) utilizados na sensibilização de placas 

Maxisorb (Thermo Fisher Scientific) a 4 ºC por 18 h. Em seguida, as placas foram 

lavadas quatro vezes com PBS-T (200 μL/poço), bloqueadas com solução de leite 

em pó desnatado (5%) em PBS (150 μL/poço) por 1 h e 30 min a 37 ºC e incubadas 

com o soro anti-EspFU (100 μL/poço) diluído 1:100 em solução de bloqueio. Após 

incubação a 37 ºC por 1 h, as placas foram novamente lavadas com PBS-T e 

incubadas por 45 min a 37 ºC com anticorpos de cabra anti-IgG de coelho 

conjugados à peroxidade (100 μL/poço) diluídos 1:5.000 em solução de bloqueio. 

Por fim, após um novo ciclo de lavagens, o ensaio foi revelado com TMB ou o-

nitrofenil-β-D-galactopiranosídeo (ONPG; Sigma-Aldrich) e os valores de densidade 

óptica (DO) a 450 ou 492 nm, respectivamente, aferidos no leitor de ELISA Multiskan 

EX. Todas as cepas foram testadas em triplicatas e pelo menos dois experimentos 

independentes foram realizados. 

 

3.10  Detecção da produção de EspFU (TccP/TccP2) por immunoblot 

 

As culturas bacterianas em DMEM foram centrifugadas a 13.000 rpm por 10 

min e as proteínas do sobrenadante precipitadas com ácido tricloroacético 20% (v/v) 

a 4 ºC por 1 h. Após centrifugação a 13.000 rpm por 40 min sob refrigeração (4 ºC), 

as proteínas precipitadas foram ressuspensas em tampão de Laemmli suplementado 

com Tris 1 M (pH 9,0) para neutralizar qualquer resquício de ácido, e então 

resolvidas por SDS-PAGE (12%). Após transferência para membranas de 

nitrocelulose e bloqueio, as proteínas foram incubadas com o soro policlonal anti-

EspFU (1:100) e anticorpos de cabra anti-IgG de coelho conjugados à fosfatase 

alcalina (Sigma-Aldrich) diluídos 1:5.000, sendo o ensaio revelado com 4-nitroazul 

de tetrazólio (NBT; Thermo Fisher Scientific) e 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato 

(BCIP; Thermo Fisher Scientific). 
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3.11  Sequenciamento dos genes espFU e tir da cepa BA320 

 

A cepa BA320 foi selecionada para um estudo mais detalhado do papel de 

EspFU em aEPEC. Esta cepa pertence ao sorotipo O55:H7, apresenta o padrão de 

adesão ALL em ensaios de interação com células epiteliais in vitro e tem sido 

amplamente caracterizada por nosso grupo (ABE et al., 2009; ROCHA et al., 2011). 

Os genes espFU e tir de BA320 foram amplificados por PCR com os 

iniciadores tccP-F1/tccP-R1 e map-tir (F)/tir-cesT (R) (ROCHA et al., 2011), 

respectivamente. Os produtos de amplificação foram purificados e clonados no vetor 

pGEM-T Easy (Promega), conforme as recomendações do fabricante. Células 

competentes de E. coli DH5α foram transformadas por choque térmico com os 

produto de ligação e semeadas em placas de LBA contendo ampicilina (100 μg/mL), 

IPTG 0,5 mM e X-gal (80 μg/mL), seguido por incubação a 37 ºC por 18 h. Colônias 

brancas foram testadas por PCR para a confirmação da clonagem, sendo os clones 

positivos selecionados para a extração dos plasmídeos pGEMespFU e pGEMtir, os 

quais foram sequenciados com os iniciadores M13/pUC-F e M13/pUC-R. Visando a 

cobertura total da sequência de tir, foram desenhados os iniciadores internos tirSeq-

F/tirSeq-R. As sequências obtidas foram analisadas por BLAST e na base de dados 

Pfam (FINN et al., 2016). 

 

3.12  Mutação dos genes espFU e tir por recombinação homóloga 

 

A deleção dos genes espFU e tir foi realizada segundo o método descrito por 

Datsenko e Wanner (2000), empregando o sistema de recombinases codificadas 

pelo fago λ Red. Com base nas respectivas sequências gênicas, foram desenhados 

os iniciadores EspFucat-1/EspFucat-2 e Tirkan-1/Tirkan-2, cada qual apresentando 

60 nucleotídeos homólogos a espFU ou tir e outros 20 específicos para a 

amplificação por PCR do gene de resistência ao cloranfenicol ou kanamicina, 

empregando-se os plasmídeos pKD3 e pKD4 como DNA molde, respectivamente. 

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose (0,8%), 

purificados e posteriormente tratados com a endonuclease DpnI (Invitrogen) para 

eliminação de qualquer DNA genômico (metilado) remanescente. Após nova 

purificação, diluições seriadas dos fragmentos lineares espFU:cat ou tir:kan foram 

transformadas por eletroporação (2,5 kV, 200 Ω e 25 μF) em células competentes de 
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BA320(pKD46) expressando as recombinases codificadas por este plasmídeo, após 

indução com arabinose 0,1 M. As células foram então recuperadas em LB a 37 ºC e 

semeadas em placas de LBA suplementadas com cloranfenicol (25 μg/mL) ou 

kanamicina (50 μg/mL), que foram incubadas a 37 ºC por 18 h. 

Para a eliminação do plasmídeo termolábil pKD46 foram realizados repiques 

sucessivos dos candidatos a mutantes em duas placas de LBA, uma contendo 

ampicilina (100 μg/mL) e outra cloranfenicol (25 μg/mL) ou kanamicina (50 μg/mL), 

seguido por incubação a 42 ºC por 18 h. As colônias resistentes a cloranfenicol ou 

kanamicina e sensíveis à ampicilina foram consideradas curadas, sendo 

posteriormente analisadas para confirmação da mutação por PCR com os 

iniciadores tccP-F1/tccP-R1 (espFU) ou Tir004+/Tir005- e k2/kt (tir). Os produtos de 

PCR dos candidatos a mutantes foram clonados em pGEM-T Easy e sequenciados 

com os iniciadores M13/pUC-F e M13/pUC-R, sendo as sequências obtidas 

analisadas por BLAST. 

Também foi realizada a deleção do gene tir na cepa ΔespFU para a obtenção 

do duplo mutante ΔΔespFU:tir, seguindo-se o mesmo procedimento descrito acima. 

Após a confirmação das mutações, foi utilizado o plasmídeo termolábil pCP20 

para remoção dos cassetes de resistência. Para tal, as cepas ΔespFU, Δtir e 

ΔΔespFU:tir foram transformadas com pCP20 por eletroporação (2,5 kV, 200 Ω e 25 

μF), recuperadas em LB a 30 ºC por 1 h e então semeadas em placas de LBA 

suplementado com ampicilina (100 μg/mL). A seguir, foram realizados repiques 

sucessivos das colônias obtidas em três placas de LBA, a primeira contendo 

ampicilina (100 μg/mL), a segunda cloranfenicol (25 μg/mL) ou kanamicina (50 

μg/mL) e a última sem qualquer marca seletiva, seguido por incubação a 42 ºC por 

18 h. As colônias que cresceram apenas nas placas de LBA sem antibiótico foram 

consideradas curadas do plasmídeo pCP20 e livres dos cassetes de resistência. 

 

3.13  Construção dos plasmídeos de complementação 

 

O gene espFU foi amplificado por PCR empregando-se o gDNA de BA320 e 

os iniciadores EspFuNdeI-F/EspFuBamHI-R, conforme descrito previamente. O 

produto de PCR foi purificado, digerido com NdeI e BamHI e clonado no plasmídeo 

p-myc, que contém a região promotora de espFU (CAMPELLONE; ROBBINS; 

LEONG, 2004). Células competentes de E. coli DH5α foram transformadas por 
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choque térmico com o produto de ligação e semeadas em placas de LBA contendo 

kanamicina (50 μg/mL), seguido por incubação a 37 ºC por 18 h. Colônias 

resistentes foram testadas quanto à presença do gene espFU por PCR, sendo um 

dos clones positivos selecionado para a extração do plasmídeo pEspFU e posterior 

análise de restrição com as enzimas NdeI e BamHI. O plasmídeo recombinante foi 

então transformado em células competentes de ΔespFU por eletroporação (2,5 kV, 

200 Ω e 25 μF) e os clones transformantes ΔespFU+pEspFU selecionados em LBA 

contendo kanamicina (50 μg/mL) após incubação a 37 ºC por 18 h. 

Simultaneamente, foram realizadas transformações com o plasmídeo p-myc para 

obtenção da cepa ΔespFU+vetor utilizada como controle nos experimentos 

seguintes. 

O gene tir foi amplificado por PCR empregando-se o gDNA de E2348/69 

(fosforilado) ou BA320 (não-fosforilado) e os iniciadores Tir004+/Tir005-, conforme 

descrito previamente (DE VINNEY et al., 2001). Os produtos de PCR foram 

purificados, digeridos com BglII (Invitrogen) e XhoI (Invitrogen) e clonado nos sítios 

de BamHI e SalI do plasmídeo pACYC184 sob controle do promotor do gene de 

resistência à tetraciclina (CHANG; COHEN, 1978). Os produtos de ligação foram 

transformados em células competentes de E. coli DH5α por choque térmico e os 

clones recombinantes selecionados em placas de LBA contendo cloranfenicol (25 

μg/mL) após incubação a 37 ºC por 18 h. Colônias resistentes foram testadas quanto 

à presença do gene tir por PCR, sendo os clones positivos selecionados para a 

análise plasmidial por eletroforese em gel de agarose (0,8%). Os plasmídeos 

recombinantes pTirY-P ou pTir foram então transformados em células competentes de 

Δtir ou ΔΔespFU:tir por eletroporação (2,5 kV, 200 Ω e 25 μF) e os clones 

transformantes selecionados em LBA contendo cloranfenicol (25 μg/mL) após 

incubação a 37 ºC por 18 h. Simultaneamente, foram realizadas transformações com 

o plasmídeo pACYC184 para obtenção de cepas contendo o vetor vazio, utilizadas 

como controle nos experimentos seguintes.  

 

3.14  Análise da expressão de espFU por PCR-transcriptase reversa (RT-PCR)  

 

As cepas bacterianas foram cultivadas em meio LB a 37 ºC por 18 h, diluídas 

1:100 em DMEM e incubadas a 37 ºC sob constante agitação (200 rpm) até 

atingirem a fase final de crescimento exponencial (DO600nm ≈ 1,0). Neste ponto, o 
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RNA total foi extraído utilizando-se o RNeasy Mini Kit (Qiagen, Alemanha), de 

acordo com as recomendações do fabricante. As extrações foram tratadas com 

DNAse I (Invitrogen), quantificadas por espectrofotometria a 260 nm e 2 μg dos 

RNAs livres de DNA foram utilizados nas reações de síntese de cDNA com o kit 

SuperScript First-Strand Synthesis System (Invitrogen), conforme as instruções do 

fabricante. Os cDNAs gerados foram utilizados em reações de PCR para 

amplificação do gene espFU com os iniciadores tccP-F1/tccP-R1. Os respectivos 

gDNAs e RNAs das cepas foram utilizados como controles positivo e negativo, 

respectivamente. Os produtos de amplificação foram analisados por eletroforese em 

gel agarose (0,8%). 

 

3.15  Detecção da proteína EspFU-Myc por immunoblot 

 

As cepas ΔespFU+pEspFU e ΔespFU+vetor foram cultivadas em meio LB 

suplementado com kanamicina (50 μg/mL), diluídas 1:100 em DMEM e incubadas a 

37 ºC por 18 h sob agitação de 200 rpm. As culturas foram centrifugadas a 13.000 

rpm por 10 min e as proteínas do sobrenadante precipitadas com ácido 

tricloroacético 20% (v/v) a 4 ºC por 1 h. Após centrifugação a 13.000 rpm por 40 min 

sob refrigeração (4 ºC), as proteínas precipitadas foram ressuspensas em tampão de 

Laemmli contendo Tris 1 M (pH 9,0) e resolvidas por SDS-PAGE (12%). Após 

transferência para membrana de nitrocelulose e bloqueio com solução de leite em pó 

desnatado (5%) em PBS, as proteínas foram incubadas com anticorpos monoclonais 

anti-Myc 9E10 (Santa Cruz Biotechnology, Estados Unidos) diluídos 1:200 e 

anticorpos de cabra anti-IgG de camundongo conjugados à peroxidase (1:5.000), 

sendo o ensaio revelado com DAB e H2O2. 

 

3.16  Curva de crescimento 

 

As cepas bacterianas foram cultivadas em 3 mL de LB com ou sem antibiótico 

a 37 ºC por 18 h sob constante agitação (200 rpm). As densidades celulares 

(DO600nm) das culturas foram ajustadas para aproximadamente 1,0, a partir da qual 

foi realizada uma diluição de 1:100 em 100 mL de meio LB fresco. Os cultivos foram 

mantidos a 37 ºC sob constante agitação (200 rpm), sendo os valores de DO600nm 

determinados por espectrofotometria a cada 30 min durante 7 h.  
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Para avaliar os padrões de crescimento bacteriano em condições de infecção, 

as culturas em LB foram diluídas 1:1.000 em placas de 6 poços (Falcon, Estados 

Unidos) contendo 3 mL de DMEM com baixa concentração de glicose, seguido por 

incubação estática a 37 ºC sob 5% de CO2 por 6 h. Alíquotas de 10 μL foram 

regularmente coletadas (0, 1,5, 3, 4,5 e 6 h), serialmente diluídas em PBS estéril e 

semeadas em placas de LBA para a enumeração das unidades formadoras de 

colônias (UFC/mL). Todas as cepas foram testadas em triplicatas e pelo menos dois 

experimentos independentes foram realizados.  

 

3.17  Detecção das proteínas EspA, EspB e Tir por immunoblot 

 

Para a obtenção das proteínas totais e secretadas, culturas bacterianas em 

meio LB foram diluídas 1:1.000 em DMEM com baixa concentração de glicose, 

seguido por incubação a 37 ºC sob agitação até atingir DO600nm ≈ 1,0, ou incubadas 

em condições de infecção (37 ºC e 5% de CO2, sem agitação). Após centrifugação 

dos cultivos bacterianos a 13.000 rpm por 10 min a 4 ºC, os sedimentos celulares 

foram ressuspensos em PBS suplementado com ureia (8 M) e incubados sob 

agitação à temperatura ambiente por 18 h. Já os sobrenadantes foram filtrados em 

membranas de 0,22 μm (Millipore, Estados Unidos), inibidores de proteases e 1 μg 

de albumina sérica bovina (BSA) foram adicionados e as proteínas concentradas 

com o auxílio de um sistema de filtragem Amicon Ultra 10 kDa (Millipore). As 

proteínas totais (lisados) e secretadas (sobrenadantes concentrados) foram então 

resolvidas em géis Mini-PROTEAN TGX Stain-Free (Bio-Rad), que possibilitam a 

visualização das amostras por fluorescência, sem necessidade de coloração por 

Coomassie Blue. Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para 

membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) (Bio-Rad), bloqueadas com solução 

de leite desnatado (5%) ou BSA (2%) e então incubadas com anticorpos policlonais 

anti-Tir (1:10.000), anti-EspA (1:10.000), anti-EspB (1:10.000) ou anticorpos 

monoclonais anti-RpoA (Santa Cruz Biotechnology) (1:10.000). Após lavagens com 

PBS-T, as membranas foram incubadas com anticorpos secundários anti-IgG de 

coelho ou camundongo (1:30.000), sendo o ensaio revelado por 

quimioluminescência com o reagente ECL (GE Healthcare). Os anticorpos 

policlonais foram produzidos em coelhos e gentilmente cedidos pela Dra. Vanessa 

Sperandio. 
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3.18  Ensaio de motilidade 

 

As cepas bacterianas foram cultivadas em 3 mL de LB com ou sem antibiótico 

a 37 ºC por 18 h. Uma alíquota de 2 μL desses cultivos foi aplicada no centro de 

placas contendo meio semi-sólido (LB contendo 0,3% de ágar), as quais foram 

incubadas a 37 ºC por 18 h, sendo a motilidade evidenciada pelo espalhamento 

bacteriano em torno do inóculo inicial. 

 

3.19  Ensaios de interação com células epiteliais in vitro 

 

3.19.1 Cultivo celular 

Células HeLa (adenocarcinoma cervical humano) foram rotineiramente 

mantidas a 37 °C e atmosfera com 5% de CO2 em DMEM com alta concentração de 

glicose (Cultilab) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), antibióticos 

(penicilina 1000 U/mL e estreptomicina 1 mg/mL) e glutamina. As células HeLa 

expressando actina fluorescente foram obtidas por transfecção com Lifeact::GFP, 

conforme descrito por Gruber e Sperandio (2014). Esta linhagem celular foi mantida 

nas mesmas condições que as células HeLa convencionais, exceto pela adição de 

higromicina (50 μg/mL) ao meio de cultivo. 

Para a realização dos ensaios, 105 células/mL foram semeadas em diversos 

tipos de placas (detalhadamente descritos a seguir) e incubadas a 37 °C e 5% de 

CO2 por 48 h até atingir cerca de 80% de confluência. Posteriormente, o meio de 

cultura foi removido, as monocamadas subconfluentes lavadas com PBS (pH 7,4) 

estéril para remoção dos antibióticos e, em seguida, foi adicionado DMEM com baixa 

concentração de glicose, sem manose, suplementado com SFB (10%). 

 

3.19.2 Infecção bacteriana 

Os ensaios de interação bactéria-célula foram realizados segundo Cravioto et 

al. (1979), com algumas modificações. Basicamente, as cepas bacterianas foram 

semeadas em placas de LBA e incubadas a 37 °C por 18 h. No dia seguinte, uma 

colônia isolada foi cultivada em meio LB a 37 °C por 18 h, sem agitação. As culturas 

bacterianas foram então adicionadas (1:1.000) às monocamadas subconfluentes de 

células em uma multiplicidade de infecção (MOI) de 10, exceto quando indicado. As 
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infecções foram mantidas por até 6 h a 37 °C e 5% de CO2, havendo a troca do meio 

e lavagem das células após as 3 h iniciais nos ensaios mais prolongados. Os 

inóculos bacterianos foram verificados por plaqueamento em LBA e contagem de 

células viáveis (UFC). 

 

3.19.3 Teste de adesão 

 Os ensaios de adesão foram realizados em placas de 24 poços (TPP) com 

lamínulas de vidro. Após 3, 4,5 ou 6 h de infecção, as células foram extensivamente 

lavadas com PBS estéril para remoção das bactérias não aderidas, fixadas com 

metanol 70% (v/v) por 30 min à temperatura ambiente e coradas em soluções de 

May-Grunwald (Merck) (1:1) e Giemsa (Merck) (1:2) diluídos em tampão Sørensen 

(fosfato de sódio monobásico 8,6 mM; fosfato de sódio dibasico 28,6 mM). As 

lâminas foram montadas com Entellan (Merck, Estados Unidos) e analisadas por 

microscopia óptica sob aumento de 1.000 X. 

 Para a análise quantitativa da adesão, ao final do período de incubação, as 

células foram lavadas, lisadas com PBS acrescido de Triton X-100 (1%) por 30 min e 

diluições seriadas dos lisados celulares foram semeadas em placas de LBA para a 

contagem das unidades formadoras de colônias (UFC). Os ensaios foram realizados 

em triplicatas e pelo menos dois experimentos independentes foram realizados.  

