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Resumo 
 

NARA, J. M. Adesinas fimbriais em Escherichia coli enteropatogênica 
atípica: prevalência e proteômica . 2012. 148 f. Tese (Doutorado em 
Microbiologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 
São Paulo, 2012. 
 
Escherichia coli enteropatogênica atípica (EPECa) emergiu mundialmente 
como uma significante causa de diarreia pediátrica.  Em células epiteliais in 
vitro, devido à ausência da fímbria Bundle-Forming Pilus (BFP), esse patotipo 
não apresenta o padrão de adesão localizado em 3 h observado nas EPEC 
típicas.  Por outro lado, os isolados de EPECa podem não aderir ou apresentar 
os padrões de aderência localizado-like, agregativo, difuso ou indeterminado.  
Como esses fenótipos de aderência são também observados em outros 
patotipos de E. coli, o objetivo deste estudo foi pesquisar nas EPECa a 
presença de genes de adesinas encontrados em outras E. coli patogênicas e 
analisar comparativamente por proteoma os extratos protéicos dos isolados de 
EPECa BA320 (localizado-like), Ec292/84 (agregativo), 9100-83 (difuso) e 
BA4013 (não aderente).  Por microscopia eletrônica de transmissão observou-
se a presença de diferentes estruturas filamentosas ancoradas a superfície nos 
quatro isolados de EPECa.  Também verificou-se a presença dos genes fimA, 
fimH, papA, ecpA, ldaH, pilS, daaC, sfpA, lpfAO113 e os variantes polimórficos 
(lpfA1 e lpfA2) por PCR.  Enquanto, por proteômica, utilizando gel 2D e LC-
MS/MS, foram identificadas nos extratos protéicos das EPECa, extraídos com 
Omnimixer e precipitados com sulfato de amônio, diversas proteínas envolvidas 
em diferentes processos funcionais das bactérias, incluindo proteínas 
indiretamente envolvidas no mecanismo de adesão bacteriana.  Entre as 
estruturas encontradas estão: uma proteína envolvida no processo de 
regulação transcricional (Histone-like Nucleoid Structuring, H-NS), uma 
proteína de membrana (Outer membrane protein, OmpX), as proteínas 
metabólicas Universal stress protein (Usp), a glicoproteína L-Fucose 
mutarotase (FucU) e a proteína transportadora galactose-binding transport 
(MglB) associadas ao processo de funcionamento das adesinas fimbriais de E. 
coli.  Nos extratos protéicos também foram identificadas algumas proteínas 
hipotéticas, dentre as quais se destaca uma possível proteína filamentosa 
encontrada nas EPECa com os fenótipos de adesão localizado-like, agregativo 
e difuso.  Os resultados obtidos nos permitem concluir que os genes que 
codificam a fímbria tipo 1 e a fímbria ECP são altamente prevalentes nos 
isolados de EPECa e que as proteínas identificadas no proteoma dos quatro 
isolados de EPECa, que estão relacionadas as diferentes funções bacterianas, 
podem funcionar como complexos protéicos, direta ou indiretamente, 
envolvidos no processo de adesão. 
 

 

 

 

 

 

Palavras-chaves:  EPECa. Genes. Fímbrias. Proteoma. PCR. Gel de 
eletroforese 2D. LC-MS/MS. 
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Abstract 
 
NARA, J. M. Fimbrial adhesins in atypical enteropathogenic Escherichia 
coli: prevalence and proteomics . 2012. 148 p. PhD thesis (Microbiology) - 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2012. 
 
Atypical enteropathogenic Escherichia coli (aEPEC) have emerged as a 
significant cause of pediatric diarrhea worldwide.  Due to the absence of BFP 
fimbriae (bundle-forming pili), aEPEC are unable to develop the 3 h-localized 
adhesion pattern observed in typical EPEC.  Since some aEPEC show the 
adherence phenotype observed for other pathotypes of E. coli, the aim of this 
study was to investigate, in aEPEC, the presence of adhesin genes found in 
other pathogenic E. coli and to analyze, by comparative proteomic analyses, the 
protein extracts isolated from aEPEC BA320 (localized-like), Ec292/84 
(aggregative) and 9100-83 (diffuse) and BA4013 (non-adherent).  Initially, 
transmission electron microscopy demonstrated the presence of different 
filamentous structures anchored to the surface in the four EPEC isolates.  PCR 
analyses of aEPEC revealed the presence of the genes fimA, fimH, papA, 
ecpA, ldaH, pilS, daaC, sfpA, lpfAO113 and polymorphic variants (lpfA1 and 
lpfA2), which are also present in other pathotypes of E. coli.  On the other hand, 
proteomic analyses of aEPEC extracts obtained with an Omnimixer and 
precipitated with ammonium sulfate, using 2D gel electrophoresis and LC-
MS/MS, identified several proteins involved in different functional processes of 
bacteria, including proteins involved in the mechanism of bacterial adhesion, 
namely: a histone-like nucleoid structuring protein (H-NS), an outer membrane 
protein (OmpX), universal stress proteins (Usp), L-fucose mutarotase (FucU) 
and galactose-binding transport protein (MglB) associated with the action of 
adhesins of E. coli fimbriae.  The protein extract also revealed “hypothetical” 
proteins, particularly a putative filamentous protein found in aEPEC with the 
phenotypes of localized-like, diffuse and aggregative adherence.  Therefore, we 
conclude that the genes encoding type 1 fimbriae and ECP fimbriae are highly 
prevalent in aEPEC isolates, and that the proteins identified in the proteome of 
four aEPEC strains, which are related to different bacterial functions, can 
operate as protein complexes, directly or indirectly involved in adhesion 
processes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords:  aEPEC. Genes. Fimbriae. Proteome. PCR. 2D gel electrophoresis. 
LC-MS/MS.  
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1 INTRODUCÃO 

Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) é uma das seis categorias de 

E. coli diarreiogênicas (DEC).  Este patotipo é composto por dois subgrupos 

denominados como EPEC típica (EPECt) e EPEC atípica (EPECa) (KAPER, 

1996).  Ambos subgrupos, além da E. coli enterohemorrágica (EHEC), 

possuem a capacidade de promover a lesão attaching/effacing (A/E) mediada 

por genes localizados em uma ilha de patogenicidade denominada locus of 

enterocyte effacement (LEE) (MCDANIEL et al., 1997). 

Uma das características utilizadas para a classificação dos patotipos que 

compõem as DEC é o padrão de adesão às células epiteliais in vitro.  

Diferentemente das EPECt, que apresentam padrão de adesão localizada 

(SCALETSKY; SILVA; TRABULSI, 1984), as EPECa apresentam diferentes 

fenótipos de aderência à células HEp-2 (ABE et al., 2009; MORA et al., 2009).  

Dentre os fenótipos observados, encontram-se os padrões agregativo-AA e 

difuso-DA que inicialmente foram características descritas em E. coli 

enteroagregativa (EAEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC), 

respectivamente (SCALETSKY, SILVA, TRABULSI, 1984; NATARO et al., 

1987). 

A adesão é um processo essencial tanto para a manutenção da 

microbiota intestinal, quanto para a patogênese bacteriana, sendo pré-requisito 

para que as cepas de E. coli colonizem com sucesso a mucosa do hospedeiro.  

As adesinas são estruturas protéicas bacterianas, que reconhecem e se ligam 

a receptores específicos presentes na superfície da célula hospedeira, estas 

podem ser classificadas em não fimbriais, que são proteínas de membrana 

externa, ou fimbriais (BRINTON, 1965).   

As estruturas filamentosas, que são apêndices bacterianos não 

flagelares, ancoradas à membrana externa da bactéria são denominadas de 

pili/fímbria  e  filamentos/agulha.  As estruturas  do tipo  “pili”  ou  “fímbrias” são  
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empregadas na fixação e/ou invasão bacteriana, formação de biofilme, 

autoagregação, twitching motility e transporte de material genético através das 

membranas (CRAIG et al., 2004; FRONZES; REMAUT; WAKSMAN, 2008).  

Por outro lado, os termos “filamentos” e “agulhas” são utilizados para designar 

os apêndices que compõem o sistema de secreção do tipo III (TTSS), um 

complexo injetor de proteínas efetoras através da qual ocorre o transporte de 

macromoléculas expressas pela bactéria à célula hospedeira (CORNELIS, 

2006). 

Nos principais patotipos de E. coli patogênica, as fímbrias propostas 

envolvidas na adesão são: as fímbrias do tipo 1, P, S e F1C de E. coli 

uropatogênica (UPEC), Bundle-forming pilus (BFP) de EPEC típica, a fímbria 

polar longo (LPF) de EHEC, a pili fermentadora de sorbitol (Sfp) de E. coli 

produtora da toxina Shiga (STEC), os fatores de colonização (CFs) de E. coli 

enterotoxigênica (ETEC), as fímbrias de adesão agregativa (AAFs) de E. coli 

enteroagregativa típica (EAECt), a fímbria Pil de EAEC atípica (EAECa) e a 

fímbria F1845 de E. coli difusamente aderente (DAEC).  Além das fímbrias, 

estudos realizados por Ebel et al. (1998) e Cleary et al. (2004) também 

sugerem que os filamentos de EspA do TTSS produzidas por EHEC e EPEC 

podem estar envolvidas no processo de fixação bacteriana. 

As cepas de UPEC expressam as fímbrias do tipo 1 (CONNEL et al., 

1996), a fímbria P (BAGA et al., 1987), a fímbria S (KORHONEN; VIRKOLA; 

HOLTHOFER, 1986) e a F1C (HACKER et al., 1993).  Essas são responsáveis 

por infecções extra-intestinais, associadas à bacteremia, cistite, pielonefrite e 

meningite (JOHNSON, 1991; CONNELL et al., 1996; RUSSO; JOHNSON, 

2000).  Além disso, estão envolvidas no processo de adesão e ocasionalmente 

na invasão do tecido hospedeiro (MULVEY, 2002; WRIGHT; HULTGREN, 

2006). 

