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RESUMO 

 

ANDRADE, F. B. Interação da serino protease SepA de Escherichia coli 
enteroagregativa com células epiteliais in vitro. 2019. 201 f. Tese 
(Doutorado em Microbiologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 
de São Paulo, São Paulo, 2019. 
 

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) é definida como o patótipo de E. coli 
diarreiogênica que apresenta o padrão de adesão agregativo em células 
epiteliais. Após a colonização na mucosa intestinal, EAEC secreta diversas 
enterotoxinas e citotoxinas, dentre elas as proteínas denominadas serino 
proteases autotransportadoras de Enterobacteriaceae (SPATEs), classificadas 
em classe-1 (citotóxicas) e classe-2 (imunomoduladoras). SepA (Shigella 
extracelular protein A) é uma SPATE de 110 kDa de classe-2, que foi 
originalmente descrita em Shigella flexneri 5a e posteriormente em EAEC. A 
presença do gene sepA é um marcador associado à diarreia causada por 
EAEC, indicando que esta toxina tem um importante papel na sua patogênese. 
Entretanto, estudos caracterizando SepA como fator de virulência são restritos 
a S. flexneri. Nessa espécie, SepA participa da destruição e invasão do tecido 
epitelial, mas não apresenta efeito citotóxico em células HEp-2. No entanto, 
desestabiliza a integridade das junções oclusivas em células T84 polarizadas, 
através da ativação da cofilina. Sendo assim, o presente estudo teve como 
objetivos avaliar a prevalência de sepA em uma coleção de EAEC isolada no 
Brasil, purificar SepA e analisar sua interação com as linhagens Caco-2, HEp-
2, HeLa, HT-29, MDCK, Vero e Y-1, bem como a sua capacidade de induzir 
interleucinas em células HT-29. O gene sepA foi detectado em 13,5% das 193 
cepas de EAEC e foi significativamente associado ao subgrupo de EAEC 
atípicas. SepA foi purificada em sua forma nativa a partir da cepa de S. flexneri 
5a M90T, mostrando atividade biológica de serino protease. SepA causou 
alterações morfológicas nas células HeLa e HT-29, induzidas pela sua ligação 
à membrana dessas células, sem que ocorresse internalização. Os mesmos 
efeitos foram causados pela interação da cepa de EAEC produtora de SepA 
(BA732::pic) e a secreção dessa SPATE foi observada no foco de adesão das 
bactérias às células epiteliais. As alterações morfológicas em HeLa e HT-29 
não levou à morte celular. SepA também foi capaz de induzir a produção de 
IL-8 nas células HT-29. Nossos dados indicam que, tal como em Shigella, 
SepA é um importante fator de virulência de EAEC, uma vez que induz efeito 
citopático e pró-inflamatório em células de origem intestinal humana, 
alterações sabidamente promovidas por EAEC em modelos experimentais. 
 
Palavras-chave: Escherichia coli. Shigella. Citotoxina. Proteinases. Células 
epiteliais. 
 
 
 
 
 



  

 
 

ABSTRACT 
 

ANDRADE, F. B. Interaction of the serine protease SepA of 
enteroaggregative Escherichia coli with epithelial cells in vitro. 2019. 201 f. 
Ph.D. Thesis (Microbiology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 
de São Paulo, São Paulo, 2019. 
 
Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is defined as the pathotype of 
diarrheagenic E. coli that presents the aggregative adherence pattern on 
epithelial cells. After colonization of the intestinal mucosa, EAEC secretes 
several enterotoxins and cytotoxins, among them the proteins called serine 
proteases autotransporters of Enterobacteriaceae (SPATEs), classified in class-
1 (cytotoxic) and class-2 (immunomodulatory). SepA (Shigella extracellular 
protein A) is a SPATE of 110 kDa class-2, which was originally described in 
Shigella flexneri 5a and later in EAEC. The presence of the sepA gene is a 
marker associated with diarrhea caused by EAEC, indicating that this toxin 
plays an important role in its pathogenesis. However, studies characterizing 
SepA as a virulence factor are restricted to S. flexneri. In this species, SepA 
participates in the destruction and invasion of epithelial tissue but has no 
cytotoxic effect on HEp-2 cells. However, it destabilizes the integrity of the tight 
junctions in polarized T84 cells, through the activation of the cofilin. Thus, the 
present study aimed to evaluate the prevalence of the sepA in a collection of 
EAEC isolated in Brazil, to purify SepA and to analyze its interaction with the 
Caco-2, HEp-2, HeLa, HT-29, MDCK, Vero and Y-1, as well as their ability to 
induce interleukins in HT-29 cells. The sepA gene was detected in 13.5% of the 
193 EAEC strains and was significantly associated with the atypical EAEC 
subgroup. SepA was purified from S. flexneri M90T in its native form, showing 
biological activity of serine protease. SepA caused morphological changes in 
HeLa and HT-29 cells, induced by its binding to the membrane of these cells, 
without its internalization. The same effects were caused by the interaction of 
the SepA-producing EAEC strain (BA732:: pic) and the secretion of this SPATE 
was observed in the focus of bacterial adhesion on epithelial cells. The 
morphological changes in HeLa and HT-29 did not lead to cell death. SepA was 
also able to induce IL-8 production in HT-29 cells. Our data indicate that, as in 
Shigella, SepA is an important virulence factor of EAEC, since it induces 
cytopathic and proinflammatory effect in cells of human intestinal origin, 
changes known to be promoted by EAEC in experimental models. 
 
Key words: Escherichia coli. Shigella. Cytotoxin. Proteinases. Epithelial cells. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A diarreia é considerada um problema de saúde pública em todo o 

mundo, sendo a causa estimada de 1,3 milhões de mortes por ano (GBD, 

2015; WHO, 2018). É a segunda maior causa de mortalidade infantil no mundo. 

No ano de 2017 causou 424 mil mortes em crianças de até 5 anos (WHO, 

2018). Em regiões onde as gastroenterites são endêmicas, como em países da 

África e do sudoeste asiático, 25% das mortes na infância são causadas por 

gastroenterites virais agudas (SIDOTI et al., 2015). 

Devido à alta mortalidade causada pela diarreia, existem iniciativas 

governamentais estipuladas pela United Nations Chidren´s (UNICEF) e World 

Health Organization (WHO) para prevenir a doença, como por exemplo as 

políticas de combate à desnutrição crônica, à falta de saneamento básico e à 

falta de acesso à água potável (FISCHER et al., 2012). 

Até o ano de 2011, 71,8% dos municípios brasileiros não possuíam uma 

política municipal de saneamento básico (IBGE, 2011). No ano de 2017, 41,5% 

dos 5.570 municípios brasileiros afirmaram possuir Plano Municipal de 

Saneamento Básico (IBGE, 2018). A situação do saneamento básico precário 

no país está melhorando a cada ano, porém nos municípios do norte os 

números ainda são preocupantes, onde apenas 450 municípios dessa região 

apresentam um Plano Municipal de Saneamento Básico (IBGE, 2018), o que 

impacta no risco de casos da doença.  

A diarreia pode ser causada por vírus, bactérias e protozoários. Dentre 

os agentes bacterianos causadores da diarreia os principais são Escherichia 

coli, Shigella spp., Campylobacter spp., Vibrio spp. e Salmonella spp. 

(HODGES; GILL, 2010; PODEWILS et al., 2004). 

Escherichia coli é um bacilo Gram negativo, anaeróbio facultativo, 

pertencente à família Enterobacteriaceae, que faz parte da microbiota intestinal 

de mamíferos e aves (BOOP et al., 2003). Ao longo da evolução alguns clones 

dessa espécie adquiriram fatores de virulência que conferiram adaptação a 

novos nichos e a capacidade de causar um amplo espectro de doenças 

(CLEMENTS et al., 2012). 

Os patótipos de E. coli podem causar principalmente as seguintes 

patologias: doença diarreica, infecção do trato urinário, meningite e sepse 
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(CLEMENTS et al., 2012; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Desta forma as 

cepas patogênicas de E. coli podem ser classificadas em diarreiogênicas ou 

extraintestinais (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; RUSSO; JOHNSON, 

2000). 

As E. coli diarreiogênicas (DEC) são divididas em seis categorias de 

acordo com os fatores de virulência que apresentam, as manifestações clínicas 

que causam e/ou padrões distintos de adesão que apresentam em células 

epiteliais in vitro. A classificação de DEC define os seguintes patótipos: E. coli 

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

enteroagregativa (EAEC), E. coli produtora da toxina Shiga (STEC) e sua 

subcategoria E. coli enterohemorrágica (EHEC), E. coli enteroinvasora (EIEC) e 

E. coli que adere difusamente à células epiteliais (DAEC) (CLEMENTS et al., 

2012; CROXEN; FINLAY, 2010; GOMES et al., 2016). 

 

1.1 Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) 

 

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) é definida como o patótipo de 

DEC que apresenta o padrão de adesão agregativo (AA) em células epiteliais 

cultivadas (NATARO et al., 1987; NATARO; STEINER; GUERRANT, 1998). 

No padrão AA (Figura 1) as bactérias formam agregados que se assemelham 

a tijolos empilhados, aderindo à superfície das células eucarióticas e também 

à superfície da lamínula, em arranjos análogos a favos de colmeia (GOMES et 

al., 2016). 

Esse padrão foi descrito durante a análise da aderência em células 

HEp-2 de cepas de E. coli isoladas em um estudo epidemiológico sobre a 

etiologia da diarreia aguda na infância, conduzido no Chile (NATARO et al., 

1987). Nesse estudo, os autores foram capazes de subdividir o fenótipo 

anteriormente descrito como aderente-difuso (SCALETSKY; SILVA; 

TRABULSI, 1984) em duas classificações: aderência agregativa (AA) e a 

aderência difusa (AD) propriamente dita. A alta prevalência do padrão AA em 

cepas de E. coli isoladas de crianças com diarreia, levou à proposição do novo 

patótipo de DEC, denominado E. coli enteroagregativa ou EAggEC (NATARO 

et al., 1987). Posteriormente a literatura da área adotou a abreviatura EAEC 

(HEBBELSTRUP JENSEN, 2014; NATARO; KAPER, 1998). 
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Figura 1 – Padrão de adesão agregativo de EAEC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Este estudo 
Padrão AA em células HEp-2 após 6 h  de incubação do inóculo bacteriano da cepa 
de EAEC BA732 com as células epiteliais em confluência de ~80%. Pode-se observar 
o padrão AA, evidenciado pela presença de bactérias agregadas e aderidas na 
superfície da lamínula e também das células. Coloração com May-Grünwald e 
Giemsa. Aumento: 1.000 x. 

 

Dentre os agentes etiológicos bacterianos da diarreia, EAEC se destaca 

como um dos principais enteropatógenos ao redor do mundo, incluindo países 

com altos e baixos índices de desenvolvimento socioeconômico 

(HARRINGTON; DUDLEY; NATARO, 2006; HEBBELSTRUP JENSEN, 2014). 

EAEC está associada à diarreia aguda, diarreia persistente e diarreia do 

viajante, tanto em adultos como em crianças, na forma endêmica e epidêmica. 

A associação epidemiológica entre EAEC e diarreia aguda na infância 

tem sido descrita em países em desenvolvimento (ARAUJO et al., 2007; 

BENEVIDES-MATOS et al., 2015; BUERIS et al., 2007; IKUMAPAYI et al., 

2017; LIMA et al., 2013; SPANO et al., 2017) e em países desenvolvidos 

(COHEN et al., 2005; HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2017; NATARO et al., 

2005; ROBINS-BROWNE et al., 2004). 
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EAEC é o patógeno de DEC mais prevalente nos casos de diarreia do 

viajante, que é aquela que afeta indivíduos residentes de países 

desenvolvidos que visitam países em desenvolvimento (ADACHI et al., 2001; 

JIANG et al., 2002; MOHAMED et al., 2007). Alguns autores verificaram a 

prevalência de EAEC em casos de diarreia em adultos (HEBBELSTRUP 

JENSEN, 2018; SPANO et al., 2017), não sendo caracterizada como diarreia 

do viajante. 

A prevalência de EAEC foi verificada também na diarreia crônica em 

pacientes com Síndrome da Imunodeficiência Adquirida, ou SIDA (BERNIER; 

GOUNON; LE BOUGUÉNEC, 2002; HUANG et al., 2006; MATHEWSON et al., 

1995; NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011; SAMIE et al., 2007). 

Além dos quadros clínicos de diarreia aguda, EAEC está fortemente 

associada à diarreia persistente, ou seja, com duração maior que 14 dias 

(BHAN et al., 1993; BOLL et al., 2013; CRAVIOTO et al., 1991; FANG et al., 

1995; GREENBERG et al., 2002; LIMA et al., 1992; PEREIRA et al., 2007; 

SHAZBERG et al., 2003), o que pode levar a má nutrição, problemas de 

crescimento e de desenvolvimento cognitivo (GUERRANT et al., 2008; LIMA et 

al., 2018; NAVARRO-GARCIA et al., 2010). 

No Brasil, vários estudos epidemiológicos sobre a etiologia da diarreia 

aguda têm apontado EAEC como o patótipo de DEC mais prevalente (ARAUJO 

et al., 2007; BUERIS et al., 2007; GARCIA; SILVA; DINIZ, 2011; MORENO et 

al., 2010; PEREIRA et al., 2007; REGUA-MANGIA et al., 2004; RODRIGUES et 

al., 2002; SCALETSKY et al., 2002; SPANO et al., 2017). 

A ingestão de alimentos contaminados talvez seja uma forma de 

infecção por EAEC, pois já houve relatos em países desenvolvidos da 

ocorrência de diversos surtos provocados por essa via (ITOH et al., 1997; 

HARADA et al., 2007; SMITH; CHEASTY; ROWE, 1997). No Brasil EAEC foi 

detectada em leite de mamadeiras de lactantes que haviam sido atendidos em 

ambulatórios de hospitais públicos, outro dado que favorece a possibilidade de 

infecção por EAEC a partir de alimentos contaminados (MORAIS; GOMES; 

SIGULEM, 1997). 

Em 2011 um grande surto de diarreia que acometeu alguns países da 

Europa foi causado por uma cepa de E. coli produtora de toxina Shiga do 

subtipo Stx2 e pertencente ao sorotipo O104:H4 (BIELASZEWSKA et al., 
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2011). O sequenciamento do genoma dessa cepa revelou que se tratava de 

uma EAEC que recebeu genes do fago que codifica Stx2, característica de 

STEC (RASKO et al., 2011). Esse surto foi associado ao consumo de alimento 

contaminado e teve graves consequências médicas, devido ao grande número 

de pacientes hospitalizados e que desenvolveram a síndrome hemolítica 

urêmica, patologia comumente decorrente da infecção por STEC (MUNIESA et 

al., 2012). 

Os sintomas mais comuns relatados na infecção por EAEC são diarreia 

aquosa com ou sem sangue e muco, dor abdominal, náusea, vômito e pouca 

febre. A diversidade de sintomas clínicos na infecção por esse patótipo pode 

ser devido à heterogeneidade entre os isolados de EAEC, à dose infecciosa e a 

fatores de susceptibilidade genética do hospedeiro, assim como, à reposta 

imune (HARRINGTON, DUDLEY; NATARO, 2006; HUANG et al., 2006). 

Essa heterogeneidade ficou bastante evidente em um estudo com 

voluntários humanos que receberam inóculo por via oral de quatro cepas de 

EAEC (17-2, 042, JM221 e 34b), sendo que apenas a cepa 042 foi capaz de 

causar diarreia (NATARO et al., 1995). A cepa EAEC 042 (sorotipo O44:H18) 

passou então a ser considerada como protótipo e amplamente caracterizada 

genetica e fenotipicamente (NAVARRO-GARCIA; ELIAS 2011). 

Várias adesinas, toxinas, proteínas secretadas e mecanismos envolvidos 

em processos de patogenicidade têm sido identificados em EAEC, mas a 

prevalência dos genes que codificam esses marcadores é bastante variável e 

nenhum deles foi encontrado em todas as cepas (BOUZARI; JAFARI; 

ZAREPOUR, 2005; CZECZULIN et al., 1999; ELIAS et al., 2002; GIOPPO et 

al., 2000; JENKINS et al., 2006; MOHAMED et al., 2007; OKEKE et al., 2003; 

PIVA et al., 2003; ZAMBONI et al., 2004). Essa complexidade não permitiu que 

a patogênese da diarreia causada por esse patótipo fosse totalmente 

esclarecida (HARRINGTON; DUDLEY; NATARO, 2006), porém um modelo 

com três estágios tem sido proposto para explicar a patogênese da diarreia 

causada por essas bactérias, tomando por base os fatores de virulência 

identificados na cepa 042. 

Conforme esquematizado na Figura 2, o primeiro estágio envolve a 

aderência na mucosa intestinal e na camada de muco, através de adesinas 

fimbriais e/ou afimbriais; no segundo estágio há a formação de abundante 
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biofilme e aumento da produção de muco pelos enterócitos, o que pode 

promover uma colonização persistente e má absorção de nutrientes; por último 

há a secreção de toxinas e proteínas autotranportadoras levando à indução de 

resposta inflamatória, havendo alteração na mucosa e na secreção intestinal 

(HARRINGTON; DUDLEY; NATARO, 2006; HUANG; DUPONT, 2004; 

NAVARRO-GARCIA et al., 2010). 

 

Figura 2 – Esquema do modelo proposto para patogênese da infecção intestinal 

por EAEC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Adaptado de: Navarro-Garcia e Elias (2011). 
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Modelo de 3 estágios para a infecção por EAEC na mucosa intestinal. (A) No primeiro 
estágio ocorre a aderência da bactéria à mucosa do hospedeiro com participação das 
fímbrias AAF (linhas azuis), dispersina (pequenas esferas verdes) e proteína Pic 
(esfera rosa), uma proteína que degrada muco. (B) No segundo estágio ocorre a 
elaboração de toxinas que agem principalmente no citoesqueleto da célula, como as 
toxinas Pet (esfera vermelha), EAST-1 (esfera cinza), ShET-1 (complexo A-B verde e 
vermelho) e enterohemolisina (esferas amarelas). (C) No terceiro estágio ocorre a 
indução da resposta inflamatória, mediada pela flagelina (linhas verdes), fímbrias AAF 
e outras estruturas não conhecidas. 