 

3.19.4 Teste de FAS (fluorescent actin staining) 

 O teste de detecção do acúmulo de actina após contato bactéria-célula foi 

realizado segundo Knutton et al. (1989), com modificações. As células HeLa foram 

cultivadas em câmaras de incubação (com 8 poços) sobre lâminas de vidro Lab-Tek 

(Thermo Fisher Scientific) ou placas de 24 poços e então infectadas por 1,5, 3, 4,5 

ou 6 h. Ao final dos períodos de incubação, as células foram extensivamente 

lavadas com PBS estéril, fixadas com formaldeído 2% (v/v) por 20 min à temperatura 

ambiente e permeabilizadas com Triton X-100 0,2% (v/v) por 5 min. As preparações 

foram então tratadas com faloidina conjugada a isotiocianato de fluoresceína (FITC; 

Thermo Fisher Scientific) ou faloidina-rodamina (Molecular Probes, Estados Unidos) 

na diluição de 1:25 por 30 min a 37 ºC sob abrigo da luz para marcação da actina. 

Após lavagens, as preparações foram tratadas com iodeto de propídio (Sigma-

Aldrich) ou diaminofenilindol (DAPI; Molecular Probes) na diluição 1:1.000 para 
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marcação do DNA. As lâminas foram então montadas com ProLong antifade 

(Molecular Probes) e visualizadas em microscópio de fluorescência DMi8 (Leica, 

Alemanha), Axiovert (Zeiss, Aleamanha) ou de fluorescência confocal LSM880 

(Zeiss), sob aumento de 630 X ou 1.000 X. A cepa de tEPEC E2348/69 foi utilizada 

como controle positivo. 

 Para quantificação dos pedestais, os sítios de acúmulo de actina foram 

enumerados nas 100 primeiras células, contadas em diferentes campos das 

lâminas. Todas as cepas foram testadas em triplicatas e pelo menos três 

experimentos independentes foram realizados.  

 

3.19.5 Live-cell imaging  

Células HeLa expressando Lifeact::GFP foram semeadas em placas de 35 

mm com lamínulas de vidro no fundo (MatTek, Estados Unidos), e então infectadas 

(MOI de 100) com as cepas de aEPEC previamente transformadas por 

eletroporação (2,5 kV, 200 Ω e 25 μF) com o plasmídeo expressando a proteína 

fluorescente mCherry, de modo a propiciar a visualizacao das bactérias (marcação 

em vermelho).  Após 2 h de infecção, as células foram lavadas, o meio foi trocado e 

as preparações foram então observadas em tempo real por mais 2 h em um 

microscópio de fluorescência confocal A1R (Nikon, Japão), sob aumento de 630 X. 

As imagens foram captadas a cada 2 min durante o período de 2 h. 

 

3.19.6 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

Após 6 h de infecção em placas de 24 poços, as amostras foram processadas 

de acordo com Knutton (1995) para visualização da interação bacteriana com a 

superfície celular. Brevemente, as preparações foram fixadas com uma solução de 

paraformaldeído (4%) e glutaraldeído (3%) em tampão cacodilato de sódio a 0,1 M 

(pH 7,2), pós-fixadas com tetróxido de ósmio a 1% e desidratadas com etanol (60, 

70, 80, 90, 95 e 100%). Após secagem completa do material, realizada pelo método 

de ponto crítico do gás carbônico, as preparações foram colocadas em um suporte 

para microscopia de varredura, receberam uma fina camada de ouro e foram 

observadas em microscópio FEI QUANTA 250 (FEI Corporate, Estados Unidos) 

operando em 12,5 kV e distância de trabalho de 6,6 mm. As análises de MEV foram 
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realizadas pela Dra. Cecilia Mari Abe no Laboratório de Biologia Celular do Instituto 

Butantan. 

 

3.19.7 Ensaios de imunofluorescência 

As células HeLa foram cultivadas em câmaras LabTek e infectadas por 6 h. 

Em seguida, as preparações foram lavadas, fixadas com formaldeído 2%, 

permeabilizadas com Triton X-100 0,2% e bloqueadas com solução de BSA a 2% 

em PBS por 1 h à temperatura ambiente. As amostras foram então incubadas com 

anticorpos policlonais anti-Tir (1:2.000) ou anti-EspA (1:2.000) por 1 h, seguido por 

anticorpos de cabra anti-IgG de coelho conjugados a Alexa-Fluor 647 (Molecular 

Probes) na diluição 1:1.000 por 30 min. Para detecção da fosforilação de Tir, as 

preparações foram tratadas com anticorpos monoclonais anti-fosfotirosina (clone 

PY20) conjugados a FITC (Thermo Fisher Scientific) na diluição 1:100 a 4 ºC por 18 

h. As lâminas foram montadas com ProLong antifade e visualizadas com um 

microscópio de fluorescência confocal LSM880 (Zeiss, Alemanha) sob aumento de 

630 X. 

 

3.19.8 Análise e processamento das imagens de microscopia 

Todas as imagens obtidas foram processadas com o software ImageJ 

(SCHNEIDER et al., 2012). No caso das imagens de microscopia confocal obtidas 

em camadas (Z-stack), foram selecionadas as projeções que melhor representavam 

o fenômeno observado. 

 

3.19.9 Preparo de extratos proteicos e imunodetecção de EspA e EspB 

Células HeLa foram cultivadas em placas de 6 poços e infectadas por 3, 4,5 

ou 6 h. Após as lavagens, as células foram coletadas em 1,5 mL de PBS gelado com 

o auxílio de um raspador (cell scraper; Falcon) e então centrifugadas a 1.500 rpm 

por 5 min sob refrigeração. O sedimento celular foi ressuspenso em 50 uL do 

tampão de lise composto por Tris 50 mM (pH 7,4), Triton X-100 (1%) e coquetel de 

inibidores de proteases (Sigma-Aldrich), incubado à temperatura ambiente por 30 

min, seguido por centrifugação a 13.000 rpm por 30 min a 4 ºC para separação das 

frações solúvel (contendo proteínas citoplasmáticas e de membrana) e insolúvel 

(componentes do citoesqueleto e bactérias). As proteínas foram misturadas com 
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tampão de Laemmli, resolvidas por SDS-PAGE (12%), transferidas para membranas 

de PVDF, bloqueadas com solução de leite em pó desnatado a 5% em PBS e então 

incubadas com anti-TirY-P (1:10.000), anti-EspA (1:10.000) ou anti-EspB (1:10.000). 

Após as lavagens com PBS-T, as membranas foram incubadas com anticorpos de 

cabra anti-IgG de coelho conjugados à peroxidase (1:30.000), sendo o ensaio 

revelado por quimioluminescência. 

 

3.19.10 Extração dos RNAs bacterianos 

 As células HeLa foram cultivadas em placas de 6 poços, infectadas por 3, 4,5 

ou 6 h, lavadas com PBS e então tratadas por 30 min à temperatura ambiente com 

1,5 mL de uma solução de Triton X-100 (1%). Em seguida, o conteúdo dos poços foi 

coletado com o auxílio de um raspador (cell scraper) e transferido para microtubos, 

seguido por centrifugação a 1.000 rpm por 10 min a 4 °C. Os sedimentos celulares 

foram ressuspensos em TRIzol (Thermo Fisher Scientific) e utilizados para a 

extração dos RNAs com o kit RiboPure Bacterial RNA Isolation (Ambion, Estados 

Unidos), de acordo com as instruções do fabricante. A qualidade e concentração dos 

RNAs extraídos foram analisadas por espectrofotometria a 260 nm no aparelho 

NanoDrop (Thermo Fisher Scientific). 

 

3.19.11 Síntese de cDNA e análise da expressão gênica de LEE por PCR 
quantitativo em tempo real (qRT-PCR) 

 Um total de 300 ng dos RNAs livre de DNA foi utilizado na síntese de cDNAs, 

empregando-se o SuperScript® cDNA syntesis Kit (Invitrogen), seguindo as 

recomendações do fabricante. Os cDNAs sintetizados foram então empregados em 

reações de PCR quantitativo em tempo real para avaliar os níveis de expressão dos 

genes ler (LEE1), escC (LEE2), escV (LEE3), espA (LEE4) e eae (LEE5). As 

reações de amplificação foram realizadas em microplacas de 384 poços no sistema 

QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems), sendo constituídas por 2 μL dos cDNAs 

diluídos (1:10), 0,2 μL do mix de iniciadores na concentração final de 50 nM, 5 μL de 

SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) 2 X concentrado e 2,8 μL de 

água nuclease-free (Ambion), em um volume final de 10 µL. A coleção de dados foi 

analisada com o programa QuantStudio Realtime PCR (Applied Biosystems). Os 

dados foram normalizados aos níveis de transcrição do gene rpoA e analisados pelo 
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método de crítico threshold (CT) comparativo (ou ΔΔCT), conforme descrito no 

manual Applied Biosystems Bulletin number 2. Os dados obtidos foram 

apresentados como as diferenças (n-fold) dos níveis de expressão em relação a 

BA320. Todas as amostras foram testadas em triplicatas e pelo menos dois 

experimentos independentes foram realizados.  

 

3.19.12 Análise transcriptômica (RNA-seq) 

As células HeLa foram cultivadas em placas de 6 poços e infectadas por 6 h. 

Após o período de infecção, as preparações foram extensivamente lavadas com 

PBS e os RNAs totais foram extraídos com o kit RNEasy Mini (QIAgen), segundo as 

recomendações do fabricante. Os RNAs foram tratados com DNAseI e novamente 

purificados com as colunas do kit RNEasy Mini. Em seguida, as amostras foram 

analisadas com relação à pureza e concentração por espectrofotometria no aparelho 

NanoDrop no comprimento de onda de 260 nm. Finalmente, um total de 10 μg de 

cada amostra (duplicatas biológicas) de RNA livre de DNA foi enviado para o Next 

Generation Sequencing Core (McDermott Center) na University of Texas 

Southwestern Medical Center (Dallas, Estados Unidos), onde os experimentos de 

RNA-seq foram realizados. Resumidamente, a qualidade e integridade das amostras 

de RNA foram analisadas no aparelho BioAnalyzer (Agilent Technologies, Estados 

Unidos). Em seguida, foi realizado um enriquecimento de RNAs poli-adenilados 

(eucarióticos), que foram utilizados na preparação das bibliotecas de cDNA com o kit 

TruSeq RNA Sample Prep (Illumina, Estados unidos) de acordo com as 

recomendações do fabricante. Por fim, foram realizadas as corridas de 

sequenciamento na plataforma Illumina HiSeq 2500 utilizando reagentes SBS v3.  

 

3.19.13 Análise dos dados de RNA-seq 

Os dados brutos gerados após o sequenciamento dos RNAs foram 

transferidos ao Bioinformatics Core (McDermott Center) na University of Texas 

Southwestern Medical Center, onde eles foram analisados e processados conforme 

o delineamento descrito por Trapnell et al. (2012). A normalização dos dados e 

análise dos genes diferencialmente expressos (GDEs) foram realizadas com o 

pacote edgeR (ROBINSON, 2010). Um gene foi considerado diferencialmente 

expresso quando valores de false discovery rate (FDR) menores que 0,01 foram 
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observados. A categorização funcional dos genes diferencialmente expressos foi 

determinada com o servidor PANTHER. Também foram realizadas análises com a 

ferramenta Ingenuity Pathway Analysis (IPA; QIAgen) a fim de verificar as relações 

biológicas entre os genes diferencialmente expressos. 

 

3.19.14 Dosagem de IL-8 por ELISA de captura 

As células HeLa foram cultivadas em placas de 24 poços e então infectadas 

por 6 h. Após este período, o meio de cultivo de cada poço foi coletado e os 

sobrenadantes obtidos após centrifugação a 1.500 rpm por 10 min a 4 ºC. Os 

sobrenadantes foram então testados para a detecção da citocina IL-8 por ELISA de 

captura com o kit Human IL-8 BD OptEIA (BD Biosciences), de acordo com as 

instruções do fabricante. Resumidamente, placas Maxisorb (Thermo Fisher 

Scientific) foram sensibilizadas a 4 ºC por 18 h com os anticorpos de captura anti-IL-

8 (100 μL/poço) diluídos 1:500 em tampão carbonato-bicarbonato. Em seguida, as 

placas foram lavadas extensivamente com PBS-T (200 μL/poço) e bloqueadas com 

solução de soro fetal bovino a 10% em PBS (150 μL/poço) por 2 h à temperatura 

ambiente. A seguir, as placas foram novamente lavadas e incubadas por 1 h e 30 

min à temperatura ambiente com a curva padrão de IL-8 recombinante (nas 

concentrações de 400 pg/mL a 3,125 pg/mL) ou com os sobrenadantes diluídos 1:10 

em solução de bloqueio (100 μL/poço). Após novo ciclo de lavagens, as placas 

foram incubadas por 1 h à temperatura ambiente sob abrigo da luz com os 

anticorpos de detecção anti-IL-8 conjugados à peroxidase diluídos 1:250 em solução 

de bloqueio (100 μL/poço). Por fim, as placas foram extensivamente lavadas e o 

ensaio revelado com TMB, sendo os valores de DO aferidos em um leitor de ELISA 

Multiskan EX. Todas as amostras foram testadas em triplicatas e pelo menos três 

experimentos independentes foram realizados. 

 

3.20 Modelo de colonização intestinal em camundongos tratados com 
estreptomicina 

 

O modelo de camundongos tratados com estreptomicina foi adaptado de 

Harrington et al. (2009) e Royan et al. (2010) para avaliar a capacidade de 

colonização intestinal das cepas de aEPEC. Camundongos BALB/c fêmeas com 

sete semanas de idade, livres de patógenos específicos (specific pathogen-free, 
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SPF) foram adquiridos junto ao Biotério Central da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo. Os animais foram divididos em grupos (n=3), 

acondicionados em caixas de polipropileno com filtro de ar e aclimatados por pelo 

menos cinco dias antes do início do experimento. Todos os camundongos foram 

livres de bactérias resistentes à estreptomicina, como também cepas positivas para 

eae (intimina) ou espFU,  conforme análise por PCR. 

Os animais foram tratados (48 h antes da inoculação e durante todo o 

experimento) com água ad libitum contendo estreptomicina (5 g/L). As cepas 

bacterianas foram cultivadas em 10 mL de meio LB suplementado com 

estreptomicina (100 μg/mL) a 37 ºC por 18 h sem agitação. No dia seguinte, as 

culturas foram centrifugadas a 5.000 rpm por 10 min e os sedimentos celulares 

ressuspensos em 2 mL de PBS estéril. Antes da infecção, os animais receberam via 

oral 200 μL de solução de bicarbonato de sódio 0,4 M para neutralizar o pH gástrico. 

Aproximadamente 15 min depois, 200 μL das suspensões bacterianas (~109 UFC) 

foram administrados por gavagem e as fezes frescas foram coletadas diariamente 

por ao menos 10 dias após infecção. As fezes foram pesadas, homogeneizadas em 

PBS estéril e diluições seriadas semeadas em ágar MacConkey suplementado com 

estreptomicina (100 μg/mL) para a contagem de células viáveis após crescimento a 

37 ºC por 18 h. A confirmação da presença da cepa BA320 e cepas derivadas foi 

realizada por aglutinação em lâmina com o soro anti-O55 (Probac, Brasil), de acordo 

com as instruções do fabricante. Ao menos dois experimentos independentes foram 

realizados, sendo os dados compilados para as análises estatísticas. 

 

3.21 Análises estatísticas 

 

Associações entre a presença de espFU (tccP/tccP2) com determinados 

sorotipos, tipos de intimina ou filogrupos foram investigadas por teste exato de 

Fisher com o software BioEstat 5.3, sendo P<0,05 considerado significativo. O 

software GraphPad Prism v. 6.0 foi utilizado para as demais análises de significância 

estatística e preparação das representações gráficas. Para comparações entre dois 

grupos, foi empregado o teste t (Student) não pareado, enquanto que análise de 

variância (ANOVA) foi utilizada em múltiplas comparações (três grupos ou mais). As 

diferenças foram consideradas significativas quando valores de P<0,05 foram 

observados.
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4  RESULTADOS 

 

4.1  Prevalência de espFU em cepas de aEPEC 

 

Genes codificando EspFU (tccP e tccP2) foram detectados em 33 (45,8%) 

das 72 cepas de aEPEC investigadas. Com relação à distribuição dos alelos, 11 

cepas foram positivas para tccP, 18 para tccP2 e quatro apresentavam ambos 

(Figura 8A). Foram detectados polimorfismos com relação ao tamanho dos produtos 

de PCR, que variaram de 750 a 1.800 pb (Figura 8B). O sequenciamento de 

fragmentos com diferentes tamanhos confirmou a identidade dos fragmentos tccP e 

tccP2, além de revelar que as proteínas preditas poderiam apresentar entre dois e 

nove resíduos ricos em prolinas (PRRs). Interessantemente, todas as cepas que 

continham ambos os alelos foram positivas para um fragmento tccP de 750 pb. 

 

Figura 8 – Distribuição de tccP e tccP2 entre cepas de aEPEC. 

 
(A) Frequência de distribuição dos alelos tccP e tccP2 entre as 72 cepas de aEPEC. (B) Eletroforese 
em gel de agarose (0,8%) corado com GelRed dos diferentes tamanhos de produtos de PCR 
observados para tccP e tccP2. M: marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb DNA ladder (Thermo 

Fisher Scientific). 
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As cepas espFU-positivas pertenciam a 23 sorotipos e apresentaram nove 

diferentes tipos de intimina (Tabela 3). Associações significativas foram observadas 

entre a ocorrência de espFU com os sorotipos O55:H7 e ONT:H19, como também 

com a presença de intimina epsilon (P<0,05). 

 

 

Tabela 3 - Sorotipos, subtipos de intimina, genótipos e filogrupos das cepas de aEPEC 
positivas para espFU. 

Cepa Sorotipo
a 

Intimina PCR (espFU/tir) Filogrupo
 

tccP
b
 tccP2

b
 tir 

BA320 O55:H7* gamma +(900) - S E 

BA487 O55:H7* gamma +(1.050) - S E 

BA1244 O55:H7* gamma +(1.050) - S E 

BA1652 O131:H4 epsilon +(900) - Y-P E 

BA1738 O80:H26 epsilon* +(900) - Y-P E 

BA2468 ONT:H19* beta +(900) - Y-P B1 

BA3160 O110:H- epsilon* +(900) - Y-P B1 

BA4135 O108:H25 iota +(750) - Y-P B1 

BA4147 O55:H7* gamma +(900) - Y-P A 

BA4192 O111:H25 iota +(1.050) - Y-P A 

BA3977 ONT:H45 gamma +(750) - Y-P B2 

BA4047 O1:H6 beta +(750) +(1.050) Y-P A 

BA3836 ONT:H19* epsilon* +(750) +(1.050) Y-P B1 

BA3800 ONT:H19* epsilon* +(750) +(1.050) S B2 

BA3851 ONT:H38 kappa +(750) +(1.500) Y-P Desc.
c 

BA151 ONT:H9 epsilon* - +(1.050) Y-P B1 

BA365 ONT:H19* epsilon* - +(1.050) Y-P B1 

BA442 O35:H19 epsilon* - +(1.050) Y-P B1 

BA1649 O111:H38 epsilon* - +(1.650) Y-P B1 

BA1887 O111:H38 epsilon* - +(1.350) Y-P B1 

BA2103 O26:H11 beta - +(900) Y-P B1 

BA2459 O26:H11 lambda - +(1.350) Y-P B1 

BA2923 O34:H6 beta - +(1.200) Y-P B1 

BA2991 O34:H- theta - +(1.200) Y-P B1 

BA3148 O35:H19 epsilon* - +(1.200) Y-P B1 

BA3443 O88:H25 epsilon* - +(1.200) Y-P B1 

BA3574 ONT:H28 epsilon* - +(1.200) Y-P B1 

BA3690 O111:H38 epsilon* - +(1.500) Y-P B1 

BA558 O111:H40 epsilon* - +(1.050) Y-P A 

BA585 O157:H16 beta - +(900) Y-P A 

BA2294 O9:H33 lambda - +(1.350) S A 

BA92 O2:H16 beta - +(900) Y-P Desc. 