Dentre as adesinas fimbriais de EHEC, a fímbria polar longo (LPF) 

similar a fímbria de Salmonella enterica serovar Typhimurium (PERNA et al., 

2001)  foi detectada  em isolados dos sorogrupos O157 e O145  (SZALO  et al.,  
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2002) e também em isolados de STEC LEE negativo de sorotipo O113:H21 

(OSEK; WEINER; HARTLAND, 2003).  Coelhos e cordeiros foram utilizados 

como modelo animal de infecção, para demonstrar que a fímbria LPF está 

envolvida na adesão inicial à célula hospedeira e a persistência bacteriana 

intestinal (NEWTON et al., 2004; TORRES et al., 2007).  Por sua vez, Sfp é 

uma fímbria manose resistente codificada por um conjunto de genes 

localizados no plasmídeo pSFO157, presente em STEC O157:NM (BRUNDER 

et al., 2001).   

A colonização do intestino delgado humano por ETEC depende 

principalmente da expressão de diversas proteínas de superfície, conhecidas 

como fatores de colonização (CFs).  Os CFs são classificados de acordo com 

sua especificidade antigênica e são chamados de fator antigênico de 

colonização (CFAs), antígenos da superfície de coli (CS) no qual se inclui a 

fímbria longus (CS21) e os possíveis fatores de colonização (PCFs) (QADRI et 

al., 2005).  Além da classificação antigênica, os CFs podem ser subdivididos 

com base em sua estrutura como sendo: fimbriais, fibrilares, helicoidais, em 

forma de feixe (longus) e adesinas não fimbriais. 

As cepas de EAEC típica expressam pelo menos quatro adesinas 

fimbriais, associados ao fenótipo agregativo de adesão ao enterócito, 

denominadas AAF I, II, III e IV (NATARO et al., 1992; CZECZULIN et al., 1997; 

BERNIER; GOUNON; LE BOUGUENEC, 2002; BOISEN et al., 2008).  AAF 

estão relacionadas às adesinas da família Dr (SAVARINO et al., 1994) pois 

possuem as mesmas regiões conservadas nos genes que codificam a proteína 

de membrana externa (usher) e a proteína periplasmática (chaperonina) 

(SERVIN, 2005).  Por outro lado, diferentemente das fímbrias AAF, a fímbria Pil 

é produzida por uma EAEC atípica, assim denominada devido a ausência do 

ativador transcricional aggR (DUDLEY et al., 2006). 

Por sua vez, a adesina fimbrial F1845, caracterizada na cepa C1845 de 

DAEC, medeia a adesão difusa às células epiteliais (BILGE et al., 1989).  A 

adesão  de cepas de DAEC  que expressam  F1845 induz diferentes  respostas  
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celulares, incluindo alongamento da célula infectada, nucleação das 

microvilosidades, formação de projeções na membrana e o rearranjo de F-

actina (BERNET-CAMARD et al., 1996). 

Duas estruturas foram descritas em isolados de EPEC atípicas 

envolvidas no processo da adesão difuso em células epiteliais.  Uma das 

adesinas identificadas é uma estrutura fibrilar, denominada Diffuse Adherence 

Fibrillar Adhesin (Afa) que possui homologia com AfaE-1, descrita como 

adesina não-fímbrial, encontrada em E. coli uropatogênica (KELLER et al., 

2002).  A outra adesina encontrada foi denominada como locus para aderência 

difusa (lda), identificada inicialmente no isolado de EPECa O26:H11 

(SCALETSKY et al., 2005).  

Aparentemente as bactérias possuem formas sofisticadas para 

selecionar, conectar e infectar as células-alvo e durante esses eventos os 

principais protagonistas são os apêndices filamentosos secretores, as adesinas 

fimbriais e não-fimbrias (KROGFELT, 1991; EBEL et al., 1998; CLEARY et al., 

2004, FRONZES; REMAUT; WAKSMAN, 2008).  Entretanto, as enterobactérias 

ainda necessitam de uma complexa combinação de sinais físico-químicos 

(temperatura, pH, osmolaridade e nutrientes disponíveis) (EDWARDS; 

PUENTE, 1998), enzimas, metabólitos, proteínas estruturais e reguladores 

transcricionais (OTTO et al., 2004; NACHIN et al., 2005; HAN et al., 2007; 

TORRES et al., 2008; LEE et al., 2009).  A combinação entre esses fatores 

podem prover as enterobactérias a capacidade de identificar o nicho apropriado 

e estimular a expressão dos genes fimbriais e não-fimbriais, resultando na 

ligação específica à célula hospedeira.  

Por outro lado, ainda não foi descrito em isolados de EPEC atípica 

nenhum fator de virulência especificamente associado aos fenótipos de adesão 

demonstrados por essas cepas, ao passo que fenótipos agregativo e difuso são 

observados, nos patotipos EAEC e DAEC, respectivamente.  Nesses dois 

patotipos, os padrões de aderência  bacteriana  estão associados  à  expressão 

 



8 

Introdução 

 

de fímbrias de diferentes tipos, já caracterizadas, que foram abordadas nesta 

introdução e que serviram como subsídio aos objetivos deste trabalho. 
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2   OBJETIVOS  

1. Pesquisar, em isolados de EPEC atípica, a presença de genes que codificam 

adesinas de E. coli patogênicas.  

 

2. Analisar, comparativamente, por proteoma os extratos protéicos dos isolados 

de EPECa BA320 (localizado-like), Ec292/84 (agregativo) e 9100-83 (difuso) 

e BA4013 (não aderente).  
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3   REVISÃO DA LITERATURA 

 As doenças diarreicas continuam sendo uma das principais causas de 

morbidade e mortalidade infantil no mundo, principalmente relacionadas à 

contaminação de alimentos e fontes de água (WHO, 2009), uma vez que 

aproximadamente 1 bilhão de pessoas carecem de acesso à água tratada e 2,5 

bilhões não têm acesso a saneamento básico (WHO, 2009).  Desde 1980, a 

Organização Mundial de Saúde reconhece que a diarreia persistente é uma 

área prioritária de pesquisa (WHO, 1988), uma vez que estudos identificaram 

fatores de risco, tais como: problemas nutricionais e o uso indiscriminado de 

antibióticos, infecções no trato urinário e respiratório inferior, que podem 

contribuir para o agravamento da diarreia persistente podendo inclusive levar a 

morte (UMAMAHESWARI et al., 2010).  Estima-se que mundialmente ocorram, 

a cada ano, cerca de 4 billhões de casos diarreicos (revisado por UNICEF et 

al., 2010).  Doenças diarreicas foram responsáveis por 6,9% dos óbitos 

ocorridos no mundo, sendo a segunda principal causa de morte por infecção, 

ficando atrás somente das doenças respiratórias como a pneumonia (WHO, 

2009).  Dentre os óbitos, estima-se a morte de 1,5 milhões de crianças com 

idade inferior a 5 anos por doenças diarreicas (revisado por UNICEF et al., 

2010).  Entre os casos de diarreia aguda apresentada por crianças, estima-se 

que entre 3% e 19% destas podem tornar-se persistentes (LIMA, GUERRANT, 

1992).  Outros especialistas estimam que até 50% da mortalidade infantil 

causada pela diarreia deve-se à sua persistência (MATHERS et al., 2004).  

Como o número de mortes por diarreia aguda é reduzida após o uso 

generalizado da terapia de reidratação oral, a contribuição da diarreia 

persistente na mortalidade global é elevada (ABBA et al., 2009). 

Os agentes etiológicos da diarreia incluem uma ampla variedade de 

vírus, bactérias e parasitas.  Entre os patógenos bacterianos, Escherichia coli 

diarreiogênica (DEC) é um dos mais importantes agentes de diarreia endêmica 

e epidêmica no mundo (NATARO; KAPER, 1998).  As cepas de DEC podem 

ser classificadas em seis principais patotipos [E. coli enteropatogênica (EPEC), 
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E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli produtora 

de toxina Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli difusamente 

aderente (DAEC)], com base em suas propriedades específicas de virulência 

associadas a alguns sorotipos, e nas diferentes características clínicas e 

epidemiológicas (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).  

 

3.1 Escherichia coli PATOGÊNICAS: FATORES DE VIRULÊNCIA E 

MECANISMOS DE ADESÃO  

 
3.1.1   Escherichia coli uropatogênica (UPEC) 

O trato intestinal é considerado o reservatório primário para a infecção 

do trato urinário, onde UPEC, a partir da região anal, passa a ter acesso a 

região periuretral, atravessando a uretra e estabelecendo a infecção de forma 

ascendente, migrando da bexiga para os rins (HEPTINSTALL, 1964; 

CORRIERE et al., 1970; FOWLER; STAMEY, 1977).  Portanto, o trato 

gastrointestinal e o trato urinário representam dois diferentes nichos 

nutricionais para UPEC (SAVAGE, 1977, NATARO, 2005). 

UPEC, pertencente à categoria das E. coli patogênicas, são 

responsáveis por infecções extra-intestinais (ExPEC) (RUSSO; JOHNSON, 

2000), sendo um agente causador de infecções no trato urinário associada à 

bacteremia em crianças e adultos, além de sepses e meningites em neonatos 

(KUNIN; HALMAGYI, 1962; RUSSO; JOHNSON, 2000).  As cepas de UPEC 

presentes transitoriamente na microbiota fecal possuem grupos específicos de 

genes que codificam os fatores de virulência (DONNENBERG; WELCH, 1996).  

Os fatores de virulência de UPEC estão associados ao antígeno 

somático (O1, O2, O4, O6, O7, O15, O18, O25, O75 e O83) e ao antígeno 

capsular (K1 e K2), à presença da proteína de membrana externa (OmpT - 

protease),  à  produção  de  toxinas  (α-hemolisina - HlyA,  cytotoxic necrotizing  
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factor1 – CNF1 e protease autotransporter toxin – Sat), sideróforos 

(aerobactina), adesinas afimbriais (Afa/Dr) e fímbrias (tipo 1, P, S e F1C) 

(DONNENBERG; WELCH, 1996; BLANCO et al., 1997; GUYER et al., 2000; 

MARRS et al., 2005). 

Por ser uma classe de proteínas extracelulares, as adesinas de UPEC 

promovem a adesão e, em alguns casos, a invasão do tecido hospedeiro 

(WRIGHT; HULTGREN, 2006). 