 

Diversos potenciais fatores de virulência identificados em EAEC são 

codificados por genes localizados no plasmídeo ou no cromossomo da cepa 

042, cujo genoma completo já foi sequenciado. Dentre esses fatores estão 

diversas adesinas, toxinas, proteínas secretadas e sideróforos (CHAUDHURI 

et al., 2010; NAVARRO-GARCIA et al., 2010). 

 A cepa 042 alberga um plasmídeo de ~100 kb denominado pAA2 

(CZECZULIN et al., 1999). Nesse plasmídeo estão presentes diversos genes 

de virulência que têm a expressão regulada por AggR (CHAUDHURI et al., 

2010; NAVARRO-GARCIA et al., 2010). 

O gene aggR codifica um regulador transcricional global de EAEC 

envolvido na ativação de genes cromossômicos e plasmideais (HARRINGTON; 

DUDLEY; NATARO, 2006). Morin et al. (2012) confirmaram a existência de ao 

menos 44 genes regulados por AggR utilizando a técnica de microarray e qRT-

PCR (Real Time Quantitative Reverse Transcription PCR). Destes genes, 16 

codificam proteínas hipotéticas e somente cinco mostram homologia com 

outras proteínas conhecidas, incluindo os genes da biogênese da fímbria 

AAF/II, Pet, dispersina e uma ilha de patogenicidade cromossômica. 

Dentre os genes regulados por AggR na cepa 042 estão os que 

codificam as proteínas Pet e EAST-1, a fímbria de aderência agregativa AAF/II, 

a proteína dispersina, seu sistema de secreção do tipo ABC, as proteínas Shf, 

VirK e CapU, além da auto regulação de aggR (CHAUDHURI et al., 2010; 

CZECZULIN et al., 1999). 

Conforme mencionado anteriormente, durante os anos subsequentes à 

descrição de EAEC, um grande número de estudos foi publicado sobre a 

epidemiologia desse patótipo. Em seguida, os estudos caracterizando 

potenciais fatores de virulência que eram identificados em cepas de EAEC, 

mostraram a grande heterogeneidade em termos da prevalência desses 
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fatores em coleções de EAEC. Esse fato levou à proposição da 

subclassificação do patótipo EAEC nos grupos de EAEC típica e atípica. As 

cepas de EAEC são classificadas como típicas ou atípicas de acordo com a 

presença ou ausência do gene aggR, respectivamente (HARRINGTON; 

DUDLEY; NATARO  2006; SARANTUYA et al., 2004).  

Essa classificação definiria dois grupos de cepas: o primeiro constituído 

por cepas típicas, que apresentaria maior potencial patogênico pelo fato de 

albergarem o regulon AggR e o plasmídeo de virulência pAA e o segundo por 

cepas atípicas, com menor potencial patogênico devido à ausência desses 

fatores de virulência (HARRINGTON; DUDLEY; NATARO, 2006; KAPER; 

NATARO; MOBLEY, 2004; SARANTUYA et al., 2004). Contrapondo esta 

conclusão de que EAEC atípica tem menor potencial patogênico, existe o 

relato de dois surtos de diarreia causados por cepas atípicas, sendo que em 

um deles houve o acometimento de mais de mais de 2.000 pessoas (ITOH et 

al., 1997; COBELJIĆ et al., 1996), demonstrando assim, o potencial 

patogênico dessas cepas. 

Dentre os diversos fatores de virulência presentes em cepas de EAEC 

estão as proteínas denominadas de serino proteases autotransportadoras ou 

SPATEs (Serine Proteases Autotransporters of Enterobacteriaceae) 

(HENDERSON, NAVARRO-GARCIA; NATARO, 1998; RUIZ-PEREZ; 

NATARO, 2014). Sendo que, a maioria das cepas de EAEC albergam pelo 

menos três genes que codificam proteínas dessa classe (BOISEN et al., 2009). 

Serino proteases são enzimas cujo sítio ativo contém a tríade catalítica 

Ser/His/Asp, no qual o resíduo de serina realiza um ataque nucleofílico das 

ligações peptídicas (DAUTIN, 2010). As SPATEs são proteínas secretadas 

para o meio externo através do sistema de secreção do tipo V (SST5), sistema 

também conhecido como autotransportador (DESVAUX et al., 2009). Membros 

dessa família de proteínas são definidos como importantes fatores de virulência 

em muitos patógenos (HENDERSON, NAVARRO-GARCIA; NATARO, 1998). 

As proteínas autotransportadoras (AT) apresentam uma estrutura 

comum (Figura 3). Todas as ATs têm em sua estrutura um peptídeo sinal, um 

domínio passageiro ou domínio α, que codifica a função biológica da proteína, 

e um domínio translocador ou β-barril, de sequência conservada dentre as 
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SPATEs (DAUTIN; BERNSTEIN, 2007; HENDERSON; NAVARRO-GARCIA; 

NATARO, 1998; LEO; GRIN; LINKE, 2012). 

 

Figura 3 – Estrutura geral das proteínas que compõem as SPATEs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Adaptado de: Ruiz-Perez e Nataro (2014) 
Esquema representativo da estrutura geral das SPATEs contendo um peptídeo sinal  
(amarelo), um domínio passageiro (laranja) que codifica a função biológica da proteína  
e um domínio translocador (lilás) que forma um poro na membrana pelo qual o 
domínio passageiro é translocado. 

 

Essa família de proteína foi denominada como autotransportadora, pois 

inicialmente acreditava-se que as mesmas eram capazes de se inserir na 

membrana externa sem envolvimento de nenhum outro fator acessório, e assim 

seriam secretadas para o meio externo de maneira autônoma (KLAUSER; 

POHLNER; MEYER, 1993). No entanto, em estudos posteriores foi verificado 

que o sistema BAM (β-barrel assembly machinery) é essencial para que ocorra 

a biogênese das proteínas autotranportadoras (KNOWLES et al., 2009). 

O SST5 é um dos sistemas mais amplamente distribuídos entre as 

bactérias Gram negativas (YEN et al., 2002). Esse sistema é subdividido em 

cinco grupos (Figura 4), que apresentam algumas particularidades durante a 

Peptídeo sinal Domínio passageiro Domínio translocador 

Sítio de clivagem  
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secreção: o sistema 5a, também conhecido como clássico; o 5b ou tipo dois 

parceiros, que apresenta o domínio passageiro e o translocador em cadeias 

polipeptídicas separadas; o 5c ou de adesinas triméricas, é o sistema em que o 

poro translocador é constituído por três cadeias polipeptídicas; o 5d ou o 

sistema de dois parceiros fusionados, apresenta o domínio passageiro 

fusionado ao translocador; e por fim o 5e ou sistema clássico invertido, que 

apresenta o domínio translocador na porção N-terminal (HENDERSON; 

NAVARRO-GARCIA, NATARO, 1998; JACOB-DUBUISSON; LOCHT; 

ANTOINE, 2001; LINKE et al., 2006; SALACHA et al., 2010; 

OBERHETTINGER et al., 2012). 

 

Figura 4 – Esquema de secreção de proteínas autotransportadoras através dos 

subtipos do SST5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Adaptado de: Grijpstra et al. 2013. 
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Esquema dos subtipos do SST5 demonstrando as diferenças encontradas em cada 
um. 5a ou subtipo clássico; 5b ou sistema de dois parceiros; 5c ou sistema de 
adesinas triméricas; 5d ou sistema de dois parceiros; 5e ou sistema clássico invertido. 
O esquema apresenta também as proteínas assessorias do complexo Bam e algumas 
chaperonas identificadas (DegP, SurA e Skp). Em todos os subtipos a secreção se 
inicia pela clivagem do peptídeo sinal pelo sistema Sec, com o posterior tráfego da 
proteína pelo periplasma, inserção do domínio translocador na membrana externa e 
liberação do domínio passageiro no meio extracelular. 

 

Resumidamente, no sistema clássico as SPATEs são secretadas para o 

meio externo da seguinte maneira: primeiro a proteína se liga ao sistema Sec 

pelo peptídeo sinal que então é clivado, em seguida o domínio translocador e o 

passageiro são liberados no periplasma, nesse momento ocorre a ligação de 

algumas chaperonas à SPATE e então o domínio translocador é inserido na 

membrana externa com o auxílio das proteínas do complexo BAM, formando 

um poro pelo qual o domínio passageiro é translocado e liberado para o meio 

externo na forma da proteína madura (DAUTIN, 2010; HENDERSON; 

NAVARRO-GARCIA; NATARO, 1998; RUIZ-PEREZ et al., 2009; TAPIA-

PESTRANA et al., 2012). 

A família das SPATEs inclui mais de 25 proteínas e são divididas 

filogeneticamente em duas classes, com base na sequência de aminoácidos do 

domínio passageiro (Figura 5). A classe-1 alberga as proteínas com efeito 

citotóxico (AL-HASANI et al., 2000; AL-HASANI et al., 2009; DJAFARI et al., 

1997; ESLAVA et al., 1998; HENDERSON et al., 1999; MARONCLE et al., 

2006; MELLIES et al., 2001; TADDEI et al., 2005), enquanto a classe-2 inclui 

as proteínas imunomoduladoras, que além de modularem o sistema imune, 

desempenham funções como a degradação de mucina e de glicoproteínas de 

superfície de leucócitos (GUTIÉRREZ-JIMÉNEZ; ARCINIEGA; NAVARRO-

GARCIA, 2008; DUTTA et al., 2002; HARRINGTON et al., 2009; LEYTON et 

al., 2003; PARHAM, et al., 2004; RUIZ-PEREZ et al., 2011). 
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Figura 5 – Análise filogenética das sequências de aminoácidos dos 

domínios passageiros das SPATEs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Adaptado de: Ruiz-Perez e Nataro (2014) 
Árvore filogenética das sequências de aminoácidos das SPATEs. O domínio 
passageiro revela duas classes distintas: classe-1 (citotoxinas) e classe-2 
(imunomoduladoras). EHEC, E. coli enterohemorrágica; Swine-PEC. E. coli 
enteropatogênica de suínos; EAEC, E. coli enteroagregativa; UPEC, E. coli 
uropatogênica; AIEC, E. coli enteroaderente-invasora; Commensal, E. coli comensal; 
REPEC, E. coli enteropatogênica de coelhos; Citrobacter rodentium; APEC, E. coli 
patogênica aviária; Salmonella bongori; Salmonella enterica; Edwardsiella tarda; 
Human comensal, E. coli comensal humana; Avian comensal, E. coli comensal de 
aves; STEC, E. coli produtora da toxina Shiga; EPEC, E. coli enteropatogênica; ETEC, 
E. coli enterotoxigênica. 
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Dentre as proteínas de classe-1 que são frequentemente encontradas 

em cepas de EAEC estão as proteínas Sat (GUYER et al., 2000), Pet (ESLAVA 

et al., 1998) e SigA (AL-HASANI et al, 2000). As de classe-2 frequentemente 

encontradas em EAEC são Pic (HENDERSON et al., 1999) e SepA 

(BENJELLOUN-TOUIMI et al., 1998). 

 

1.2 SPATEs de classe-2 

 

As SPATEs de classe-2, ou imunomoduladoras, são classificadas 

filogeneticamente com base na sequência de aminoácidos de seus domínios 

passageiros (HENDERSON, NAVARRO-GARCIA, NATARO, 1998; YEN et al., 

2008). 

A maioria delas apresenta o domínio-2, uma sequência de aminoácidos 

conservada no domínio translocador. Acreditava-se que esse domínio 

desempenhava papel no reconhecimento do substrato, mas sua função ainda 

permanece desconhecida, já que algumas SPATEs de classe-2 não o possuem 

(NISHIMURA et al., 2010; RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014). Além disso, em um 

estudo com a SPATE Hbp (hemonoglobulin binding protein) o domínio-2 foi 

removido e a proteína continuou com sua atividade proteolítica, favorecendo a 

ideia de que o domínio-2 não está envolvido com reconhecimento do substrato 

(OTTO et al., 2005). 

Pouco se sabe do papel de muitas das SPATEs classe-2 quanto ao 

substrato biológico, função na patogênese e mecanismo de ação (RUIZ-

PEREZ; NATARO, 2014). Pic (protease involved in intestinal colonization), Tsh 

(temperature-sensitive hemagglutinin) e Hbp são as SPATEs de classe-2 

melhor descritas quanto as suas funções (HENDERSON et al., 1999; OTTO et 

al., 1998; PROVENCE; CURTISS, 1994).  

Pic foi originalmente descrito em Shigella flexneri 2a e EAEC 

(HENDERSON et al., 1999). Essa proteína apresenta função mucinolítica, cliva 

o fator de coagulação V, proteínas do complemento e glicoproteínas de 

superfície de leucócitos, além de apresentar atividade de hemaglutinina 

(ABREU et al., 2015; HENDERSON et al., 1999; KOSTAKIOTI; 

STATHOPOULOS, 2004; PARHAM et al., 2004; PROVENCE; CURTISS, 1994; 

RUIZ-PEREZ et al., 2011). 
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Hpb inicialmente identificada em uma cepa extraintestinal de E. coli, 

isolada de um paciente com infecção cirúrgica, difere de Tsh por somente dois 

aminoácidos (OTTO et al., 1998). A principal função de Hbp é degradar 

hemoglobulina e se ligar ao Heme exposto, mediando a captação de ferro 

(OTTO et al., 1998). 

Tsh é uma SPATE com atividade de hemaglutinina que foi identificada 

em cepas de E. coli patogênica aviária (APEC) (PROVENCE; CURTISS, 1994). 

Tem capacidade de se ligar a hemoglobina, assim como Hpb, e também se liga 

a proteínas de matriz extracelular como fibronectina e colágeno IV, a 

aglutinação gerada por essa proteína é independente do domínio catalítico de 

serino protease (KOSTAKIOTI; STATHOPOULOS, 2004; PROVENCE; 

CURTISS, 1994). 

Como se nota, essas três SPATEs de classe-2 resumidamente 

descritas, apresentam funções semelhantes o que é uma característica das 

proteínas desta família. 

SepA, que também é uma SPATE de classe-2 será descrita com maior 

detalhes quanto a sua estrutura e funções conhecidas, por se tratar do objeto 

do presente estudo. 

 

1.3 Shigella extracelular protein A (SepA) 

 

SepA (Shigella extracelular protein A) foi originalmente descrita em 

Shigella flexneri 5a (BENJELLOUN-TOUMI et al., 1995) e posteriormente em 

isolados clínicos de EAEC (BOISEN et al., 2009; NATARO, 2011). 

Essa SPATE é codificada por um gene plasmideal (sepA) em Shigella 

flexneri, e sintetizada como uma proteína precursora de 146 kDa que é 

convertida em sua forma madura extracelular de 110 kDa (BENJELLOUN-

TOUMI et al., 1998). A sua expressão é termorregulada, havendo máxima 

expressão a 37°C, quando comparada com a expressão em baixas (20-30°C) 

ou altas (40-42°C) temperaturas (BENJELLOUN-TOUMI et al., 1995). 

A estrutura do domínio passageiro de SepA foi resolvida por 

cristalografia, conforme apresentado na Figura 6. 
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Figura 6 – Cristalografia do domínio passageiro de SepA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Adaptado de: Maldonado-Contreras et al. (2017) 
Estrutura do domínio passageiro de SepA em cristalografia. (A) Esquema linear do 
gene sepA, indicando o peptídeo sinal (preto); SD1 a SD6 indica o domínio 
passageiro. (B) Representação tridimensional do domínio passageiro. (C) 
Representação em fita do domínio passageiro. 

 

SepA é a proteína majoritária secretada por S. flexneri. Nessas 

bactérias, participa da destruição do tecido epitelial (BENJELLOUN-TOUMI et 

al., 1998), não apresenta efeito citotóxico em células HEp-2, não está envolvida 

na formação de placas em células Caco-2, ou disseminação de S. flexneri, 

entre as células hospedeiras. Há indícios de sua participação nos danos na 

mucosa nos eventos iniciais da shigelose, desempenhando assim um papel na 

invasão de tecidos a partir da participação na ruptura da barreira epitelial do 

intestino (BENJELLOUN-TOUMI et al., 1998; DUTTA et al., 2002; 

MALDONADO-CONTRERAS et al., 2017). 

No modelo de alça ligada de intestino de coelho, a infecção por S. 

flexneri mutante em sepA é caracterizada pela diminuição de acúmulo de 
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fluidos e da inflamação em curto período de infecção (8 h), indicando que SepA 

é necessária para o estabelecimento, mas não para a progressão da shigellose 

(DAUTIN, 2010). 

SepA participa da ruptura da barreira epitelial do intestino na infecção 

por S. flexneri, facilitando o trânsito dessas bactérias para a porção basolateral 

do epitélio do hospedeiro (MALDONADO-CONTRERAS et al., 2017). Nesse 

mesmo estudo foi verificado que SepA age na dinâmica de actina por meio da 

diminuição dos níveis de LIM quinase I (LIMKI) que por sua vez inativa a 

cofilina, que age diretamente nos filamentos de actina, causando a 

despolimerização dessas estruturas do citoesqueleto. SepA diminui os níveis 

de LIMKI pela ação do domínio catalítico de serino protease, uma vez que os 

níveis de LIMKI permanecem inalterados na infecção por cepa de S. flexneri 

com SepA mutada neste domínio (MALDONADO-CONTRERAS et al, 2017). 

O substrato biológico da proteína é desconhecido (RUIZ-PEREZ; 

NATARO, 2014). SepA hidrolisa diversos peptídeos sintéticos, semelhantes 

àqueles hidrolisados pela catepsina G, uma serino protease produzida por 

leucócitos polimorfonucleares, mas surpreendentemente não cliva os 

substratos naturais da catepsina G, como as fibronectinas, colágenos e 

angiotensinas (BENJELLOUN-TOUMI et al., 1998). Além disso, SepA não cliva 

nenhum dos substratos clivados por outras SPATEs de ambas as classes, 

como a mucina, glicoproteínas de leucócitos, α-espectrina, fator V ou pepsina 

(DUTTA et al., 2002; RUIZ-PEREZ et al., 2011). 

Mesmo apresentando homologia de 67% com as SPATEs Pic e Tsh, 

ambas SPATES da classe-2 que tem predileção aos mesmos substratos, SepA 

parece não compartilhar dos mesmos substratos destas proteínas (RUIZ-

PEREZ et al., 2014). 