BA589 O5:H2 beta  - +(1.800) Y-P Desc. 

a 
ONT: O não-tipável; 

b
 o tamanho dos fragmentos de PCR (pb) é indicado dentro dos parênteses; 

c 

filogrupo desconhecido; *, associação significativa com a presença de espFU (P<0,05). 

 



59 
 

O alinhamento das sequências preditas de aminoácidos revelou que 

EspFU/TccP é altamente conservada em aEPEC O55:H7 e ONT:H19, embora 

pequenas alterações tenham sido observadas entre os sorotipos (Figura 9). Do 

mesmo modo, as sequências de EspFU/TccP2 das cepas ONT:H19 apresentaram 

uma alta similaridade. Além disso, as porções amino-terminal de TccP e TccP2 

apresentaram grandes diferenças, enquanto que os PRRs destas proteínas foram 

praticamente idênticos. 

 

Figura 9 - Alinhamento múltiplo das sequências de TccP e TccP2 de aEPEC O55:H7 e ONT:H19. 

 

Os genes tccP e tccP2 das cepas de aEPEC O55:H7 e ONT:H19 foram parcialmente sequenciados. 
As sequências de aminoácidos preditas foram então alinhadas e comparadas às seguintes 
sequências de TccP e TccP2 disponíveis no banco de dados GenBank: cepa E. coli O55:H7 TB182A 
(número de acesso BAG11995), cepa E. coli O55:H7 DEC5d (número de acesso BAG11996), cepa E. 
coli O55:H7 WC211 (número de acesso BAG11997), cepa E. coli O55:H7 st957 (número de acesso 
BAG11998), cepa E. coli O55:H7 CB9615 (número de acesso ADD56988), cepa E. coli ONT:H19 
0471–1 (número de acesso BAF52361) e cepa E. coli ONT:H19 3632–1 (número de acesso 
BAF52365). A porção amino-terminal (parcial) e dois resíduos ricos em prolinas (PRRs) são 
destacados em cinza e preto, respectivamente. As alterações de aminoácidos estão destacadas em 
branco. 
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A tipagem do gene tir demonstrou que a grande maioria das cepas espFU-

positivas apresentaram o tipo fosforilado (Y-P), das quais 17 portavam tccP2, oito 

tccP e três ambos os alelos. Já o tipo não-fosforilado (S) foi verificado em apenas 

cinco cepas, três das quais positivas para tccP, uma para tccP2 e outra portava 

ambos (Tabela 3). Com base nos genótipos espFU e tir, as 33 cepas de aEPEC 

puderam ser divididas em: tccP2/tirY-P (17), tccP/tirY-P (8), tccP/tirS (3), 

tccP/tccP2/tirY-P (3), tccP2/tirS (1) and tccP/tccP2/tirS (1). 

Com relação à distribuição filogenética, as cepas espFU-positivas foram 

alocadas em quatro filogrupos distintos (Tabela 3) de acordo com o esquema de 

classificação de Clermont et al. (2013). Especificamente, as cepas tccP-positivas 

pertenciam aos filogrupos E (5), B1 (3), A (2) e B2 (1), enquanto aquelas que 

apresentavam apenas tccP2 foram distribuídas em B1 (13) e A (3), além de outras 

duas cepas que não puderem ser classificados por este método (filogrupo 

desconhecido). Três cepas que apresentavam ambos tccP e tccP2 pertenciam aos 

filogrupos A, B1 e B2, e uma não pôde ser classificada. As cepas positivas apenas 

para tccP ou tccP2 foram significativamente associadas com os filogrupos E e B1 

(P<0,05), respectivamente, o que indica uma distribuição filogenética destes alelos 

na coleção de aEPEC estudada (Tabela 4). 

 

 

Tabela 4 - Distribuição de tccP e tccP2 entre cepas de aEPEC de acordo com os 
filogrupos. 

Genótipo No. (%) de 

cepas 

No (%) de cepas por filogrupo 

  A  B1  B2  E  Desconhecido  

tccP 11 (33,3) 2 (18,2) 3 (27,3) 1 (9,1) 5 (45,4)* 0 (0,0) 

tccP2 18 (54,5) 3 (16,7) 13 (72,2)* 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (11,1) 

tccP/tccP2 4 (12,2) 1 (25,0) 1 (25,0) 1 (25,0) 0 (0,0) 1 (25,0) 

Total 33 (100,0) 6 (18,2) 17 (51,5) 2 (6,1) 5 (15,1) 3 (9,1) 

*P<0,05 
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4.2  Produção de soro policlonal anti-EspFU 

 

A alta prevalência de genes codificando EspFU observada levou-nos também 

a avaliar a produção desta proteína por cepas de aEPEC. Para tal, foi necessária 

inicialmente a produção de um soro policlonal anti-EspFU, que seria utilizado nos 

ensaios de imunodetecção da proteína alvo. Visando a obtenção da proteína 

recombinante EspFU-His para a imunização dos animais e produção do soro, foi 

realizada a clonagem do gene espFU da cepa BA320 (representativa do grupo das 

aEPEC O55:H7) no vetor de expressão pET28a(+). O inserto foi amplificado por 

PCR, purificado, digerido com NdeI e BamHI e ligado no vetor previamente tratado 

com as mesmas enzimas (Figura 10A). A construção resultante pETespFUBA320 foi 

transformada em células competentes de E. coli DH5α, sendo o sucesso da 

clonagem confirmado por PCR (Figura 10B) e análise de restrição (Figura 10C).  

 

Figura 10 - Clonagem do gene espFU no vetor de expressão pET28a(+). 

 

Eletroforese em gel de agarose (0,8%) corado com GelRed: (A) do inserto e vetor digeridos com NdeI 
e BamHI; (B) dos produtos de amplificação para o gene espFU na seleção dos clones recombinantes; 
(C) e da análise de restrição do plasmídeo pETespFU. As setas indicam os fragmentos 
correspondentes a espFU e pET28a(+). LM: Low Mass DNA ladder (Thermo Fisher Scientific); HM: 
High Mass DNA ladder (Thermo Fisher Scientific); M: marcador de peso molecular 1 Kb DNA ladder 

(Thermo Fisher Scientific). 
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O sequenciamento do plasmídeo pETespFUBA320 demonstrou a ausência de 

códons de terminação ou alterações na sequência genica (inserção, deleção ou 

mutação) que pudessem comprometer a produção da proteína recombinante 

(Figura 11A). Com base na predição da sequência de aminoácidos de EspFUBA320-

His e análises dos parâmetros físico-químicos, verificou-se então tratar de uma 

proteína com cerca de 344 aminoácidos, massa molecular de 37,7 kDa e ponto 

isoelétrico (pI) de aproximadamente 10,9 (Figura 11B). 

 

Figura 11 - Análise da sequência e parâmetros fisico-químicos de EspFUBA320-His. 

 

(A) Sequência de nucleotídeos de pETespFU, destacando-se a região codificante (sublinhado) e o 
gene espFU (vermelho). (B) Sequência predita de aminoácidos, massa molecular e ponto isoelétrico 
de EspFUBA320-His determinadas pelo servidor ProtParam. 

 

Posteriormente, foi realizada a subclonagem do plasmídeo recombinante na 

cepa E. coli BL21(DE3) para expressão heteróloga. Com o intuito de otimizar as 

melhores condições para os ensaios de indução, inicialmente foi avaliada a 

influência da concentração de IPTG na quantidade de proteína produzida. Para tal, 

foram selecionados dois clones recombinantes BL21(pETespFUBA320), que foram 
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cultivados em 10 mL de LB suplementado com kanamicina (50 μg/mL) até a fase 

intermediária do crescimento exponencial, sendo a expressão heteróloga induzida 

com três diferentes concentrações (0,2, 0,5 e 1 mM) de IPTG a 37 ºC por 4 h sob 

constante agitação de 200 rpm. As análises por immunoblot demonstraram que 

ambos os clones recombinantes produziram a proteína EspFUBA320-His (~38 kDa), 

não sendo possível detectar diferenças significativas de produção entre as 

concentrações de IPTG testadas (Figura 12). 

 

Figura 12 - Indução da produção da proteína recombinante EspFUBA320-His com diferentes 
concentrações de IPTG. 

 

Imunodetecção da proteína EspFUBA320-His nos extratos totais de clones recombinantes 
BL21(pETespFUBA320) após indução com 0,2, 0,5 ou 1 mM de IPTG. A seta indica a banda 
correspondente à proteína recombinante após detecção com anticorpos monoclonais anti-His. M: 
padrão de massa molecular PageRuler Prestained Protein ladder (Thermo Fisher Scientific). 

 

Com base nestes resultados, foi selecionado aleatoriamente um dos clones 

recombinantes de BL21(pETespFUBA320) para continuidade dos experimentos de 

indução e, posteriormente, purificação de EspFUBA320-His. Para verificar se a 

concentração de IPTG afetava a solubilidade da proteína recombinante, foram 

realizadas induções com 0,2 e 1 mM de IPTG a 37 ºC por 4 h sob agitação 

constante (200 rpm). Após fracionamento das culturas induzidas, foi observado que 

em ambas as condições testadas a proteína heteróloga apresentava-se 

majoritariamente presente em corpúsculos de inclusão (fração insolúvel), conforme 



64 
 

análise por eletroforese SDS-PAGE com coloração por Coomassie Blue (Figura 

13A) e immunoblot (Figura 13B). 

 

Figura 13 - Análise da solubilidade da proteína recombinante EspFUBA320-His. 

 

(A) Eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) 12% corado com 
Coomassie Blue e (B) correspondente immunoblot com anticorpos anti-His dos extratos totais de 
clones recombinantes BL21(pETespFUBA320) após indução com 0,2 ou 1 mM de IPTG. A seta indica a 
proteína recombinante EspFUBA320-His. M: padrão de massa molecular PageRuler Unstained Protein 
(superior) ou PageRuler Prestained Portein ladder (inferior) (Thermo Fisher Scientific). Pré: pré-
indução. Pós: pós-indução. FS: fração solúvel. FI: fração insolúvel. 

 

Para a produção em larga escala de EspFUBA320-His, o clone recombinante foi 

cultivado em 1 L de LB suplementado com kanamicina (50 μg/mL) até a fase 

intermediária de crescimento exponencial, sendo a expressão induzida com 1 mM 

de IPTG por 4 h a 37 ºC sob constante agitação de 200 rpm. Em seguida, a cultura 

induzida foi fracionada por sonicação, podendo-se novamente observar a presença 

majoritária da proteína recombinante em corpúsculos de inclusão após análise por 

SDS-PAGE corado por Coomassie Blue (Figura 14A) ou immunoblot (Figura 14B). 
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A fração insolúvel foi, então, solubilizada em tampão com uréia (8 M) e utilizada para 

purificação de EspFUBA320-His por cromatografia de afinidade ao níquel. A eluição do 

material ligado à coluna foi realizada entre 110 e 160 mM de imidazol, conforme 

observado no cromatograma (Figura 14C). A análise das frações eluídas 

demonstrou uma alta concentração de proteína obtida. No entanto, algumas bandas 

contaminantes foram observadas no material purificado, embora EspFUBA320-His 

correspondesse à porção majoritária (Figura 14D). As frações eluídas foram então 

dialisadas para eliminação do imidazol e ureia, assim como para o remodelamento 

da proteína. A presença de EspFUBA320-His no material dialisado foi confirmada por 

SDS-PAGE corado com Coomassie Blue (Figura 14E) e immunoblot (Figura 14F). A 

quantificação do material purificado revelou um rendimento total de 1 mg de 

proteína, que foi considerado suficiente para a imunização dos animais. A proteína 

purificada foi então armazenada a 4 e -20 ºC. 

 

Figura 14 - Purificação da proteína recombinante EspFUBA320-His por cromatografia de 
afinidade ao níquel. 

 

(A) Eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) 12% corado com 
Coomassie Blue; (B) immunoblot com anti-His da produção em larga escala de EspFUBA320-His após 
indução com 1 mM de IPTG. (C) Cromatograma e (D) SDS-PAGE (12%) corado com Coomassie das 
frações obtidas durante a purificação de EspFUBA320-His. (E) Após a diálise, a proteína purificada foi 
analisada por SDS-PAGE (12%) corado com Coomassie Blue e (F) immunoblot com anti-His. A seta 
indica a banda correspondente à proteína recombinante EspFUBA320-His. M: padrão de massa 
molecular PageRuler Prestained Protein ladder (Thermo Fisher Scientific). Pré: pré-indução. Pós: pós-
indução. FS: fração solúvel. FI: fração insolúvel. FL: material não ligado à coluna (flow). E1-12: 
frações eluídas. 
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Também foi confirmada a identidade da proteína recombinante por 

espectrometria de massas, cujas análises demonstraram realmente tratar-se de 

EspFU-His (Figura 15). 

 

Figura 15 - Análise da proteína recombinante EspFUBA320-His por espectrometria de massas 
(LC-MS/MS). 

 

Os espectros de massas foram analisados por MASCOT e os dois principais hits são mostrados. 

 

Em seguida, foi iniciado o protocolo de imunização dos animais com a 

proteína recombinante EspFUBA320-His, os quais desenvolveram uma resposta frente 

ao antígeno, resultando na produção de um soro hiperimune com o título 

aproximado de 1:6400 (Figura 16A). O soro policlonal anti-EspFU obtido foi capaz 

de reconhecer tanto a proteína recombinante purificada quanto aquela presente no 

extrato total de uma cultura induzida de E. coli BL21(pETespFU), conforme 

verificado por immunoblot. No entanto, o reconhecimento de proteínas no extrato 

total de E. coli BL21(DE3) indicou a presença de anticorpos inespecíficos, 

possivelmente devido ao fato que a proteína recombinante não se apresentava 

totalmente pura (Figura 16B). Para reduzir esta inespecificidade, foram realizadas 

adsorções sucessivas do soro policlonal contra extratos de E. coli BL21. Por fim, o 

soro hiperimune obtido também foi capaz de reconhecer a proteína recombinante 
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EspFUEDL933-His, que foi produzida e purificada de forma similar à EspFUBA320-His 

(Figura 16C e D). 

 

Figura 16 - Análise do soro policlonal anti-EspFU. 

 

(A) Titulação do soro hiperimune anti-EspFU por ELISA indireto. (B) Imunodetecção de EspFUBA320-
His empregando-se o soro policlonal anti-EspFU na diluição 1:100. (C) Eletroforese em gel de 
poliacrilamida-dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) 12% corado com Coomassie Blue e (D) o 
correspondente immunoblot com soro anti-EspFU para detecção da proteína recombinante 
EspFUEDL933-His. As setas indicam as bandas correspondentes às proteínas EspFUBA320-His e 
EspFUEDL933-His. M: padrão de massa molecular PageRuler Prestained Protein ladder (Thermo Fisher 
Scientific). 

 

4.3  Produção de EspFU por cepas de aEPEC 

 

O soro hiperimune obtido foi então utilizado em ensaios de imunodetecção da 

produção de EspFU (TccP/TccP2) por cepas de aEPEC. Inicialmente, testamos 

diferentes meios de cultura (LB, caldo EC, DMEM e DMEM pré-condicionado) para 

verificar em qual condição a produção de EspFU era favorecida. Para tal, foram 

selecionadas oito cepas de aEPEC que apresentavam o alelo tccP, as quais foram 

cultivadas nos diferentes meios. Os sobrenadantes dos cultivos bacterianos foram 
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então utilizados para a análise da produção (secreção) de EspFU por ELISA. De um 

modo geral, o cultivo em DMEM resultou em uma maior produção média de EspFU, 

sendo que para algumas cepas só foi possível a detecção quando cultivadas neste 

meio (Figura 17A), embora também tenha sido observada uma alta produção por 

uma cepa tanto em LB quanto caldo EC. Diante disso, o cultivo em DMEM foi 

adotado como a condição adequada para a análise da produção de EspFU em todas 

as cepas de aEPEC. 

De um modo geral, a produção desta proteína ocorreu de maneira diferencial 

entre as cepas, com algumas produzindo EspFU em altos níveis, enquanto que 

outras produzem ineficientemente (Figura 17B). Como esperado, os valores médios 

de produção das cepas espFU-positivas foram significativamente maiores do que 

aqueles obtidos quando os sobrenadantes das 39 aEPEC negativas foram testados 

(Figura 17B), indicando a especificidade do soro hiperimune. Embora duas cepas 

espFU-negativas tenham apresentado valores de densidade óptica (DO) próximos a 

0,2, nenhuma reatividade foi observada quando seus sobrenadantes concentrados 

foram testados por immunoblot, indicando a ausência de EspFU (Figura 16C). Por 

outro lado, a análise de três cepas positivas revelou a detecção de proteínas com 

massas distintas, correspondente ao diferente número de PRRs presentes.  

Nenhuma correlação foi observada entre a produção de EspFU e os 

genótipos tccP/tccP2 (Figura 18A), tamanho dos genes (Figura 18B) ou filogenia 

(Figura 18C), sugerindo que esta variação seja predominantemente cepa-

dependente. 

Estes dados foram compilados e recentemente publicados (MARTINS et al., 

2017). 
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Figura 17 - Produção de EspFU (TccP/TccP2) por cepas de aEPEC. 

 

 (A) Ensaio preliminar para análise da produção de TccP e TccP2 nos meios LB, caldo EC, DMEM e 
DMEM pré-condicionado. (B) Produção de TccP e TccP2 pelas 72 cepas de aEPEC após cultivo em 
DMEM. A detecção das proteínas TccP e TccP2 foi realizada por ELISA indireto empregando-se os 
sobrenadantes dos cultivos bacterianos. Os dados apresentados são os valores médios de densidade 
óptica (DO) a 450 ou 492 nm das replicatas biológicas (n=3) de um experimento representativo. (C) 
Immunoblot para detecção de TccP e TccP2 nos sobrenadantes concentrados dos cultivos 
bacterianos em DMEM. As setas indicam as bandas correspondentes a TccP e TccP2 com diferentes 
massas. Todos os ensaios de imunodetecção foram realizados com soro policlonal anti-EspFU na 
diluição 1:100. M: padrão de massa molecular PageRuler Prestained Protein ladder (Thermo Fisher 
Scientific). 
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Figura 18 - Correlação entre produção de EspFU (TccP/TccP2), genótipos, tamanho dos genes 
e filogenia. 

 

 

As cepas foram cultivadas em DMEM e os sobrenadantes analisados por ELISA indireto para a 
detecção da produção de TccP e TccP2 utilizando soro policlonal anti-EspFU (1:100). Os níveis de 
produção de proteína entre as cepas foram comparados com relação: (A) aos genótipos de 
tccP/tccP2, (B) tamanho dos genes e (C) grupos filogenéticos. Os dados apresentados são as médias 
± desvio padrão dos valores de absorbância (DO) a 492 nm de cada uma das cepas. 
 

4.4 Papel de EspFU na patogênese de aEPEC 

 

4.4.1 Análise dos genes espFU e tir da cepa BA320 

Tendo em vista que todas cepas O55:H7 da coleção analisada foram 

positivas para espFU, uma cepa representativa deste grupo (BA320) foi selecionada 

para um estudo mais detalhado do papel de EspFU na patogênese de aEPEC. O 

sequenciamento do gene espFU de BA320 resultou em uma sequência com 873 pb 

(Figura 19A), que foi depositada no banco de dados GenBank (número de acesso 

KY070367). A análise da sequência predita de EspFUBA320 revelou tratar-se de uma 
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proteína com 290 aminoácidos e massa molecular de aproximadamente 31,9 kDa, 

demonstrando quatro domínios da superfamília EspF ricos em resíduos de prolina 

(Figura 19B). 

 

Figura 19 - Análise da sequência de EspFU da cepa BA320. 