A fímbria tipo 1 e a fímbria P são expressas pelas cepas de UPEC e 

pertencem à categoria das fímbrias, conhecidas como chaperone-usher 

(WAKSMAN; HULTGREN, 2009).  Essas fímbrias se estruturam na membrana 

externa bacteriana através de duas proteínas, uma periplasmática (chaperone) 

e outra formadora de poros (usher) (SAUER et al., 2004).  A chaperone facilita 

o dobramento das subunidades da pilina (BARNHART et al., 2000) impedindo a 

sua polimerização no periplasma até a sua translocação no usher (DODSON et 

al., 1993; THANASSI et al., 1998).  O usher desempenha diferentes funções 

envolvidas na montagem da estrutura fimbrial, tais como: plataforma de 

montagem, recrutamento das chaperones complexadas a subunidades da 

pilina através do periplasma, coordenação da montagem da pilina e a sua 

secreção através dos poros (WAKSMAN; HULTGREN, 2009). 

As fímbrias do tipo 1 são continuamente expressas por cepas de UPEC 

que colonizam a bexiga e são causadoras de cistite (CONNELL et al., 1996).  A 

transcrição da fímbria tipo 1 depende do mecanismo de fases on/off, para que 

ocorra a expressão da maior subunidade estrutural da pilina (FimA).  Na fase 

on, ocorre o aumento da transcrição do gene fimA mediado pela atividade de 

duas recombinases, denominadas FimE e FimB (GALLY; LEATHART; 

BLOMFIELD, 1996).  

As fímbrias do tipo 1 (Figura 1 ) são formadas por filamentos helicoidais 

de 7 nm de espessura, constituídas por subunidades de FimA.  A essa 

estrutura encontra-se acoplada a adesina FimH e dois adaptadores FimF e 

FimG (RUSSELL; ORNDORFF, 1992; JONES et al., 1995).  
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Figura 1 -  Representação esquemática chaperone (FimC) - usher (FimD) da fímbria tipo 1 
(Fim ). O número indica a quantidade de cópias em cada subunidade estrutural que 
compõem as fímbrias. 

                                   
FONTE: WAKSMAN; HULTGREN, 2009. 
 
 
 
 
 

A adesina FimH é responsável pela ligação bacteriana a moléculas de 

superfície conhecidas como receptores uroplakin1 e α3β1 integrina2, que estão 

presentes em células de bexiga e outras células hospedeiras (KROGFELT; 

BERGMANS; KLEMM, 1990; ZHOU et al., 2001; ETO et al., 2007).  Além disso, 

a presença de FimH na estrutura das fímbrias tipo 1 também medeia a invasão 

de UPEC em células de bexiga (MARTINEZ et al, 2000;. WRIGHT; SEED; 

HULTGREN, 2007) via integrinas (SCIBELLI et al., 2007).  

 

 
1. Uroplakin são subunidades protéicas de 16 nm que formam cristais bidimensionais (0,2 – 1,0 
µm de diâmetro), conhecida como placa urotelial que recobre mais de 90% da superfície apical 
da célula (KACHAR et al.,1999). 
 
2. Integrinas são proteínas transmembranicas presentes em células eucarióticas, que medeiam 
à interação célula-célula ou a ligação entre as proteínas de matriz extracelular e a actina do 
citoesqueleto, proporcionando uma via de sinalização entre os meios intra e extracelular 
(SCIBELLI et al., 2007). 
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Por outro lado, as cepas causadoras de pielonefrite têm a expressão da 

fímbria tipo 1 reprimida, uma vez que FimE e FimB se encontram na fase off de 

transcrição (GALLY; LEATHART; BLOMFIELD, 1996; GUNTHER et al., 2001).  

Alguns autores ainda apontam que, a ausência da fímbria tipo 1 propicia a não 

adesão bacteriana aos receptores uroplakin das células epiteliais da bexiga, 

ocorrendo assim a migração bacteriana pelo ureter até os rins, onde ocorre a 

fixação da UPEC através da fímbria P (SVANBORG-EDEN; HANSSON, 1978; 

KORHONEN; VIRKOLA; HOLTHOFER, 1986).  

As fímbrias P (Figura 2 ) são formadas por um filamento de 6,8 nm de 

espessura e constituídas por subunidades de PapA, que gera uma estrutura 

cilíndrica helicoidal.  A subunidade PapH ancora a estrutura helicoidal formada 

por PapA à membrana externa bacteriana (BAGA et al., 1987).  Na 

extremidade da estrutura fimbrial localiza-se a adesina PapG, associada às 

subunidades PapE, PapF e PapK, que ligam a adesina PapG ao corpo da 

fímbria (KUEHN et al., 1992; JACOB-DUBUISSON et al., 1993).  A adesina 

PapG se liga ao receptor de galabiose (Galα1–4Gal) presente na superfície do 

epitélio renal, possibilitando a colonização bacteriana (SVANBORG-EDEN; 

HANSSON, 1978; KORHONEN; VIRKOLA; HOLTHOFER, 1986).  Neste 

estágio, a hemolisina pode danificar o epitélio renal através da permeabilização 

da membrana plasmática pela formação de poros (TRIFILLIS et al., 1994).  

Além disso, a hemolisina, juntamente com o lipopolissacarídeo (LPS), pode 

levar a uma resposta inflamatória aguda pelo recrutamento de 

polimorfosnucleares (PMNs) no local da infecção.  Em alguns casos, a 

secreção da autotransportadora Sat responsável pela dissolução da membrana 

glomerular e a vacuolização de células do túbulo proximal (GUYER et al., 

2002), pode causar a destruição das barreiras constituídas pelos túbulos e as 

bactérias podem invadir o endotélio celular, caindo na corrente sanguínea, 

causando uma bacteremia (NATARO; KAPER; MOBLEY, 2004). 
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Figura 2 -  Representação esquemática chaperone (PapD) - usher (PapC) da fímbria P (Pap). 
O número indica a quantidade de cópias em cada subunidade estrutural que 
compõem as fímbrias. 

                                          

FONTE: WAKSMAN; HULTGREN, 2009. 

 

As fímbrias S são compostas pela subunidade maior SfaA, além de três 

subunidades menores SfaG, SfaH e SfaS.  A subunidade SfaS localiza-se na 

extremidade da fímbria e pode mediar a interação bacteriana com resíduos de 

ácido siálico dos receptores expressos pelo epitélio renal e pelas células 

endoteliais vasculares (KORHONEN; VIRKOLA; HOLTHOFER, 1986;. MOCH 

et al., 1987; MORSCHHAUSER et al., 1990; HANISCH; HACKER; 

SCHROTEN, 1993).  A principal subunidade SfaA também possui 

características adesivas mediando a adesão bacteriana aos glicolipídeos das 

células endoteliais (PARKKINEN; HACKER; KORHONEN, 1991; 

PRASADARAO et al., 1993).  As subunidades menores, incluindo a SfaS, 

também estão envolvidas na modulação das propriedades de ligação da 

fímbria S (SCHMOLL et al., 1989; MORSCHHAUSER et al., 1993).  A fímbria S 

pode facilitar a disseminação bacteriana no interior do tecido hospedeiro sendo 

frequentemente associada às cepas de E. coli causadoras de sepse, meningite 

e infecções do trato urinário, incluindo a pielonefrite (KORHONEN et al., 1985; 

MARRE et al., 1986; PARKKINEN et al., 1988; HACKER et al., 1993).  A 

fímbria F1C  (gene foc)  possui  estrutura  homóloga a  fímbria S,  porém  difere  
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desta na afinidade pelo tipo de receptor específico (HACKER et al., 1993).  F1C 

possui uma elevada afinidade pelo dissacarídeo GalNAcβ1-4Galβ, que é 

encontrado em glicolípideos expressos pelas células epiteliais dos túbulos 

distais e ductos coletores renais e também por células endoteliais dos rins e da 

bexiga (KHAN et al., 2000).  Sua importância foi demonstrada na formação de 

biofilme, na aderência em superfícies bióticas e abióticas e na colonização do 

trato intestinal em filhotes de camundongos murinos (LASARO et al., 2009). 

Outros fatores tais como: CNF-1 (DAVIS; RASMUSSEN; O’BRIEN, 

2005), os antígenos capsulares (HORWITZ; SILVERSTEIN, 1980) e os 

sideróforos (RUSSO et al., 2002) também contribuem para a sobrevivência e 

manutenção das UPEC.  A citotoxina CNF-1 atua na ativação de Rho GTPase 3 

e na modulação da função dos PMNs através da inibição fagocitária (DAVIS; 

RASMUSSEN; O’BRIEN, 2005).  Por outro lado, o antígeno capsular, além de 

inibir a ativação do sistema complemento, também inibe a fagocitose pelos 

PMNs, protegendo as UPEC do sistema imune inato (HORWITZ; 

SILVERSTEIN, 1980).  Os sideróforos são usados como um sistema de 

absorção de ferro pelas UPEC, auxiliando na sobrevivência do microorganismo 

em ambientes com limitações nutricionais, tal como a bexiga (RUSSO et al., 

2002).  

 

 

 

 

 

 

 
3. Rho GTPase pertence à família de enzimas que hidrolisa a guanosina trifosfato (GTP), 
exercendo o controle sobre processos celulares, tais como: remodelação do citoesqueleto de 
actina, quimiotaxia e prolongamentos da membrana (LERM; SCHMIDT; AKTORIES, 2000; 
GARDINER et al., 2002). 
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3.1.2   Escherichia coli enterotoxigênica (ETEC) 

As cepas de ETEC colonizam a mucosa do intestino delgado, onde 

produzem enterotoxinas responsáveis pela diarreia aguda e aquosa em 

crianças, além de ser a principal causa da diarreia do viajante, que acomete 

adultos que visitam áreas endêmicas (NATARO; KAPER, 1998).  

Esse grupo de E. coli alberga um plasmídeo que contém os genes que 

codificam o grupo das enterotoxinas (DE GRAAF; GAASTRA, 1994) termo-lábil 

(LT) e termo-estável (ST) (LEVINE, 1987), que podem ser secretadas em 

conjunto ou separadamente (NATARO; KAPER, 1998). 

A adesão e a colonização do intestino delgado é um fator essencial para 

a virulência das cepas de ETEC.  Diferentes estruturas foram identificadas 

como prováveis adesinas ou fatores de colonização e são codificadas por 

genes cromossomais ou plasmideais (FLECKENSTEIN et al., 2010). 

Um grupo heterogêneo de proteínas estruturais de superfície, 

denominadas como fatores de colonização (CFs) foram os primeiros fatores de 

virulência identificados nas cepas de ETEC (EVANS et al., 1975).  Pelo menos 

25 diferentes CFs já foram descritos, sendo a maioria deles codificados por 

genes plasmideais (GAASTRA; SVENNERHOLM, 1996; QADRI et al., 2005).  