 Aparentemente SepA tem papel importante na patogênese de EAEC, já 

que está presente em um grande número de cepas isoladas de pacientes com 

diarreia (BOISEN et al., 2012). A presença do gene sepA foi fortemente 

associada com casos da doença (BOISEN et al., 2012) e também com a 

formação de biolfilme (NEZARIEH et al., 2015).  

Porém, na cepa de EAEC produtora da toxina de Shiga (O104:H4), 

causadora do surto de EAEC na Europa (BIELASZEWSKA et al., 2011), 

Munera et al. (2014) demonstraram in vivo que SepA não está envolvida com a 
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patogênese desta cepa. Neste hibrido, SepA está presente no plasmídeo pAA, 

que segundo esses autores tem papel somente na adesão agregativa da cepa. 

Apesar disso, em um estudo posterior foi demonstrado que além de 

mediar o fenótipo agregativo, o plasmídeo pAA também aumenta a 

translocação de Stx2, aumentando a citotoxicidade da cepa (BOISEN et al., 

2014), mas ainda assim a proteína SepA permaneceu sem um papel definido 

na virulência de EAEC produtora de Stx, pois o mutante em SepA não 

demonstrou alteração nos efeitos citotóxicos, o que pelo contrário ocorreu com 

os mutantes em aggA e aggR (genes também presentes no plasmídeo pAA) 

que tiveram a citotoxicidade significativamente diminuída (BOISEN et al., 

2014). 

Tendo em vista que SepA é um potencial fator de virulência em EAEC, 

sendo encontrada fortemente associada à diarreia (BOISEN et al., 2012), torna-

se necessário determinar qual o papel dessa serino protease na 

patogenicidade destas bactérias. 
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2 OBJETIVO 

 

Avaliar o contexto de SepA de Escherichia coli enteroagregativa na 

interação com diversas linhagens epiteliais in vitro. 

 

2.1 Objetivos específicos 

 

- Determinar a frequência de sepA em cepas de EAEC isoladas no Brasil; 

- Caracterizar fenotípica e genotipicamente as cepas carreadoras de 

sepA; 

- Selecionar uma cepa protótipo de EAEC carreadora de sepA; 

- Purificar SepA; 

- Avaliar os efeitos de SepA nas linhagens epiteliais in vitro: HEp-2, HeLa, 

Caco-2, HT-29, Y-1 e MDCK; 

- Avaliar a produção de IL-8, IL-1β e TNFα em células HT-29 em resposta 

a SepA.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O delineamento experimental do presente estudo foi realizado nas 

etapas descritas a seguir. 

 (a) Pesquisa da frequência de 12 genes que codificam SPATEs, dentre 

eles o gene sepA, em uma coleção de 193 cepas de EAEC previamente 

isoladas em dois estudos epidemiológicos sobre a etiologia da diarreia na 

infância nas cidades de Salvador e São Paulo (BUERIS et al., 2007; GOMES et 

al., 1998). 

 (b) Seleção de cepas de EAEC albergando o gene sepA. Seis cepas 

sepA+ (BA114, BA198, BA249, BA328, BA363 e BA732) foram selecionadas 

para análise do padrão de adesão em células HEp-2. Após a determinação do 

padrão de adesão agregativo, as cepas BA198 e BA732 foram escolhidas para 

dar continuidade ao estudo. 

(c) Caracterização fenotípica e genotípica das cepas BA198 e BA732. O 

gene sepA das duas cepas foi sequenciado em sua totalidade, sua localização 

cromossômica ou plasmideal foi determinada e a estrutura terciária predita foi 

determinada a partir das sequências de aminoácidos deduzidas. Uma vez que, 

essas cepas também albergam o gene da SPATE pic, e seu produto foi 

detectado em sobrenadantes de culturas, foi necessário obter mutantes no 

gene pic em ambas as cepas. Nessa etapa a cepa BA198 foi excluída do 

estudo. 

 (d) Sequenciamento do genoma completo e mutagênese da cepa 

BA732. O genoma completo da cepa BA732 foi parcialmente analisado e o 

mutante BA732::pic foi obtido. 

 (e) Purificação da proteína SepA nativa. Nessa etapa foi utilizada a cepa 

de Shigella flexneri 5a M90T como protótipo de expressão. Para a purificação 

de SepA foram utilizadas três estratégias: exclusão molecular, coluna de 

afinidade e superexpressão de SepA. 

 (f) Ensaios fenotípicos com SepA purificada. SepA purificada foi utilizada 

para a obtenção de soro policlonal anti-SepA, em ensaios de Flourescence 

ressonance energy transfer (FRET) para a confirmação da atividade enzimática 

da proteína, nos ensaios de interação com diferentes linhagens celulares 
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epiteliais in vitro e nas análises de produção de interleucinas em culturas de 

células HT-29. 

(g) Ensaios fenotípicos com EAEC sepA+. Os ensaios de interação das 

cepas BA732 e BA732::pic, foram realizados com diferentes linhagens 

celulares epiteliais in vitro. 

 

3.1 Cepas bacterianas e plasmídeos 

 

As cepas bacterianas e os plasmídeos utilizados neste estudo estão 

listados na Tabela 1. 
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Tabela 1 - Cepas e plasmídeos utilizados no presente estudo. 

Cepas ou plasmídeos Descrição Referência 

Coleção de EAEC (BA)  100 cepas isoladas de crianças com diarreia na Bahia BUERIS et al. (2007) 

Coleção de EAEC (EPM) 93 cepas isoladas de crianças com diarreia em São Paulo GOMES et al. (1998) 

BA732 Cepa selvagem de EAEC (O17:H18) BUERIS et al. (2007) 

mut100NAL BA732 mutante espontâneo resistente a 100 μg de ácido nalidíxico Este estudo 

BA732::pic BA732 mutante em pic Este estudo 

042 Cepa protótipo de EAEC (O44:H18), controle positivo de produção de 

Pet, Pic e adesão agregativa 

NATARO et al. (1985) 

M90T Shigella flexneri 5a cepa produtora de SepA, controle positivo de sepA e 

de produção de SepA 

BENJELLOUN-TOUMI et al. (1995) 

EH41 Cepa de EHEC (O113:H21), controle positivo de epeA LEYTON et al. (2003) 

H10407 Cepa protótipo de ETEC (O78:H11), controle positivo de eatA EVANS et al. (1973) 

E2348/69 Cepa protótipo de EPEC (0127:H6), controle positivo de espC  LEVINE et al. (1978) 

O103:H2 Cepa classificada como EHEC (O103:H2), controle positivo de espI SANTOS et al. (2010) 

EDL933 Cepa classificada como EHEC (O157:H7), controle positivo de espP KARMALI et al. (1983) 

FBC114 Cepa classificada como DAEC, controle positivo de sat SOUZA et al. (2002) 

Shigella flexneri 2a Shigella flexneri, controle positivo de sigA BÂRZU et al. (1997) 

APEC01 Cepa classificada como APEC controle positivo de tsh DELICATO et al. (2002) 

RS218 Cepa protótipo de meningite neonatal (O118:H7), controle positivo de vat SILVER et al. (1980) 

39R861 E. coli K-12 contendo plasmídeos de alto peso molecular conhecidos THRELFALL et al. (1986) 

V517 E. coli K-12 contendo plasmídeos de baixo peso molecular conhecidos MACRINA et al. (1978) 
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Cepas ou plasmídeos Descrição Referência 

DH5αλpir E. coli K-12 lisogenizada com o fago lambda e albergando o gene pir Stratagene 

HB101 E coli K-12, controle negativo nas PCRs SAMBROOK et al. (1989) 

Plasmídeo pJP5603 Vetor suicida para mutagênese por recombinação homóloga PENFOLD; PEMERTON (1992) 

Plasmídeo pGEM-T Easy  Vetor de clonagem de alto número de cópias Promega 

Plasmídeo pZK15 Plasmídeo contendo sepA clonado em pUC19 BENJELLOUN-TOUMI et al. (1995) 
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3.2 Condições de cultivo 

  

As cepas bacterianas foram cultivadas em meio Lysogenic Broth (LB) 

(BERTANI, 1951) a 37°C por 18 h. Após o crescimento em LB as culturas 

foram semeadas em ágar MacConkey para análise da pureza, e então uma 

colônia isolada foi selecionada e novamente semeada em meio LB. As colônias 

obtidas foram utilizadas nos ensaios propostos, ou estocadas em solução de 

20% de glicerol em freezer -80°C. Quando necessário, os meios foram 

suplementados com os antibióticos kanamicina (50 μg/mL), cloranfenicol (25 

μg/mL), apramicina (100 μg/mL) ou ácido nalidíxico (50 ou 100 μg/mL). 

 

3.3 Seleção das cepas de EAEC que albergam o gene sepA 

  

 Nessa etapa foram utilizadas 193 cepas, previamente caracterizadas 

como EAEC (BA e EPM) (Tabela 1), totalizando 149 EAEC típicas e 44 EAEC 

atípicas (BUERIS et al., 2007; GOMES et al., 1998). 

 Para a seleção de cepas carreadoras de sepA, inicialmente foi realizada 

a pesquisa da presença de 12 genes que codificam SPATEs nessa coleção de 

EAEC, utilizando a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Os genes a as 

respectivas sequências dos iniciadores estão listados na Tabela 2. 

 

3.3.1 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

Para a obtenção do DNA molde uma colônia isolada de cada uma das 

cepas (193 EAEC e os respectivos controles positivo e negativo) foi transferida 

para um tubo de polipropileno contendo 300 μL de água MilliQ estéril, 

submetida à fervura por 10 min e imediatamente resfriada em banho de gelo. 

Para cada reação foram utilizados 1 μL do DNA molde, 1,0 U de Taq 

DNA Polymerase (Invitrogen, EUA), 2,0 mM de cloreto de magnésio, tampão 

de PCR 1x e 0,2 mM da mistura de dNTPs (Invitrogen). Todos os iniciadores 

dos genes pesquisados foram utilizados na concentração de 40 pM. As 

temperaturas de anelamento e os tamanhos dos amplicons estão descritos na 

Tabela 2. As PCRs foram realizadas utilizando o seguinte ciclo de 

amplificação: 94°C/5 min, seguido de 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min nas 
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temperaturas específicas para cada gene (citadas na Tabela 2), 1 min a 72°C, 

seguido de extensão final por 7 min a 72°C. 

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1%. Para o 

preparo da agarose (Invitrogen) a mesma foi fundida por aquecimento em 

tampão TAE (Tris base 0,04 M, ácido acético glacial 1 M, EDTA 50 mM). Os 

fragmentos de DNA obtidos foram acrescidos de tampão de amostra (azul de 

bromofenol 0,25%; xileno cianol 0,25%; glicerol 30%). A eletroforese foi 

realizada utilizando como tampão de corrida o TAE em uma corrente constante 

de 70 a 80 V. Os amplicons foram detectadas por solução de Gel Red 

(Uniscience, EUA) na concentração de 1:20.000 ou UniSafe Dye (Unisicence) 

na mesma concentração e visualizadas utilizando um transiluminador de luz 

ultravioleta, registrando as imagens pelo sistema de captação Alliance HD 6 

(Uvitec, Reino Unido). 
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Tabela 2 – Sequências dos iniciadores, tamanhos dos amplicons e temperaturas de anelamento das PCRs para pesquisa 

da presença de genes que codificam SPATEs em EAEC 

Gene Sequência de iniciadores (5'-3') 
Tamanho do 

amplicon (pb) 
Temperatura de 
Anelamento (°C) 

Referência 

eatA 
TTGGCGTTCTGTCATCAGGA 

1.068 57 
Este estudo (número de acesso no 

GenBank: AY163491.2) CCTTACCAGAGAGTGGATG 

epeA 
GGGAGAGTTCAGGCATTTA 

783 57 ABREU et al. (2013) 
CAGCGTTACCTTACTTGAG 

espC 
GACAGTTTTACGTTAGCTGG 

1.099 55 
Este estudo (número de acesso no 

GenBank: AF297061.1) TCCTGCCGAAAACCGAAGC 

espI 
ATGGACAGAGTGGAGACAG 

560 52 SCHMIDT et al. (2001) 
GCCACCTTTATTCTCACCA 

espP 
GTCCATGCAGGGACATGCCA 

547 55 RESTIERI et al. (2007) 
TCACATCAGCACCGTTCTCTAT 

pet 
GGCACAGAATAAAGGGGTGTTT 

302 58 RESTIERI et al. (2007) 
CCTCTTGTTTCCACGACATAC 

pic 
GGGTATTGTCCGTTCCGAT 

1.176 60 HENDERSON et al. (1999) 
ACAACGATACCGTCTCCCG 

sat 
TCAGAAGCTCAGCGAATCATTG 

930 59 BOISEN et al. (2009) 
CCATTATCACCAGTAAAACGCACC 

sepA 
GCAGTGGAAATATGATGC GGC 

794 58 RESTIERI et al. (2007) 
TTGTTCAGATCGGAGAAGAAC G 

sigA 
CCGACTTCTCACTTTCTCCCG 

430 58 BOISEN et al. (2009) 
CCATCCAGCTGCATAGTGTTTG 

tsh 
CCGTACACAAATACGACGG 

300 59 RESTIERI et al. (2007) 
GGATGCCCCTGCAGCGT 
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Gene Sequência de iniciadores (5'-3') 
Tamanho do 

amplicon (pb) 
Temperatura de 
Anelamento (°C) 

Referência 

vat 
AACGGTTGGTGGCAACAATCC 

420 58 RESTIERI et al. (2007) 
AGCCCTGTAGAATGGCGAGTA 
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3.3.2 Determinação dos grupos filogenéticos de E. coli 

 

A coleção de cepas de EAEC foi classificada filogeneticamente de 

acordo com a metodologia descrita por Clermont et al. (2013), utilizando uma 

PCR quadruplex que detecta os genes chua, yjaA, TSPE4.C2 e arpA, seguida 

de PCRs complementares de detecção do gene trpA, dependendo do resultado 

obtido nessa primeira análise. Essa tipagem permite classificar uma E. coli em 

um dos sete grupos filogenéticos distintos: A, B1, B2, C, D, E ou F, além dos 

clados I a V. Para cada reação de PCR quadruplex foram utilizados: 20 pmol 

de cada um dos iniciadores (forward e reverse), com exceção do iniciador 

reverse para o gene arpA, o qual é utilizado a uma concentração de 40 pmol, 1 

U de Taq DNA Polymerase (Invitrogen), 2 mM de MgCl2, 5 μL do tampão de 

reação de PCR  a 50 mM (Invitrogen), 0,2 mM da mistura de dNTPs 

(Invitrogen), 1 μL do DNA bacteriano das cepas (obtido conforme descrito no 

item 3.3.1) e água milliQ estéril para um volume final de 25 μL. Após a reação 

de amplificação, os produtos foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose (item 3.3.1). 

 

3.3.3 Determinação do padrão de adesão em células epiteliais cultivadas 

 

A partir dos resultados obtidos por PCR para os genes que codificam 

SPATEs foram selecionadas 6 cepas da coleção de EAEC (BA e EPM) 

(BA114, BA198, BA328, BA363 e BA732) para a determinação do padrão de 

adesão. 

O teste de adesão foi realizado utilizando células HEp-2, seguindo a 

metodologia descrita por Cravioto et al. (1979). A cepa EAEC 042 foi 

empregada como controle de adesão agregativa. 

As células epiteliais foram cultivadas em placas de 24 orifícios (TPP, 

Suíça) contendo lamínulas de vidro e 1 mL de Meio Mínimo Essencial de 

Eagle, modificado por Dulbeco (DMEM; Cultilab, Brasil), suplementado com 

antibióticos (penicilina 1000 U/mL e estreptomicina 1 mg/mL; Sigma-Aldrich, 

EUA), 10% de soro fetal bovino (SFB; Cultilab) e mantidas a 37°C sob 

atmosfera de 5% de CO2 até atingirem confluência de 80%. 
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Após atingiram a confluência as células epiteliais foram lavadas 6 vezes 

com PBS 0,01 M pH 7.4 e após as lavagens 1 mL de DMEM sem antibiótico 

com 2% SFB e 1% de D-manose foi acrescentado a cada orifício. 

Uma alíquota de 20 µL de cada cepa bacteriana previamente cultivada 

em meio LB a 37°C por 18 h foi adicionada a cada poço das placas, as quais 

foram incubadas por 3 e 6 h a 37°C sob atmosfera de 5% de CO2, com 

exceção da cepa 042 que foi incubada por 3 h. Após a incubação cada poço 

das placas foi novamente lavado por 6 vezes com PBS e as células foram 

fixadas com metanol absoluto por 30 min à temperatura ambiente. Em seguida 

foi realizada a coloração de May-Grünwald/Giemsa. Em cada poço das placas 

foram adicionados 250 µL do corante eosina-azul de metileno em solução 

segundo May-Grünwald (Merck, Alemanha), diluído 1:2 em tampão Sørensen 

(fosfato de potássio monobásico 8,6 mM; fosfato de sódio dibásico 28,6 mM), 

seguido de incubação por 5 min. Em seguida, esse corante foi desprezado e as 

lamínulas foram cobertas com 250 µL do corante azur-eosina-azul de metileno 

segundo Giemsa (Merck), diluído 1:3 em tampão Sørensen, seguido de 

incubação durante 20 min. Em seguida esse corante foi desprezado, os poços 

foram lavados com água destilada para a retirada do excesso dos corantes e 

as lamínulas foram retiradas das placas para secagem e montagem sobre 

lâminas de vidro para serem posteriormente analisadas sob microscopia óptica 

em aumentos de 400 e 1.000 vezes. 