 
(A) Sequência de nucleotídeos do gene espFU da cepa aEPEC O55:H7 BA320. (B) Representação 
dos quatro domínios da superfamília EspF presentes na proteína EspFUBA320. 

 

Além de espFU, BA320 também apresenta o gene tir do tipo não-fosforilado, 

conforme determinado previamente por PCR (Tabela 1), indicando que a via de 

sinalização mediada por EspFU seja o único mecanismo molecular disponível para 

indução de lesões A/E por esta cepa. Para confirmar estes dados, o gene tir foi 

amplificado (Figura 20A) e, posteriormente, sequenciado. A análise das sequências 

obtidas demonstrou que tirBA320 possui 1.671 pb (Figura 20B), codificando uma 

proteína com 99% e 70% de similaridade ao Tir das cepas protótipos EHEC EDL933 

e tEPEC E2348/69, respectivamente (Figura 20C). A maior similaridade com 

TirEDL933 confirma tratar-se do tipo não-fosforilado. 
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Figura 20 - Análise da sequência de Tir da cepa BA320. 

 

(A) Eletroforese em gel de agarose (0,8%) corado com GelRed do produto de amplificação para o 
gene tir da cepa BA320. (B) Sequência de nucleotídeos do gene tir da cepa BA320. (C) Similaridade 
de Tir da cepa BA320 com as sequências de EDL933 e E2348/69 após alinhamentos realizados com 
a ferramenta BLAST. M: marcador de peso molecular 1 Kb DNA ladder (Thermo Fisher Scientific). 

 

4.4.2. Construção e caracterização do mutante isogênico em espFU 

Em seguida, foi realizada a mutação do gene espFU na cepa BA320 

utilizando o sistema de recombinases codificadas pelo fago λ Red (DATSENKO; 

WANNER, 2000). Para tal, foi amplificado o fragmento espFU:cat a partir do 

plasmídeo pKD3, resultando em um fragmento com cerca de 1,1 kb (Figura 21A), o 

qual foi purificado, tratado com a endonuclease DpnI (Figura 21B) e transformado 

em BA320 expressando as recombinases codificadas pelo plasmídeo pKD46. Dez 

candidatos a mutantes (colônias resistentes a cloranfenicol) foram obtidos, os quais 

foram curados do plasmídeo pKD46 após três repiques sucessivos a 42 ºC. Os 

candidatos a mutantes foram submetidos à PCR com os oligonucleotídeos tccP-

F1/tccP-R1, gerando fragmentos maiores que 873 pb (Figura 21C), indicando a 

incorporação do cassete de recombinação. 
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Figura 21 - Mutação do gene espFU da cepa BA320. 

 

Eletroforese em gel de agarose (0,8%) corado com GelRed: (A) da amplificação do cassete de 
recombinação espFU:cat; (B) do fragmento purificado pós-tratamento com DpnI; (C) dos produtos de 
amplificação dos fragmentos de recombinação para confirmação da mutação. M: marcador de peso 
molecular GeneRuler 1 Kb DNA ladder (Thermo Fisher Scientific). LM: Low Mass DNA ladder 

(Thermo Fisher Scientific). Δ1-10: candidatos a mutantes. 

 

Curiosamente, produtos de PCR com tamanhos distintos foram observados, 

três dos quais (Δ1, Δ2 e Δ6) foram purificados, clonados em pGEM-T Easy e 

sequenciados com os primers M13/pUC. A análise das sequências por BLAST 

revelou a presença do cassete de resistência a cloranfenicol (cat) nos três 

fragmentos (Figura 22). No entanto, dois destes (Δ1 e Δ6) conservaram uma porção 

maior que o esperado do gene espFU, o que explica o maior tamanho destes 

produtos de PCR. Já o fragmento menor (Δ2) correspondia exatamente ao cassete 

de recombinação amplificado a partir de pKD3, com 60 nucleotídeos homólogos a 

espFUBA320 em cada uma das extremidades. Uma possível explicação para estas 

diferenças é a presença de regiões repetidas praticamente idênticas na porção 

carboxi-terminal de espFU, possibilitando a incorporação do cassete de 

recombinação em mais do que uma posição dentro do gene. 
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Figura 22 - Confirmação da mutação do gene espFU por sequenciamento. 

 

Sequências de nucleotídeos dos fragmentos de recombinação de três candidatos a mutantes (Δ1, Δ2 
e Δ6). As regiões flanqueadoras (sublinhadas) representam porções conservadas do gene espFU, 
enquanto que a região central (não sublinhada) correspondente ao cassete de cloranfenicol. 
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Confirmada a deleção do gene espFU em BA320 por sequenciamento, foi 

selecionado o candidato Δ2 para a continuidade dos experimentos, que consistiu na 

complementação da mutação com o plasmídeo pEspFU, construído a partir da 

clonagem de espFUBA320 no vetor p-myc contendo o promotor nativo deste gene 

(Figura 23A). Dez clones resultantes da transformação em E. coli DH5α foram 

investigados por PCR, dos quais sete foram positivos para espFUBA320 (Figura 23B). 

A confirmação da construção de pEspFU foi realizada por análise de restrição, após 

a digestão da extração plasmidial de um destes clones recombinantes com as 

enzimas NdeI e BamHI (Figura 23C). Quando comparado ao perfil de restrição do 

plasmídeo pKC471, que contém o gene espFU da cepa EDL933, é possível verificar 

a liberação de um fragmento de menor tamanho de pEspFU, correspondente ao 

gene espFUBA320. 

 
Figura 23 - Complementação da mutação do gene espFU. 

 

Eletroforese em gel de agarose (0,8%) corado com GelRed: (A) do inserto e vetor digeridos; (B) dos 
produtos de amplificação para o gene espFU nos clones transformantes; (C) da análise de restrição 
do plasmídeos pKC471 e pEspFU. LM: Low Mass DNA ladder (Thermo Fisher Scientific); HM: High 
Mass DNA ladder (Thermo Fisher Scientific); M: marcador de peso molecular 1 Kb DNA ladder 

(Thermo Fisher Scientific). 

 

As cepas BA320, ΔespFU, ΔespFU+pEspFU e ΔespFU+vetor (transformada 

com o vetor vazio p-myc) foram então caracterizadas quanto à expressão e 

produção de EspFU para a confirmação da mutação e respectiva complementação. 
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Os ensaios de RT-PCR revelaram que, como esperado, espFU foi expresso por 

BA320 e ΔespFU+pEspFU, mas não por ΔespFU e ΔespFU+vetor (Figura 24A). 

Corroborando estes dados, foi verificado por immunoblot a presença da proteína 

EspFU-Myc no sobrenadante da cepa ΔespFU+pEspFU (Figura 24B). Por fim, a 

proteína EspFU foi detectada por ELISA nos sobrenadantes das cepas selvagem e 

complementada, embora muito mais evidentemente nesta última (Figura 24C). 

Estes resultados confirmaram o sucesso da mutação e da complementação, além de 

demonstrar que a produção de EspFU em BA320 é relativamente baixa. 

 

Figura 24 - Análise da expressão e produção de EspFU para confirmação da mutação e 
complementação. 

 

(A) Eletroforese em gel de agarose (0,8%) corado com GelRed dos produtos de amplificação para o 
gene espFU por RT-PCR. (B) Immunoblot com anti-Myc (1:100) para detecção da proteína EspFU-
Myc nos sobrenadantes concentrados após cultivo em DMEM. (C) ELISA indireto para detecção da 
produção de EspFU nos sobrenadantes de cultivos bacterianos em DMEM, utilizando-se soro 
policlonal anti-EspFU (1:100). M: marcador de peso molecular 1 Kb DNA Plus ladder (Sinapse Inc) e 
padrão de massa molecular PageRuler Prestained Protein ladder (Thermo Fisher Scientific). 

 

Posteriormente, foi observado que as cepas geneticamente modificadas 

(ΔespFU, ΔespFU+pEspFU e ΔespFU+vetor) apresentaram o mesmo perfil de 

crescimento que BA320 (Figura 25A). Já nos ensaios de motilidade, todas as cepas 

apresentaram-se móveis (Figura 25B). Estes resultados indicam que EspFU e/ou a 

manipulação genética (deleção ou complementação) não afetaram 

significativamente o crescimento e motilidade de BA320, aspectos que poderiam 

influenciar no estudo da patogênese desta cepa. 



77 
 

Figura 25 - Curvas de crescimento e motilidade das cepas BA320, ΔespFU, ΔespFU+pEspFU e 
ΔespFU+vetor. 

 

(A) Os valores de densidade óptica (DO) a 600 nm foram regularmente registrados durante o cultivo 
das cepas em meio LB a 37 ºC sob agitação de 200 rpm. Os dados representam a média ± desvio 
padrão das replicatas biológicas (n=3) de um experimento representativo. (B) Motilidade das cepas 
em meio LB semi-sólido. 

4.4.3 Análise da interação com células epiteliais in vitro 

Em seguida, foram realizados ensaios de interação com células HeLa, os 

quais mostraram que todas as cepas foram aderentes (Figura 26A). No entanto, a 

quantificação deste fenótipo revelou que a deleção de espFU reduziu 

significativamente a adesão de BA320 (P<0,0001), sendo esta propriedade 

restabelecida com o plasmídeo pEspFU, mas não com o vetor p-myc. (Figura 26B). 

 

Figura 26 - Perfis de adesão das cepas BA320, ΔespFU, ΔespFU+pEspFU e ΔespFU+vetor. 

 

(continua) 
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(continuação) 

 
(A) Células HeLa foram infectadas por 6 h com as cepas bacterianas (MOI = 10), fixadas, coradas 
com solução de May-Grunwald/Giemsa e visualizadas por microscopia óptica sob aumento de 1.000 
X. (B) Quantificação da adesão após lise com Triton-X-100 (1%) das células infectadas, 
plaqueamento dos lisados e contagem das unidades formadoras de colônia (UFC) em ágar LB. A 
significância estatística foi determinada por análise de variância (ANOVA) em comparação à BA320 
(****, P<0,0001). 
 

 

Também foi verificado que BA320, similarmente à E2348/69, induziu a 

polimerização de actina sob os sítios de adesão bacteriana, enquanto que o mutante 

ΔespFU perdeu essa capacidade (Figura 27). Novamente, a complementação com 

pEspFU foi capaz de restaurar o fenótipo.  

 

Figura 27 - Ensaio de FAS com as cepas BA320, ΔespFU, ΔespFU+pEspFU e ΔespFU+vetor. 

 

 

(continua) 
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(continuação) 
 

 
 
Células HeLa foram infectadas por 6 h com as cepas bacterianas (MOI = 10), fixadas, tratadas com 
faloidina conjugada à rodamina (vermelho) e DAPI (azul), e visualizadas por microscopia de 
fluorescência sob aumento de 1.000 X. As setas brancas indicam sítios de polimerização de actina. A 
cepa tEPEC E2348/69 foi utilizada como controle positivo. 

 

Consistente com o acúmulo de actina, foi observado em MEV a formação de 

pequenos pedestais na superfície das células HeLa após a interação com BA320 e 

ΔespFU+pEspFU e a ausência destas estruturas nos sítios de adesão de ΔespFU e 

ΔespFU+vetor (Figura 28). Conforme demonstrado nas micrografias, os pedestais 

produzidos por BA320 e ΔespFU+pEspFU foram menos evidentes que aqueles 

formados por E2348/69. 
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Figura 28 - Fotomicrografia da superfície de células HeLa após interação com as cepas BA320, 
ΔespFU, ΔespFU+pEspFU e ΔespFU+vetor. 

 

Células HeLa foram infectadas por 6 h com as cepas bacterianas (MOI = 10) e processadas para 
visualização por microscopia eletrônica de varredura (MEV) sob aumento de 20.000 a 35.000 X. As 
setas brancas indicam a formação de pedestais de actina. A cepa tEPEC E2348/69 foi utilizada como 
controle positivo. 
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4.4.4 Modelo animal de colonização intestinal 

Em conjunto, os dados de interação in vitro com células HeLa demonstraram 

uma grande importância de EspFU na adesão, indução da polimerização de actina e 

formação de pedestais por BA320, levando-nos a considerar se esta proteína 

também poderia desempenhar algum papel na colonização intestinal. 

Para avaliar este aspecto in vivo, foi utilizado um modelo de camundongos 

tratados com estreptomicina, no qual os animais foram infectados via oral com 

aproximadamente 109 UFC de BA320 ou ΔespFU, seguido pela enumeração diária 

de bactérias resistentes a este antibiótico em suas fezes. Como controle de 

infecção, alguns animais receberam PBS e, conforme esperado, não foram 

observadas bactérias Gram-negativas resistentes à estreptomicina em suas fezes 

durante todo o experimento. Já os camundongos infectados foram consistentemente 

colonizados tanto pela cepa selvagem quanto pelo mutante isogênico em espFU 

(Figura 29A), sem no entanto apresentar sinais clínicos de doença. Os animais 

eliminaram ambas as cepas em suas fezes durante todo o experimento, conforme 

verificação por PCR para amplificação de eae e aglutinação com soro anti-O55 

(dados não mostrados). 

No entanto, quando os níveis de colonização foram comparados, pôde-se 

verificar que os animais infectados com BA320 apresentaram uma carga bacteriana 

cumulativa significativamente maior em suas fezes do que aqueles que receberam a 

cepa ΔespFU (Figura 29B). Estes dados sugerem que a expressão de EspFU, 

embora não essencial, pode aumentar a eficiência da colonização intestinal. 
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Figura 29 - Colonização intestinal de camundongos tratados com estreptomicina. 

 

 (A) Camundongos fêmea BALB/c (n=6 animais/grupo) foram infectados via oral com 
aproximadamente 10

9 
UFC da cepa selvagem BA320 ou do mutante isogênico em espFU. As fezes 

foram coletadas diariamente, homogeneizadas e plaqueadas em ágar MacConkey suplementado com 
estreptomicina (100 μg/mL) para enumeração de células viáveis (UFC). Os dados representam média 
± erro padrão do número de UFC/grama de fezes. (B) Carga bacteriana cumulativa (área sob a curva) 
nas fezes dos animais após 11 dias de infecção. A significância estatística foi determinada por teste t 
não-pareado (**, P<0,05). 
 

4.5 Dinâmica da formação de pedestais por cepas de aEPEC 

 

4.5.1 Construção e caracterização das cepas de aEPEC com diferentes fenótipos 

A/E 

Posteriormente, foi analisada a dinâmica da formação de lesão A/E em 

BA320, que forma pedestais de uma maneira EspFU-dependente, comparando com 

cepas de aEPEC que induzem polimerização de actina por meio da fosforilação de 

Tir, ou que utilizam ambas as vias de sinalização (EspFU e TirY-P). Para tal, uma 

série de construções a partir da manipulação genética de BA320 foi realizada, de 

modo a manter o mesmo repertório de virulência e evitar alterações fenotípicas 

relacionadas a cepas com diferentes arcabouços genéticos (Figura 30). 
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Figura 30 – Construção das cepas de aEPEC com diferentes mecanismos de polimerização de 
actina. 

 

  

Especificamente, para a obtenção de cepas com TirY-P, foi deletado o gene tir 

não-fosforilado nas cepas BA320 e ΔespFU por recombinação homóloga, 

empregando um cassete de kanamicina amplificado a partir do vetor pKD4 (Figura 

31A). A deleção de tir por meio da incorporação do cassete de kanamicina foi 

confirmada por PCR (Figura 31B, C e D) e posterior sequenciamento dos 

fragmentos amplificados. 

 

Figura 31 - Mutação do gene tir nas cepas BA320 e ΔespFU. 

 

(continua) 
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(continuação) 

Eletroforese em gel de agarose (0,8%) corado com GelRed: (A) da amplificação do cassete de 
recombinação tir:kan; (B) dos produtos de PCR gerados com os oligoiniciadores kan-F e kan-R; (C) 
tir-F e kan-R; (D) kan-F e tir-R. As setas indicam os tamanhos (pb) esperados para cada fragmento. 
M: marcador de peso molecular 1 Kb DNA Plus (A) e 1 Kb DNA ladder (B, C e D) (Thermo Fisher 
Scientific).  

 

As construções Δtir e ΔΔespFU:tir foram então transformadas com o 

plasmídeo pEP23 (convencionalmente denominado pTirY-P neste trabalho), obtido 

após a clonagem do gene tir de E2348/69 no vetor pACYC184 (Figura 32A e B). 

Deste modo, as cepas resultantes ΔΔespFU:tir+pTirY-P e Δtir+pTirY-P poderiam 

induzir lesões A/E pelas vias TirY-P e EspFU/TirY-P, respectivamente. Como 

comparação, complementações com o plasmídeo pTir contendo o gene tir de BA320 

também foram realizadas (Figura 32C), além de transformações com o vetor vazio 

pACYC184. 

 

Figura 32 - Complementação da mutação do gene tir. 

 

Eletroforese em gel de agarose (0,8%) corado com GelRed: (A) dos insertos e vetor digeridos; (B) 
dos produtos de amplificação para o gene tir dos clones transformantes pTirY-P; (C) dos produtos de 
PCR para o gene tir e análise plasmidial dos clones transformantes pTir. M: marcador de peso 
molecular 1 Kb DNA (A) e 1 Kb DNA Plus ladder (B e C) (Thermo Fisher Scientific). 

 

A amplificação dos genes espFU (Figura 33A) e tir (Figura 33B) por PCR 

revelou que todas as construções apresentaram os genótipos esperados. Para 

confirmar a deleção e complementação de Tir, extratos totais (lisados) foram 

preparados após cultivo até a fase tardia do crescimento exponencial em DMEM, 
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sendo então testados por immunoblot. Como controle de expressão constitutiva, foi 

verificado que todas as cepas produziram a proteína RpoA (Figura 33C). Além 

disso, todas as cepas produziram EspA e EspB, indicando a funcionalidade de LEE. 

Já a proteína Tir foi produzida pelas cepas BA320, ΔespFU, ΔespFU+pEspFU e 

ΔespFU+vetor, mas não por Δtir e ΔΔespFU:tir, conforme esperado. Com relação às 

complementações, apenas aquelas realizadas com pTir restauraram a produção 

desta proteína. O fato dos plasmídeos pTirY-P e pTir terem sido derivados do mesmo 

vetor (pACYC184) e, portanto, apresentarem o mesmo promotor de expressão, 

sugere que a proteína Tir de tEPEC E2348/69 tenha sido expressa, porém não foi 

reconhecida pelo soro policlonal utilizado, que foi produzido contra Tir de EHEC 

O157:H7. 

 

Figura 33 - Confirmação da mutação e complementação de Tir. 

 

Eletroforese em gel de agarose (0,8%) corado com GelRed dos produtos de amplificação para os 
genes (A) espFU e (B) tir. Os fragmentos de menor tamanho correspondem a porções 
remanescentes dos genes espFU e tir após deleção por recombinação homóloga. (C) Immunoblot 
para detecção da produção de Tir, EspB, EspA e RpoA nos extratos totais preparados a partir de 
cultivos bacterianos em DMEM. M: marcador de peso molecular 1 Kb DNA Plus ladder (Thermo 
Fisher Scientific). 
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Mesmo não tendo confirmado a expressão de Tir por Δtir+pTirY-P e 

ΔΔespFU:tir+pTirY-P, os experimentos por meio da caracterização destas cepas com 

relação às taxas de crescimento e produção de proteínas codificadas por LEE, em 

condições normalmente utilizadas para a infecção de células epiteliais (DMEM, 37 

ºC e 5% CO2), tiveram prosseguimento. Foi observado, então, que todas as cepas 

apresentaram praticamente o mesmo perfil de crescimento, conforme determinado 

pela enumeração regular de células viáveis durante o cultivo (Figura 34A). A análise 

por immunoblot dos extratos totais (Figura 34B) e sobrenadantes concentrados 

(Figura 34C) revelou que EspA e EspB foram produzidas por todas as cepas 

(Figura 34D). No entanto, EspB foi preferencialmente secretada, enquanto que 

EspA foi similarmente detectada tanto nos extratos totais quanto sobrenadantes. 