Os CFs podem ser subdivididos em três grandes grupos (Tabela 1 ), de 

acordo com suas características estruturais, que podem ser descritos como: 

fímbria de filamentos rígidos, fímbrias de filamentos flexíveis (bundle-forming) e 

fímbrias de filamentos finos e flexíveis (fibrilas) (NATARO; KAPER, 1998).  

Dentre as CFs encontramos os fatores antigênicos de colonização (CFA), os 

antígenos da superfície de coli (CS) e os prováveis fatores de colonização 

(PCF) (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). 
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Tabela 1 - CFs produzidos por cepas humanas de ETEC. 
 

Fímbrias 
  

Filamentos rígidos Diâmetro (nm) Referências 

CFA/I 7 Jordi et al., 1992 

CS1 7 Perez-Casal; Swartley; Scott, 1990 

CS2 7 Froehlich et al., 1995 

CS4 6 Wolf et al., 1989 

Bundle-forming 
  

CFA/III 7 Taniguchi et al., 1995 

longus (CS21) 7 Girón et al., 1994 

Fibrilas 
  

CS3 2 a 3 Levine et al., 1984 

CS5 5 Clarck; Hauzenroeder; Manning, 1992 

 

 

A fímbria CFA/I é uma estrutura filamentosa rígida composta por uma 

única proteína de configuração helicoidal (JANN; HOSCHUTSKY, 1991).  A 

fímbria CFA/II é uma estrutura em forma de fibrila flexível denominada CS3, 

que pode também estar associada a outros filamentos denominados CS1 e 

CS2 (LEVINE et al., 1984; SJOBERG et al., 1988).  CFA/III é uma fímbria de 

filamento flexível (bundle-forming) com homologia a família das fímbrias do tipo 

4 (TANIGUCHI et al., 1995).  Enquanto, a fímbria CFA/IV é formada por uma 

adesina afimbrial CS6 (JANSSON et al., 2009) em conjunto com as fímbrias 

CS4 ou CS5 (KNUTTON et al., 1989). 

Dentre as fímbrias de ETEC, também foi descrito um filamento 

denominado longus / CS21, que é codificado por um cluster formado por 16 

ORFs (open read frame – região de leitura aberta) de 14 kb contidos no 

plasmídeo p9034A de 90 Kbp (GIRÓN; LEVINE; KAPER, 1994; GÓMEZ-

DUARTE, 1999; GÓMEZ-DUARTE et al., 2007).  ORFs contidos em p9034A 

são denominados: lngR, lngS, lngT, lngA, lngB, lngC, lngD, lngE, lngF, lngG, 

lngH, lngI, lngJ, lngP, lngX1 e lngX2 (GÓMEZ-DUARTE et al., 2007). 
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A maior subunidade estrutural repetitiva da fímbria longus (LngA) é 

codificada por lngA e possui uma massa molecular de 22 kDa (GIRÓN et al., 

1994).  A região N-terminal de LngA apresenta uma sequência de aminoácidos 

similar a fímbria TcpA de Vibrio cholerae e à fímbria BfpA de EPECt (TAYLOR 

et al., 1987; GIRÓN et al., 1991, 1994).   

As demais ORFs de longus codificam proteínas envolvidas na regulação 

da fímbria [lng (R e S)] e no twitching motility [lng (H e J)], enquanto outras 

codificam a síntese de transglicosilase (lngT), pilina-like (lngB), lipoproteína de 

membrana externa (lngD), proteína de membrana interna [lng (E, F e I)], 

proteína periplasmática (lngG) e prepilina peptidase (lngP).  Por outro lado, 

ainda se desconhece as funções das ORFs de lng (C, X1 e X2) (GÓMEZ-

DUARTE et al., 2007). 

A comparação molecular e imunológica entre as fímbrias do tipo IV 

longus e CFA/III monstrou que ambas são homólogas, embora existam certas 

diferenças no nível de ORFs entre elas (TANIGUCHI et al., 1995; GIRÓN et al., 

1997; GÓMEZ-DUARTE, 1999; GÓMEZ-DUARTE, 2007).  Dentre as 

diferenças encontradas destacam-se as ORFs lng (X1 e X2), que não possuem 

qualquer homologia com os genes da fímbria CFA/III (GÓMEZ-DUARTE, 

2007).  Isto poderia explicar as diferenças encontradas na sua forma de 

apresentação, uma vez que longus são fímbrias polares, enquanto CFA/III 

apresentam-se de forma peritríquia sobre a superfície bacteriana (GIRÓN et al., 

1997). 

Além disso, a fímbria longus também foi encontrada em isolados 

humanos de ETEC em associação aos CFs, principalmente CFA/II, seguido por 

CFA/I e CFA/IV e produtoras das toxinas ST e LT, sendo mais prevalente em 

cepas que produzem somente ST (NISHIMURA et al., 2002). 

Mazariego-Espinosa et al. (2010), sugeriram a participação da fímbria 

longus na colonização de células de cólon humano.  Esses autores observaram  
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que a cepa mutada no gene lngA mostrou uma significante diminuição na 

aderência in vitro em células de linhagens de carcinoma de cólon quando 

comparadas a cepa selvagem.  Além disso, os mesmos autores demonstraram 

que à cepa mutada foi incapaz de dispersar-se sobre a superfície tecidual e 

colonizar outras áreas, através de twitching motility, diferentemente da cepa 

selvagem E9034A e da cepa mutada complementada com o plasmídeo 

(pLngA) - contendo o gene para a montagem da fímbria longus. 

 

3.1.3   Escherichia coli difusamente aderente (DAEC) 

As cepas de DAEC são definidas por apresentar um padrão difuso de 

aderência em monocamadas de células HEp-2 (SCALETSKY; SILVA; 

TRABULSI, 1984).  Esse patotitpo causa diarreias, particularmente em crianças 

com a idade variando entre 1 e 5 anos (SCALETSKY et al., 2002).  

Aproximadamente 75% das cepas de DAEC expressam uma adesina 

fimbrial denominada F1845, que foi inicialmente caracterizada na cepa 

protótipo C1845.  O operon da fímbria F1845 pode ser encontrado no 

plasmídeo pF18 de ~60 kb (JOHNSON; NOLAN, 2009).  F1845 é formada por 

um cluster de cinco genes (daaA, daaB, daaC, daaD e daaE) (BILGE et al., 

1989).  O gene promotor daaA apresenta a função de regular a quantidade do 

produto codificado pelo gene daaE, enquanto o gene daaE é responsável por 

codificar uma proteína de 14,3 kDa que constitui a maior subunidade estrutural 

da fímbria.  Além disso, compartilha nucleotídeos homólogos com o gene daaC 

de massa molecular de 95 kDa.  Por outro lado, aparentemente o produto dos 

genes daaB e daaD não são essenciais para a expressão da fímbria (BILGE et 

al., 1989, 1993). 

A fímbria F1845 pertence à família das adesinas Afa/Dr (Afa-I, Afa-III, Dr, 

Dr-II) por sua homologia com outros membros desta família (NOWICKI et al., 

1990).   F1845 reconhece  o receptor celular de superfície,  denominado  CD55  
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(PEIFFER et al., 1998) ou decay-accelerating factor (DAF) (HASAN et al., 

2002).  Essa característica permite que as cepas bacterianas (diarreiogênicas e 

uropatogênicas), que expressam as adesinas da família Afa/Dr, promovam 

aglutinação de hemácias humanas mesmo na presença de manose 

(propriedade conhecida como hemaglutinação manose-resistente – MRHA) (LE 

BOUGUÉNEC et al., 2005).  

Em função da adesão bacteriana à célula hospedeira, DAEC induz um 

efeito citopático, caracterizado pela alteração morfológica e o desenvolvimento 

de prolongamentos celulares que envolvem a bactéria aderida (BERNET-

CAMARD et al., 1996).  A alteração celular resulta na ativação da cascata de 

sinalização celular, que envolve as proteínas quinases e o aumento da 

concentração de íons cálcio (PEIFFER et al., 1998) promovendo o rearranjo da 

borda em escova e a alteração das atividades funcionais (PEIFFER et al., 

2001).  Tanto as DAEC quanto as UPEC produzem a toxina autotransportadora 

Sat que causa o acúmulo de fluídos intestinais (TADDEI et al., 2005).  Outra 

adesina, denominada AIDA-I, é uma proteína de membrana externa, descrita 

por Benz e Schmidt (1989), que também parece estar associada ao fenótipo 

difuso de aderência das cepas de DAEC. 

 

3.1.4   Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) 

As cepas de EAEC são mais proeminentemente associadas à diarreia 

persistente (≥ 14 dias) diagnosticada em crianças, tanto de países em 

desenvolvimento quanto nos países industrializados (NATARO; KAPER, 1998).  

EAEC também é responsável por surtos diarreicos causados por alimentos 

contaminados, sendo assim outra causa da diarreia em viajantes (NATARO; 

STEINER; GERRANT, 1998).  Essas cepas são conhecidas por aderirem a 

células HEp-2 ou HeLa e também em lamínulas de vidro, em um padrão 

fenotípico conhecido como agregativo, no qual as EAEC se aderem umas às 

outras formando uma “parede de tijolos empilhados” (NATARO et al, 1987).  
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A estratégia básica para a infecção por EAEC, predominantemente na 

região do cólon intestinal, é a colonização da mucosa que ocorre pela adesão 

bacteriana em virtude da ação das estruturas denominadas fímbrias de adesão 

agregativa AAFs expressas pelas EAEC típica (NATARO et al., 1992; 

CZECZULIN et al., 1997; BERNIER; GOUNON; LE BOUGUÉNEC, 2002; 

BOISEN et al., 2008) e a fímbria Pil expressa pela EAEC atípica (DUDLEY et 

al., 2006).   

O termo EAEC típica é reservado às cepas que carregam o gene do 

regulador transcricional aggR, membro da família AraC de ativadores 

(NATARO et al., 1994), enquanto o termo EAEC atípica é reservado às cepas 

que não albergam o gene deste regulador (DUDLEY et al., 2006). 

Em isolados de EAEC típicas foi verificada a expressão das fímbrias 

denominadas aggregative adherence fimbriae I (AAF/I) (NATARO et al., 1992), 

aggregative adherence fimbriae II (AAF/II) (CZECZULIN et al., 1997), 

aggregative adherence fimbriae III (AAF/III) (BERNIER; GOUNON; LE 

BOUGUENEC, 2002), aggregative adherence fimbriae IV (AAF/IV) (BOISEN et 

al., 2008).  