 

3.4 Caracterização das cepas de EAEC sepA+ que apresentam aderência 

agregativa 

 

3.4.1 Sequenciamento de sepA 

 

O sequenciamento do gene sepA (4.094 pb) completo foi realizado nas 

cepas BA198, BA732 e M90T (Tabela 1) utilizando a estratégia de walking 

primers. As sequências dos iniciadores, tamanhos dos amplicons e condições 

de amplificação estão descritas na Tabela 3. Todos os iniciadores foram 

utilizados na concentração de 20 pM e as reações de PCR e análise de 

eletroforese em gel de agarose foram realizadas conforme descrito no item 

3.3.1. 
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Após a amplificação os produtos foram purificados com auxílio do 

GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare, Inglaterra), de 

acordo com instruções do fabricante. Após a purificação, os fragmentos foram 

quantificados a partir de eletroforese em gel de agarose a 2% utilizando como 

padrão de concentração de DNA o marcador de massa molecular Low DNA 

Mass Ladder (Invitrogen). O sequenciamento foi realizado no Centro de 

Estudos do Genoma Humano (Universidade de São Paulo), utilizando o 

sequenciador automático ABI 3730 DNA Analyser (Thermo Fisher Scientific, 

EUA). As reações foram realizadas de acordo com o protocolo do fabricante, 

utilizando o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Thermo Fisher 

Scientific) e os iniciadores descritos na Tabela 3. As sequências obtidas foram 

analisadas e alinhadas com auxílio do software BioEdit e foram comparadas no 

banco de dados do Pubmed por BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). 
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Tabela 3 - Sequência dos iniciadores para o sequenciamento do gene sepA, tamanho dos amplicons e 

temperaturas de anelamento 

Iniciadores Sequência dos iniciadores (5'-3') 
Amplicon 

(pb) 

Temperatura de 
Anelamento 

(°C) 
Referência 

sepA(1) 
GGTTGATGTTTCTATTATGAACA 

1031 55 
Este estudo (n° de acesso no 

GenBank: Z48219.1) CGCATCATATTTCCACTG 

sepA(2) 
AAATATGATGCGGCTAAGG 

927 55 
Este estudo (n° de acesso no 

GenBank: Z48219.1) CACATCCATATTGCCGTTTA 

sepA(3) 
CCAACTAAACGGCAATAT 

960 55 
Este estudo (n° de acesso no 

GenBank: Z48219.1) TTTCCGTCAGAGTACCACAG 

sepA(4) 
CTGACGGAAAATCAGAGGCC 

661 58 
Este estudo (n° de acesso no 

GenBank: Z48219.1) CGTATAGGTCAGAATGCCG 

sepA(5) 
GACCTATACGGACAGCAATG 

547 58 
Este estudo (n° de acesso no 

GenBank: Z48219.1) GAATCTTAAACAGGCTCACG 

sepA(6) 
CCAAACTGGCTCAAAATGATAA 

614 58 
Este estudo (n° de acesso no 

GenBank: Z48219.1) CATCGTGTCAGAACCGC 

sepA(7) 
GGCGGATTTTCTTGTTGGG 

768 53 
Este estudo (n° de acesso no 

GenBank: Z48219.1) AAGCACAACTGTCGGACGAC 

sepA(8) 
AAATATGATGCGGCTAAGG 

1148 51 
Este estudo (n° de acesso no 

GenBank: Z48219.1) ATCTTGCCGTTCTGGACAG 

sepA(9) 
CCAACTAAACGGCAATAT 

1164 58 
Este estudo (n° de acesso no 

GenBank: Z48219.1) CATTTC CTGGCTGGTTTTGT 

sepA(10) 
ACAAACCAGCCAGTGAAATG 

1110 58 
Este estudo (n° de acesso no 

GenBank: Z48219.1) 
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3.4.2 Localização gênica de sepA 

 

A determinação da localização cromossômica ou plasmideal do gene 

sepA foi realizada nas cepas BA198 e BA732 pela técnica de Southern Blot. 

Primeiramente foi realizada a extração do DNA plasmideal das cepas BA198, 

BA732, 39R861, V517 e DH5α (Tabela 1). A extração plasmideal foi efetuada 

utilizando o kit Pure Yield Plasmid Midiprep System (Promega, EUA), de acordo 

com as recomendações do fabricante, porém modificando a etapa de lise 

celular com uma incubação de 1 h a 55 °C, com a finalidade de eliminar a 

porção do DNA cromossômico da extração plasmideal. 

O perfil plasmideal das cepas foi analisado por eletroforese em gel de 

agarose 0,8%. O preparo do gel de agarose e a eletroforese foram executados 

de acordo com o descrito no item 3.3.1. 

Após a eletroforese, o DNA plasmidial contido no gel de agarose foi 

tratado com solução de HCl 0,25 M durante 30 min. Em seguida o gel foi 

lavado com água destilada e tratado com solução desnaturante (NaOH 0,5 

M/NaCl 1,5 M) por 30 min. O gel foi novamente lavado com água destilada e 

tratado com solução neutralizante (Tris-HCl 1 M/NaCl 2 M) por 30 min. Após 

esse tratamento, os plasmídeos foram transferidos para uma membrana de 

nylon carregada positivamente (GE Healthcare) utilizando o sistema à vácuo 

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Amersham Pharmacia Biotech, Reino 

Unido), segundo recomendações do fabricante. 

O DNA plasmideal das 5 cepas foram submetidos a uma reação de 

hibridização com uma sonda genética correspondente ao gene sepA. A sonda 

genética foi obtida a partir de um amplicon de sepA proveniente da cepa M90T 

por meio de PCR (item 3.3.1). O amplicon também foi utilizado como controle 

positivo na hibridização. A marcação da sonda e hibridização da membrana 

foram realizadas com auxílio do kit AlkPhos Direct Labelling (GE Healthcare), 

conforme instruções do fabricante. Posterior à hibridização, a membrana foi 

incubada com o reagente Super Signal West Pico Chemoluminescent 

Substrate (Thermo Fisher Scientific), conforme instruções do fabricante e 

exposta a um filme de raios-X durante 1 h e após o filme foi revelado com 

auxílio do revelador e fixador de filme de raios-X (GE Helthcare), de acordo 

com as orientações do fabricante. 
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3.4.3 Imunodetecção de Pic 

 

As proteínas de sobrenadante de cultura das cepas BA198 e BA732 

foram analisadas por SDS-PAGE em condições redutoras e desnaturantes, 

segundo o protocolo descrito por Laemmli (1970). Os extratos de proteínas 

foram submetidos à corrida eletroforética em corrente constante de 100 V por 

aproximadamente 2 h em tampão Tris-Glicina (tris (hidroximetil) aminometano 

3%; glicina 14%; dodecil sulfato de sódio 1%). 

Após a corrida, o gel foi corado utilizando nitrato de prata para a 

visualização das proteínas ou transferido para uma membrana de nitrocelulose 

(Hybond-C Extra) para a visualização da proteína Pic por imunodetecção. 

A coloração por nitrato de prata foi realizada seguindo o seguinte 

procedimento. Primeiramente as proteínas contidas no gel (SDS-PAGE) foram 

fixadas com 50% de metanol, 12% de ácido acético e 37% de formaldeído por 

18 h, seguido de 4 lavagens de 20 min em solução 30% de metanol. Em 

seguida, o gel foi incubado com solução de 0,02 % de tiossulfato de sódio 

(Na2S2O3.5H2O) por 1 min. Posteriormente, o gel foi lavado 3 vezes com água 

destilada por 30 seg. Após as lavagens, o gel foi incubado com 0,2% de nitrato 

de prata por 20 min, seguido de 3 lavagens com água destilada, e 

posteriormente foi adicionada uma solução reveladora contendo 0,05% de 

formaldeído e 3% de carbonato de sódio (Na2CO3) até o aparecimento das 

bandas proteicas. A reação foi interrompida com 12% de ácido acético em 50% 

de metanol e o gel mantido em uma solução com 50% de etanol e 10% de 

glicerol. Todas as etapas da coloração foram realizadas sob leve agitação. 

A transferência do conteúdo proteico para a membrana de nitrocelulose 

foi realizada com auxílio do sistema Trans-Blot SD Semi-Dry (BioRad, EUA), 

utilizando o tampão de transferência (200 mL de metanol, 100 mL de Tris-

glicina e 700 mL de água destilada) em corrente elétrica constante de 10 V por 

30 min. Em seguida a membrana de nitrocelulose foi bloqueada por 1 h com 

1% de PBS contendo 5% de leite em pó desnatado. A membrana foi lavada 3 

vezes por 5 min sob agitação com PBS-Tween 0,05% e então incubada com 

soro anti-Pic (NAVARRO-GARCIA et al., 2010) na diluição de 1:500 em 
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solução de bloqueio e mantida em agitação por 1 h, decorrido o período de 

incubação a membrana foi lavada novamente com PBS-Tween 0,05% como 

descrito anteriormente. Em seguida às lavagens, a membrana foi revelada 

conforme descrito no item 3.4.2 com exposição de 1 e 5 min. 

 

3.4.4 Perfil de resistência a antibióticos 

  

Para a determinação do perfil de resistência das cepas BA198 e BA732, 

ambas foram cultivadas em caldo LB como descrito no item 3.2, porém com 

adição dos seguintes antibióticos separadamente no meio de cultivo: 

cloranfenicol (100 µg/mL), amplicilina (100 µg/mL), canamicina (25 µg/mL), 

apramicina (30 µg/mL), tetraciclina (15 µg/mL), ácido nalídixico (30 µg/mL) e 

estreptomicina (100 µg/mL). As culturas foram mantidas a 37°C com agitação 

de 150 rpm por 18 h e verificado a multiplicação bacteriana pela semeadura em 

ágar MacConkey seguida de incubação a 37°C por 18 h. 

 

3.4.5 Predição da estrutura tridimensional de SepA 

 

A predição da estrutura tridimensional da proteína SepA das cepas 

M90T, BA198 e BA732 foi realizada utilizando as sequências de nucleotídeos 

do gene sepA dessas cepas, obtidas conforme descrito no item 3.4.1. para as 

cepas BA198 e BA732, e a partir da sequência do gene sepA depositada no 

GenBank (N° de acesso: Z48219.1) para a cepa M90T. A partir das sequências 

preditas de aminoácidos de cada uma das cepas e utilizando a plataforma 

Protein Homology/Analogy Recognition Engine V 2.0 (PHYRE2), disponível em 

htpp://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index, as estruturas 

terciárias preditas de SepA foram obtidas. 

 

3.5 Caracterização fenotípica e genotípica da EAEC BA732 

 

3.5.1 Obtenção de mutante espontâneo resistente ao ácido nalidíxico 

 

Para a obtenção de um mutante espontâneo resistente a ácido nalidíxico 

(NAL), inicialmente foi realizado o cultivo da cepa BA732 utilizando 100 mL de 
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caldo LB a 37°C com agitação de 150 rpm por 18 h. Posteriormente a cultura 

foi centrifugada a 4.000 x g por 15 min, sendo descartado o sobrenadante e o 

sedimento ressuspenso em 1 mL de PBS. Em seguida, 200 µL dessa 

suspensão foram semeados em placas de LB ágar contendo 50 ou 100 μg/mL 

de NAL com auxílio de alças de vidro do tipo Drigalski. As placas foram 

mantidas a 37°C por 18 h e após esse período foi avaliada a presença ou não 

de colônias. Posteriormente uma colônia isolada obtida de cada uma das 

placas de LB ágar contendo 50 μg/mL ou 100 μg/mL de NAL, foram semeadas 

em placas de ágar MacConkey (contendo as mesmas concentrações de 

antibióticos) e essas placas foram incubadas a 37°C por 18 h para confirmação 

das características de fermentação da lactose e morfologia da colônia. 

 

3.5.1.1 Curva de crescimento dos mutantes espontâneos mut50NAL e 

mut100NAL 

  

Para a realização das curvas de crescimento uma colônia isolada de 

placas de MacConkey contendo 50 ou 100 μg/mL de NAL e uma colônia 

isolada da cepa BA732, foram cultivadas em 3 mL de caldo LB com agitação 

de 150 rpm por 18 h. 

 Após esse período foi realizado o ajuste da densidade óptica (DO) a 0,6 

utilizando espectrofotômetro ajustado para comprimento de onda 600 nm. Uma 

alíquota de 1 mL de cada uma das cepas foi transferida para 100 mL de caldo 

LB (suplementado com NAL quando necessário) e a cultura foi mantida a 37°C 

com agitação constante de 200 rpm. 

 Transcorrido o período de 1 h foi realizada a leitura da DO da 

multiplicação bacteriana utilizando uma alíquota de 1 mL de cada uma das 

cepas, esse processo foi repetido em intervalos de 1 h até atingir o período de 

8 h. O ensaio foi realizado em triplicatas técnicas e biológicas. 

 

3.5.1.2 Caracterização bioquímica e genética do mutante espontâneo 

mut50NAL e mut100NAL 

 

Inicialmente os mutantes espontâneos (NAL resistentes) foram 

cultivados em ágar MacConkey a 37 °C por 18 h para análise do crescimento e 



53 

 

da utilização ou não da lactose. Uma colônia fermentadora da lactose foi 

isolada do cultivo em ágar MacConkey e foi transferida para os meios de 

identificação bioquímica de enterobactérias EPM, Mili e Citrato (Probac do 

Brasil, São Paulo), os quais foram mantidos a 37°C por 18 h. Após esse 

período foram observadas as características do perfil bioquímico de E. coli, 

semelhantes ao apresentado pela cepa selvagem (BA732). 

Em seguida, algumas marcas genéticas de virulência da cepa BA732 

foram pesquisadas nos mutantes espontâneos NAL selecionados. A presença 

dos genes aggR, sepA, aatA e pic foi analisada por PCR. 

Os ensaios de PCR para esses genes foram realizados utilizando o DNA 

molde dos mutantes espontâneos, obtidos conforme descrito no item 3.3.1. As 

sequências dos iniciadores e as temperaturas de anelamento utilizadas estão 

descritas na Tabela 4. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese 

em gel de agarose, conforme também descrito no item 3.3.1. 
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Tabela 4 – Sequência dos iniciadores, tamanho dos amplicons e temperatura de anelamento para detecção 

dos genes aggR, aatA, sepA e pic por PCR 

Gene Sequências dos iniciadores 

(5’ 3’) 

Tamanho do 

amplicon (pb) 

Temperatura de 

anelamento (°C) 

Referência 

sepA GCAGTGGAA ATATGATGCGGC 794 58 Boisen et al. (2009) 

 TTGTTCAGATCGGAGAAGAACG    

aggR CGATACATTAAGACGCCTAAAG 346 56 Andrade et al. (2014) 

 TCTGATACATTAAATTCATCTGC    

aatA CTGGCGAAAGACTGTATCAT 630 56 Schmidt et al. (1995) 

 CAATGTATAGAAATCCGCTGTT    

pic2b CCGGTGACAACTTGCATAA 552 56 Abreu et al. (2016) 

 TGCAGTCGGGTGAAGGTAA    
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3.5.2 Sequenciamento do genoma completo da BA732 

 

O sequenciamento do genoma completo da cepa BA732 foi realizado a 

partir da plataforma HiSeq 1500® System (Illumina, EUA) pelo Dr. Enéas de 

Carvalho do Laboratório de Bacteriologia do Instituto Butantan. 

Resumidamente, o DNA foi extraído utilizando o kit Wizard Genomic 

DNA Purification Kit (Promega) e quantificado com o auxílio do kit PicoGreen 

(Thermo Fisher Scientific), ambos de acordo com as instruções do fabricante. 

Após a quantificação, o DNA foi preparado utilizando kits específicos do 

sequenciamento por Illumina para a obtenção de uma biblioteca de DNA e 

realizada a clusterização. A biblioteca foi gerada a partir de sequências 

fragmentadas, que foram ligadas a adaptadores que são sequências 

homólogas às contidas na placa de sequenciamento. Após essa etapa os 

nucleotídeos foram marcados com fluoróforos e as sequências obtidas foram 

processadas a partir do software Casava (Illumina); utilizadas para a montagem 

do genoma, com o auxílio do programa SPAdes (Nurk et al., 2013) e, por fim, o 

genoma montado foi anotado utilizando o programa Prokka (Seemann, 2014). 

A presença de sequências homólogas com cepas de referência foi 

avaliada por Basic Local Aligment Search Tool (BLAST) e a predição in silico 

do sorotipo, genes de virulência, presença de plasmídeos e de genes de 

resistência a antimicrobianos foi realizada pelo site do Center for Genomic 

Epidemiology (disponível em: http://www.genomicepidemiology.org). 

 

3.5.3 Obtenção de mutante isogênico em pic na BA732 

 

Para a obtenção do mutante isogênico em pic a partir da cepa BA732, foi 

utilizada a técnica de recombinação homóloga com auxílio do vetor suicida 

pJP5603 (RIEDEL et al., 2013). 

Para isso foi necessária a clonagem do gene pic no vetor pGEM-T Easy 

(Promega), para a inserção de sítios de restrição EcoRI nas extremidades do 

fragmento amplificado de pic, conforme descrito a seguir 

Inicialmente foi realizado ensaios de PCR com os iniciadores pic2b (F) e 

pic2b (R) (Tabela 4). A PCR foi realizada de acordo com o item 3.3.1 nas 

seguintes condições: uma desnaturação inicial de 94°C por 5 min, 30 ciclos de 
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94°C 1 min/56°C 1 min/72°C 1 min, com uma extensão final de 72°C por 7 min. 

Os produtos de PCR foram analisados em eletroforese em gel de agarose (item 

3.3.1). Após a eletroforese o fragmento de DNA obtido foi purificado utilizando 

o kit Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), de 

acordo com as recomendações do fabricante. O fragmento purificado foi 

submetido à ligação com vetor pGEM-T Easy (Promega), de acordo com as 

recomendações do fabricante e utilizado para a quimiotransformação de E. coli 

DH5 competentes, obtidas conforme descrito em Sambrook et al. (1989). 

Em seguida, 50 µL de suspensão de E. coli DH5 quimiocompetentes 

foram utilizadas para a transformação com 10 µL da ligação pGEM-T Easy com 

o inserto pic2b. A mistura foi mantida a 4°C por 30 min, a 42°C por 2 min e 

novamente a 4°C por 10 min. As bactérias transformadas foram recuperadas 

em 1 mL de caldo LB a 37°C com agitação de 180 rpm por 1 h. Transcorrido o 

período de recuperação foi realizada a semeadura das bactérias transformadas 

em placas de LB contendo ampicilina (100 µg/mL). Também foi adicionado ao 

meio 1 mM de isopropil β-D-tiogalactopiranoside (IPTG) e 40 µg/mL de 5-

bromo-4-cloro-3-indoxil-β-D-galactopiranosídeo (X-Gal). As placas foram 

mantidas a 37°C por 18 h. Após essa incubação, foram selecionadas 6 colônias 

brancas para a confirmação da correta transformação, realizada pela detecção 

do fragmento pic2b por PCR. Uma dessas colônias foi selecionada para o 

cultivo em caldo LB contendo ampicilina (100 µg/mL) para posterior extração do 

DNA seguido de digestão com a enzima de restrição EcoRI (Invitrogen), de 

acordo com as instruções do fabricante, para a obtenção do fragmento 

correspondente a pic2b contendo os sítios de restrição EcoRI em ambas as 

extremidades. Esse fragmento foi posteriormente purificado utilizando o kit 

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

acordo com as recomendações do fabricante, e utilizado para ligação com o 

vetor suicida pJP5603, previamente digerido com EcoRI. A ligação foi realizada 

utilizando a enzima T4 ligase (Invitrogen) de acordo com as instruções do 

fabricante. 