Com relação à Tir, foi observada uma fraca detecção nos extratos totais de 

Δtir+pTirY-P e ΔΔespFU:tir+pTirY-P, mas não nos sobrenadantes, enquanto que as 

demais cepas produziram e secretaram esta proteína. Em conjunto, estes dados 

sugerem que estas cepas de aEPEC exibiram a mesma taxa de crescimento e 

produziram proteínas codificadas por LEE sob condições de infecção. 

 

Figura 34 - Análise do crescimento e produção de proteínas codificadas por LEE em condições 
de infecção. 

 

(continua) 
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(continuação) 

(A) As cepas de aEPEC foram cultivadas em DMEM a 37 ºC sob atmosfera com 5% de CO2 por 6 h. 
A enumeração de células viáveis (UFC) foi realizada por plaqueamento em ágar LB. Os dados são 
apresentados como média ± desvio padrão das replicatas biológicas (n=6) de dois experimentos 
independentes. Eletroforese em gel de poliacrilamida Mini-PROTEAN TGX Stain-free (Bio-Rad) dos 
(B) extratos totais e (C) sobrenadantes concentrados. (D) Immunoblot para detecção da produção de 
Tir, EspA e EspB. A quantidade relativa de proteínas aplicadas por canaleta foi verificada por 
immunoblot para detecção de RpoA (extratos totais) ou pela intensidade da banda de BSA 
(sobrenadantes concentrados). M: padrão de massa molecular Precision Plus Protein Dual Color 
ladder (Bio-Rad). 

 
Posteriormente, foi avaliada a capacidade de induzir polimerização de actina 

in vitro após a infecção de células HeLa por 6 h. Conforme esperado, as deleções 

em espFU e ou tir resultaram na perda da habilidade em formar pedestais em 

células HeLa, sendo que estas propriedades não foram restabelecidas após 

transformações com os vetores vazios (Figura 35). Já a complementação com o Tir 

de E2348/69 (fosforilado) resultou na formação de pedestais por todas as cepas, 

enquanto que o Tir de BA320 (não-fosforilado) foi capaz de restaurar a 

polimerização de actina apenas no mutante Δtir. Por outro lado, o plasmídeo 

pEspFU restaurou a formação de pedestais apenas em ΔespFU, mas não em 

ΔΔespFU:tir. Estes dados indicam que a produção de TirY-P é suficiente para induzir 

polimerização de actina, enquanto que EspFU requer a presença de Tir para 

desencadear a formação de pedestais. 

 

Figura 35 - Confirmação dos fenótipos de polimerização de actina. 

 

(continua) 
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(continuação) 

 

Células HeLa foram infectadas por 6 h com as cepas bacterianas (MOI = 10), fixadas, tratadas com 
faloidina conjugada à isotiocianato de fluoresceína (verde) e iodeto de propídio (vermelho), e então 
visualizadas por microscopia de fluorescência sob aumento de 630 X. 

 

Para complementar os dados de polimerização de actina, foram realizados 

ensaios de imunofluorescência, onde foi possível observar que Tir foi produzido, 

translocado para as células HeLa e co-localizado com os pedestais formados por 

BA320, Δtir+pTirY-P e ΔΔespFU:tir+pTirY-P (Figura 36A). Também foi observado que 

o Tir destas últimas duas cepas foi fosforilado similarmente àquele de E2348/69, 

enquanto que nenhuma marcação com anti-fosfotirosina (PY) foi detectada nas 

preparações com BA320 (Figura 36B). Para confirmar estes achados, as frações 

solúveis obtidas após o tratamento com Triton-X-100 de células HeLa infectadas por 

6 h foram analisadas. Os ensaios de immunoblot com anticorpos anti-TirY-P 

revelaram então que Tir de Δtir+pTirY-P e ΔΔespFU:tir+pTirY-P foi translocado e 

fosforilado, como evidenciado pela presença de duas bandas correspondentes às 

formas modificadas (~90 kDa) e não-modificadas (~72 kDa) desta proteína (Figura 

36C). Coletivamente, estes dados confirmam os fenótipos esperados das cepas em 

estudo. 
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Figura 36 - Imunodetecção da translocação e fosforilação de Tir após infecção por cepas de 
aEPEC. 

 

Imunofluorescência para detecção da translocação e fosforilação de Tir. Células HeLa foram 
infectadas por 6 h com as cepas bacterianas (MOI = 10), fixadas e tratadas com (A) faloidina 
conjugada a FITC (verde), anticorpos anti-Tir (violeta) e DAPI (azul) para a detecção da translocação, 
ou (B) anticorpos anti-fosfotirosina conjugados a FITC (verde) e iodeto de propídio (vermelho) para 
detecção da fosforilação de Tir. As preparações foram analisadas por microscopia de fluorescência 
confocal sob aumento de 630 X. (C) Immunoblot para detecção da fosforilação de Tir. As frações 
solúveis de células infectadas, obtidas após tratamento com Triton-X-100, foram analisadas com 
anticorpos anti-TirY-P. As setas indicam as formas fosforilada (~90 kDa) e não-fosforilada (~72 kDa) de 
Tir. 
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4.5.2 Cinética da formação de pedestais de actina 

Após a confirmação dos fenótipos esperados, foram realizados ensaios 

preliminares de cinética com a cepa BA320, testando a capacidade de induzir 

polimerização de actina após 1,5, 3, 4,5 e 6 h de interação com células HeLa. Sítios 

de acúmulo de actina foram observados somente a partir de 3 h de infecção (Figura 

37), indicando que este seria o tempo inicial ideal para os ensaios de cinética da 

formação de pedestais. 

 

Figura 37 - Ensaio piloto da cinética de formação de pedestais por BA320. 

 

Células HeLa foram infectadas por 1,5, 3, 4,5 e 6 h com BA320 (MOI = 10), fixadas, tratadas com 
faloidina conjugada a FITC (verde) e iodeto de propídio (vermelho) e então visualizadas por 
microscopia de fluorescência sob aumento de 630 X. 

 

Em seguida, a cinética da formação de pedestais das cepas BA320, 

Δtir+pTirY-P e ΔΔespFU:tir+pTirY-P foi comparada, quantificando ambos o número de 

bactérias aderidas e os sítios de acúmulo de actina após a infecção de células HeLa 

por 3, 4,5 e 6 h. O mutante ΔespFU foi incluído como um controle negativo de 

indução de polimerização de actina. De um modo geral, foi verificado que a cepa 

selvagem BA320 foi a mais aderente em todos os tempos de infecção testados, 
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enquanto que ΔΔespFU:tir+pTirY-P apresentou níveis de adesão similares àqueles do 

mutante ΔespFU, que não forma pedestais (Figuras 38B, 39B e 40B). 

Interessantemente, as cepas espFU-positivas (BA320 e Δtir+pTirY-P) foram mais 

aderentes quando comparadas a seus mutantes isogênicos (ΔespFU e 

ΔΔespFU:tir+pTirY-P), reforçando o papel de EspFU na adesão de aEPEC. 

Com relação à polimerização de actina, apenas alguns pedestais formados 

após 3 h de interação bactéria-célula (Figura 38A e C) foram observados, sendo 

que o número destas estruturas aumentou exponencialmente entre 4,5 (Figura 39A 

e C) e 6 h de infecção (Figura 40A e C). Os pedestais formados por Δtir+pTirY-P e 

ΔΔespFU:tir+pTirY-P foram aparentemente maiores e mais evidentes que aqueles 

produzidos por BA320, embora nenhuma ferramenta para mensurar este aspecto 

tenha sido empregada. Quando enumerados, os pedestais foram mais 

eficientemente formados por BA320 e Δtir+pTirY-P em relação à ΔΔespFU:tir+pTirY-P 

após 3 (Figura 38C) e 4,5 h de infecção (Figura 39C). No entanto, nenhuma 

diferença significativa foi observada com respeito ao número de pedestais nos 

ensaios de 6 h (Figura 40C), mesmo visto que Δtir+pTirY-P e ΔΔespFU:tir+pTirY-P 

foram menos aderentes que BA320, indicando que o nível de adesão bacteriana 

pode estar associado à taxa de polimerização de actina apenas nos estágios iniciais 

do processo de infecção. Além disso, a via de sinalização dependente da 

fosforilação de Tir (TirY-P) poderia ser uma maneira mais eficiente para induzir a 

polimerização de actina, uma vez que um menor número de bactérias aderidas 

resultou na mesma quantidade de pedestais formados quando comparado a uma 

cepa que utiliza exclusivamente EspFU para promover este fenótipo. 
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Figura 38 - Adesão bacteriana e formação de pedestais por cepas de aEPEC após 3 h de 
infecção. 

 

 

(A) Células HeLa foram infectadas por 3 h com as cepas bacterianas (MOI = 10), fixadas, tratadas 
com faloidina conjugada a FITC (verde) e iodeto de propídio (vermelho) e então visualizadas por 
microscopia de fluorescência confocal sob aumento de 630 X. (B) Quantificação do número de 
bactérias aderidas após tratamento das células com Triton-X-100 e plaqueamento dos lisados em 
ágar LB para contagem de células viáveis (UFC). (C) Quantificação do número de pedestais 
formados após enumeração dos sítios de acúmulo de actina em 100 células HeLa. Os dados são 
apresentados como média ± desvio padrão das replicatas biológicas de três experimentos 
independentes. A significância estatística foi determinada por análise de variância (ANOVA) em 
relação à BA320 (***P<0,001; ****P<0,0001). 
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Figura 39 - Adesão bacteriana e formação de pedestais por cepas de aEPEC após 4,5 h de 
infecção. 

 

(A) Células HeLa foram infectadas por 4,5 h com as cepas bacterianas (MOI = 10), fixadas, tratadas 
com faloidina conjugada a FITC (verde) e iodeto de propídio (vermelho) e então visualizadas por 
microscopia de fluorescência confocal sob aumento de 630 X. (B) Quantificação do número de 
bactérias aderidas após tratamento das células com Triton-X-100 e plaqueamento dos lisados em 
ágar LB para contagem de células viáveis (UFC). (C) Quantificação do número de pedestais 
formados após enumeração dos sítios de acúmulo de actina em 100 células HeLa. Os dados são 
apresentados como média ± desvio padrão das replicatas biológicas de três experimentos 
independentes. A significância estatística foi determinada por análise de variância (ANOVA) em 
relação à BA320 (***P<0,001; ****P<0,0001). 
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Figura 40 - Adesão bacteriana e formação de pedestais por cepas de aEPEC após 6 h de 
infecção. 

 

(A) Células HeLa foram infectadas por 6 h com as cepas bacterianas (MOI = 10), fixadas, tratadas 
com faloidina conjugada a FITC (verde) e iodeto de propídio (vermelho) e então visualizadas por 
microscopia de fluorescência confocal sob aumento de 630 X. (B) Quantificação do número de 
bactérias aderidas após tratamento das células com Triton-X-100 e plaqueamento dos lisados em 
ágar LB para contagem de células viáveis (UFC). (C) Quantificação do número de pedestais 
formados após enumeração dos sítios de acúmulo de actina em 100 células HeLa. Os dados são 
apresentados como média ± desvio padrão das replicatas biológicas de três experimentos 
independentes. A significância estatística foi determinada por análise de variância (ANOVA) em 
relação à BA320 (***P<0,001; ****P<0,0001). 
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A visualização em tempo real das células durante a infecção revelou que 

BA320 e Δtir+pTirY-P formaram pedestais mais eficiente e rapidamente do que 

ΔΔespFU:tir+pTirY-P (Figura 41), muito provavelmente devido aos maiores níveis de 

adesão destas cepas, o que corrobora os achados dos ensaios de cinética. 

Interessantemente, também foi possível observar que os pedestais são 

constantemente formados e desfeitos durante o curso da infecção, reforçando que a 

formação de lesões A/E trata-se de um processo bastante dinâmico. 

 

Figura 41 - Análise em tempo real da formação de pedestais por cepas de aEPEC. 

 

Células HeLa marcadas com actina fluorescente (LifeAct:GFP) foram infectadas por 2 h com as cepas 
de aEPEC expressando mCherry (MOI = 100) e então visualizadas durante mais 2 h por microscopia 
confocal time-lapse sob aumento de 630 X. As setas indicam os sítios de acúmulo de actina. 

 

4.5.3  Cinética da expressão de LEE e espFU 

Os níveis de expressão de LEE também foram avaliados durante o curso da 

infecção com o intuito de correlacioná-los com as diferentes cinéticas da formação 

de pedestais observadas. Para tal, ensaios quantitativos de PCR em tempo real 

(qRT-PCR) foram realizados, analisando a expressão dos operons de LEE nas 

bactérias aderidas após 3, 4,5 e 6 h de interação com as células HeLa.  

Os dados de qRT-PCR demonstraram uma redução significativa nos níveis de 

transcrição de ler (LEE1) em todas as cepas (Figura 42), especialmente após 6 h, 

indicando que a expressão do ativador transcricional Ler seja requerida apenas nos 
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estágios iniciais da infecção. Diferentemente de ler, os níveis transcricionais de escC 

(LEE2), escV (LEE3), espA (LEE4) e eae (LEE5) permaneceram inalterados na cepa 

BA320 durante a infecção (Figura 42A). O mesmo foi observado para Δtir+pTirY-P, 

com exceção de LEE4, que foi significativamente mais expresso após 6 h (Figura 

42B). Já ΔΔespFU:tir+pTirY-P e ΔespFU apresentaram um aumento significativo na 

expressão de todos os operons, especialmente após 6 h de infecção, com exceção 

de LEE5 na cepa que não forma pedestais (Figura 42C e D). Dentre as cepas que 

induzem polimerização de actina, apenas ΔΔespFU:tir+pTirY-P apresentou uma 

correlação entre aumento de adesão, formação de pedestais e os níveis de 

expressão de LEE durante a infecção. Além disso, Ler parece não ser o responsável 

direto pelas alterações de expressão observadas, uma vez que houve uma redução 

significativa nos níveis transcricionais de LEE1 durante o curso da infecção. 

 

Figura 42 - Expressão temporal de LEE durante a infecção por cepas de aEPEC. 

 

Os perfis de transcrição de genes representativos dos operons LEE1 (ler), LEE2 (escC), LEE3 (escV), 
LEE4 (espA) e LEE5 (eae) foram avaliados nas bactérias aderidas após 3, 4,5 e 6 h de infecção das 
células HeLa (MOI=10) com as cepas: (A) BA320, (B) Δtir+pTirY-P, (C) ΔΔespFU:tir+pTirY-P  e (D) 
ΔespFU. Os níveis transcricionais de cada gene foram normalizados à transcrição de rpoA. Os dados 
demonstram a média ± desvio padrão das replicatas biológicas (n=3) de um experimento 
representativo. A significância estatística foi determinada por análise de variância (ANOVA) entre as 
condições (*, P<0,05; **, P<0,01; ***, P<0,001; ****, P<0,0001). 
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Quando considerada a expressão de LEE em todas as cepas, comparando-as 

à BA320, verifica-se que ΔespFU apresentou os maiores níveis transcricionais em 

todos os tempos de infecção, seguido por ΔΔespFU:tir+pTirY-P (Figuras 43, 44 e 45). 

Surpreendentemente, estas cepas apresentaram os menores níveis de adesão, 

além de ΔespFU não ser capaz de formar pedestais robustamente. Com relação à 

Δtir+pTirY-P, foi observada maior expressão de LEE2 comparado à BA320 apenas 

nos estágios iniciais de infecção (Figura 43); LEE3 foi significativamente mais 

transcrito em 3 e 4,5 h (Figura 43 e 44), e maiores níveis transcricionais de LEE4 

foram observados em todos os tempos (Figuras 43, 44 e 45). No entanto, diferenças 

significativas de expressão para LEE1 e LEE5 entre BA320 e Δtir+pTirY-P não foram 

detectadas. De um modo geral, os dados de qRT-PCR demonstram uma associação 

inversamente proporcional entre adesão e expressão de LEE, onde as cepas mais 

aderentes apresentaram níveis transcricionais mais baixos em relação àquelas 

menos aderentes ou que não formam pedestais. 

 

Figura 43 - Expressão relativa de LEE em cepas de aEPEC após 3 h de infecção.  

 

Os perfis de transcrição de genes representativos dos operons LEE1 (ler), LEE2 (escC), LEE3 (escV), 
LEE4 (espA) e LEE5 (eae) foram analisados nas bactérias aderidas após 3 h de interação com 
células HeLa. Os níveis transcricionais foram normalizados a rpoA e calculados em relação à 
transcrição em BA320. Os dados demonstram a média ± desvio padrão das replicatas biológicas 
(n=3) de um experimento representativo. A significância estatística foi em foi determinada por análise 
de variância (ANOVA) em relação à BA320 (*, P<0,05; **, P<0,01; ***, P<0,001; ****, P<0,0001). 
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Figura 44 - Expressão relativa de LEE em cepas de aEPEC após 4,5 h de infecção.  

 

Os perfis de transcrição de genes representativos dos operons LEE1 (ler), LEE2 (escC), LEE3 (escV), 
LEE4 (espA) e LEE5 (eae) foram analisados nas bactérias aderidas após 4,5 h de interação com 
células HeLa. Os níveis transcricionais foram normalizados a rpoA e calculados em relação à 
transcrição em BA320. Os dados demonstram a média ± desvio padrão das replicatas biológicas 
(n=3) de um experimento representativo. A significância estatística foi em foi determinada por análise 
de variância (ANOVA) em relação à BA320 (*, P<0,05; **, P<0,01; ***, P<0,001; ****, P<0,0001). 
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Figura 45 - Expressão relativa de LEE em cepas de aEPEC após 6 h de infecção. 

 

Os perfis de transcrição de genes representativos dos operons LEE1 (ler), LEE2 (escC), LEE3 (escV), 
LEE4 (espA) e LEE5 (eae) foram analisados nas bactérias aderidas após 6 h de interação com 
células HeLa. Os níveis transcricionais foram normalizados a rpoA e calculados em relação à 
transcrição em BA320. Os dados demonstram a média ± desvio padrão das replicatas biológicas 
(n=3) de um experimento representativo. A significância estatística foi em foi determinada por análise 
de variância (ANOVA) em relação à BA320 (*, P<0,05; **, P<0,01; ***, P<0,001; ****, P<0,0001). 

 

Com relação à transcrição de espFU, os ensaios de RT-PCR revelaram que 

BA320 e Δtir+pTirY-P expressaram este gene em todos os tempos de infecção 

(Figura 46), enquanto que nenhuma expressão foi observada para as cepas 

ΔespFU e ΔΔespFU:tir+pTirY-P, conforme esperado. 
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Figura 46 - Transcrição do gene espFU durante a infecção por cepas de aEPEC. 

 

Eletroforese em gel de agarose (0,8%) corado com GelRed dos produtos de amplificação para o gene 
espFU. Os RNAs foram purificados das bactérias aderidas após 3, 4,5 e 6 h de interação com células 
HeLa. Os cDNAs gerados foram então utilizados em reações de PCR. Os gDNAs de BA320 e DH5α 
foram utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente. M: marcador de peso molecular 
1 Kb DNA Plus ladder (Thermo Fisher Scientific). 