A fímbria denominada AAF/I expressa pelo protótipo EAEC 17-2, 

caracterizada por Nataro et al. (1992), foi descrita como sendo uma estrutura 

de feixes frouxos (bundle-forming) que apresenta fímbrias de 2 a 3 nm de 

diâmetro e que não possui homologia com os membros da família de fímbrias 

do tipo IV (TENNANT; MATTICK, 1994).  

Os genes responsáveis pela biogênese da AAF/I estão organizados em 

um operon denominado agg do plasmídeo pAA1 (~60 MDa). (VIAL et al., 

1988).  Este operon é constituído pelos genes aggA, que codifica a pilina 

(maior subunidade estrutural); aggB, que codifica uma proteína crítica; aggC, 

que codifica o usher; aggD, que codifica a chaperonina e; aggR, que é o 

ativador transcricional dos genes da biogênese da fímbria (SAVARINO et al., 

1994). 
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Em 1997, Czeczulin e colaboradores demonstraram que o fenótipo de 

adesão AA, promovido pela cepa de EAEC 042 é codificado pelo plasmídeo 

pAA2 (65 MDa).  Este alberga o gene aafA que codifica a maior subunidade 

estrutural da fimbrial denominada AAF/II, que possui características genotípicas 

e fenotípicas distintas da fímbria AAF/I expressa pela cepa 17-2.  

Os determinantes genéticos de AAF/II estão localizados em duas regiões 

não contíguas do plasmídeo pAA2, denominadas cluster aaf, composto por 

cinco genes (aafA, aafB, aafC, aafD e aafR) responsáveis pela biogênese 

AAF/II.  O gene aafA codifica a pilina, aafB codifica uma proteína crítica, aafC 

codifica o usher, aafD codifica a chaperonina e o aggR é o ativador 

transcricional dos genes da biogênese da fímbria. (ELIAS et al., 1999).  

Ao contrário das fímbrias AAF/I e AAF/II, que formam feixes, a fímbria 

designada AAF/III é constituída por filamentos individuais.  A região que 

compreende os genes responsáveis pela biogênese de AAF/III é denominada 

de operon agg3, sendo constituída pelos genes agg3A, agg3B e agg3C.  Essas 

fímbrias são responsáveis pela aderência à mucosa sendo, consequentemente, 

fatores de colonização intestinal (BERNIER; GOUNON; LE BOUGUENEC, 

2002).  

Em 2008, BOISEN e colaboradores descreveram outra variante da fímbria 

AAF, denominada tipo IV ou Hda, expressa pela cepa C1010-00 isolada de 

caso diarreico (OLESEN et al., 2005).  Este isolado demonstrou ser uma EAEC 

típica, uma vez que foi verificada a presença do ativador transcricional aggR e 

o fenótipo de adesão agregativa em células HEp-2; também apresentou a 

formação de biofilme em superfície abiótica a e ausência dos genes fimbriais 

aggA (AAF/I), aafA (AAF/II), agg3A (AAF/III) (BOISEN et al., 2008).  A análise 

filogenética realizada por BLAST demonstrou que a fímbria AAF/IV-Hda possui 

61% dos aminoácidos idênticos a adesina afimbrial M-aglutinina expressa por 

E. coli uropatogênica (UPEC) (RHEN et al., 1986) e 57% dos aminoácidos 

idênticos a AfaE-VIII, pertencente à família Dr.  AfaE-VIII é comumente 

produzida  por  cepas  de  E. coli  isoladas  de animais  com  diarreia  e sepse e  
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também em isolados humanos associados a infecções extra-intestinais (LE 

BOUGUÉNEC; SERVIN, 2006).  Além disso, o gene hdaA presente no 

plasmideo pO86A1, também foi encontrada na UPEC O73:K5:H18 (BOISEN et 

al., 2008). 

Por outro lado, Dudley et al. (2006) verificaram que a cepa C1096, 

caracterizada como EAEC atípica não possui o regulador transcricional aggR, 

porém alberga o gene pilS no plasmídeo pSERB1.  Este expressa uma fímbria 

do tipo IV, que aparentemente contribui para conjugação plasmidial, aderência 

in vitro a célula epitelial HEp-2 e a interação bactéria-bactéria ao biofilme, o que 

possibilita a aderência bacteriana em uma superfície abiótica.  Por sua vez, o 

plasmídeo R64 de Salmonella enterica serovar Typhimurium também possui 

uma região pil responsável por codificar uma fímbria do tipo IV (KIM; KOMANO, 

1997).  A região R64 pil contém 14 genes, nos quais 12 genes pil (K, L, M, N, 

O, P, Q, R, S, T, U e V) (Figura 3 ) são essenciais para a formação da fímbria 

(YOSHIDA; KIM; KOMANO, 1999).  Dentre estes genes, há os que codificam 

lipoproteínas (pilL), secretinas (pilN), ATPase (pilQ), proteína de membrana 

integral (pilR), prepilina (pilS), transglicosidase lítica (pilT), prepilina peptidase 

(pilU) e adesina (pilV) (SAKAI; KOMANO, 2002).  O produto de pilS é 

sintetizado como uma prepilina de 22 kDa, que sob a ação da prepilina 

peptidase forma a pilina madura de 19 kDa (SHIMODA et al., 2008) 
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Figura 3 - Representação esquemática da localização hipotética das proteínas R64 Pil . 
Membrana interna (OM), peptideoglicano (PG), espaço periplasmático (PS), 
membrana interna (IM) e espaço citoplasmático (CS). 
 

                                     
FONTE: SAKAI; KOMANO, 2002. 

 
 
 

Após a colonização, as EAEC secretam enterotoxinas e citotoxinas, tais 

como: a peptidase autotransportadora com atividade mucinolítica e 

hemaglutinante, denominada protein involved in intestinal colonization (Pic) 

(HENDERSON et al., 1999); a enterotoxina oligomérica, codificada pelos genes 

setA e setB, conhecida como Shigella enterotoxin 1 (ShET1) (NORIEGA et al., 

1995; HENDERSON et al., 1999); a toxina enteroagregative E. coli ST 

(EAST1), assim denominada devido a sua homologia com a toxina STa 

produzida pelas cepas de ETEC (SAVARINO et al., 1993); a toxina 

autotransportadora plasmid-encoded toxin (Pet) responsável pela proteólise da 

α-fodrina, que promove o desarranjo dos filamentos de actina resultando no 

arredondamento e na esfoliação celular (CANIZALEZ-ROMAN; NAVARRO-

GARCIA, 2003).  As toxinas secretadas são responsáveis por danos celulares 

e estímulos à resposta inflamatória (STEINER et al., 1998; DUDLEY, et al., 

2006). 
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3.1.5   Escherichia coli produtora da toxina Shiga (STEC) 

A denominação STEC é usada para definir qualquer cepa de E. coli 

produtora de toxina Shiga (Stx), capaz de causar uma diarreia leve, que pode 

evoluir para uma colite hemorrágica (CH) ou a doença potencialmente fatal 

como síndrome hemolítica urêmica (SHU) (NATARO; KAPER, 1998).  O termo 

EHEC é utilizado para designar as cepas positivas para Stx, que também 

possuem a ilha de patogenicidade LEE (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).   

A adesão de EHEC O157:H7 ao enterócito do epitélio intestinal, induz a 

formação da lesão attaching and effacing (A/E) (KAPER; NATARO; MOBLEY, 

2004).  O fenótipo A/E está associado à ilha de patogenicidade LEE, que 

contém os genes que codificam os componentes estruturais do aparato de 

secreção do tipo III, proteínas efetoras secretadas, adesina intimina e o seu 

receptor translocated intimin receptor (Tir) (TORRES; KAPER, 2001)  

Pelo menos 16 prováveis operons fimbriais foram identificados em cepas 

de EHEC O157:H7 (PENA et al., 2001), incluindo as bem caracterizadas 

adesinas fimbriais do tipo 1 e curli (LOW at al., 2006). 

A fímbria polar longo (LPF) de EHEC está relacionada a fímbrias tipo 1 

em nível de organização genética, tendo sido inicialmente identificada em 

Salmonella enterica serovar Typhimurium (BÄUMLER; HEFFRON, 1995), na 

qual foi observado que a presença de LPF facilita a adesão bacteriana às 

placas de Peyer, presentes na mucosa do íleo no intestino delgado. 

(BÄUMLER; TSOLIS; HEFRON, 1996).  

Coelhos, como modelo animal, foram utilizados para demonstrar que a 

fímbria LPF participa da adesão inicial e sua expressão é importante no 

desenvolvimento da diarreia severa causada por EPEC isolada de coelho 

(REPEC) (NEWTON et al., 2004).  Também foram utilizados outros modelos de 

infecção tais como, cordeiros para elucidar a função da fímbria LPF como um 

fator de colonização associada à persistência de EHEC no intestino (TORRES 

et al., 2007).  
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A cepa de EHEC O157:H7 contém dois diferentes loci homólogos de lpf 

(lpf1 e lpf2) relacionados a fímbria LPF de Salmonella enterica serovar 

Typhimurium (TORRES et al., 2004).  A indução do operon lpf1 de EHEC 

O157:H7 em E. coli K12 resultou em um aumento da expressão da fímbria LPF 

e da adesão em células HeLa (TORRES et al., 2008).  O operon lpf2 também 

foi associado à adesão às células epiteliais (TORRES et al., 2004).  Porém, as 

cepas de EHEC O157:H7 possuem mutações em um, ou em ambos, loci 

homólogos de lpf, causando a diminuição da colonização bacteriana em 

modelos animais (suínos e ovinos) (JORDAN et al., 2004).  Torres et al. (2009) 

identificaram diferentes variantes (tipos) polimórficos do gene lpfA, 

denominados lpfA1 e lpfA2.  A variante lpfA1 é composta por cinco diferentes 

tipos, que possuem várias sequências conservadas de DNA.  Enquanto, a 

variante lpfA2 é composta por 3 diferentes tipos polimórficos.  Além disso, foi 

observado que, as variantes polimórficas dos genes lpfA1 e lpfA2, podem 

contribuir como marcadores de virulência em associação a intimina, uma 

proteína de membrana externa (TORRES et al., 2009). 