Essa ligação foi utilizada para transformar E. coli DH5αλpir 

quimiocompetentes, conforme descrito acima. Após serem recuperadas as 

bactérias transformadas foram semeadas em placas contendo canamicina (50 

µg/mL), IPTG (1 mM) e X-Gal (40 µg/mL) e incubadas a 37°C por 18 h.  
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Posteriormente foram selecionadas 10 colônias brancas para a 

confirmação da correta transformação utilizando a PCR (item 3.3.1) com os 

iniciadores pic2b, conforme descrito anteriormente. 

Um clone positivo por PCR para o gene pic foi selecionado para 

realização da próxima etapa da mutação que consistiu em uma conjugação 

com a cepa mut100NAL. 

Para a realização da conjugação primeiramente a cepa mut100NAL foi 

cultivada em caldo LB contendo ácido nalidíxico (100 μg/mL) a 37°C por 18 h 

sem agitação. O clone transformado com o vetor pJP5603 contendo o inserto 

pic2b foi cultivado da mesma maneira, porém na presença de canamicina (50 

μg/mL). Após o crescimento das duas cepas foi realizada a conjugação 

utilizando 200 μL de cultura da cepa mut100NAL junto a 1 mL de cultura do 

clone (pJP5603 contendo pic2b) em 10 mL de caldo LB. Essa cultura 

bacteriana foi mantida a 37°C por 18 h sem agitação na ausência de 

antibióticos. No dia seguinte a cultura contendo os possíveis conjugantes foi 

semeada em placas de LB ágar contendo ácido nalidíxico (100 μg/mL) e 

canamicina (50 μg/mL) e as placas foram incubadas a 37°C por 18 h para a 

seleção de possíveis mutantes no gene pic. 

 

3.5.3.1 Ensaios para a confirmação da mutação isogênica de pic 

 

Ensaios fenótipos e genotípicos foram realizados para a confirmação da 

mutação isogênica de pic por meio da comparação das características de dois 

conjugantes (possíveis mutantes obtidos) com as características da cepa 

mut100NAL. Os ensaios realizados foram os seguintes: curva de crescimento 

(item 3.5.1.1), identificação bioquímica por EPM, Mili e Citrato (item 3.5.1.2), 

PCR para os genes de virulência da cepa BA732 (item 3.5.1.3), imunodetecção 

de Pic (item 3.4.3) e sequenciamento de DNA conforme descrito a seguir. 

 

3.5.3.1.2 Sequenciamento de nucleotídeos do mutante em pic 

 

Para o sequenciamento, primeiramente foi realizada a extração do DNA 

genômico dos dois conjugantes obtidos, utilizando o kit Wizard Genomic DNA 

Purification Kit (Promega), de acordo com as recomendações do fabricante. A 
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PCR foi realizada utilizando para cada reação 1 μL do DNA genômico de cada 

um dos conjugantes, 1,0 U de Taq DNA Polymerase (Invitrogen), 2,0 mM de 

cloreto de magnésio, tampão de PCR 50 mM e 1 mM da mistura de dNTPs 

(Invitrogen). O seguinte ciclo de amplificação foi utilizado: uma denaturação 

inicial de 94°C por 5 min; 35 x (94°C/1 min; 56°C/1 min; 72°C/1 min e 30 seg) 

com uma extensão final de 72°C 7 min. 

Os seguintes iniciadores foram utilizados picMUT(F) e picMUT(R) e os 

iniciadores correspondentes ao vetor suicida pJP5603 (Tabela 5). As PCRs 

foram realizadas com os iniciadores nas seguintes combinações: picMUT(F) 

com KmRv; picMUT(R) com KmFw; picMUT (R) com M13pjP5603; picMUT(F) 

com M13(R). As sequências dos iniciadores e temperaturas de anelamento 

estão descritas na Tabela 5. Os produtos amplificados foram analisados por 

eletroforese em gel de agarose (item 3.3.1) e purificados do gel de agarose 

com auxílio do kit GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), 

para posterior sequenciamento de nucleotídeos, realizado conforme descrito no 

item 3.4.1. 
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Tabela 5 – Sequência dos iniciadores utilizados para a confirmação da mutação em pic por 

sequenciamento, tamanho dos amplicons e temperatura de anelamento. 

Gene Sequência de iniciadores (5'-3') Anelamento (°C) Referência 

M13pJP5603 CGTTTACAACGTCGTGACTGGG 60 N° de acesso no GenBank: 

JQ769377.1 

KmFw TATCATGGTGGAAAATGGCC 58 Riedel et al. (2003) 

 KmRv GGCCATTTTCCACCATGATA 58 

picMUT (F) CGAACTGGTGGAATGTCATA 60 Este estudo N° de acesso 

no GenBank: Z48219.1 picMUT (R) CCAATCGTCGGTTCACTGAC 60 

 



 

3.6 Purificação de SepA 

  

A purificação de SepA foi realizada utilizando a cepa de S. flexneri 5a 

M90T, empregando diferentes estratégias de purificação descritas a seguir. 

 

3.6.1 Concentração de sobrenadante de cultura de M90T 

 

A obtenção de proteínas secretadas da cepa M90T foi realizada por 

meio da concentração sob centrifugação em membranas filtrantes. O cultivo da 

cepa foi realizado conforme descrito no item 3.2. A concentração das proteínas 

de sobrenadante foi realizada da seguinte forma: 1 L de cultura foi centrifugado 

a 4.000 x g por 15 min a 4°C e em seguida o sobrenadante foi filtrado em 

membrana de 0,22 µm. Alíquotas de 15 mL foram transferidas para o aparato 

Amicon Ultra–15 de 50 kDa (Merck Millipore, Reino Unido) e centrifugadas a 

4.000 x g por 5 min a 4°C, até que o volume total de cultura fosse concentrado. 

O conteúdo retido na membrana foi coletado e armazenado a 4°C para 

posterior análise em SDS-PAGE (item 3.4.3). A confirmação da identidade da 

proteína SepA foi realizada por espectrometria de massas (LC-MS/MS) em 

solução (gel free) no aparelho LTQ Orbitrap Velos. Essa etapa foi realizada 

pelo Laboratório Especial de Toxinologia Aplicada (LETA) do Instituto Butantan. 

O banco de dados Mascot Search Results foi utilizado, para a análise do 

conteúdo proteico. 

 

3.6.2. Purificação por exclusão molecular 

  

A primeira estratégia de purificação da proteína SepA foi a exclusão 

molecular por meio de uma coluna de gel filtração. A coluna Superdex 16/60 

(GE Healthcare) foi equilibrada com 121 mL de NaCl 0,05 M pH 8.3 e em 

seguida lavada com 242 mL de NaCl 0,15 M pH 8.3. Após o preparo da coluna, 

alíquotas do sobrenadante concentrado (item 3.6.1) foram diluídos em tampão 

NaCl 0,15 M/Fosfato de sódio 0,05 M pH 8.3 (proporção de 1:1) e aplicados na 

coluna. O mesmo tampão utilizado na diluição do sobrenadante concentrado foi 

utilizado para a eluição da amostra. 
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Uma vez que, a coluna foi acoplada ao sistema de purificação ÄKTA 

Pure Chromatography System (GE Healthcare), as alíquotas eluídas da coluna 

foram coletadas em tubos estéreis. Neste sistema, para cada alíquota coletada 

é feita uma leitura de absorbância e um gráfico é gerado. Em seguida, as 

frações referentes aos picos gerados na purificação foram analisadas por SDS-

PAGE (item 3.4.3) e verificada a existência de frações contendo a proteína 

purificada. 

 

3.6.3 Purificação por Cromatrografia de afinidade (coluna de serinoproteases) 

 

Essa estratégia de purificação foi realizada utilizando uma coluna 

afinidade para serinoproteases acoplada ao sistema ÄKTA (GE Healthcare). 

Para isto, a coluna Sepharose 4FF (GE Healthcare) foi equilibrada com tampão 

de ligação (0,05 M de Tris-base e 0,5 M de NaCl, pH 7.4) e em seguida a 

coluna foi lavada com tampão de eluição (0,05 M de glicina HCl, pH 3.0) para 

que a fração proteica fosse desligada da coluna de afinidade. Após, as frações 

foram coletadas em microtubos de 2 mL contendo 30 µl de tampão de 

neutralização (0,5 M de Tris-base, pH 9.0) e por fim o pH das frações foi 

mensurado, a fim de verificar a faixa de pH ideal entre 8.0 e 7.0, logo após a 

coleta das frações as mesmas foram mantidas em gelo. Em seguida, as 

frações referentes aos picos gerados na purificação foram analisadas por SDS-

PAGE (item 3.4.3). 

 

3.6.4 Superexpressão de SepA para purificação 

 

3.6.4.1 Obtenção da cepa recombinante M90T(pZK15) 

  

Nessa estratégia de purificação de SepA a cepa M90T foi transformada 

com o plasmídeo pZK15 (plasmídeo contendo o clone mínimo de expressão de 

SepA) (BENJELLOUN-TOUIMI, SANSONETTI; PARSOT, 1995) para que 

ocorresse uma superexpressão de SepA, com consequente maior rendimento 

na purificação da proteína. 

 As bactérias M90T eletrocompetentes foram obtidas de acordo com a 

metodologia descrita por Sambrook et al. (1989). A transformação foi realizada 
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com 10 ng de plasmídeo (pZK15) utilizando uma cubeta de eletroporação Gene 

Pulser/MicroPulser Eletroporation Cuvetes (BioRad) de 0,2 cm, a qual foi 

submetida a um pulso elétrico de 2.5 V utilizando o Gene Pulser II (BioRad). As 

bactérias recém-transformadas foram recuperadas em 1 mL de LB a 37 °C por 

1 h com agitação de 180 rpm. Após a recuperação 50 e 100 µL da suspensão 

bacteriana foram cultivados em placa de LB contendo ampicilina (100 µg/mL) e 

incubadas a 37°C por 18 h. 

 Após a obtenção da cepa recombinante M90T(pZK15), foi realizada a 

indução da produção da proteína SepA. Para isso uma colônia de 

M90T(pZK15) foi transferida para 250 mL de caldo tríptico de soja (TSB; Difco, 

Reino Unido) e incubada a 30 °C com agitação de 180 rpm, até que atingisse a 

DO de 0,6 em comprimento de onda de 600 nm. Após, foi adicionado 1 mM de 

IPTG e a cultura foi mantida a 30 °C com agitação de 180 rpm por 4 h, para 

que houvesse a indução da superexpressão de SepA. Esse procedimento foi 

realizado em um volume total de 1 L de meio de cultura. 

 

3.6.4.2 Obtenção de sobrenadante concentrado de M90T(pZK15) 

  

A obtenção do sobrenadante de cultura concentrado de M90T(pZK15) foi 

realizada de acordo com o item 3.6.1., e a presença da proteína SepA no 

sobrenadante concentrado foi verificada em gel de SDS-PAGE, de acordo com 

o descrito no item 3.4.3. 

 

3.6.4.3 Purificação de SepA por exclusão molecular 

  

O sobrenadante de M90T(pZK15) concentrado contendo a proteína 

SepA foi submetido a purificação por exclusão molecular de acordo com o 

descrito no item 3.6.2. 

 

3.7 Determinação da ação proteolítica de serinoprotease de SepA por 

Flourescence ressonance energy transfer (FRET) 

  

A atividade de serinoprotease de SepA foi avaliada por meio da clivagem 

do substrato peptídico fluorescente (FRET) denominado Abz-FRSSR-EDDnp. A 
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reação continha 0,05 μg de SepA, tampão Tris HCl 80 mM, pH 7.4 e CaCl2 1 

mM e 5 μM do substrato FRET. A reação foi mantida a 37°C sob agitação e 

monitorada em fluorímetro Victor 3TM (Perkin-Elmer, EUA) nos comprimentos 

de onda de emissão de 420 nm, e excitação de 320 nm, durante 15 min. A 

atividade foi expressa por unidade de fluorescência livre de substrato 

clivado/minuto/μg de SepA (UF/min/μg). Como controle negativo o substrato foi 

incubado somente com o tampão. Os resultados foram analisados utilizando o 

programa GraFit. 

Para a confirmação da ação proteolítica por meio da porção de 

serinoprotease foi realizada uma incubação inicial de 15 min da proteína SepA 

e o substrato FRET com phenylmethylsulfonyl flouride (PMSF), um inibidor de 

serinoprotease, e realizada a leitura e análise conforme descrito anteriormente. 

 

3.8 Obtenção do soro policlonal anti-SepA 

  

Para a obtenção do soro policlonal anti-SepA uma coelha da linhagem 

Nova Zelândia com 2,5 Kg, fornecida pelo Biotério Central do Instituto 

Butantan, foi imunizada via intramuscular com 1 mL de solução contendo 100 

μg de SepA e 2,5 mg de hidróxido de alumínio como adjuvante, seguindo o 

esquema de duas imunizações com intervalo de 15 dias entre cada uma delas. 

Antes da primeira imunização uma amostra de sangue foi coletada pela via 

auricular para a obtenção do soro pré-imune. Após a primeira imunização o 

procedimento foi realizado novamente e dessa vez a amostra foi utilizada para 

a obtenção do soro imune. O soro pré-imune e o imune foram utilizados para a 

titulação do soro anti-SepA. 

 Transcorridos 45 dias da segunda imunização o animal foi eutanasiado 

para obtenção do soro hiperimune. Para a obtenção do soro o sangue foi 

incubado a 37°C por 30 min para que houvesse a coagulação, seguido de 

centrifugação a 180 x g por 10 min a 4°C. O soro foi coletado e incubado a 

56°C durante 30 min para inativação do complemento. Em seguida foi resfriado 

e mantido a -20°C. 

Este protocolo de experimentação animal teve a aprovação das 

Comissões de Ética no uso de Animais do Instituto de Ciências Biomédicas da 
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Universidade de São Paulo (Protocolo n° 98/2015) e do Instituto Butantan 

(Protocolo nº 1385/15). 

 

3.8.1 Titulação do soro por ensaio imunoenzimático (ELISA) 

  

A titulação do soro policlonal foi realizada por meio do ensaio 

imunoenzimático Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) indireto 

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

Fisher Scientific) foram sensibilizadas com 1 μg da proteína SepA por poço, a 

placa foi incubada por 2 h a 37°C, seguido de bloqueio com PBS contendo 1% 

de albumina do soro bovino (BSA) 1 h a 37°C e lavada 3 vezes com PBS-

Tween 0,05%. Diluições seriadas do soro hiperimune ou pré-imune foram 

incubadas por 1 h a 37°C por 1 h em seguida foram realizadas 3 lavagens com 

PBS-Tween 0,05%. Posteriormente anticorpos de cabra anti-IgG de coelho 

conjugado com peroxidase na diluição de 1:5000 foram adicionadas à placa e o 

ensaio foi revelado com tetrametilbenzidina (TMB; BD Biosciences, EUA). Os 

valores de DO a 450 nm foram aferidos no leitor de ELISA Multiskan EX 

(Labsystems, EUA). 

 

3.8.2 Adsorção e purificação do soro anti-SepA 

 

Para a eliminação de anticorpos inespecíficos o soro hiperimune foi 

adsorvido contra extratos bacterianos da cepa EAEC 042. Para isso, essa cepa 

foi cultivada em 100 mL de caldo TSB a 37°C por 18 h. O cultivo foi 

centrifugado a 12.800 x g por 10 min o sedimento foi ressuspendido em 14 mL 

de PBS estéril e em seguida foi adicionado 1 mM de PMSF e foram feitas 

alíquotas de 1 mL do precipitado. As alíquotas foram centrifugadas 12.800 x g 

por 20 min e o precipitado foi ressuspendido em 1,5 mL de anti-SepA mantido 

sob agitação por 2 h e em seguida incubado a 4°C por 18 h. O procedimento foi 

repetido utilizando as 14 alíquotas de 1 mL do precipitado obtido. Após a última 

adsorção o soro foi filtrado em membrana de nitrocelulose de 0,22 µm e 

armazenado a -20°C até o momento do uso. 

Além disso, também foi realizada a purificação em coluna de afinidade à 

proteína G HiTrap Protein G Collumn (GE Healthcare) do soro anti-SepA. Para 
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isso, a coluna foi equilibrada com o tampão de ligação (20 mM de Na2HPO4) 

pH 7.0 e em seguida 20 mL do soro foram aplicados na coluna em uma 

velocidade de 3 mL por min. Para a eluição do soro foi utilizado um tampão de 

eluição (100 mM de glicina) pH 2.7 que permitiu a dissociação do soro anti-

SepA purificado. As frações obtidas foram coletadas em tubos de polipropileno 

de 2 mL contendo um tampão de neutralização (1 M de Tris) pH 8.0. A 

presença de proteína nas frações foi verificada pela técnica de Bradford 

(BioRad). Após as frações contendo proteínas foram dialisadas em PBS por 48 

h a 4°C. A reatividade do soro foi testada por imunodetecção (item 3.4.3). 

 

3.8.3 Imunodetecção de SepA 

  

A imunodetecção de SepA foi realizada utilizando as proteínas do 

sobrenadante de cultura precipitado com ácido tricloroacético (TCA) 20% (v/v) 

das cepas BA732, BA732::pic, M90T (controle positivo) e 042 (controle 

negativo). 

A precipitação foi realizada seguindo os seguintes passos: 

primeiramente as cepas foram cultivadas em 10 mL de LB a 37°C com agitação 

de 180 rpm por 18 h, após as culturas foram centrifugadas a 16.000 x g por 10 

min e o sobrenadante coletado e fracionado em alíquotas de 1 mL. Em cada 

alíquota foi adicionado 1 mL de TCA, seguido de incubação a 4°C por 18 h. 