 

4.5.4 Cinética da produção de EspA e EspB 

Para monitorar a produção de proteínas codificadas por LEE (EspA e EspB), 

células HeLa infectadas por 3, 4,5 e 6 h foram tratadas com Triton-X-100, sendo as 

frações solúvel (citoplasma e membrana) e insolúvel (bactérias aderidas) analisadas 

por immunoblot. Foi observado aumento de EspA e EspB em ambas frações de 3 a 

6 h, o que foi correlacionado com uma maior adesão bacteriana nos estágios mais 

tardios de infecção (Figura 47A). Corroborando estes achados, a produção de EspA 

foi observada por imunofluorescência em todas as cepas após a infecção de células 

HeLa por 6 h (Figura 47B). A inesperada presença de EspA na fração solúvel 

possivelmente deve-se a uma dissociação desta proteína do envelope bacteriano 

durante o processo de fracionamento, podendo também representar alguma fração 
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associada à membrana. Já o fato de EspB não ter sido detectada na fração solúvel 

após 3 h indica que esta proteína é preferencialmente translocada para a célula 

hospedeira nos estágios mais tardios (4,5 e 6 h) de infecção. Interessantemente, 

não houve qualquer correlação entre produção proteica e os níveis de expressão de 

LEE. Especificamente, BA320 apresentou a menor transcrição de LEE4, no entanto 

produziu EspA e EspB em altos níveis, indicando que outros mecanismos pós-

transcricionais poderiam estar regulando a produção de proteínas codificadas por 

LEE. 

 

Figura 47 - Análise da produção de EspA e EspB durante a infecção por cepas de aEPEC. 

 

(continua) 
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(continuação) 

(A) Immunoblots para detecção da produção de EspA e EspB após 3, 4,5 e 6 h de interação bactéria-
célula. As frações solúvel e insolúvel de células HeLa infectadas, obtidas após tratamento com Triton-
X-100, foram analisadas com anticorpos anti-EspA e anti-EspB. (B) Imunofluorescência para 
detecção da produção de EspA após 6 h de infecção. As células HeLa foram infectadas com as 
cepas bacterianas (MOI = 10), fixadas, tratadas com faloidina conjugada a FITC (verde), anticorpos 
anti-EspA (violeta) e DAPI (azul), sendo então visualizadas por microscopia de fluorescência confocal 
sob aumento de 630 X.  

 

4.6 Resposta transcricional de células epiteliais aos diferentes mecanismos 
de formação de pedestais empregados por aEPEC 

 

Com o intuito de melhor compreender a resposta do hospedeiro a cepas de 

aEPEC que induzem lesões A/E por diferentes vias de sinalização, o 

sequenciamento dos RNAs mensageiros (mRNA-seq) de células HeLa após 

infecção por 6 h foi realizado. Este período de incubação foi selecionado uma vez 

que após 6 h as proteínas efetoras são translocadas para a célula hospedeira e os 

pedestais de actina já estão devidamente formados. Células não-infectadas foram 

utilizadas como controle da resposta basal de HeLa. A análise das amostras de RNA 

revelou que todas apresentaram uma ótima qualidade, conforme verificado pelo alto 

índice de integridade RIN (RNA integrity number ≥ 9,7) e por eletroforese capilar, 

onde foi possível observar uma intensidade cerca de duas vezes maior da banda 

correspondente ao RNA ribossômico (rRNA) 28S em relação ao 18S (Figura 48A). 

Posteriormente, foram preparadas as bibliotecas de cDNA, resultando em 

fragmentos com aproximadamente 300 pb (Figura 48B). 

 

Figura 48 - Análise da qualidade dos RNAs e bibliotecas de cDNA utilizados nos ensaios de 
RNA-seq. 

(continua) 

(continuação) 
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Eletroforese capilar no sistema Bioanalyzer para (A) análise da integridade dos RNAs purificados 
após infecção de células HeLa e (B) análise da integridade dos fragmentos de cDNA obtidos após 
construção das bibliotecas. Todas as amostras de RNA apresentaram um valor de RIN ≥ 8,0. As 
setas indicam as bandas correspondentes aos fragmentos de rRNA 28S e 18S. M: marcador de peso 
molecular. 

A partir do sequenciamento das bibliotecas de cDNA foram geradas em média 

48 milhões de sequências para cada amostra, das quais 95% foram 

mapeadas/alinhadas ao genoma humano (Homo sapiens - hg19) para a 

identificação dos perfis globais de expressão gênica, após processamento e 

normalização dos dados. A análise dos transcriptomas por clusterização hierárquica 

revelou que, conforme esperado, houve um agrupamento bem próximo das 

replicatas biológicas devido à alta similaridade gênica, demonstrando a 

reprodutibilidade dos dados. Além disso, foi possível observar que existem 

diferenças significativas nos perfis de expressão gênica entre os grupos analisados 

(Figura 49). Interessantemente, foi observado um agrupamento das amostras de 

células infectadas, com exceção de ΔΔespFU:tir+pTirY-P, que apresentou um perfil 

de expressão mais próximo ao do controle (HeLa). Também foi possível observar 

que a infecção de células HeLa com cepas espFU-positivas (BA320 e Δtir+pTirY-P) 

resultou em uma resposta global bastante similar, conforme demonstrado pela maior 

proximidade no agrupamento. 

Visando identificar genes diferencialmente expressos (GDEs, FDR<0,01) em 

resposta à infecção por aEPEC que poderiam estar especificamente associados 

com a formação de pedestais, os transcriptomas das células infectadas por BA320, 

Δtir+pTirY-P e ΔΔespFU:tir+pTirY-P foram comparados com o perfil de expressão de 

HeLa após interação com ΔespFU. As análises comparativas demonstraram que o 

número de genes induzidos (upregulated) foi consistentemente maior que o número 

de genes cuja expressão foi reprimida (downregulated) em todas as comparações 

(Figura 50). Notavelmente, a infecção por ΔΔespFU:tir+pTirY-P resultou na 

expressão diferencial de um maior número de genes em relação a células HeLa 

infectadas com cepas espFU-positivas.  
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Figura 49 - Clusterização hierárquica dos transcriptomas de células HeLa infectadas por 
aEPEC e do controle não-infectado. 

 

Os dendogramas representam a similaridade das replicatas biológicas e dos padrões de expressão 
gênica entre os grupos. 
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Figura 50 - Genes diferencialmente expressos em resposta à formação de pedestais de actina 
por cepas de aEPEC. 

 

Número de genes induzidos (vermelho) e reprimidos (azul) identificados na comparação entre os 
grupos que induzem a formação de pedestais e o mutante ΔespFU. Genes diferencialmente 
expressos foram identificados com base nos valores de False Discovery Rate (FDR) < 0,01. 

 

 

Para uma caracterização mais detalhada dos perfis de expressão, 

selecionamos os 100 GDEs mais significativos em cada comparação, com base nos 

valores de P. O heat map gerado a partir dos níveis de expressão destes genes 

demonstrou uma maior proximidade na resposta transcricional de células infectadas 

por cepas espFU-positivas em relação às demais condições de infecção (Figura 51), 

corroborando os dados da clusterização hierárquica. Especificamente, a maioria dos 

100 GDEs mais significativos em resposta à infecção por BA320 e Δtir+pTirY-P foram 

induzidos, enquanto que em células infectadas por ΔΔespFU:tir+pTirY-P foi detectada 

a predominância de genes reprimidos. De interesse, é possível notar um 

agrupamento de genes cuja expressão foi fortemente reprimida em células 

infectadas por ΔespFU quando comparado aos demais grupos. 

A categorização funcional (ontologia gênica) dos 100 GDEs reportados em 

cada uma das comparações (BA320 x ΔespFU, Δtir+pTirY-P x ΔespFU e 

ΔΔespFU:tir+pTirY-P x ΔespFU) indicou o enriquecimento de genes envolvidos com 

regulação biológica, processos celulares e metabólicos, desenvolvimento e resposta 

a estímulos (Figura 52A). Além disso, a maioria destes genes codificava proteínas 
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relacionadas com sinalização, fatores de transcrição, ligação a ácidos nucléicos, 

citoesqueleto e diversos tipos de enzimas (Figura 52B).  

 

Figura 51 - Padrões de expressão dos genes mais significativamente modulados em resposta à 
infecção por aEPEC. 

 

Heat map com os 100 genes diferencialmente expressos mais significativos em cada grupo. As 
colunas e linhas representam as amostras e os genes, respectivamente. A coloração em vermelho 
indica expressão induzida, enquanto que os genes reprimidos estão destacados em azul. A 
intensidade colorimétrica corresponde a diferentes níveis de expressão gênica. 
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Figura 52 - Categorização funcional dos genes diferencialmente expressos em resposta à 
formação de pedestais de actina por cepas de aEPEC. 

 

Classificação dos genes diferencialmente expressos mais significativos em (A) processos biológicos e 
(B) classes de proteínas de acordo com o servidor PANTHER. 

 

Conforme demonstrado no diagrama de Venn (Figura 53), a expressão 

diferencial de muitos genes foi comum a mais de uma via de polimerização de 

actina, enquanto que a modulação de outros foi cepa-específica. 

 



108 
 

Figura 53 - Comparação dos principais genes diferencialmente expressos em resposta à 
formação de pedestais. 

 

Diagrama de Venn ilustrando o número de genes diferencialmente expressos que foram 
compartilhados ou exclusivos entre as diferentes vias de polimerização de actina. 

 

A Tabela 3 mostra a identificação de todos os 177 GDEs comuns ou 

específicos aos diferentes mecanismos de formação de pedestais. Considerando os 

33 genes comumente modulados em infecções por cepas formadoras de pedestais, 

apenas BIRC3, CXCL1 e IL8 foram induzidos em todos os grupos, indicando que 

possam ser ativados em resposta a lesões A/E. Dentre os genes especificamente 

modulados por cepas espFU-positivas, 33 foram induzidos e apenas quatro 

reprimidos. Já as cepas que expressaram TirY-P modularam especificamente nove 

genes, dos quais GABRE, HNRNPU-AS1, MALAT1 e NEAT1 foram reprimidos em 

ambos os grupos. Por fim, outros 87 genes foram especificamente induzidos ou 

reprimidos em resposta à infecção por BA320 (19), Δtir+pTirY-P (21) ou 

ΔΔespFU:tir+pTirY-P (47) quando comparados a células infectadas por ΔespFU. 
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Tabela 5 - Identificação dos genes mais significativamente modulados entre os diferentes 
mecanismos de formação de pedestais. 

Grupos GDEs Identificação dos GDEs 

(fenótipos A/E) (n) 

EspFU, EspFU+TirY-P, 
TirY-P 

33 

IGFBP3, P4HA1, PFKFB4, CXCR4, BNIP3, SLC2A3, IER3, 
ERRFI1 FAM162A, HK2, INSIG2, VEGFA, PDK1, KCTD11, 
EFNA1, KDM3A CNOT8, IL8, BNIP3L, CCNG2, EGLN1, 
CXCL1, NFIL3, ZNF292, ADM, HILPDA, INSIG1, SLC2A1, 
NDRG1, MXI1, STC2, BIRC3, ARRDC3 

EspFU, EspFU+TirY-P 37 

NFKBIA, SERPINE1, NFKB2, C8orf4, LINC00673, HOXD11, 
IL1A, ICAM1, THBS1, CDKN1A, NFKBIE, BIRC2, SDC4, 
SNAI2, PLOD2 NAMPT, ITPRIP, ETS1, JHDM1D, IRAK2, 
MAFF, TNFAIP3, TXNIP, IL6, PTGS2, CTGF, DUSP1, 
CYP1B1, GFPT2, EGR1, NFKB1, GPRC5A, TNIP1, BTG1, 
FAM13A, PIK3IP1, MAP2K6 

EspFU, TirY-P 11 
WSB1, LOX, FUT11, SH3BP2, CA9, BHLHE40, ENO2, PER1, 
HEY1 ANKZF1, CLK1 

EspFU+TirY-P, TirY-P 9 
IPMK, ANGPTL4, NEAT1, HNRNPU-AS1, MALAT1, 
PPP1R3C, GABRE, GADD45B, ANKRD37 

EspFU 19 

EMP1, GREM2, CSF1, ANKRD1, HIST1H1C, AKR1C1, 
KRT80, LIF, FBXO2, TNFRSF10B, CCL20, WNT5A, SNHG1, 
TMEM45A, PPP2R5B, CXCL2, HIST1H2BK, CD83, 
GABARAPL1 

EspFU+TirY-P 21 

MIR22HG, SNHG3, PPP1R10, AHSA2, KLF10, NCOA7, 
ZNF692 FAM110C, SOD2, SNHG4, SEMA4B, ACTC1, SHB, 
DHRS3, PMAIP1 SRF, ADAMTS1, DRAM1, FAM210A, 
SSTR1, GOLGA8B 

TirY-P 47 

MAPK7, PPL, EDN1, RCOR2, SAP30, LENG8, FOSL2, MNT, 
RAB3A MYLIP, ALKBH5, GYS1, RARA, GPI, FAM115C, 
MKNK2, ATG9A VLDLR, TSC22D3, SNX33, DDX41, 
PRSS53, GOLGA8A, ZNF395 DDIT4, PPP1R3G, NAB2, 
BHLHE41, FGF11, ALDOA, RAB20, HSPA8 HES1, EFNA3, 
EGLN3, SPRY1, EDN2, AK4, LOC143666, CHAC1, 
MIR210HG, UBC, DKK1, LOC154761, VAMP1, KDM6B, 
FOXD1 

Total 177   

Os dados demonstram a distribuição dos genes entre os grupos de acordo com os fenótipos A/E. 
Genes com expressão significativamente induzida ou reprimida são indicados em vermelho ou azul, 
respectivamente. Genes com expressão significativamente induzida em cepas espFU-positivas e 
reprimida em ΔΔespFU:tir+pTirY-P estão indicados em preto.  
 

 

É importante notar que, dentre os GDEs identificados em resposta à formação 

de pedestais, muitos estão envolvidos em processos imunes, como apoptose e 

inflamação. Interessantemente, quando comparada ao controle de células (HeLa), a 

expressão da maioria destes genes foi fortemente reprimida na infecção por 

ΔespFU, porém não foi significativamente afetada em células infectadas por cepas 

formadoras de pedestais (Tabela 4). Isto leva a especular que a lesão A/E, 
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especialmente mediada por EspFU, poderia ativar a expressão de genes pró-

inflamatórios, contrabalanceando a supressão da resposta inflamatória ocasionada 

por aEPEC. 

 

Tabela 6 - Níveis de expressão de genes relacionados a processos imunes que foram 
diferencialmente modulados em resposta à formação de pedestais por aEPEC. 

Genes Expressão relativa (x HeLa)  Expressão relativa (x ΔespFU) 

BA320 Δtir+pTirY-P ΔΔ+pTirY-P ΔespFU   BA320 Δtir+pTirY-P ΔΔ+pTirY-P 

BIRC3 0,95 0,98 0,97 0,35 

 

2,69 2,77 2,14 

CCL20 5,58 3,18 1,99 0,62 

 

8,94 5,10 3,18 

CSF1 0,85 0,74 0,69 0,57 

 

1,48 1,29 1,21 

CXCL1 0,51 0,44 0,47 0,13 

 

4,00 3,36 3,68 

CXCL2 0,43 0,23 0,30 0,12 

 

3,48 1,89 2,43 

CXCR4 2,38 2,19 0,96 1,52 

 

1,57 1,44 0,63 

ICAM1 1,10 1,09 0,74 0,68 

 

1,61 1,60 1,08 

IL1A 1,99 2,19 0,86 0,69 

 

2,87 3,16 1,24 

IL6 0,77 0,46 0,47 0,19 

 

4,00 2,38 2,43 

IL8 1,38 1,42 0,61 0,21 

 

6,45 6,68 2,83 

IRAK2 0,93 0,99 0,47 0,47 

 

1,97 2,08 1,72 

LIF 1,17 0,98 0,81 0,69 

 

1,69 1,41 1,17 

NAMPT 1,43 1,48 1,07 1,04 

 

1,38 1,42 1,03 

NFKB1 0,98 0,95 0,84 0,66 

 

1,47 1,43 1,27 

NFKB2 0,95 0,80 0,60 0,48 

 

1,97 1,67 1,27 

NFKBIA 1,09 0,90 0,48 0,37 

 

2,99 2,43 1,31 

NFKBIE 0,82 0,91 0,61 0,36 

 

2,30 2,55 1,71 

PTGS2 2,38 1,91 0,86 0,91 

 

2,62 2,10 0,95 

TNFAIP3 1,29 0,91 0,57 0,55 

 

2,33 1,64 1,02 

TNFRSF10B 1,18 1,09 0,93 0,86 

 

1,37 1,26 1,07 

TXNIP 1,07 1,18 0,43 0,35   3,10 3,43 1,23 

 

Para complementar os dados de RNA-seq, especialmente com relação aos 

genes pró-inflamatórios, a secreção de IL-8 no sobrenadante de células HeLa após 

infecção por 6 h foi avaliada, uma vez que a expressão desta citocina foi induzida 

em resposta a cepas formadoras de pedestais. Foi observado então que BA320 

induziu a maior produção de IL-8 quando comparado às outras cepas, como também 

ao controle de células. No entanto, não houve diferenças significativas entre os 

níveis de IL-8 nos sobrenadantes de células HeLa infectadas por Δtir+pTirY-P e 
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ΔΔespFU:tir+pTirY-P em relação ao mutante ΔespFU (Figura 54). Estes dados 

indicam que, nas condições testadas, a produção de IL-8 não foi dependente da 

formação de pedestais, mas provavelmente relacionada aos níveis de adesão 

bacteriana que proporcionou uma maior exposição a outros possíveis indutores, tais 

como lipopolissacarídeo (LPS) e flagelina. 

 

Figura 54 - Secreção de IL-8 induzida por diferentes vias de formação de pedestais. 

 

Células HeLa foram infectadas com as cepas bacterianas (MOI=10) por 6 h. Após a infecção, os 
sobrenadantes dos cultivos celulares foram coletados para quantificação da secreção de IL-8 por 
ELISA de captura. Os dados representam a média ± desvio padrão das replicatas biológicas (n=6) de 
dois experimentos independentes. A significância estatística foi determinada por análise de variância 
(ANOVA) em relação à BA320 (**, P<0,01; ***, P<0,001; ****, P<0,0001). 

 

4.6.1 Análise das interações biológicas entre os genes diferencialmente expressos 

 A ferramenta IPA (Ingenuity Pathway Analysis) foi utilizada para investigar 

possíveis interações biológicas entre os GDEs e identificar redes funcionais (vias de 

sinalização canônicas e genes reguladores) associadas com a formação de lesões 

A/E por aEPEC. Inicialmente, foram detectadas 175, 166 e 127 vias canônicas 

significativamente afetadas (P<0,05) após a infecção por BA320, Δtir+pTirY-P e 

ΔΔespFU:tir+pTirY-P em relação ao mutante ΔespFU, respectivamente. A Figura 55 

mostra as 10 vias mais significativamente moduladas em cada comparação, 
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ranqueadas de acordo com o valor de P, bem como o status de ativação com base 

no Z-score. Notavelmente, muitas destas vias foram relacionadas com processos 

infecciosos, resposta inflamatória e doenças imunológicas, algumas das quais foram 

comumente reguladas por todas as cepas formadoras de pedestais, destacando-se 

Sinalização via TNFR2. Por outro lado, algumas vias foram mais significativamente 

afetadas por cepas EspFU-positivas, como Sinalização via IL-6, Sinalização via CD-

40 e Papel de IL-17A na artrite reumatoide, enquanto que Sinalização via HMGB1 e 

Regulação mediada por MIF da imunidade inata foram preferencialmente moduladas 

por cepas expressando TirY-P. Interessantemente, não foram observadas vias de 

sinalização para remodelamento de actina entre aquelas mais significativamente 

moduladas. 

Por meio da ferramenta IPA também foi realizada a predição de reguladores 

potencialmente relacionados com as mudanças de expressão gênica reportadas em 

nossos dados. A Tabela 5 demonstra os 10 reguladores mais significativamente 

ativados ou inibidos em cada comparação com base nos valores de P e Z-score. 