Doughty et al. (2002) identificaram, por sua vez, um cluster (lpfAO113) 

relacionado à fímbria LPF em cepas de STEC LEE negativo de sorotipo 

O113:H21.  O gene lpfAO113 está presente em várias outras cepas de STEC, 

isolados clínicos de EPEC e cepas de REPEC.  A deleção do gene lpfAO113, 

que codifica a maior subunidade estrutural da fímbria, resultou na diminuição 

da aderência de STEC O113:H21 ao epitélio intestinal, sugerindo que a fímbria 

LPFO113 pode atuar como uma adesina em isolados de STEC LEE negativo. 

Por sua vez, EHEC O157:H7 não fermentadoras de sorbitol (nSfp) 

apresenta uma ilha de patogenicidade denominada tellurite resistance and 

adherence-conferring island (TAI), que contém os genes que codificam 

proteínas envolvidas na aderência do patógeno (TARR et al., 2000).  Por outro 

lado, TAI encontra-se ausente em cepas de STEC O157:H– fermentadoras de 

sorbitol (TARR et al., 2000).  Também, diferentemente das cepas de EHEC 

(nSfp)  O157:H7,  as cepas  não  móveis  de  STEC  (Sfp) O157:H–  albergam o 
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plasmídeo pSFO157 que contém o cluster sorbitol-fermenting pilus (sfp) 

formado por seis genes denominados sfpA, sfpH, sfpC, sfpD, sfpJ e sfpG, 

responsáveis pela expressão da fímbria Sfp manose resistente (BRUNDER et 

al., 2001) que contribui para a aderência da cepa E. coli (Sfp) O157:NM ao 

epitélio intestinal (MÜSKEN et al., 2008). 

A fímbria Sfp possue um par de resíduos de cisteina nas posições 19 e 

58 da proteína madura, que forma a ponte de dissulfeto encontrada nas 

fímbrias do tipo 1, P e S expressas pelas cepas de E. coli uropatogênica 

(BRUNDER et al., 2001).  Os mesmos autores, também demonstraram uma 

elevada homologia entre os genes que compõem o cluster da fímbria Sfp de 

STEC O157:H– com genes que codificam os componentes envolvidos na 

montagem da fímbria P expressa por UPEC.  A partir desta comparação, estes 

autores identificaram as prováveis funções dos genes que compõem o cluster 

sfp, responsável pela montagem estrutural da fímbria Sfp, onde estão contidos 

o gene sfpA, que codifica a maior subunidade estrutural, o gene sfpH que 

codifica a menor subunidade envolvida na ancoragem da fímbria a membrana 

externa, o gene sfpC responsável pela síntese da proteína de membrana 

externa usher, que forma um canal que possibilita o transporte das 

subunidades protéicas da pilina através da membrana bacteriana, o gene sfpD 

que codifica uma chaperonina que atua no periplasma promovendo formação 

de um complexo estável com as subunidades da pilina, que são apresentados 

ao usher.  Aparentemente, o gene sfpG codifica uma proteína responsável pela 

atividade aderente da fímbria ao enterócito.  Por outro lado, o gene sfpJ 

provavelmente codifica uma proteína que compõe a extremidade final da 

fímbria, atuando em associação à proteína SfpG.  Estes autores acreditam 

ainda que sfpF seja uma ORF não funcional. 
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3.1.6   Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) 

O principal mecanismo de patogenicidade da EPEC é a produção da 

lesão histopatológica attaching and effacing (A/E) no trato gastrointestinal, que 

ocorre pela íntima fixação bacteriana e a destruição das microvilosidades da 

borda em escova do epitélio intestinal com a formação de um pedestal por 

agregação de actina e outros componentes protéicos do citoesqueleto, no local 

de contato entre a célula hospedeira e a cepa de EPEC (MOON et al., 1983).  

Os componentes do citoesqueleto do hospedeiro são utilizados na 

remodelagem e formação dos filamentos de actina (KENNY, 1999).  Isto ocorre 

uma vez que a host adaptator protein (Nck) se liga a neural–Wiskott–Aldrich 

syndrome protein (N-WASP), que por sua vez, recruta e ativa o complexo actin-

related proteins 2 and 3 (Arp2/3), responsável pela formação dos filamentos de 

actina (Figura 4 ) (KALMAN et al., 1999; GRUENHEID et al., 2001). 

 

Figura 4 -  Representação esquemática da formação do filamento de actina na montagem do 
pedestal. 

 

                                                              

FONTE: CROXEN; FINLAY, 2010. 

 

Os genes que codificam a lesão A/E estão localizados no locus, 

conhecido como ilha de patogenicidade LEE (MCDANIEL et al., 1997).  Essa 

região possui aproximadamente 35,6 kb e pode ser dividida em cinco 

segmentos designados LEE1, LEE2, LEE3, LEE5 (TIR) e LEE4 (Figura 5 ), que 

contém os 41 genes  necessários para a expressão  do sistema de secreção do  
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tipo III (TTSS) transcrito a partir de LEE1, LEE2 e LEE3; as EPEC secreted 

proteins (Esp) que se localizam em LEE4 e os genes envolvidos na intima 

ligação bactéria-célula denominados translocated intimin receptor (tir) e EPEC 

attaching and effacing (eae), estão presentes em LEE5 (ELLIOTT et al., 1998; 

MELLIES et al.,1999).  O gene eae codifica a intimina, uma proteína de 

membrana externa de 94 kDa responsável pela intima aderência da bactéria ao 

enterócito. (ADU-BOBIE et al., 1998).  Por sua vez, o receptor Tir fosforilado 

atua no reconhecimento da intimina (KENNY et al., 1997; WARANA; KENNY, 

2001). 

 

Figura 5.  Representação esquemática da ilha de patogenicidade LEE em EPEC. 

 

 
 
FONTE: GARMENDIA; FRANKEL; CREPIN, 2005. 

 

A estrutura basal do TTSS (Figura 6 ) é composta pela secretina EscC, 

proteínas de membrana interna (EscR, EscS, EscT, EscU e EscV) e pela 

lipoproteína EscJ.  Essas proteínas formam estruturas aneladas que conectam 

as membranas interna e externa da bactéria (revisado por GARMENDIA; 

FRANKEL; CREPIN, 2005), enquanto EscF constituti uma estrutura em forma 

de agulha (WILSON et al., 2001), a partir da qual ocorre a polimerização das 

subunidades de EspA, formando assim uma estrutura filamentosa oca 

denominado como canal de translocação (DANIELL et al., 2001, 2003; CREPIN  
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et al., 2005).  Na extremidade de EspA encontram-se outras duas proteínas 

trasnslocadoras EspB e EspD, que atuam na membrana plasmática do 

hospedeiro, através da formação de um poro (KRESSE; ROHDE; GUZMAN, 

1999; IDE et al., 2001; BUTTNER; BONAS, 2002).  Este poro possui uma dupla 

função, pois possibilita a ancoragem do filamento EspA e permite a passagem 

do receptor Tir e das proteínas efetoras para a célula hospedeira (KNUTTON et 

al., 1998; FIVAZ; VAN DER GOOT, 1999).  Com a ancoragem, o filamento 

maduro de EspA passa a atuar como fator de adesão, uma vez que estabelece 

uma ligação transitória entre a bactéria seu hospedeiro (EBEL et al., 1998; 

CLEARY et al., 2004) promovendo a tranlocação das proteínas.  Após a 

translocação, o filamento EspA é eliminado da superfície da célula bacteriana, 

possibilitando assim a intima ligação entre a bactéria e o hospedeiro através da 

interação intimina-Tir (KENNY et al., 1997; ADU-BOBIE et al., 1998; KNUTTON 

et al., 1998; WARANA; KENNY, 2001). 

 

Figura 6 - Representação esquemática do aparato que forma o sistema de secreção tipo III, 
presente em EPEC e EHEC. 

 

                                  
 
FONTE: GARMENDIA; FRANKEL; CREPIN, 2005. 
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3.1.6.1   Escherichia coli enteropatogênica típica (EPECt)   

As cepas de EPECt já foram reconhecidas como sendo o agente 

etiológico mais associado a surtos e casos de diarreia infantil em países em 

desenvolvimento (NATARO; KAPER, 1998).   

A colonização da célula hospedeira pela EPECt ocorre em decorrência 

de eventos multifatoriais, dentre os quais podem estar envolvidas as adesinas 

fimbriais e não-fimbriais, que podem agir simultaneamente ou em diferentes 

estágios durante o processo infeccioso. 

EPECt possue um plasmídeo de alta massa molecular (60 MDa) pMAR2, 

identificado na cepa E2348/69, conhecido como EPEC adherence factor (EAF) 

(BALDINI et al., 1983; BIEBER et al., 1998).  O plasmídeo EAF contém um 

operon bfp composto por 14 genes (A, G, B, C, U, D, E, F, P, H, I, J, K e L) 

(DONNENBERG; ZHANG; STONE, 1997), dentre os quais os genes bfp (A, B, 

D, E e P) se relacionam diretamente com a formação estrutural da fímbria do 

tipo IV (STONE et al., 1996; CRAIG, LI, 2008).  O gene bfpA codifica uma 

bundlina (SOHEL et al., 1993; STONE et al., 1996) que constitui a maior e 

principal subunidade estrutural da fímbria, conhecida como bundle-forming 

pilus (BFP) de massa molecular de 19,5 kDa (GIRÓN; HO; SCHOOLNIK, 

1991).  As demais funções essenciais para a formação de BFP são atribuídas à 

secretina (bfpB) de membrana externa, responsável pela externalização da 

pilina; à ATPase (bfpD) pela produção de energia utilizada no processo de 

polimerização da pilina; à proteína de membrana integral (bfpE) e à prepilina 

peptidase (bfpP) de membrana interna (STONE et al., 1996; CRAIG, LI, 2008).  

Os genes restantes codificam proteínas adicionais, indiretamente envolvidas no 

processo de montagem da fímbria, com exceção dos genes bfp (H e F) que 

aparentemente não são requisitados para a formação de BFP 

(DONNENBERG; ZHANG; STONE, 1997). 
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A fímbria BFP é descrita como um filamento longo de aproximadamente 

100 nm de diâmetro e com 15 a 20 µm de comprimento, que aparece 

lateralmente agregado enrolado em torno de si mesmo ou em torno de outros 

filamentos próximos de comprimentos variáveis, semelhante a estruturas em 

cordas (GIRÓN; HO; SCHOOLNIK, 1991). 