Uma centrifugação a 16.000 x g a 4°C foi realizada posteriormente e as 

proteínas precipitadas foram lavadas com 500 μL de acetona e submetidas à 

centrifugação, conforme descrito anteriormente. Por fim, as proteínas 

precipitadas foram ressuspensas em 30 μL de Tris 1 M pH 8.8, analisadas em 

SDS-PAGE (item 3.4.3) e transferidas para membrana de nitrocelulose para 

imunodetecção, conforme descrito no item 3.4.3. A imunodetecção de SepA foi 

realizada de acordo com o descrito no item 3.4.3, com a utilização do soro anti-

SepA nas seguintes diluições 1:200; 1:500; 1:1000 e 1:5000. Para o bloqueio 

também foi utilizado PBS contendo 1% de BSA, além da solução de leite 

desnatado 5% em PBS. 
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3.9 Ensaios com células epiteliais in vitro 

 

3.9.1 Células epiteliais e cultivo celular 

  

Para a realização dos ensaios de interação da proteína SepA com 

células eucarióticas foram utilizadas as seguintes células epiteliais 

imortalizadas: HeLa (célula humana proveniente de adenocarcionoma de colo 

do útero), HEp-2 (célula humana proveniente de carcinoma de laringe 

contaminada com células HeLa), CaCo-2 (célula humana proveniente de 

adenocarcinoma colorretal), Vero (célula de macaco verde africano proveniente 

de rim), Y-1 (célula murina proveniente de carcinoma adrenocortical), HT-29 

(célula humana proveniente de adenocarcinoma colorretal) e MDCK (célula da 

raça de cães cocker spaniel proveniente de rim). O cultivo de todas as células 

foi realizado de acordo com o descrito no item 3.3.3. 

 

3.9.2 Ensaios de interação de SepA  com as linhagens celulares 

  

Os ensaios de interação de SepA com linhagens celulares foram 

reveladas de duas formas: utilizando a coloração por eosina-azul de metileno 

em solução, segundo May-Grünwald, e azur-eosina-azul de metileno, segundo 

Giemsa (May-Grünwald/Giemsa), e pela reação de imunofluorescência 

utilizando marcadores específicos. 

Parte dos ensaios utilizando imunofluorescência foram realizados no 

Departamento de Biología Celular do Centro de Investigacíon y de Estudios 

Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV, México). 

Nos ensaios de interação de SepA com as células epitelias evidenciados 

pela coloração May-Grünwald/Giemsa a proteína SepA foi utilizada em uma 

concentração final de 20 ou 10 µg/mL. Estes ensaios foram realizados de 

acordo com o descrito por Dutta et al. (2002). Nesta etapa a proteína SepA foi 

incubada com as linhagens celulares HeLa, HEp-2, Y-1, CaCo-2, HT-29 e 

VERO por períodos de 5, 10, 18 e 30 h. A coloração e análise das lâminas foi 

realizada de acordo com descrito no item 3.3.3. 

Os ensaios de citotoxicidade empregando a imunofluorescência foram 

realizados utilizando SepA nas concentrações finais de 20, 40 ou 80 µg/mL, 
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sendo a proteína diluída em meio DMEM sem SFB ou antibióticos. Um volume 

final de 100 µL por poço foi adicionado a uma lâmina Lab-Tek de oito poços 

(Thermo Fisher Scientific), contendo as células HeLa, HEp-2, HT-29 ou 

MDCK. A incubação foi realizada por períodos de 3, 4, 5 ou 18 h em 

condições normais de cultivo. Após, o meio de cultura foi removido e as 

células lavadas duas vezes com PBS e fixadas com 4% de paraformaldeído 

em PBS durante 20 min à temperatura ambiente. Em seguida, as células 

foram permeabilizadas com 0,1 % de Triton X-100 durante 7 min à 

temperatura ambiente. 

As células fixadas e permeabilizadas foram incubadas com o soro anti-

SepA por 1 h à temperatura ambiente, seguido de incubação pelo mesmo 

período com anticorpo IgG de cabra anti-coelho biotinilado, e posterior 

incubação com DTAF (dichorotriazinylamino fluorescein) (Jackson 

Imunoresearch, EUA) ou Alexa-Fluor 488 conjugado com IgG de cabra anti-

coelho, também com incubação de 1 h, para evidenciar a presença de SepA 

por fluorescência.  

Para a marcação das células foram utilizados Rhodamine Phalloidin 

(Thermo Fisher Scientific) para visualização dos filamentos de actina e TO-

PRO-3 (Thermo Fisher Scientific) ou 4´,6-dianidino-2-phenylindole (DAPI) 

(Thermo Fisher Scientific), para a visualização do DNA. 

 

3.9.2.1 Viabilidade celular 

 

A viabilidade celular foi verificada por meio da técnica de MTT (3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) em células HeLa e HT-

29 após a interação com SepA. 

 As células foram cultivadas em placas de 96 poços por 48 h, conforme 

descrito no item 3.3.3. Após, foi realizado o ensaio de interação com SepA 

nas duas linhagens celulares de acordo com o item 3.9.2. Transcorrido o 

período de interação, as células foram incubadas com 0,2 mg/mL de MTT por 

1 h e 30 min em estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C. Posteriormente 

foram adicionados 200 µL de dimetilsulfóxido (DMSO) em cada poço para a 
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solubilização dos cristais de formazan. Em seguida os valores de DO a 595 

nm foram aferidos no leitor de ELISA Multiskan EX (Labsystems, EUA). 

 

3.9.3 Ensaios de ligação à membrana 

 

Nesses ensaios foram utilizadas as células HeLa, HT-29 e MCDK, 

cultivadas de acordo com o descrito anteriormente (item 3.3.3). Para a 

realização do ensaio de ligação de SepA à membrana celular, as células 

foram pré-fixadas em uma solução de 0,25% de paraformaldeído em PBS por 

1 h em banho de gelo. Após, 40 μg/mL de SepA foram incubados por 1 h a 

37°C em estufa com atmosfera de 5% de CO2 e em seguida as células foram 

fixadas por 20 min à temperatura ambiente em solução de 4% de 

paraformaldeído em PBS. 

O ensaio foi preparado para a reação de imunofluorescência da mesma 

maneira que o descrito no item 3.9.2, utilizando os mesmos fluóroforos, e as 

lâminas foram observadas em microcópio de varredura a Laser Confocal TCS 

SP5 (Leica, Alemanha) em aumento de 1.000 x, utilizando os seguintes filtros: 

UV (excitação de 340-380 nm e emissão de 425 nm), azul (excitação de 450-

490 nm e emissão de 515 nm) e verde (excitação de 515-560 nm e emissão de 

590 nm).  

 

3.9.4 Desagregação de SepA purificada 

 

No decorrer do desenvolvimento dos experimentos realizados no 

CINVESTAV foi observado que a proteína SepA purificada por cromatografia 

de afinidade (item 3.6.3) encontrava-se agregada. Três estratégias foram 

utilizadas na tentativa de desagregar a proteína, conforme descrito a seguir. 

Na primeira estratégia, 100 μL de SepA na concentração de 100 μg/mL 

foram centrifugados a 4.000 x g por 15 min a 4°C e o sobrenadante foi 

coletado e armazenado a 4°C até o momento do uso. Na segunda estratégia, 

100 μL de SepA (100 μg/mL) foram sonicados a uma amplitude de 50% por 30 

seg e também armazenada a 4°C. Na terceira estratégia, 500 μL de SepA na 

concentração de 40 μg/mL foram dialisados durante 18 h a 4°C em 500 mL de 

PBS sob leve agitação. Em seguida foram realizadas três trocas do PBS (igual 
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volume) pelo período de 1 h cada e a proteína dialisada mantida a 4°C até o 

momento do uso. As proteínas obtidas após cada um dos tratamentos foram 

quantificadas por Bradford (BioRad) e utilizadas para os ensaios de interação 

de SepA com as células epiteliais, conforme descrito no item 3.9.2. 

 

3.9.5 Teste de detecção da produção de SepA na adesão bacteriana 

  

Os testes de adesão visando a detecção da produção de SepA e a 

presença de efeito citotóxico ou citopático gerado pela interação da proteína 

foram realizados com a linhagem celular HeLa e a cepa BA732::pic por 

períodos de 4 h e 30 min, 6 e 8 h de interação. Para isso foi utilizada a MOI de 

1,0 ou 0,5 de bactérias/células epiteliais. O ensaio de adesão foi realizado de 

acordo com o descrito no item 3.3.3 e a reação de imunofluorescência de 

acordo com o item 3.9.2. 

 

3.9.6 Ensaios de neutralização do efeito causado por SepA utilizando anti-

SepA e PMSF 

  

Os ensaios de neutralização do efeito de SepA verificado a partir dos 

ensaios de interação com as linhagens celulares (item 3.9.2) foram realizados 

utilizando somente as células HeLa. A neutralização foi realizada utilizando a 

proteína SepA purificada pré-incubada com o soro anti-SepA, ou com inibidor 

de serino protease PMSF.  

O soro anti-SepA na concentração de 35 μg/mL foi incubado 

previamente com a proteína SepA (40 μg/mL) a 37°C por 30 min e após esse 

período a mistura anti-SepA/SepA foi adicionada às células e realizado o 

ensaio de interação. Para a neutralização com PMSF, 0,6 mM do inibidor foram 

incubados com 40 μg/mL de SepA e a solução mantida a 37°C por 15 min. 

Ambos os ensaios foram evidenciados pela coloração por May-

Grünwald/Giemsa (item 3.3.3). 
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3.10 Dosagem das interleucinas IL-8, IL-1β e TNFα 

  

Para a realização desta etapa foram utilizadas as células HT-29, as 

quais foram cultivadas em placas de 24 poços com DMEM (Cultilab) contendo 

10% de SFB durante 10 dias, sendo que havia troca de meio de cultivo celular 

a cada dois dias com o intuito de promover a polarização das células. Após a 

polarização, as células foram incubadas com SepA (40 μg/mL) durante 5 h a 

37°C em atmosfera de CO2. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas 

técnicas e biológicas. 

Após a interação de HT-29 e SepA o meio de cultivo foi coletado de 

cada poço e os sobrenadantes foram obtidos por centrifugação a 2.000 x g por 

10 min a 4°C. Os sobrenadantes foram testados por ELISA de captura com os 

kits Human IL-8, IL-1β e TNFα BD OptEIA (BD Biosciences), de acordo com as 

instruções do fabricante. As placas foram reveladas com TMB e os valores de 

DO foram aferidos em um leitor de ELISA Multiskan EX (item 3.8.1). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Frequência dos genes que codificam SPATEs nas cepas de EAEC 

 

Dez dentre os 12 genes pesquisados que codificam SPATES foram 

encontrados na coleção de 193 EAEC (Figura 7), independentes de serem 

classificadas como EAEC típica ou atípica os genes foram encontrados na 

seguinte ordem do mais frequente para o menos frequente: pic (47,1%), sat 

(24,3%), espI (21,2%), pet (19,2%), sepA (13,5%), eatA e sigA (4,1%), vat 

(1,0%), espP e tsh (0,5%). Os genes pic, sat, espI, pet e sepA foram os mais 

frequentes, enquanto epeA e espC não foram detectados. O gene sepA, que 

codifica a SPATE em estudo no presente projeto, foi encontrado em 26 (13,5%) 

cepas. 

 

Figura 7 – Frequência de 12 genes que codificam SPATEs em 193 cepas de 

EAEC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porcentagem de cepas carreadores dos genes pic, sat, espI, pet, sepA, eatA, sigA, 

vat, espP, tsh, epeA, e espC na coleção de EAEC. 
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A análise da presença desses genes quando as cepas da coleção foram 

classificadas em típicas ou atípicas está apresentada na Figura 8. Conforme 

observado, a distribuição dos genes de SPATEs entre os dois subgrupos de 

EAEC apresentou diferença de distribuição entre os genes pic, pet e sepA, 

sendo que pic está presente em 66,7% pet 26,8% e sepA em 9,4% em EAEC 

típica, já nas cepas de EAEC atípica pic foi detectado em 22,3%, pet em 9,4% 

e sepA em 18,8%. Foi observada associação entre os genes pic (P<0,001) e 

pet (P=0,00029) às cepas de EAEC típica. O gene sepA, foi encontrado em 10 

(9,2%) cepas típicas e 16 (18,8%) cepas atípicas, estando associado às cepas 

de EAEC atípica (P=0,043). 

 

Figura 8 – Frequência de 12 genes que codificam SPATEs em 108 EAEC típicas e 

85 EAEC atípicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porcentagem de cepas carreadores dos genes pic, sat, pet, espI, sepA, sigA, eatA, 

vat, espP, tsh, epeA e espC. EAEC típicas (preto) e EAEC atípicas (cinza). *P<0,001; 

**P=0,043; ***P=0,00029. 

 

Na análise de combinação gênica apresentada por cada cepa (Tabela 

6), foi verificado que em EAEC típica a presença simultânea de pet e pic foi a 

combinação mais frequente (perfil 14). Por outro lado, nas cepas de EAEC 

atípica a presença de mais de um gene em cada cepa foi pouco frequente, não 

* 

** 

*** 
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permitindo a correlação do perfil genético nessa subcategoria. Também foi 

observada a presença de somente um dos genes pesquisados. Os genes pic 

(perfil 26) e sat (perfil 27) foram os mais frequentes.   

 

Tabela 6 – Perfis de combinações de genes que codificam SPATES 

apresentados pelas 193 cepas de EAEC. 

 
Perfil 

 
Combinação gênica 

N
o
 (%) de cepas 

EAEC típica EAEC atípica Total 

1 espI  pic  sat  sepA 3 (2,8) 1 (1,2) 4 (2,1) 
2 espI  pet  pic  sepA 1 (0,9) 0 1 (0,5) 
3 eatA  espI  pic  sigA 1 (0,9) 0 1 (0,5) 
4 pet  pic  sat  sepA 0 1 (1,2) 1 (0,5) 
5 espI  pic  sat 6 (5,6) 2 (2,3) 8 (4,1) 
6 pet  pic  sat 2 (1,8) 0 2 (1,0) 
7 pic  sat  sepA 1 (0,9) 1 (1,2) 2 (1,0) 
8 pet  pic  sepA 1 (0,9) 1 (1,2) 2 (1,0) 
9 espI  pet  pic 1 (0,9) 0 1 (0,5) 

10 pet  sat  sigA 1 (0,9) 0 1 (0,5) 
11 eatA  espI  sat 0 1 (1,2) 1 (0,5) 
12 eatA  espI  sepA 0 1 (1,2) 1 (0,5) 
13 espP  pic  sigA 1 (0,9) 0 1 (0,5) 
14 pet  pic 19 (17,6) 3 (3,5) 22 (11,4) 
15 pic  sat 10 (9,2) 0 (0,0) 10 (5,2) 
16 espI  pic 9 (8,3) 1 (1,2) 10 (5,2) 
17 pic  sepA 4 (3,7) 5 (5,6) 9 (4,7) 
18 pic  sigA 3 (2,8) 0 3 (1,6) 
19 espI  pet 2 (1,8) 1 (1,2) 3 (1,6) 
20 eatA  sat 2 (1,8) 1 (1,2) 3 (1,6) 
21 espI  sat 0 2 (2,3) 2 (1,0) 
22 pet  sepA 0 1 (1,2) 1 (0,5) 
23 espI  sepA 0 1 (1,2) 1 (0,5) 
24 eatA  tsh 0 1 (1,2) 1 (0,5) 
25 sat  vat 0 1 (1,2) 1 (0,5) 
26 pic 10 (9,2) 4 (4,7) 14 (7,3) 
27 sat 4 (3,7) 8 (9,4) 12 (6,2) 
28 espI 3 (2,8) 5 (5,6) 8 (4,1) 
29 sepA 0 4 (4,7) 4 (2,1) 
30 pet 2 (1,8) 1 (1,2) 3 (1,6) 
31 sigA 1 (0,9) 1 (1,2) 2 (1,0) 
32 eatA 0 1 (1,2) 1 (0,5) 
33 vat 0 1 (1,2) 1 (0,5) 
34 None 21 (19,4) 35 (41,2) 56 (29,0) 

 Total 108 85 193 
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4.2 Relação entre os filogrupos de E. coli e a presença dos genes que 

codificam SPATEs 

  

 As 193 cepas de EAEC foram classificadas dentro dos filogrupos de E. 

coli conhecidos. O filogrupo A foi o mais frequente, sendo 78 (40,41%) cepas 

classificadas nesse filogrupo, seguido do filogrupo B1 com um total de 45 

(23,31%) cepas. Na Tabela 7 estão listados os filogrupos encontrados com as 

respectivas prevalências. 

Nenhuma das cepas estudadas foi classificada no filogrupo C. Não 

houve diferença na distribuição nos filogrupos entre as cepas de EAEC típicas 

e atípicas, e ainda nenhuma relação foi estabelecida entre a distribuição dos 

genes que codificam SPATEs e os filogrupos de E. coli. 

 

Tabela 7 – Filogrupos das 193 cepas de EAEC. 

 

Filogrupos 

No (%) de cepas 

EAEC típica (n=108) EAEC atípica (n=85) Total (n=193) 

A 41 (37,96%) 37 (43,52%) 78 (40,41%) 

B1 22 (20,37%) 23 (27,05%) 45 (23,31%) 

B2 9 (8,33%) 11 (12,94%) 20 (10,36%) 

D 10 (9,25%) 3 (3,52%) 13 (6,73%) 

E 11 (10,18%) 6 (7,05%) 17 (8,80%) 

F 2 (1,85%) 1 (1,17%) 3 (1,55%) 

Indefinido 9 (8,33%) 6 (7,05%) 15 (7,77%) 

 

 

 

4.3 Análise da presença do gene sepA na coleção de EAEC 

  

Conforme descrito acima, o gene sepA foi detectado em 26 (13,5%) 

cepas dentre as cepas da coleção de EAEC, sendo 10 (9,2%) EAEC típicas e 

16 (18,8%) atípicas. Dentre as 26 cepas sepA+ também foi observada a 

presença de outros genes que codificam SPATEs, tais como sat, pet, espC, pic 

e espI. Essas combinações gênicas estão listadas na Tabela 8. 
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Foram observados 10 perfis de combinação gênica, sendo que o perfil 7 

sepA/pic foi o mais frequente (Tabela 8). 