Estes reguladores incluíam especialmente fatores de transcrição e citocinas, muitos 

dos quais relacionados a processos imunes, o que de certa forma condiz com as 

vias canônicas mais significativamente afetadas na infecção por cepas formadoras 

de pedestais. O fator transcricional HIF1A foi o regulador mais significativamente 

afetado em todas as infecções, enquanto que outros foram compartilhados por 

apenas algumas cepas, como IL1A, TNF e NFkB, que foram preferencialmente 

ativados em células infectadas por BA320 e Δtir+pTirY-P. Notavelmente, muitos dos 

reguladores modulados na infecção por cepas espFU-positivas foram ativados, 

enquanto que células infectadas por ΔΔespFUtir+pTirY-P apresentaram uma inibição 

na expressão da maioria destes fatores de regulação. 

Em conjunto, estes dados demonstram a modulação de genes e vias 

associadas com inflamação em resposta à formação de pedestais por aEPEC, 

especialmente mediada por EspFU. 
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Figura 55 - As dez vias canônicas mais significativamente moduladas em resposta aos 
diferentes mecanismos de formação de pedestais. 

 

As vias de sinalização foram ranqueadas em ordem de significância de acordo com os valores de P. 
O Z-score infere o status de ativação com base na expressão dos genes envolvidos em uma 
determinada via. Deste modo, valores de Z-score ≥ 2 indicam vias ativadas, enquanto que Z-score ≤ 2 
prediz inibição. NaN indica que, embora significativamente modulada, não é possível predizer o status 
de ativação de uma via com base nos dados de expressão gênica. 
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Tabela 7 - Os dez reguladores mais significativamente ativados ou reprimidos em resposta aos 
diferentes mecanismos de formação de pedestais. 

Comparação Regulador Tipo Z-score
a 

P 

BA320                 
x          

ΔespFU 

HIF1A Fator transcricional 5,146 1,72E-45 

IL1B Citocina 5,191 4,16E-41 

TNF Citocina 6,251 5,20E-40 

NFkB  Complexo 6,027 9,73E-40 

NFKBIA Fator transcricional 2,387 3,89E-36 

LPS Químico (droga) 6,252 7,74E-35 

TGFB1 Fator de crescimento 3,761 1,39E-33 

U0126 Químico (inibidor de quinase) -4,072 1,77E-31 

EPAS1 Fator transcricional 3,033 2,02E-31 

PD98059 Químico (inibidor de quinase) -4,537 3.26E-31 

Δtir+pTirY-P                 
x          

ΔespFU 

HIF1A Fator transcricional 4.669 6.78E-43 

TNF Citocina 7.182 3.16E-42 

IL1B Citocina 6.321 1.10E-37 

NFkB Complexo 6.255 2.19E-36 

RELA Fator transcricional 4.679 1.85E-31 

LPS Químico (droga) 6,937 2,92E-31 

CD40LG Citocina 3,919 9,98E-31 

NFKBIA Fator transcricional 2,545 2,40E-30 

PDGF BB Complexo 4,689 1,13E-29 

poly rI:rC-RNA Biológico (droga) 5,312 1,34E-27 

ΔΔ+pTirY-P                
x                     

ΔespFU 

HIF1A Fator transcricional -4.340 8.13E-41 

EPAS1 Fator transcricional -3.953 3.72E-29 

TGFB1 Fator de crescimento -2.428 4.49E-26 

Deferoxamina Químico (droga) -3.658 4.92E-24 

NEDD9 Outro -4,359 5,76E-20 

salirasib Químico (droga) 3,883 1,70E-19 

EGFR Quinase -2,561 1,88E-16 

TGF-β Grupo -2,068 5,50E-16 

CREM Fator transcricional -2,001 1,95E-15 

NUPR1 Fator transcricional -4,745 2,89E-15 

a 
O valor de Z-score infere no status de ativação dos reguladores com base na expressão dos genes 

associados a determinada via. Z-score ≥ 2 indica ativação, enquanto que Z-score ≤ 2 prediz inibição 
destes reguladores. 
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5  DISCUSSÃO 

 

aEPEC é um dos agentes bacterianos mais comuns em nosso meio, tendo 

substituído em frequência vários patógenos causadores de diarreia, principalmente 

em crianças (HERNANDES et al., 2009; HU; TORRES, 2015). Apesar da 

importância epidemiológica de aEPEC, alguns aspectos de sua patogênese ainda 

necessitam ser melhor explorados.  

Neste estudo, investigamos a distribuição, produção e aspectos funcionais da 

proteína EspFU, de modo a avaliar mais detalhadamente seu papel na 

patogenicidade de aEPEC. Embora seja especialmente associado com grupos 

patogênicos de EHEC, incluindo cepas O157 e não-O157 (DE BOER et al. 2015), o 

gene espFU (tccP/tccP2) também tem sido detectado em EPEC típicas e atípicas 

isoladas de casos severos de doença (HAZEN et al., 2016). Nossos dados 

demonstraram uma alta prevalência (45,8%) de espFU em uma coleção de aEPEC 

isoladas de fezes diarreicas, com uma predominância do alelo tccP2 em relação a 

tccP. Frequências similares foram reportadas em cepas de AEEC isoladas de casos 

de diarreia (KOZUB-WITKOVSKI et al., 2008), animais (HORCAJO et al., 2012) e 

ambiente (MADIC et al., 2011). Interessantemente, um número considerável (33%) 

das aEPEC positivas neste estudo pertenciam aos sorogrupos O26, O55 e O111, 

que têm sido frequentemente reportados entre cepas de AEEC que apresentam os 

genes tccP e/ou tccP2 (GARMENDIA et al. 2005; HORCAJO et al., 2012; KOZUB-

WITKOVSKI et al. 2007; MADIC et al. 2011; OGURA et al. 2007; OOKA et al. 2007). 

Além disso, a presença de espFU foi significativamente associada aos sorotipos 

O55:H7 e ONT:H19, que têm sido reportados em casos esporádicos e surtos de 

diarreia no Brasil (ABE et al., 2009; NUNES et al., 2003; PITONDO-SILVA et al., 

2014; VIEIRA et al., 2016). 

Os genes tccP e tccP2 apresentam polimorfismos de tamanho, podendo 

variar de 600 a 1.800 pb, o que reflete no número de PRRs presentes nas proteínas 

codificadas (GARMENDIA et al., 2005). Tem sido demonstrado que a presença de 

ao menos dois PRRs é suficiente para a funcionalidade de EspFU (GARMENDIA et 

al., 2006). Levando isso em condireção, todas as cepas deste estudo poderiam 

codificar proteínas potencialmente funcionais, uma vez que portavam genes com 

três (750 pb) a nove (1.800 pb) PRRs.  
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Apesar da diversidade genética entre as cepas de aEPEC, determinadas 

linhagens podem compartilhar um repertório de virulência comum que inclui efetores 

codificados fora de LEE (HAZEN et al. 2013; INGLE et al. 2016b). De acordo com 

isso, observamos uma distribuição filogenética dos alelos tccP e tccP2, que foram 

significativamente associados aos filogrupos E e B1, respectivamente. Nossos 

achados indicam que estas cepas possivelmente apresentam um arcabouço 

genético que permite a aquisição e manutenção destes genes, conforme descrito 

para outros fatores de virulência (BANDO et al., 2009). No entanto, análises 

filogenômicas mais aprofundadas seriam necessárias para esclarecer esta hipótese.  

Neste estudo, também avaliamos a produção de EspFU por diferentes cepas 

de aEPEC, aspecto ainda pouco abordado na literatura. Inicialmente, testamos 

diferentes meios de cultura e verificamos que a produção e secreção de TccP/TccP2 

foi favorecida em DMEM, similar ao reportado para outras proteínas secretadas de 

EPEC como EspA e EspB (KENNY et al., 1997b; ROCHA et al., 2014). Estes 

achados também corroboram o fato que a expressão de espFU é ativada em cultivos 

realizados neste meio (GARMENDIA; FRANKEL, 2005; VISWANATHAN et al., 

2004). Adotando o cultivo em DMEM como a condição mais favorável, observamos 

uma variação cepa-a-cepa na produção de TccP e TccP2, independente dos 

genótipos ou filogrupos. Estes resultados são de certa forma esperados, uma vez 

que cepas de EPEC geneticamente distintas, como as deste estudo, geralmente 

apresentam uma grande diversidade na expressão de uma série de fatores de 

virulência, inclusive proteínas efetoras (HAZEN et al., 2015; HAZEN et al., 2017b). 

A ausência de produção de EspFU por algumas aEPEC nas condições 

testadas pode ser devido à presença de pseudogenes não-funcionais, 

especialmente entre as cepas tccP2-positivas, uma vez que nem todos os 

fragmentos de PCR foram sequenciados. No entanto, mesmo cepas contendo genes 

espFU intactos podem apresentar uma produção proteica ineficiente, conforme já 

demonstrado em EHEC (OGURA et al., 2007). Além disso, é importante ressaltar 

que mecanismos pós-transcricionais controlam a produção de EspFU (GRUBER; 

SPERANDIO, 2014). Deste modo, seria também de interesse avaliar a expressão de 

tccP e tccP2 em cepas com diferentes níveis de produção de EspFU, além de 

analisar se a regulação destes genes ocorre de maneira similar em EHEC e aEPEC. 

O gene espFU foi inicialmente descrito na cepa protótipo EDL933 e, 

consequentemente, a grande maioria das funções atribuídas a esta proteína foram 
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reportadas no contexto de EHEC O157:H7 (CAMPELLONE; ROBBINS; LEONG, 

2004; GARMENDIA et al., 2004; VISWANATHAN et al., 2004), enquanto que os 

demais estudos funcionais foram conduzidos com cepas de tEPEC (WHALE et al., 

2006; WHALE et al., 2007), aEPEC expressando a proteína EspFU de EHEC (BAI et 

al., 2008; ROCHA et al., 2011; VELLE; CAMPELLONE, 2017) ou até mesmo 

Citrobacter rodentium (GIRARD et al., 2009). Deste modo, para nosso 

conhecimento, este é o primeiro estudo a analisar funcionalmente EspFU em uma 

cepa de aEPEC naturalmente positiva para este gene. Com esta finalidade foi 

selecionada a cepa BA320 (E. coli O55:H7) devido a alta prevalência do gene espFU 

entre aEPEC pertencentes a este sorotipo (GARMENDIA et al., 2005; KYLE et al., 

2012). É postulado que uma cepa de E. coli O55:H7 tenha sido o ancestral comum 

de todos os clones de EHEC O157:H7 observados atualmente (ZHOU et al., 2010). 

Apesar desta alta similaridade, cepas de E. coli O55:H7 e O157:H7 ainda 

apresentam diferenças significativas em seus genomas, especialmente com relação 

ao repertório de proteínas efetoras (KYLE et al., 2012), o que possibilita a distinção 

entre os arcabouços genéticos de EHEC e aEPEC. Diante disso, o estudo de uma 

cepa de E. coli O55:H7 poderia ser representativo do papel de EspFU no âmbito de 

aEPEC.  

Diferentemente de EspFU da cepa EDL933, que contém seis resíduos 

repetidos completos e o início de um sétimo (GARMENDIA et al., 2004), o gene de 

BA320 apresentou 873 pb, codificando uma proteína com 4 resíduos repetidos 

completos e o início de um quinto, que curiosamente tem sido o tamanho mais 

comumente observado entre cepas de aEPEC (GARMENDIA et al., 2005).  

Para uma análise mais aprofundada do papel desta proteína, foi realizada a 

deleção do gene espFU em BA320, que resultou na diminuição significativa do 

número de bactérias aderidas e afetou a capacidade desta cepa em induzir a 

polimerização de actina e formação de pedestais em células HeLa após 6 h de 

infecção, sendo estas propriedades restabelecidas após a complementação com um 

plasmídeo expressando EspFUBA320-Myc. Corroborando estes dados, cepas de 

tEPEC O111:H- (WHALE et al., 2007) e EHEC O157:H7 (BATTLE et al., 2014) 

mutadas em espFU foram menos aderentes e não induziram eficientemente o 

acúmulo de actina em células epiteliais. Do mesmo modo, a introdução de um 

plasmídeo expressando EspFU em uma cepa não aderente de aEPEC resultou na 

aderência e formação de pedestais em células HeLa (ROCHA et al., 2011). Muito 
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possivelmente, a maior adesão da cepa BA320 seja um efeito decorrente da 

formação de pedestais mediada por EspFU, uma vez que a polimerização de actina 

poderia levar a alterações estruturais que promoveriam um contato mais estável 

entre a bactéria e a célula hospedeira, conforme demonstrado em outros estudos 

(BATTLE et al., 2014; CHEN et al., 2014). Além disso, os pedestais formados via 

EspFU permitem que a bactéria aderida mova-se através do epitélio em um 

mecanismo de motilidade mediado por actina, possibilitando a transmissão para 

células vizinhas e aumentando a área de adesão (VELLE; CAMPELLONE, 2017).  

Apesar da importância de EspFU na interação com células epiteliais, não há 

um consenso na literatura sobre a contribuição deste efetor na colonização 

intestinal, conforme demonstrado por meio de diversos modelos de infecção in vivo e 

ex vivo. Especificamente, EspFU foi demonstrada ser importante na colonização 

intestinal por EHEC em coelhos recém-nascidos e leitões axênicos (RITCHIE et al., 

2008), além de aumentar a aderência de aEPEC O125:H6 a biópsias de intestino 

humano in vitro (BAI et al., 2008). Em contraste, nenhum papel foi atribuído a EspFU 

na colonização intestinal de bezerros e cordeiros por EHEC O157:H7 (VLISIDOU et 

al., 2006) ou de camundongos com C. rodentium produzindo esta proteína (GIRARD 

et al., 2009). A disparidade entre estes resultados pode ser atribuída à utilização de 

diferentes cepas como também à variabilidade dos modelos animais testados. 

O tratamento com antibióticos tem sido empregado com sucesso no estudo in 

vivo da interação de E. coli patogênicas com a mucosa intestinal por eliminar ou 

reduzir a microbiota competitiva e deste modo facilitar a colonização (HARRINGTON 

et al., 2009; MOHAWK; O’BRIEN, 2011; ROYAN et al., 2010). Este procedimento é 

particularmente importante na medida em que camundongos adultos podem ser 

resistentes à colonização por EPEC (DUPONT et al., 2016), embora certamente 

traga limitações a este modelo, já que a composição da microbiota pode impactar a 

homeostasia do trato intestinal e, consequentemente, a susceptibilidade e 

progressão da doença (CURTIS et al., 2014).  

Neste estudo, utilizamos o modelo de camundongos tratados com 

estreptomicina para avaliar o papel de EspFU na colonização intestinal, observando 

que tanto a cepa selvagem quanto o mutante em espFU colonizaram eficientemente 

o trato intestinal destes animais, sem no entanto promover sinais clínicos, o que 

indica diferenças na patofisiologia do desenvolvimento de diarreia entre humanos e 

murinos. O fato de aEPEC estabelecer colonização independentemente da 
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polimerização de actina corrobora outros achados em que cepas negativas nos 

ensaios de FAS foram capazes de aderir eficientemente à mucosa intestinal e até 

mesmo formar lesões A/E ex vivo e in vivo, reforçando que resultados obtidos em 

culturas de células devem ser considerados com cautela como estimativa de 

patogenicidade (BAI et al., 2008; KNUTTON et al., 2001; SCHULLER et al., 2007; 

VLISIDOU et al., 2006). Nestes casos, a interação intimina-Tir poderia mediar o 

estabelecimento da colonização intestinal independentemente de uma potente 

polimerização de actina. 

No entanto, é importante notar que em nosso modelo a infecção pelo mutante 

em espFU resultou em uma menor carga bacteriana quando comparado à cepa 

selvagem, especialmente nos estágios tardios de colonização. Estes dados estão de 

acordo com aqueles obtidos por Ritchie et al. (2008), que demonstraram um 

aumento na colonização do cólon de coelhos recém-nascidos por EHEC O157:H7 a 

partir do 7º dia pós-infecção frente ao mutante isogênico em espFU. Em conjunto, 

estes achados sugerem que EspFU não é essencial para o estabelecimento da 

colonização, mas pode aumentar sua eficiência por meio da formação de pedestais 

e expansão da bactéria no trato intestinal, embora estudos futuros sejam 

necessários para comprovar esta hipótese, já que não determinamos 

experimentalmente a presença de lesões A/E no epitélio murino. Outro ponto a 

ressaltar é que não foi possível confirmar os dados de colonização com a cepa 

complementada (ΔespFU+pEspFU), possivelmente devido à instabilidade ou perda 

do plasmídeo in vivo, conforme reportado previamente para complementações de tir 

e espFU (GIRARD et al., 2009; MALLICK et al., 2014). De fato, o cultivo da cepa 

complementada deste estudo (ΔespFU+pEspFU) em ágar MacConkey 

sumplementado com estreptomicina resultou em um número maior de colônias 

comparado ao crescimento em meio com estreptomicina e kanamicina, indicando a 

perda do plasmídeo por parte das bactérias. 

A formação de lesões A/E, tido como o mecanismo central da patogênese de 

aEPEC, é um processo dinâmico que requer uma expressão coordenada da 

maquinaria de virulência bacteriana (GRUBER; SPERANDIO, 2014). Neste estudo, 

comparamos a dinâmica da formação de pedestais por cepas de aEPEC que 

utilizam diferentes mecanismos moleculares para induzir o rearranjo do 

citoesqueleto. Visando manter o mesmo repertório de virulência, construímos as 

diferentes cepas de aEPEC utilizando o arcabouço genético de BA320, cujo Tir não 



120 
 

é fosforilado e, portanto, utiliza a via de EspFU como o único mecanismo molecular 

para induzir polimerização de actina (ROCHA et al., 2011). Mutações não-polares 

em espFU e tir gerarem construções com o repertório genético necessário para 

empregar a via de fosforilação de Tir de maneira exclusiva (ΔΔespFU:tir+pTirY-P) ou 

em conjunto com EspFU (Δtir+pTirY-P), além de uma cepa deficiente em ambos os 

mecanismos moleculares (ΔespFU). Estas cepas foram então comparadas com 

relação à capacidade de aderir e formar pedestais durante o curso da infecção, 

utilizando um tempo de incubação mínimo de 3 h, visto que a indução de lesões A/E 

é atrasada em aEPEC quando comparado a tEPEC (BUERIS et al., 2015).  

Interessantemente, as cepas que expressaram TirY-P apresentaram níveis 

menores de aderência em relação a BA320, mesmo visto que tinham um arcabouço 

genético similar, possivelmente devido a uma menor afinidade no reconhecimento 

da intimina gama de BA320 pelo Tir de E2348/69, cepa que apresenta intimina do 

subtipo alfa. Para reduzir esta incompatibilidade alélica, tentamos construir uma 

quimera, substituindo uma região da porção C-terminal do Tir de BA320 por uma 

sequência com 18 aminoácidos oriunda do Tir de E2348/69 que continha o resíduo 

Y474 (CAMPELLONE et al., 2002; DE VINNEY et al., 2001). Infelizmente, não 

obtivemos sucesso nestas tentativas devido à complexidade experimental envolvida. 

Os ensaios quantitativos indicaram que a menor aderência pode ter 

comprometido a habilidade em induzir polimerização de actina, já que a cepa que 

utiliza exclusivamente a via dependente de TirY-P formou o menor número de 

pedestais após 3 e 4,5 h de infecção. Visando complementar estes achados, 

utilizamos uma linhagem de células HeLa transfectadas com o peptídeo Lifeact 

fusionado a GFP (RIEDL et al., 2008) de modo a visualizar em tempo real o 

citoesqueleto de actina durante a infecção por meio da marcação fluorescente 

(GRUBER; SPERANDIO, 2014). De fato, foi possível observar um atraso na 

formação de pedestais por esta cepa. Considerando que existe uma correlação 

entre os níveis de adesão bacteriana e translocação de efetores pelo SST3 

codificado por LEE (BATTLE et al., 2014), é possível especular que a cepa menos 

aderente tenha translocado um nível menor de efetores para a célula hospedeira, 

levando a um atraso na indução de polimerização de actina. Já as outras duas 

cepas, que apresentaram uma maior adesão mediada por EspFU, muito 

provavelmente translocaram mais efetores e, deste modo, aceleraram a formação de 

pedestais. Resultados similares foram reportados por Bueris et al. (2015), onde a 
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introdução de um plasmídeo expressando o regulador Per em aEPEC levou a uma 

expressão mais rápida e acentuada de LEE, culminando em níveis maiores de 

proteínas produzidas durante a infecção e, desta forma, acelerando a formação de 

pedestais. 