BFP é responsável pela ligação bactéria-bactéria, resultando na 

formação de microcolônias compactas sobre uma monocamada de células 

epiteliais HEp-2, fenômeno este que ocorre após 3 h de contato entre a 

bactéria e a célula, gerando o fenótipo de aderência denominado adesão 

localizada (AL) (CRAVIOTO et al., 1979; SCALETSKY; SILVA; TRABULSI, 

1984).  

Alguns autores também acreditam que a ligação bactéria-célula inicial é 

mediada por BFP e o filamento de EspA, sendo esta associação o estímulo 

necessário para que ocorra a translocação de EspB, Tir e possivelmente outras 

proteínas efetoras para dentro da célula hospedeira (KNUTTON et al., 1998; 

CLEARY et al., 2004).  

Outros fatores podem colaborar na adesão inicial, um dos quais foi 

demonstrado por Khursigara et al. (2001), no qual BFP medeia a adesão de 

EPEC típica via receptores que reconhecem especificamente a 

fosfoetanolamina (PE4 – fosfatidiletanolamina) presente na célula hospedeira.  

Por outro lado, Hyland et al. (2008) observaram que a bundlina-α de EPECt 

possui propriedade lectina-like sendo a responsável pela aderência inicial entre 

a EPECt e a célula eucariótica, pois tem afinidade pelo glicosídeo N-

acetillactosamina (LacNAc) presente nos receptores da célula hospedeira.  

 

 

 
4.  PE faz parte da classe dos glicerofosfolípides, sendo encontrado em membrana de 

eucariotos e procariotos (nº acesso EMBL-EB1: CHEBI 16030) 
http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphatidylethanolamine 
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A análise da sequência genômica da EPECt E2348/69 (IGUCHI et al., 

2009) e da E. coli K12 (BLATTNER et a., 1997) sugere que estes dois 

organismos compartilhem vários operons pilus-like.  

Em 2009, Saldaña e colaboradores demonstraram que outra adesina, 

denominada Pilus Comum de E. coli (ECP) parece contribuir para a eficiência 

da interação de EPECt a células epiteliais durante o processo infeccioso in 

vitro.  A fímbria ECP é uma fímbria peritríquia longa de 4 nm de espessura, 

semi-flexível composta por subunidades de pilina codificada pelo gene ecpA 

(RENDÓN et al., 2007), também conhecido como yagZ em E. coli K12 ou matB 

em E. coli associada a meningites (POUTTU et al., 2001; RENDÓN et al., 

2007).  Rendón et al. (2007) também demonstraram a presença do gene ecpA 

em diferentes patotipos de E. coli patogênicos, tais como: EHEC, STEC, 

ETEC, EAEC, EIEC, UPEC, REPEC e EPEC de ave (APEC). 

 

 
3.1.6.2   Escherichia coli enteropatogênica atípica (EPECa) 

A definição de EPECa foi criada por Kaper (1996) para denominar cepas 

de E. coli enteropatogênicas que não são portadoras do plasmídeo EAF, do 

operon de bfp e que não expressam a fímbria BFP, porém são capazes de 

produzir intimina/eae (PELAYO et al., 1999; VIEIRA et al., 2001; TRABULSI; 

KELLER; GOMES, 2002; DULGUER et al., 2003; BLANCO et al., 2006; ABE et 

al., 2009; NARA et al., 2010). 

Na ausência da fímbria BFP, cepas atípicas de EPEC apresentam 

diferentes fenótipos de adesão observados em células HEp-2, tais padrões 

foram denominados: localizada-like (ALL), difusa (AD), agregativa (AA) 

(TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002) ou indeterminado (IND) de aderência 

(MORA et al., 2009).  Por outro lado, também foram relatadas cepas não 

aderentes em células in vitro, sendo denominadas EPEC atípicas não 

aderentes (NA) (ABE et al., 2009). 
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Em 2002, Keller e colaboradores verificaram a ocorrência de um padrão 

de aderência difusa em células HEp-2 e a hemaglutinação de glóbulos 

vermelhos humanos em presença de EPECa, denominada EPEC afa.  Os 

mesmos autores demonstraram que EPEC afa alberga uma região 

cromossomal de 11,6 Kb, responsável pela expressão de uma fina estrutura 

fibrilar denominada Diffuse Adherence Fibrillar Adhesin (Afa) de ~16 kDa, que 

possui 98% de homologia a AfaE-1, descrita como adesina não-fímbrial, 

encontrada em UPEC.  Por alinhamento de sequencia de aminoácidos, outras 

quatro proteínas expressas por EPEC possui elevada identidade, que varia 

entre 98 % a 100 % com as proteínas codificadas pelo operon da adesina não-

fimbrial afa (AfaA, AfaB, AfaC e AfaD) presente em UPEC (LABIGNE-

ROUSSEL et al., 1984; KELLER et al., 2002).   

O padrão difuso de aderência in vitro observado por Keller et al. (2002) 

em algumas cepas de EPEC atípicas, também foi observado por Scaletsky et al 

(2005).  Estes autores relataram a presença de uma nova adesina afimbrial, 

designada locus para aderência difusa (lda), de 15 kb, que confere o fenótipo 

difuso de aderência em células HEp-2, quando expressas em uma E. coli K12.  

Inicialmente Lda foi encontrada em cepas de EPECa O26:H11 isoladas de 

crianças com diarreia.  Analises da sequência genética de lda revelaram 15 

ORFs (SCALETSKY et al., 2005), nos quais estão incluídos: a maior 

subunidade estrutural (ldaG); o usher de membrana externa (ldaD); a 

chaperonina periplasmática (ldaE) e a menor subunidade (ldaH).  As ORFs 

descritas possuem homologia com operons que codificam a fímbria K88 (gene 

fae) e a fímbria CS31A (gene clp) (SCALETSKY et al., 2005).  As fímbrias K88 

patogênicas são expressas por ETEC de suínos (MOON et al., 1990), enquanto 

o antígeno associado à superfície CS31A está envolvido na patogenia de 

bovinos e cepas septicêmicas de E. coli (GIRARDEAU et al., 1988).  Apesar da 

homologia entre a sequência de aminoácidos das fímbrias K88 e CS31A, a Lda 

mostrou-se também semelhante a outras adesinas afimbriais tais como:  Ral de  
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REPEC (ADAMS et al., 1997), CS6 de ETEC (WOLF et al., 1989) e Afa, 

originalmente identificada em UPEC sorogrupo O2 (LABIGNE-ROUSSEL et al., 

1984) e também com EPEC 132/12 sorotipo O55:H– (KELLER et al., 2002). 

 

3.1.6.2.1   Importância de EPECa na epidemiologia das doenças diarreicas 

As cepas de EPECa podem ser encontradas em pessoas saudáveis e 

em alguns animais doentes (como cachorros, macacos, gatos e bovinos) que 

podem servir de reservatórios, representando uma fonte de infecção ou 

estabelecendo um ciclo de infecção mútua entre humanos e animais 

domésticos (GOFFAUX et al., 2000; CID et al., 2001; BEUTIN et al., 2003; 

AKTAN et al., 2004; MOURA et al., 2009).  

No Brasil a partir da década 90, observa-se através de amostras 

coletadas nos diferentes Estados (Rondônia, Bahia, Rio de Janeiro e São 

Paulo) a diminuição da frequência dos casos de diarreia aguda causada por 

infecção de EPEC típica (DA SILVA DUQUE et al., 2002; RODRIGUES et al., 

2002).  Em contrapartida é observado o aumento na frequência de casos de 

diarreia persistente causada por EPEC atípica (GOMES et al., 2004; 

FRANZOLIN et al., 2005; ORLANDI et al., 2006; ARAUJO et al., 2007; BUERIS 

et al., 2007; MORENO et al., 2010).  Os fatores responsáveis pelas mudanças 

na prevalência de EPECt por EPECa ainda não foram estabelecidos, porém 

acredita-se que medidas de saúde pública, como o controle mais eficiente das 

infecções hospitalares, possa ser um dos responsáveis pelo atual perfil 

apresentado pelas infecções por EPEC (FRANZOLIN et al., 2005). 

Diferentes sorogrupos de EPECa estão associados à diarreia persistente 

e são observados em países industrializados e em desenvolvimento (JENKINS 

et al., 2006; OCHOA et al., 2008; TENNANT et al., 2009; TORRES et al., 2009).  

No Brasil  foram identificados 43 diferentes sorogrupos,  além de um grupo não- 
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-tipável de EPECa, nos quais estão inclusos: ONT, O1, O2, O3, O4, O5, O9, 

O20, O21, O23, O26, O29, O33, O34, O35, O39, O49, O51, O54, O55, O64, 

O76, O80, O86, O88, O103, O101, O104, O105, O108, O110, O111, O113, 

O114, O119, O124, O125, O128, O131, O134, O153, O157, O163, O167 

(TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002; ABE et al., 2009; TORRES et al., 2009; 

MORENO et al., 2010).   

Os casos de diarreia persistente devido à infecção por EPECa, ou a sua 

participação no agravamento de doenças manifestadas por outros casos 

clínicos, podem ser observados através de dados obtidos em diferentes 

estudos realizados tanto em países industrializados quanto nos países em 

desenvolvimento, dentre os quais podemos citar:  (i) Os dados obtidos em 

estudo realizado com amostras isoladas de crianças em Salvador (Bahia), no 

nordeste brasileiro, demonstrou a associação das cepas de EPECa à diferentes 

outros patógenos, tais como: protozoários (Cryptosporidium parvum, 

Entamoeba coli e Endolimax nana), helmintos (Ascaris lumbricóides e Trichuris 

trichiura) e vírus (Astrovirus, Rotavirus e Reovirus), levando ao agravamento do 

quadro clínico do paciente, pois além do estado diarreico persistente 

apresentado, estes também manifestaram outros sintomas tais como 

febre,tosse e vômito que são responsáveis pela necessidade de uma 

intervensão hospitalar (FRANZOLIN et al., 2005).  (ii) EPECa também foi 

encontrada em amostras diarreicas coletadas de crianças com idade inferior a 5 

anos, originárias de países industrializados (Noruega e Austrália) (AFSET et al., 

2003; NGUYEN et al., 2006).  (iii) Ou em desenvolvimento (Brasil) (ARAUJO et 

al., 2007) onde foi encontrado um alto percentual de EPECa [92% (23/25)] em 

relação a EPECt [8% (2/25)], de um total de 446 amostras isoladas de casos 

diarreicos em crianças.  Em 2010, Moreno e colaboradores, através de um 

estudo realizado com 2344 E. coli isoladas de amostras diarreicas coletadas de 

crianças em João Pessoa (PB), encontraram uma distribuição de 9,3% de 

EPECa em relação a 1,7% de EPECt, o que reforça a necessidade de mais 

estudos sobre as características de virulência das cepas de EPEC atípica. 
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3.2   PROTEOMA E ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS) 

Proteômica baseada em MS tipicamente envolve a identificação em 

larga escala de proteínas celulares e/ou teciduais.  Com o aumento e a 

disponibilidade cada vez maiores de informações sobre o genoma de várias 

espécies, a proteômica baseada em MS é uma importante ferramenta para a 

análise de sistemas biológicos e para a elucidação das funções protéicas e 

suas complexas interações (YANG et al., 2007).  Além disso, abordagens 

proteômicas podem fornecer informações valiosas sobre as implicações 

funcionais de modificações pós-translacionais (AEBERSOLD, 2003). 