 

Tabela 8 – Perfil genético das 26 cepas de EAEC que apresentam o gene sepA. 

 

Os dados obtidos quanto às análises de frequência dos genes de 

SPATEs foram publicados no artigo apresentado no Apêndice A (Andrade et 

al., 2017). 

A partir desses resultados, duas cepas de EAEC típicas (BA198 e 

BA732), que apresentaram o perfil 7 de combinação gênica, e quatro cepas de 

EAEC atípicas (BA114, BA259, BA328 e BA363), que apresentaram o perfil 10, 

foram selecionadas para a realização das próximas etapas do estudo. 

 

4.4 Caracterização fenotípica e genotípica das cepas carreadoras de sepA 

 

4.4.1 Análise do padrão de adesão 

 

As cepas de EAEC típicas BA198 e BA732 apresentaram o padrão de 

adesão agregativo melhor evidenciado no ensaio de 6 h de incubação 

 

 

Perfil  

 

 

Combinação gênica 

EAEC típica 

(n=10) 

No.  (%) de cepas 

EAEC atípica 

(n=16) 

No. (%) de cepas 

Total 

(n=26) 

No. (%) de 

cepas 

1 sepA  espI  pic  sat 3 (30%) 1 (6,3%) 4 (65%) 

2 sepA  espI  pet  pic 1 (10%) 0 1 (3,9%) 

3 sepA  pet  pic  sat 0 1 (6,3%) 1 (3,9%) 

4 sepA  pic  sat 1 (10%) 1 (6,3%) 2 (7,7%) 

5 sepA  pet  pic 1 (10%) 0 1 (3,9%) 

6 sepA  pic  pet 0 1 (6,3%) 1 (3,9%) 

7 sepA  pic 4 (40%) 5 (31,25%) 9 (34,6%) 

8 sepA  espI 0 2 (12,5%) 2 (7,7%) 

9 sepA  pet 0 1 (6,3%) 1 (3,9%) 

10 sepA 0 4 (25%) 4 (15,4%) 
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bactérias-células epiteliais. A cepa BA198 apresentou aderência preferencial às 

células epiteliais e a BA732 aderiu tanto à lamínula como nas células epiteliais 

(Figura 8). As cepas de EAEC atípicas BA249 e BA328 apresentaram ação 

citodestacantes nos ensaios, e as cepas BA114 e BA363 não aderiram às 

células epiteliais (Figura 9). 

 

Figura 9 – Ensaios de adesão das cepas de EAEC típica e atípicas em células 

HEp-2. 
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Ensaio de adesão: interação de células HEp-2 com as cepas BA114, BA198, BA249, 

BA328, BA363, BA732 e a cepa protótipo de EAEC 042 (controle positivo), durante 3 e 

6 h de incubação. As células foram coradas com May-Grünwald/Giemsa e observadas 

em microscópio ótico comum sob aumentos de 200 e 1.000 vezes. As cepas BA198 e 

BA732 apresentaram o padrão de adesão agregativo; as cepas BA249 e BA328 

tiveram ação citodestacante; e as cepas BA114 e BA363 não aderiram às células 

epiteliais testadas. As setas indicam a presença de bactérias. 

 

Por apresentarem padrão de adesão agregativo, considerado o padrão 

ouro para o diagnóstico de EAEC, e serem classificadas como EAEC típicas 

(aggR+), as cepas de BA198 e BA732 foram selecionadas para a realização 

das próximas etapas do estudo. 

 

4.4.2 Produção de Pic nas cepas BA198 e BA732 

 

As cepas de EAEC típicas BA198 e BA732 foram selecionadas como 

potenciais cepas protótipo para a continuidade deste estudo. Entretanto, em 

ambas o gene pic também foi detectado (perfil 7, Tabela 8). Dessa forma o 

estudo prosseguiu na análise da produção de Pic nessas cepas, uma vez que a 

expressão de Pic poderia interferir nos ensaios de atividades biológicas de 

SepA, ambas proteínas autotransportadoras de classe 2. 

Em ambas as cepas a produção de Pic foi detectada em sobrenadantes 

de culturas (Figura 10), indicando a necessidade da obtenção de um mutante 

no gene pic. 
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Figura 10 - Imunodetecção da proteína Pic nas cepas BA198 e BA732. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os sobrenadantes de cultura das cepas BA198 e BA732 concentrados submetidos à 

análise eletroforética por SDS-PAGE (8%) e transferidos para uma membrana de 

nitrocelulose. A imunodetecção foi realizada com o soro anti-Pic (1:1000) e soro de 

cabra anti-IgG de coelho conjugado à peroxidase (1:5000), seguido da revelação com 

o kit ECLTM Western Blotting Analysis System (GE Healthcare). A imagem corresponde 

ao filme de raios-X após exposição ao immunoblotting durante 5 min, seguida de 

revelação. 
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4.4.3 Perfil de resistência a antibióticos das cepas BA198 e BA732 

  

Dentre os antibióticos testados a cepa BA198 apresentou resistência a 

canamicina e a cepa BA732 não apresentou resistência a nenhum dos 

antibióticos. 

 

4.4.4 Determinação da sequência do gene sepA das cepas BA198 e BA732 

 

O sequenciamento do gene sepA, utilizando a cepa S. flexneri 5a M90T 

como padrão de comparação, mostrou que as cepas BA198 e BA732 

apresentam 97% de identidade com a cepa M90T (número de acesso no 

GenBank: Z48219.1). Foram sequenciados 4.291 pares de bases 

correspondendo ao gene sepA completo. O Apêndice B apresenta o 

alinhamento das sequências de nucleotídeos obtidas das três cepas. 

Nas sequências de nucleotídeos das cepas BA198 e BA732 foram 

verificadas 6 deleções, quando comparadas com a sequência da cepa M90T. 

Na cepa BA732 há 19 alterações na sequência de nucleotídeos e na cepa 

BA198, além dessas 19 ocorrem outras 4 alterações, totalizando 23 alterações 

em comparação com a sequência da cepa M90T. 

Nas sequências traduzidas para aminoácidos (Apêndice C) foram 

observadas 5 deleções que não geram códon de terminação em ambas as 

cepas de EAEC, em comparação com a sequência da proteína SepA de M90T. 

Além disso, na sequência de aminoácidos da cepa BA732 foram observadas 9 

alterações e na sequência da cepa BA198 foram verificadas 11 alterações 

(Tabela 9), ainda em comparação com a sequência da cepa M90T. 
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Tabela 9 – Alterações de aminoácidos do gene SepA das cepas de EAEC 

comparadas com M90T. 

D = ácido aspártico; N = asparagina; S = serina; H = histidina; R = arginina; K = lisina; W = 

triptofano; E = ácido glutâmico; A = alanina; V = valina; G = glicina; T = treonina. 

 

É importante salientar que a porção de serino protease nas sequências 

de aminoácidos das três cepas não apresentou alteração (Apêndice C). A 

alteração nessa porção da proteína levaria ao comprometimento da 

funcionalidade de SepA. Sendo assim, as alterações observadas não foram 

consideradas significativas. 

 

4.4.5 Localização do gene sepA nas cepas BA198 e BA732 

 

Na análise eletroforética da extração plasmideal foi verificado que a cepa 

BA198 apresenta 3 bandas plasmideais com os seguintes tamanhos 

aproximados: 2,8 MDa, 6 MDa e 88 MDa. Nesta análise, não foi detectada a 

presença de plasmídeos na cepa BA732 (Figura 11). 

A extração plasmideal foi submetida a um Southern Blot, usando o gene 

sepA como sonda genética. Dessa forma, foi determinado que, assim como na 

cepa M90T, o gene sepA está presente em um plasmídeo na cepa BA198 de 

massa molecular de ~88 MDa. Com relação à cepa BA732 o gene sepA 

inicialmente foi detectado no conteúdo cromossômico (Figura 11). 

 

Cepa Localização Alterações Trocas de aminoácidos 

BA732 e BA198 Domínio passageiro 7 D/N; S/A; N/S; H/R; N/K; R/W e E/A 

Domínio Translocador 2 A/D; A/V 

BA198 Domínio passageiro 2 G/A e R/T 
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Figura 11 – Extração plasmideal e Southern Blotting para detecção de sepA nas 

cepas BA198 e BA732. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Extração plasmideal e respectivo Southern Blot, utilizando a sonda genética sepA. (A) 

Perfil eletroforético em gel de agarose (0,8%) da extração plasmideal das cepas 

39R861, V517, BA198 e BA732, realizado em duplicatas. A última canaleta 

corresponde ao amplicon do gene sepA a partir do DNA da cepa M90T (controle 

positivo). (B) Filme de raio-X exposto à membrana de nylon contendo o DNA 

transferido do gel de agarose apresentado em (A), após a hibridização com a sonda 

sepA e detecção. Reatividade com a sonda sepA na banda plasmideal de ~88 MDa na 

cepa BA198; na região correspondente ao DNA cromossômico de ~41,19 MDa da 

cepa BA732; e no amplicon sepA da cepa M90T. A porção cromossômica (~41,19 

MDa) foi observada em todas as cepas.  

 

4.5 Seleção da cepa protótipo de EAEC produtora de SepA 

  

A cepa BA732 foi selecionada como protótipo de EAEC para dar 

continuidade ao presente estudo, uma vez que a cepa BA198 apresentou 

resistência à canamicina, o que dificultaria as etapas de mutagênese. 
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4.5.1 Sequenciamento do genoma completo da cepa BA732 

 

As principais características do genoma da cepa BA732 foram 

analisadas e estão apresentadas na Tabela 10. 

  

 

Tabela 10 - Principais características do genoma da cepa BA732. 

 

Características avaliadas Cepa BA732 

Tamanho (pb) 5.085.903 

Scaffolds 181 

Genes 4830 

N501 244013 

N752 123303 

L503 7 

L754 14 

Conteúdo G+C (%) 50,5 

 

1Tamanho em pb na qual os scaffolds com este ou maior tamanho incluem metade do 

genoma. 

2Tamanho em pb na qual os scaffolds com este ou maior tamanho incluem 75% do 

genoma. 

3Número de scaffolds que são maiores ou iguais ao tamanho N50. 

4Número de scaffolds que são maiores ou iguais ao tamanho N75. 

 

 

 

As análises in silico mostraram que a cepa BA732 pertence ao sorotipo 

O17:H18 e alberga o gene de resistência ao antibiótico eritromicina (Tabela 

11). Na tabela 11 também estão listados os principais genes de virulência da 

cepa BA732, encontrados na sequência do genoma completo. 
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Tabela 11 - Sorotipo, genes de virulência e resistência a antimicrobianos 

identificados na cepa BA732. 

 

Cepa Sorotipo Perfil de virulência Perfil de 

resistência 

BA732 017:H18 aap, aggR, aatAPBCD, 

sepA, pic, aaiC, aaiA, 

aaiG, hlyE e AAF-IV 

ereA 

 

aap, codifica a proteína de superfície Dispersina; aggR, codifica o regulador global 

AggR; aatPABCD, codificam o sistema de secreção do tipo ABC; sepA, codifica a 

SPATE SepA; pic, codifica a SPATE Pic; aaiACIG, codificam proteínas do sistema de 

secreção do tipo VI; hlyE, codifica a enterohemolisina; ereA, eritromicina esterase que 

medeia a resistência à eritromicina. 

 

4.5.2  Análise in silico da presença de plasmídeos na cepa BA732 

 

A partir das análises in silico do genoma completo da cepa BA732 foi 

possível verificar a presença de características que evidenciavam a presença 

de pelo menos um plasmídeo, embora as primeiras análises de perfil 

plasmideal dessa cepa (Figura 11) tenham mostrado a ausência de 

plasmídeos. A sequência do gene sepA foi localizada inserida nesse 

plasmídeo, o qual pertence ao grupo de incompatibilidade IncFII e contém os 

seguintes genes de virulência: aatAPBCD, sepA, aggR e aap. 

Sendo assim, uma nova análise do conteúdo plasmideal da cepa BA732 

foi realizada, incluindo adaptações no protocolo de extração (item 3.4.2) que 

eliminam a porção correspondente ao cromossomo (Figura 12). Ao utilizar 

esse novo protocolo de extração plasmideal foi possível evidenciar um 

plasmídeo de ~88 MDa, massa molecular semelhante aos plasmídeos de 

virulência de EAEC denominados pAA. 
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Figura 12 – Perfil eletroforético da extração plasmideal da cepa BA732. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Perfil eletroforético em gel de agarose (0,8%) da extração plasmideal das cepas 

39R861, 042, BA732 e E. coli DH5α. As cepas EAEC 042 e E. coli DH5α foram 

empregadas como controles da presença ou ausência de plasmídeos de alta massa 

molecular, respectivamente. A seta indica a presença de um plasmídeo de ~88 MDa. 

 

4.5.3 Comparação entre as estruturas tridimensionais preditas de SepA das 

cepas BA732 e M90T 

 

Com os resultados obtidos no sequenciamento completo do gene sepA 

(item 4.7), onde foi verificado que há diferenças em alguns aminoácidos em 

SepA expressa por M90T e BA732, foi levantada a possibilidade de que a 

estrutura da proteína SepA de EAEC fosse diferente da proteína produzida por 

S. flexneri. 

Para uma análise mais detalhada dessas alterações, foi realizada a 

predição da estrutura tridimensional da proteína SepA. Para isso a sequência 

de aminoácidos das proteínas produzidas pelas cepas BA732 e M90T foram 

analisadas por meio do banco de dados disponível em Protein 

Homology/Analogy Recognition Engine V 2.0 (PHYRE2) gerando a predição da 
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estrutura tridimensional de SepA (Figura 13). Conforme se observa, as 

estruturas terciárias são muito semelhantes e o sítio de atividade de serino 

protease (His/Asp/Ser) da proteína expressa por M90T e BA732 é conservado. 

 

Figura 13 - Predição da estrutura tridimensional de SepA das cepas BA732 e 

M90T. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Predição da estrutura tridimensional de SepA gerada pelo banco de dados disponível 

em Protein Homology/Analogy Recognition Engine V 2.0 (PHYRE2), a partir das 
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sequências de aminoácidos das cepas BA732 e M90T traduzidas a partir das 

respectivas sequências de DNA. As setas indicam o sítio catalítico de serino protease 

das proteínas – His/Asp/Ser (porção marcada em rosa). As porções marcadas em 

amarelo indicam o subdomínio 1.  

 

4.5.4 Obtenção de BA732 apresentando resistência ao ácido nalidíxico 

  

A cepa BA732 não apresenta resistência aos principais antibióticos 

utilizados como marca de resistência para ensaios de mutação. Embora a 

presença do gene de resistência à eritromicina tenha sido detectada nas 

análises in silico, essa etapa de sequenciamento do genoma completo da cepa 

BA732 ocorreu posteriormente aos ensaios de mutagênese. Como havia a 

necessidade da obtenção de um mutante em pic, era necessário que a cepa 

BA732 apresentasse uma marca de resistência. Dessa forma, foi realizada a 

seleção de mutação espontânea ao ácido nalidíxico (NAL) a partir da cepa 

BA732. Foram obtidos dois mutantes espontâneos resistentes a NAL que foram 

denominados de mut50NAL e mut100NAL. 

 

4.5.4.1 Características fenotípicas e genotípicas dos mutantes espontâneos 

NAL 

  

Algumas características fenotípicas e genotípicas foram testadas após a 

obtenção dos mutantes espontâneos resistentes ao NAL em comparação com 

a cepa selvagem (BA732), a fim de verificar efeitos deletérios decorrentes da 

mutação. Para isso foram realizados os seguintes ensaios: análise da curva de 

crescimento, perfil bioquímico e PCR para detecção dos genes aagR, sepA, pic 

e aatA. 

Os mutantes mut100NAL e mut50NAL não apresentaram alteração no 

padrão de crescimento in vitro, quando comparados com a cepa BA732 

(Figura 14). 
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Figura 14 - Curva de crescimento em caldo LB da cepa BA732 e seus mutantes 

resistentes ao ácido nalidíxico (mut100NAL e mut50NAL). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O gráfico representa a curva de crescimento das cepas BA732 (barra azul), 

mut100NAL (tracejado vermelho) e mut50NAL (tracejado verde) em caldo LB cultivado 

sob agitação de 200 rpm a 37°C, determinada pela  leitura da densidade ótica em 

comprimento de onda de 600 nm. No eixo y estão expressos os valores em densidade 

óptica (DO) e no eixo x o tempo em horas. 

 
 

Os mutantes mut100NAL e mut50NAL foram também analisados quanto 

ao perfil bioquímico de identificação presuntiva de E. coli, com auxílio dos 

meios de identificação EPM, MILi e Citrato. Ambos os mutantes mantiveram as 

mesmas características bioquímicas da cepa BA732. Finalizando, a presença 

dos genes aggR, sepA, aatA e pic foi confirmada por meio de PCR nos 

mutantes mut50NAL e mut100NAL. Sendo assim, a mutação espontânea não 

afetou características fenotípicas e genotípicas relevantes. 

Após a confirmação de que a mutação espontânea não gerou nenhuma 

outra alteração na bactéria mutante resistente a NAL, a cepa mut100NAL foi 

escolhida para a posterior obtenção de um mutante em pic, utilizando a técnica 

de mutagênese por recombinação homóloga com o vetor suicida pJP5603. 
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4.6 Obtenção do mutante isogênico em pic utilizando o vetor suicida 

pJP5603 

 

A técnica de mutagênese utilizada para inativar o gene pic é baseada na 

recombinação homóloga entre o gene de interesse e um fragmento interno do 

mesmo, clonado no vetor suicida pJP5603 (PENFOLD; PEMBERTON, 1992). 

A clonagem do fragmento interno de pic (506 pb) foi inicialmente 

realizada no vetor pGEM-T Easy, para a obtenção do inserto de pic2b contendo 

os sítios de restrição para EcoRI nas suas extremidades. Para isso, o 

fragmento interno pic2b foi amplificado por PCR. Após a ligação do inserto 

pic2b com o vetor pGEM-T Easy, células competentes de E. coli DH5α foram 

transformadas com a construção e os transformantes selecionados em ágar LB 

contendo ampicilina. 