Curiosamente, não foram observadas diferenças significativas com relação ao 

número de pedestais formados por nossas cepas nos estágios tardios de infecção 

(após 6 h). Uma possível explicação para este fato é o fenômeno de autoinibição da 

translocação e formação de pedestais (MILLS et al., 2008), de acordo com o qual 

todas as células receberiam quantidades semelhantes de efetores, evitando uma 

possível atividade citotóxica devido à sobredosagem destas proteínas. 

Considerando este processo, as cepas que expressam EspFU, por ser mais 

aderentes, translocariam mais efetores e atingiriam o estado de autoinibição mais 

cedo que a aEPEC com menor adesão, possibilitando a equiparação do número de 

pedestais formados nos estágios mais tardios. No entanto, seria necessário 

quantificar o nível de translocação de efetores por estas cepas para comprovar esta 

hipótese.  

Também é notável que os pedestais formados pelas cepas que expressaram 

TirY-P foram aparentemente maiores que aqueles produzidos via EspFU, o que 

pode indicar diferenças na composição ou dinâmica da formação destas estruturas 

ricas em actina em resposta aos mecanismos empregados, conforme previamente 

demonstrado (GOOSNEY et al., 2001; LAW et al., 2015; SHANER et al., 2005). 

Patógenos A/E têm desenvolvido mecanismos complexos para induzir a 

polimerização de actina nas células hospedeiras, todos os quais dependem das 

características do receptor Tir destas cepas (LAI et al., 2013). Embora diferentes, 

tanto o Tir de EPEC (E2348/69) quanto o de EHEC (EDL933) podem desencadear 

uma via canônica comum, porém menos eficiente de polimerização de actina, a qual 

dependente da fosforilação dos resíduos Y454 e Y458, respectivamente (BRADY et 

al., 2007). Isto explica o fato da mutação do gene espFU em BA320 não abolir 

completamente a formação de pedestais, embora tenha reduzido consideravelmente 

esta atividade.  

Diferentemente do mutante em espFU, as demais cepas apresentaram 

mecanismos robustos de polimerização de actina, cada qual com características 

peculiares.  Enquanto que a fosforilação de Y474 poderia ser uma maneira mais 

eficiente de induzir polimerização de actina, uma vez que as cepas expressando 
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TirY-P apresentaram menor adesão mas produziram pedestais similarmente a 

BA320, a formação de pedestais mediada por EspFU poderia promover uma maior 

adesão bacteriana às células epiteliais. Desta forma, pode-se especular que a 

combinação de ambos mecanismos moleculares de indução de polimerização de 

actina na mesma cepa poderia ser de particular interesse, especialmente em um 

modelo de infecção in vivo. Este achado é consistente com a predominância do TirY-

P em cepas de aEPEC positivas para espFU, conforme reportado neste e em outros 

estudos (KOZUB-WITKOVSKI et al., 2008; MARTINS et al., 2017; OOKA et al, 

2007). 

Adesão à célula do hospedeiro pode regular consideravelmente a transcrição 

de genes de virulência em patógenos A/E (ALSHARIF et al., 2015; KATSOWICH et 

al., 2017), em especial da região LEE, cuja expressão obedece uma ordem 

coordenada e hierárquica de modo a promover a produção das proteínas envolvidas 

nas diferentes etapas da infecção, como adesão inicial, a montagem do SST3 e a 

translocação dos efetores (BUERIS et al., 2015; DAHAN et al., 2004; LEVERTON; 

KAPER, 2005; ROCHA et al., 2011; SHAULOV et al., 2017; YERUSHALMI et al., 

2014).  

A expressão temporal de LEE durante o curso da infecção também foi 

avaliada a fim de correlacionar com a dinâmica de formação de lesões A/E por 

cepas de aEPEC que empregam mecanismos moleculares distintos para esta 

atividade. Curiosamente, verificamos que a transcrição de LEE1 (ler) foi 

consistentemente diminuída ao longo do curso da infecção em todas as cepas, 

sugerindo que o regulador Ler poderia ser necessário apenas nos estágios iniciais. 

De fato, o contato inicial com a célula hospedeira induz a expressão de Ler, ativando 

a transcrição dos demais operons de LEE (ALSHARIF et al., 2015), após o qual os 

níveis transcricionais de ler diminuem drasticamente em virtude do estabelecimento 

do processo de infecção (LEVERTON; KAPER, 2005).  

A transcrição dos demais operons de LEE variaram de acordo com os níveis 

de adesão e formação de pedestais. Especificamente, nas aEPEC que expressaram 

EspFU (mais aderentes) a expressão dos demais operons foi praticamente 

constante, com exceção de LEE4 na cepa que também produzia TirY-P, cuja 

transcrição foi aumentada nos estágios tardios de infecção. Já as cepas que não 

expressaram EspFU (menos aderentes) mostraram um aumento contínuo na 

transcrição dos demais operons de LEE. Nossas análises indicam que mecanismos 
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independentes de Ler também poderiam estar regulando LEE (BHATT et al., 2016; 

FRANZIN; SIRCILI, 2015), conforme evidenciado pelo aumento nos níveis 

transcricionais de LEE2 a LEE5 mesmo diante da repressão da expressão de ler 

durante o curso da infecção. 

A comparação entre as cepas mostrou que o mutante em espFU, que não 

induz polimerização de actina, apresentou consistentemente os maiores níveis de 

expressão, enquanto que a maioria dos operons foram menos transcritos na cepa 

selvagem. Visto que LEE codifica proteínas envolvidas nos estágios iniciais de 

adesão, pode-se especular que o acúmulo de actina levaria a uma modulação da 

expressão desta ilha de patogenicidade por meio de uma alça de retroalimentação 

(feedback) negativa (KATSOWICH et al., 2017). Novamente, o fenômeno da 

autoinibição poderia explicar esta hipótese, onde a expressão de LEE não seria mais 

necessária uma vez que os pedestais já estivessem estabelecidos. Um mecanismo 

similar tem sido descrito para a ilha de patogenicidade de Salmonella (SP-1), cujos 

genes são fortemente reprimidos após a invasão celular (ERIKSSON et al., 2003). 

Adicionalmente, tem sido demonstrado que o SST3 pode detectar o contato com a 

célula hospedeira, disparando um circuito regulatório que reprime a produção de 

translocadores necessários para a montagem do sistema e ativa a secreção de 

proteínas efetoras. Considerando esta hipótese, quanto mais aderente a cepa, maior 

seria esta resposta regulatória, o que poderia explicar a repressão mais significativa 

da expressão de LEE em aEPEC que produziram EspFU.  

A infecção das células hospedeiras por microrganismos patogênicos é 

frequentemente acompanhada por mudanças marcantes na expressão gênica 

(HUMPHRYS et al., 2013; JENNER; YOUNG, 2005). Deste modo, análises 

transcriptômicas podem fornecer informações valiosas sobre as interações entre 

bactérias e o hospedeiro, como também a respeito dos processos que culminam em 

doença, incluindo as infecções por E. coli patogênicas (HE et al., 2013; KARVE et 

al., 2017; KIECKENS et al., 2016; KIM et al., 2009; YANG et al., 2016).  

Neste estudo, aplicamos a tecnologia do RNA-seq para avaliar a resposta 

transcricional epitelial às infecções por cepas de aEPEC que utilizam diferentes 

mecanismos moleculares para formar lesões A/E. A análise dos genes 

diferencialmente expressos demonstrou que muitos destes estavam relacionados 

com resposta a estímulos externos (estresse), consistindo em mecanismos 

protetores e de sobrevivência do hospedeiro frente à infecção. Um exemplo disso é 
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a expressão diferencial do gene ADM, que codifica a adrenomedulina, um peptídeo 

antimicrobiano expresso por macrófagos durante a inflamação e sepse (WONG; 

CHEUNG, 2015), e também produzido por células epiteliais intestinais em resposta a 

enteropatógenos (ALLAKER; KAPAS, 2003). Interessantemente, ADM foi 

significativamente induzido durante a infecção sintomática por ETEC (YANG et al., 

2016) e também tem sido expresso em células epiteliais infectadas com EHEC (KIM 

et al., 2009). Deste modo, ADM pode ser considerado um marcador global da 

resposta antimicrobiana do hospedeiro, inclusive frente à aEPEC. 

Nossos dados também mostram que a transcrição de muitos genes 

envolvidos com processos imunes foi significativamente alterada. Estes genes 

constituíam citocinas pró-inflamatórias (ILIA, IL6, IL8 e CSF1), quimiocinas (CXCL1, 

CXCL2 e CCL20), pró (TNFRSF10B) e anti-apoptóticos (BIRC2 e BIRC3), 

prostaglandinas (PTGS2), fatores de transcrição (NFKB1 e NFKB2), quinases 

(IRAK2 e MAP2K6), fosfatases (DUSP1), moléculas relacionadas com ativação de 

linfócitos (CD83) e adesão celular (ICAM1), além de genes que limitam a resposta 

imune (NFKBIA, NFKBIE, TNFAIP3 e TNIP1), entre outros. Interessantemente, tem 

sido demonstrado que a expressão da maioria destes genes é modulada em 

diversos tipos de células expostas a uma variedade de patógenos e compõe parte 

da assinatura designada “resposta comum do hospedeiro” a processos infecciosos 

(JENNER; YOUNG, 2005).  

Os genes BIRC3, CXCL1 e IL8 foram comumente induzidos pelas três 

diferentes vias de polimerização, indicando que podem ser ativados em resposta à 

formação de pedestais, independentemente do mecanismo molecular empregado. 

IL-8 e a CXCL1 são quimioatraentes para neutrófilos e monócitos, desempenhando 

um importante papel na iniciação de respostas inflamatórias frente à infecção por 

patógenos A/E (CREPIN et al., 2015; SABHARWAL et al., 2016), o que corrobora 

nossos achados. A dosagem de IL-8 no sobrenadante das células HeLa após 

infecção por aEPEC revelou que, embora BA320 tenha induzido os maiores níveis 

de secreção de IL-8, não foram observadas diferenças significativas entre as células 

infectadas pelas outras duas cepas formadoras de pedestais quando comparado ao 

mutante espFU, indicando que a formação de pedestais não foi o principal 

mecanismo indutor nas condições testadas. Sabe-se que a flagelina de EPEC induz 

a secreção de IL-8 por meio da ativação de receptor Toll-like 5 (TLR5) (SAMPAIO et 

al., 2009; ZHOU et al., 2003). Deste modo, pode-se especular que nossos dados de 
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secreção de IL-8 possam estar mais associados aos níveis de adesão das cepas 

(infecção aguda), uma vez que bactérias mais aderentes poderiam levar a uma 

maior exposição a antígenos microbianos, como a flagelina, que poderiam ativar 

TLR5. Para avaliar o impacto dos pedestais na produção desta citocina, talvez fosse 

necessário um delineamento experimental diferente de modo a minimizar os efeitos 

pró-inflamatório de antígenos do envoltório bacteriano, especialmente a flagelina 

(KHAN et al., 2008). 

Muitos genes relacionados com processos imunes foram especificamente 

modulados em resposta às vias de polimerização mediada por EspFU, dentre os 

quais NFKB1, NFKB2 e ERG1. Os fatores de transcrição NF-κB e Erg-1 são ativados 

em resposta à estimulação epitelial promovida por patógenos A/E e podem controlar 

a expressão de moléculas importantes para a progressão da doença (DE GRADO et 

al., 2001; SAVKOVIC et al., 1997). Possivelmente a formação de pedestais mediada 

por EspFU, ou a maior adesão decorrente desta, seja um mecanismo ativador mais 

potente que a via de polimerização de actina disparada pela fosforilação de Tir.  

A identificação de interações gênicas pela ferramenta IPA revelou uma 

modulação significativa de vias canônicas associadas à resposta imune inata, o que 

corrobora o enriquecimento de genes pró-inflamatórios em nossos dados de 

transcriptoma. A via de sinalização mediada pelos receptores TNF (TNFR1 e 

TNFR2), que constitui o principal mecanismo extrínseco de indução de apoptose 

(IGNEY; KRAMER, 2002), foi comumente regulada em resposta aos diferentes 

mecanismos de polimerização de actina, sugerindo que possa ocorrer uma 

modulação das respostas que levam à morte celular em decorrência da formação de 

pedestais por aEPEC. Por outro lado, algumas vias foram especificamente 

moduladas em resposta aos pedestais formados mediante EspFU, como por 

exemplo a sinalização de IL-6. Corroborando este achado, o gene IL6 foi 

significativamente induzido em células infectadas por cepas EspFU-positivas.  

Embora o mecanismo central da patogenicidade de aEPEC seja a formação 

de lesões A/E, surpreendentemente nenhuma via de sinalização do citoesqueleto de 

actina foi significativamente alterada em nossos dados. Possivelmente, a formação 

de pedestais não induza alterações relevantes em termos de expressão gênica dos 

fatores envolvidos com a dinâmica do citoesqueleto de actina. Em contraste, muitas 

proteínas ligadoras de actina foram identificadas na análise do proteoma de células 

epiteliais infectadas por EPEC (HARDWIDGE  et al., 2004). 
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A ferramenta IPA também possibilitou a predição dos reguladores 

transcricionais que poderiam ser responsáveis pelas alterações de expressão gênica 

observadas durante a infecção por aEPEC. O fator indutor de hipóxia (HIF1A) foi o 

regulador mais significativamente alterado em resposta à formação de pedestais. De 

fato, tem sido demonstrado que HIF pode desempenhar um papel imunomodulatório 

em resposta à infecção por patógenos bacterianos, inclusive E. coli patogênicas (LIN 

et al., 2015). No entanto, cabe ressaltar que o fenômeno de hipóxia é um importante 

regulador da resposta transcricional de células tumorais, inclusive HeLa (LANDRY et 

al., 2013). Portanto, não se pode descartar a possibilidade que parte da regulação 

de HIF1A observada em nossos dados seja devido à resposta basal da linhagem 

celular HeLa.   

Outros reguladores transcricionais significamente modulados foram as 

citocinas pró-inflamatórias TNFA e IL1B, principalmente ativados em resposta à 

infecção por cepas EspFU-positivas. A forte ativação de TNFA pode correlacionar 

com a modulação significativa da via dos receptores de morte TNFR1 e TNFR2. 

Estas citocinas podem ativar a expressão de outros fatores pró-inflamatórios, como 

IL-6, por exemplo, o que poderia explicar a ativação da via de sinalização de IL-6 em 

resposta à infecção por cepas EspFU-positivas. 

Em conjunto, as análises transcriptômicas revelam que a formação de 

pedestais por aEPEC, especialmente na presença de EspFU, pode induzir uma 

resposta inflamatória. Corroborando nossos achados, uma série de modelos de 

infecção in vitro e in vivo têm demonstrado a capacidade de patógenos A/E em 

ativar NF-κB e induzir a produção de citocinas pró-inflamatórias, especialmente IL-

1β, IL-6, IL-8 e TNF-α (ALIPOUR et al., 2013; DANN et al., 2008; GIRARD et al., 

2005; GONÇALVES et al., 2001; SALAZAR-GONZALEZ; NAVARRO-GARCIA, 2010; 

SANCHEZ-VILLAMIL; NAVARRO-GARCIA, 2015).  

No entanto, EPEC, EHEC e C. rodentium também podem atenuar a resposta 

inflamatória ativada pelo dano ao epitélio ou exposição a antígenos bacterianos, 

estabelecendo um nicho propício para colonização do hospedeiro. Esta atividade 

anti-inflamatória é mediada pelo SST3 e está associada com a aquisição de efetores 

codificados fora da região LEE, cujo papel principal é interferir com as vias de 

ativação de NF-κB e do inflamassoma (HAUF; CHAKRABORTY, 2003; LITVAK et 

al., 2017; PALLETT et al., 2017; POLLOCK et al., 2017; YEN; SUGIMOTO; TOBE, 

2015; YEN, KARINO, TOBE, 2016).  



127 
 

Interessantemente, nossas análises sugerem que este perfil de resposta 

também possa ocorrer durante a infecção por aEPEC, evidenciado pela forte 

repressão da maioria dos genes pró-inflamatórios em células infectadas pelo 

mutante em espFU quando comparado ao controle (HeLa não-infectada). Desta 

forma, a somatória das respostas supressoras e indutoras sugere que o nível de 

inflamação decorrente da infecção por aEPEC seria algo bem próximo ao estado de 

homeostasia do hospedeiro, visto que a expressão dos genes pró-inflamatórios foi 

praticamente igual em HeLa e nas células infectadas por cepas formadoras de 

pedestal (SHARMA et al., 2008; ZHUANG et al., 2017). A capacidade de aEPEC em 

poder modular a resposta inflamatória do hospedeiro pode explicar, em parte, a 

ocorrência de infecções assintomáticas ou mesmo casos de diarreia persistente em 

humanos (AFSET et al., 2004; FERNANDES et al., 2014; NUNES et al., 2012). De 

fato, mutantes de C. rodentium que não suprimem a resposta inflamatória 

apresentaram uma menor eficiência de colonização em relação à cepa selvagem em 

um modelo murino (ROYAN et al., 2010). 

Coletivamente, os dados de caracterização fenotípica e análises 

transcriptômicas sugerem que a interação aEPEC-célula hospedeira resulta em uma 

rede complexa de mecanismos regulatórios, modulada pela adesão bacteriana e 

capacidade em formar pedestais (Figura 56). Especificamente, a interação 

bacteriana com o epitélio resulta na adesão íntima e formação de pedestais, que 

leva a uma repressão da região LEE e ativa a expressão de genes pró-inflamatórios 

e vias de sinalização da resposta imune inata. Por outro lado, na ausência de 

pedestais, LEE é continuamente expresso devido à ausência do feedback negativo, 

enquanto os genes pró-inflamatórios são reprimidos, havendo um predomínio da 

resposta anti-inflamatória. Neste contexto, EspFU promoveria uma maior adesão 

bacteriana, resultando em uma maior ativação da resposta inflamatória.
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Figura 56 - Modelo proposto de comunicação patógeno-hospedeiro durante a infecção de células epiteliais por aEPEC. 
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6  CONCLUSÕES 

 

Em conjunto, os resultados obtidos neste estudo permite-nos concluir que: 

I. Os genes que codificam EspFU (tccP e tccP2) são ampla e filogeneticamente 

distribuídos entre cepas de aEPEC; 

II. Ocorre uma produção in vitro diferencial de EspFU (TccP/TccP2) em aEPEC; 

III. EspFU contribui para a patogenicidade de aEPEC, uma vez que desempenha 

um importante papel na adesão bacteriana, formação de pedestais e 

colonização intestinal; 

IV. A dinâmica da formação de lesões A/E depende dos mecanismos 

moleculares empregados para polimerização de actina, podendo afetar tanto 

a resposta transcricional do patógeno quanto do hospedeiro; 

V. A adesão bacteriana e capacidade de formar pedestais induz a expressão de 

genes pró-inflamatórios, em especial quando mediada por EspFU. 

VI. EspFU pode estar direta ou indiretamente relacionada com a ativação da 

resposta inflamatória decorrente da infecção por aEPEC, uma atividade até 

então desconhecida. 
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