Atualmente, a tecnologia utilizada para estudos proteômicos é baseada 

em uma variedade de técnicas de separação seguidas pela identificação das 

proteínas e/ou peptídeos proteolíticos utilizando MS e ou MS/MS (PENG; 

GYGI, 2001).  A técnica de separação mais popularmente utilizada é o gel de 

eletroforese bidimensional (2D) capaz de separar até 2500 spots de proteínas 

em uma única análise (GIAVALISCO et al., 2005).  Os spots protéicos são 

extraídos do gel 2D e as proteínas lá contidas são digeridas enzimaticamente, 

analisadas por MS e identificadas por pesquisa comparativa em banco de 

dados por algoritmos de busca como Mascot (http://www.matrixscience.com/), 

Aldente (http://www.expasy.org), Profound (http://prowl.rockefeller.edu/) e/ou 

MS-FIT (http://prospector.ucsf.edu/).  Entre os métodos tradicionais de MS e 

MS/MS disponíveis para a identificação das proteínas separadas por gel 2D 

estão: MALDI-TOF-MS (THIEDE et al., 2005), MALDI--TOF/TOF MS 

(VANROBAEYS et al., 2005) e ESI-MS/MS (WILM et al., 1996).  
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3.2.1   Electrospray (ESI) 

Em 2002, John Bennett Fenn recebeu o Prêmio Nobel em Química 

(MARKIDES; GRÄSLUND, 2002), pelo desenvolvimento do método de 

ionização por Electrospray capaz de medir a massa molecular de amostras 

biológicas de alta massa, sem promover a sua fragmentação (FENN et al., 

1989). 

A fonte de íons tipo ESI pode ser considerada como sendo um método 

utilizado para gerar microaerossois através do acúmulo de carga eletrostática.  

Essa técnica de ionização possibilita a análise de macromoleculas complexas 

na fase gasosa mantendo intactas as suas interações não covalentes 

(ROBINSON, 1996, 2005).  Por este método, os íons gerados à pressão 

atmosférica no fluxo de fase móvel (1 a ~1000 µL/min), atravessam um capilar 

de pequeno diâmetro mantido sob uma diferença de potencial (ddp) de poucos 

kV. 

O campo elétrico é obtido pela aplicação de uma ddp de 2 a 5 kV que 

induz o acúmulo de cargas na superfície do líquido ao final do capilar, 

formando gotículas carregadas (Figura 7A ).  O spray inicia-se com a aplicação 

de uma voltagem dependente da tensão superficial de cada solvente.  Por 

exemplo, para água temos uma ddp aplicada de 4 kV (tensão superficial de 

0.073 N/m2), para acetonitrila de 2.5 kV (0.030 N/m2) e para metanol de 2.2 kV 

(0.023 N/m2) (KEBARLE; TANG, 1993).  

A gotícula carregada sofre a evaporação do solvente até tornar-se 

instável ao aproximar-se do limite de Rayleigh.  Neste ponto, a gotícula 

deforma-se e emite jatos carregados em um processo conhecido como fissão 

de Rayleigh (Figura 7B ).  Durante a fissão, a gotícula perde uma pequena 

porcentagem da sua massa juntamente com uma porcentagem relativamente 

alta da sua carga (LI; TU; RAY, 2005).  Os íons obtidos de macromoléculas 

podem carregar um grande número de cargas, dependendo do número de 

sítios ionizáveis.  
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Para a obtenção de um spray estável é necessário observar a 

condutividade do capilar, a tensão superficial da solução do analíto, o fluxo da 

solução, a composição do analíto e o potencial aplicado no capilar.  

 

Figura 7 - Processo de injeção do Electrospray. A solução é injetada do capilar através do 
orifício de entrada, levando a formação do cone de Taylor, onde ocorre a separação 
entre os íons positivos e negativos. 

 
 
 

 

FONTE: <http://www.medicinescomplete.com/mc/clarke/current/images/Clkmass_spectrometryF009_default.png>. 
Acesso em: 17 jan. 2012. 

 

3.2.1.1   Quadrupolo 

Em um analisador de massas tipo quadrupolo, os íons são separados 

por campos elétricos criados por quatro barras paralelas, que possuem seção 

hiperbólica de formato cilíndrico.  As barras opostas são eletricamente 

conectadas e duas voltagens são aplicadas, sendo esta a origem da corrente 

contínua (DC), da frequência de rádio (RF) e da corrente alternada (AC) 

(Figura 8 ).  No interior do campo elétrico oscilante, os íons descrevem 

trajetórias complexas e somente os íons com trajetórias estáveis (íons 

ressonantes) migram ao longo do quadrupolo até chegar ao detector.  Por outro  

 

 

B A 
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lado, os íons não detectados são defletidos pelo campo elétrico e são 

considerados não-ressonantes (GONZÁLES et al., 2007).  À medida que as 

voltagens DC e RF são aumentadas, mantendo-se as tensões constantes, os 

íons com valores crescentes de razão m/z são selecionados (LEARY; 

SCHMIDT, 1996; STEEL; HENCHMAN, 1998).  A voltagem no quadrupolo 

pode ser manipulada de três maneiras diferentes: (i) DC igual a zero com 

aplicação somente de RF o que faz com que a trajetória dos íons seja estável e 

todos passem através do quadrupolo.  Neste caso, diz-se que o quadrupolo é 

definido no modo de RF.  (ii) No modo de scaneamento, DC e RF são variados 

simultaneamente, permitindo aos íons com diferentes razões m/z passar 

sequencialmente.  Neste caso, o ciclo de trabalho, ou seja, a porcentagem de 

tempo no qual uma partícula iônica chega ao quadrupolo atingindo o detector 

está geralmente abaixo de 0,1%.  Portanto, a maioria dos íons é perdida e a 

sensibilidade é baixa.  Os analisadores quadrupolos possuem a capacidade de 

melhorar o ciclo de trabalho através do aumento da sensibilidade em 

detrimento da resolução.  (iii) O terceiro modo de usar um quadrupolo é através 

da voltagem fixa, com um elevado ciclo próximo de 100%, permitindo somente 

trajetórias estáveis para os íons com uma determinada razão m/z.  A 

transmissão de íons nos quadrupolos diminui à medida que a razão m/z 

aumenta e o intervalo de massas é muito limitado, quando em comparação 

com Time of flight (Tof).  A maioria dos quadrupolos em instrumentos analíticos 

tem uma razão m/z limite de 4000, embora a sensibilidade comece a diminuir 

muito abaixo deste nível.  No entanto, devido à produção de múltiplas cargas 

iônica produzidas em fontes ESI, quadrupolos podem ser usados para 

determinar a massa molecular das macromoléculas, nos quais incluem as 

proteínas e os ácidos nucléicos (CHOWDHURY; KATTA; CHAIT, 1990).  
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Figura 8 - Representação esquemática do analisador quadrupolo. Corrente contínua (dc) e 
corrente alternada (ac). 

 
                                

FONTE: GONZÁLES et al., 2007. 

 

3.2.1.2   Time of flight (Tof) 

Tof (Figura 9 ) é o mais simples analisador de massa e consiste 

essencialmente de um tubo de vôo sob vácuo.  Moléculas iônicas, que são 

aceleradas com a mesma energia, voam ao longo do tubo com velocidades 

diferentes devido à relação inversamente proporcional da razão m/z 

(massa/carga) dos íons (WEICKHARDT; MORITZ; GROTEMEYER, 1996). 

A energia cinética pode ser definida pela relação massa-velocidade de 

um corpo, de acordo com a equação ε=mV2/2, sendo V é a velocidade (do íon), 

pode-se calcular massa (molecular do composto) pois a energia do sistema é 

conhecida.  Os compostos são separados no analisador de acordo com sua 

razão m/z, uma vez que íons mais leves alcançam mais rapidamente o 

detector, enquanto íons mais pesados demoram mais tempo para alcançá-lo.  

O detector de íons (linear ou refletor) localiza-se, normalmente na extremidade 

do tubo de vôo e, através do impacto de íons neste, produz-se um grupo de 

sinais que são convertidos em picos na apresentação final do spectro Tof 

(CANÃS et al., 2006). 
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Figura 9 - Representação esquemática dos detectores de Tof. 

                             

 
FONTE: <http://www.anagnostec.eu/maldi-tof-ms/technology.html>. Acesso em: 17 jan. 2011. 
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 Conclusão 

 

7  CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram concluir que:  (i) 

Os genes que codificam a fímbria tipo 1 e a fímbria comum de E. coli são 

altamente prevalentes nos isolados de EPECa.  (ii) A presença de filamentos 

ancorados à superfície bacteriana e a identificação de uma provável proteína 

filamentosa, juntamente com a ausência de expressão dos genes fimbriais de 

outros patotipos, supõem a existência de novas adesinas fimbriais nas EPECa.  

(iii) O proteoma comparativo dos extratos protéicos, dos quatro isolados de 

EPECa, identificou proteínas envolvidas em atividades (metabólicas, na 

biossíntese, no transporte, na formação estrutural e na proteção) da bactéria 

que podem funcionar como complexos protéicos, direta ou indiretamente, 

envolvidos no processo de adesão desses isolados de EPECa.  
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