Foram obtidos 6 clones na transformação da ligação entre pGEMT Easy 

e pic2b, sendo que o correto inserto foi detectado em três, os quais foram 

denominados de #2pic2b, #3pic2b e #4pic2b (Figura 15). 

 

Figura 15 – PCR para detecção do fragmento gene pic2b nos transformantes 

selecionados. 
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Perfil eletroforético em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR para a detecção do 

fragmento pic2b. A cepa BA732 foi utilizada como controle positivo e a cepa E. coli 

DH5α como controle negativo. Somente os clones #2pic2b, #3pic2b e #4pic2b 

apresentaram positividade para o fragmento pic2b. A seta indica o tamanho correto do 

fragmento amplificado pic2b (506 pb). 

 

Após a confirmação da presença do fragmento pic2b em três dos clones 

selecionados, o clone #2pic2b foi selecionado para prosseguir com a 

subclonagem em pJP5603. O plasmídeo extraído desse clone foi submetido à 

digestão com a enzima de restrição EcoRI para liberação do fragmento de 

pic2b contendo os sítios para EcoRI (Figura 16). Esse fragmento foi utilizado 

na ligação com o vetor suicida pJP5603. 

 

Figura 16 – Perfil de restrição do plasmídeo do clone #2pic2b com EcoRI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Perfil eletroforético em gel de agarose (1%) da digestão do plasmídeo do clone 
#2pic2b com a enzima de restrição EcoRI indicando a correta liberação do inserto 
pic2b. A seta indica o tamanho correto do fragmento amplificado pic2b (506 pb). 
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Após a ligação do inserto pic2b(EcoRI) com o vetor pJP5603, células 

competentes de E. coli DH5αλpir foram transformadas com a construção e os 

transformantes selecionados em ágar LB contendo canamicina. Dez 

transformantes foram selecionados e confirmados quanto à correta clonagem 

com auxílio da PCR para detecção do inserto pic2b. 

Em seguida, um desses transformantes foi selecionado para a 

conjugação com a cepa BA732 resistente ao ácido nalidíxico (mut100NAL). Os 

transconjugantes foram selecionados em placas de ágar LB contendo ácido 

nalidíxico e canamicina. Dessa conjugação foram selecionados dois 

transconjugantes, denominados BA732::pic#1 e BA732::pic#2, os quais foram 

submetidos a ensaios fenotípicos e genotípicos para confirmar a mutação em 

pic. 

Ambos os transconjugantes foram analisados quanto ao perfil 

bioquímico de identificação presuntiva de E. coli, com auxílio dos meios de 

identificação EPM, MILi e Citrato, mostrando que ambos mantiveram as 

mesmas características bioquímicas da cepa BA732. 

Em seguida, a presença de genes de virulência presentes na cepa 

selvagem BA732 foi verificada nos transconjugantes por PCR. Ambos 

apresentaram resultados positivos para os genes aggR, aatA e sepA (Figura 

17), confirmando que a mutação realizada não alterou nenhum dos genes 

importantes para o estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



94 

 

 

Figura 17 – Detecção dos genes aggR, aatA e sepA nos transconjugantes 

BA732::pic#1 e BA732::pic#2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Perfil eletroforético em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR para a detecção dos 

genes sepA, aggR e aatA nos transconjugantes BA732::pic#1 e BA732::pic#2. A cepa 

mut100NAL foi utilizada como controle positivo e a cepa E. coli DH5α como controle 

negativo. Os genes sepA, aggR e aatA foram amplificados nos dois transconjugantes 

avaliados. As setas indicam os tamanhos corretos dos fragmentos amplificados: sepA 

(794 pb), aggR (346 pb) e aatA (630 pb). 

 

 

O mutante ::pic#2 foi então selecionado para a realização dos demais 

ensaios de confirmação da mutação em pic. O mutante ::pic#2 passou a ser 

chamado de BA732::pic somente. Esse mutante foi então analisado quanto a 

sua curva de crescimento. Conforme se observa na Figura 18, o mutante 

BA732::pic não apresentou alteração no padrão de crescimento in vitro, quando 

comparados com a cepa mut100NAL. 
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Figura 18 - Curva de crescimento em caldo LB da cepa mut100NAL e seu 

mutante isogênico BA732::pic. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O gráfico representa a curva de crescimento das cepas mut100NAL (traço azul) e 

BA732::pic (traço laranja) em caldo LB cultivado sob agitação de 200 rpm a 37°C, 

determinada através da leitura da densidade ótica em comprimento de onda de 600 

nm. No eixo y estão expressos os valores em densidade óptica (DO) e no eixo x o 

tempo em horas. 

 

Em seguida, a região correspondente à mutação em pic foi analisada por 

sequenciamento de nucleotídeos, usando o DNA do mutante BA732::pic como 

molde e os iniciadores picMUT(F) e picMUT(R), com a finalidade de obter um 

fragmento mais próximo da porção dos iniciadores pic2b no gene pic (Figura 

19). 
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Figura 19 – Localização dos iniciadores para sequenciamento da região 

mutagenizada em BA732::pic. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Esquema representativo do gene pic e a localização dos iniciadores para o 

sequenciamento. O iniciador picMUT(F) está localizado 89 pb upstream ao fragmento 

pic2b. O iniciador picMUT(R) (verde) está localizado 85 pb downstream ao fragmento 

pic2b.  

 

Após otimização da PCR, o iniciador picMUT (reverse) foi usado em 

conjunto com o iniciador M13pJP5603 (forward), que anela na região 

correspondente ao bacteriófago M13 contida no vetor pJP5603. Com essa 

combinação foi possível obter um fragmento amplificado de 766 pb, o qual foi 

utilizado no sequenciamento com esses mesmos iniciadores. A amplificação de 

tal fragmento só seria possível no caso da inserção do plasmídeo pJP5603 no 

genoma da cepa selvagem, conforme apresentado na Figura 20. 

As sequências obtidas com os iniciadores M13pJP5603(F) e picMUT(R) 

foram analisadas por BLAST mostrando identidade de 96% com o gene pic da 

cepa protótipo de EAEC 042 (N° de acesso no GenBank: FN 554766.1) e com 

a sequência do percursor da proteína Pic (N° de acesso no GenBank: 

AF097644.1). 
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Figura 20 – Esquema de inserção de pJP5603(pic2b) no mutante BA732::pic. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema da mutação apolar no gene pic da cepa BA732, baseado na recombinação 

homóloga entre o vetor pJP5603 contendo o inserto pic2b e o genoma da cepa BA732. 

(A) Vetor pJP5603 com o fragmento pic2b clonado no sítio de EcoRI (azul) do Sítio 

Múltiplo de Clonagem; Km, cassete de resistência à canamicina; (B) Esquema linear 

da inserção de pJP5603(pic2b) no gene pic da cepa BA732. O gene pic está 

representado pelas linhas vermelhas, pic2b pelos quadrados verdes, o cassete de 

resistência à canamincina (Km) pela seta laranja, e as sequências do vetor suicida 

pJP5603 pelas linhas pretas. Houve a amplificação de um fragmento de 766 pb 

(retângulo vermelho) após a PCR utilizando os iniciadores M13pJP5603 (seta 

amarela) e picMUT (seta verde). Foi possível confirmar a correta mutação, pois esse 

amplicon correspondeu à junção do vetor pJP5603 e a sequência do gene pic da cepa 

selvagem. 

 

 

Por fim, a principal comprovação da mutação em pic foi obtida com a 

verificação da perda da expressão de Pic no mutante BA732::pic, em um 

ensaio de immunoblotting. Conforme apresentado na Figura 21, os dois clones 

mutantes ::pic#1 e ::pic#2 (BA732::pic) deixaram de expressar a proteína.

X recombinação homóloga 
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Figura 21 – Imunodetecção de Pic nos mutantes ::pic#1 e ::pic#2 (BA732::pic). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os sobrenadantes de cultura concentrados dos mutantes ::pic#1 e::pic#2 (BA732::pic) 

e da cepa EAEC 042 foram submetidos à análise eletroforética por SDS-PAGE 

(gradiente de 4 a 20%) e transferidos para uma membrana de nitrocelulose. A 

imunodetecção foi realizada com o soro anti-Pic (1:1000) e soro de cabra anti-IgG de 

coelho conjugado à peroxidase (1:5000), seguido da revelação com o kit ECLTM 

Western Blotting Analysis System (GE Healthcare). A imagem corresponde ao filme de 

raios-X após exposição do immunoblotting durante 15 min, seguida de revelação. As 

cepas 042, BA732 e mut100NAL foram utilizadas como controles positivos de 

secreção. Pode-se observar que os mutantes ::pic#1 e ::pic#2 não produziram a 

proteína Pic. M = Precision Plus Protein Standards Unstained (BioRad) com as 

respectivas massas moleculares indicadas ao lado. 

 

4.7 Purificação da proteína SepA 

  

Três estratégias de purificação de SepA foram utilizadas. A primeira foi 

baseada na técnica de exclusão molecular, usando uma coluna de gel filtração. 

Como não foi possível purificar a proteína utilizando essa metodologia, outras 

duas estratégias foram empregadas. 
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4.7.1 Purificação de SepA empregando cromatografia de afinidade a serino 

proteases 

  

A proteína SepA foi purificada do sobrenadante de cultura da cepa 

M90T, com um rendimento de 115 µg/ml. Na Figura 22 se observa a fração 

correspondente ao peso molecular de 110 kDa (massa molecular de SepA). 

 

Figura 22 – Purificação de SepA utilizando cromatografia de afinidade. 
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Histograma e análise eletroforética por SDS-PAGE da purificação de SepA 

empregando uma coluna de afinidade a serino proteases. (A) Histograma obtido pelo 

sistema ÄKTA (Pure Chromatography System, GE Healthcare) de purificação de 

proteínas, onde o número 1 representa as frações coletadas durante a purificação. (B) 

Análise das frações coletadas do sistema ÄKTA em SDS-PAGE (8%) após coloração 

por prata. Os números de 1 a 16 representam as frações coletadas durante a 

purificação. SepA purificada foi observada nas frações de 1 a 8. M = Precision Plus 

Protein Standards Unstained (BioRad, EUA). 

 

A proteína SepA purificada por meio dessa estratégia foi utilizada para a 

obtenção do soro policlonal anti-SepA em coelho, nos ensaios de interação 

com células epiteliais e para a determinação da atividade enzimática de SepA. 

Após essas etapas foi verificado que a proteína purificada apresentava-

se na forma de agregados. A agregação da proteína só pôde ser observada 

nos ensaios de imunofluorescência, os quais serão apresentados 

posteriormente. Por esse motivo foi necessária a aplicação de uma nova 

estratégia de purificação de SepA. 

 

4.7.2 Purificação de SepA da cepa M90T(pZK15) empregando a técnica de 

exclusão molecular 

 

Com o intuito de se obter maior rendimento de SepA purificada, foi 

utilizada uma estratégia para superprodução dessa proteína a partir da cepa 

M90T transformada com o clone mínimo de expressão de SepA (item 3.6.4), e 

posterior purificação por exclusão molecular. 

A terceira estratégia de purificação foi bem sucedida com um rendimento 

de 976 µg/mL (Figura 23). A superprodução de SepA também foi observada na 

cepa M90T(pZK15) visualmente em comparação com a cepa selvagem (M90T) 

(Figura 24). 

SepA purificada por essa estratégia foi utilizada nos ensaios de 

interação com células HeLa analisados por imunofluorescência (item 3.9.3), 

para a dosagem de interleucinas produzidas por HT-29 após a interação com 

SepA (item 3.10) e nos ensaios de MTT (item 3.9.8). 
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Figura 23 – Purificação de SepA a partir da cepa M90T(pZK15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Histograma e análise eletroforética por SDS-PAGE da purificação de SepA a partir da 

cepa M90T(pZK15) empregando uma coluna de exclusão molecular. (A) Histograma 

obtido pelo sistema ÄKTA (Pure Chromatography System, GE Healthcare) de 

purificação de proteínas, onde o número 1 representa as frações coletadas durante a 

purificação. (B) Análise das frações coletadas do sistema ÄKTA em SDS-PAGE (8%) 

após coloração por prata. Os números de 80 a 90 representam as frações coletadas 
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durante a purificação. SepA purificada foi observada nas frações de 1 a 8. M = 

Precision Plus Protein Standards Unstained (BioRad, EUA). 

 

Figura 24 – Superprodução de SepA pela cepa M90T transformada com pZK15. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análise eletroforética por SDS-PAGE (8%) das proteínas obtidas dos sobrenadantes 

de culturas concentrados em membrana filtrante amicon (cut off de 50 kDA), a partir 

dos cultivos das cepas M90T e M90T(pZK15) em caldo LB. A superprodução de SepA 

é evidenciada na canaleta correspondente a M90T(pZK15) em comparação com a 

expressão de SepA por M90T. A seta indica a massa molecular de SepA (110 kDa). 

 

4.8 Análise da atividade de serino protease de SepA purificada em 

ensaios de FRET 

 

SepA purificada por coluna de afinidade foi capaz de degradar o 

substrato Abz-FRSSR-EDDnp (substrato degradado por serino proteases), o 

que indica que a tríade catalítica (Ser/His/Asp) da proteína estava ativa. No 

gráfico da Figura 25 é possível observar a degradação do substrato. 
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Figura 25 – Atividade enzimática de SepA purificada medida por FRET. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

A atividade enzimática de SepA é demonstrada em um período de 40 min de 

incubação. A ação da porção de serino protease da proteína pode ser observada 

desde o início das leituras, havendo aumento de degradação a cada minuto até a 

última leitura. O ensaio foi realizado em duplicata. 

 

A inibição da atividade de SepA com PMSF também comprovou a 

atividade enzimática da porção de serino protease dessa proteína, já que 

quando na presença de PMSF SepA foi incapaz de degradar o mesmo 

substrato Abz-FRSSR-EDDnp. Isso decorre da inativação da sua atividade 

enzimática pelo inibidor de serino protease PMSF (Figura 26). 
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Figura 26 – Inibição da atividade enzimática de SepA por PMSF medida por 

FRET. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
A inibição da atividade enzimática de SepA é demonstrada em um período de 40 min 

de incubação. Nesse ensaio foram avaliadas três condições: a atividade de SepA 

degradando o substrato Abz-FRSSR-EDDnp (círculos pretos), a inibição da 

degradação do substrato causada por PMSF (círculos cinza) e nenhuma atividade 

enzimática de SepA, quando incubada com o tampão de solubilidade do PMSF 

(círculos brancos). 

 

 

4.9 Obtenção do soro policlonal anti-SepA 

  

O soro policlonal anti-SepA obtido em coelho detectou a proteína SepA 

purificada nos ensaios de ELISA até a diluição máxima realizada (1:20.400), 

demonstrando a eficiência do soro no reconhecimento de SepA (Figura 27). 
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Figura 27 – Titulação do soro anti-SepA policlonal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Titulação do soro anti-SepA pelo método de ELISA. A proteína SepA (1 µg) utilizada 

na imunização do coelho foi usada na sensibilização de uma placa de 96 poços na 

presença de tampão carbonato (1:10), com posterior incubação a 37°C por 2 h, 

seguido de incubação a 4°C por 18 h. Após bloqueio com BSA (1%) a quantificação de 

SepA foi realizada utilizando o anticorpo anti-SepA nas diluições de 1:200 a 1:20.400 e 

soro de cabra anti-IgG de coelho conjugado à peroxidase (1:5000), seguido da 

revelação com o kit TMB substrate OptEIA Regent Set (BD Biosciences). A leitura das 

absorbâncias foi realizada em comprimento de onda de 450 nm. O soro foi capaz de 

reconhecer a proteína SepA purificada em todas as diluições. 

 

A reatividade do soro anti-SepA também foi analisada por 

immunoblotting. Conforme se observa na Figura 28, o soro obtido detectou a 

proteína SepA purificada e também proteínas nos sobrenadantes de culturas 

concentrados das cepas BA732, BA732::pic e M90T com massa molecular 

relativa correspondente à SepA. Porém, reatividades inespecíficas foram 

detectadas pelo soro nos sobrenadantes de cultura dessas cepas, bem como 

na cepa de EAEC 042. 
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Figura 28 – Imunodetecção de SepA empregando o soro policlonal anti-SepA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os sobrenadantes concentrados de cultura das cepas M90T, BA732, BA732::pic e 

042, bem como a proteína purificada SepA, foram submetidos à análise eletroforética 

por SDS-PAGE (8%) e transferidos para uma membrana de nitrocelulose. A 

imunodetecção foi realizada com anti-SepA (1:500). O anticorpo secundário anti-

imunoglobulina de coelho produzida em cabra e conjugada à peroxidase foi usado na 

diluição de 1:5.000. A revelação foi realizada com solução reveladora (3,3-

diaminobenzidina, 5 µg; peróxido de hidrogênio, 150 µL) em PBS/Tween 20. A seta 

indica a mobilidade eletroforética relativa correspondente à proteína SepA (110 kDa). 

 

Esse resultado indicou a necessidade da adsorção do soro para que a 

eliminação de sua inespecificidade. Após a realização do protocolo de 

adsorção do soro contra a cepa EAEC 042, o mesmo foi usado na 

imunodetecção de SepA, utilizando as mesmas cepas anteriormente 

analisadas. Conforme se observa na Figura 29, a reatividade inespecífica foi 

eliminada. O soro adsorvido detectou proteínas com massa molecular relativa 

correspondente à SepA, tanto nos sobrenadantes de culturas concentrados das 
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cepas BA732, BA732::pic e M90T, quanto na canaleta correspondente à SepA 

purificada. A ausência de reatividade com o sobrenadante de cultura da cepa 

de EAEC 042 que não expressa SepA confirmou a sua especificidade. 

 

Figura 29 – Imunodetecção de SepA empregando o soro anti-SepA adsorvido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os sobrenadantes concentrados de cultura das cepas M90T, BA732 e 042, bem como 

a proteína purificada SepA, foram submetidos à análise eletroforética por SDS-PAGE 

(8%) e transferidos para uma membrana de nitrocelulose. A imunodetecção foi 

realizada com anti-SepA (1:500). O anticorpo secundário anti-imunoglobulina de 

coelho produzida em cabra e conjugada à peroxidase foi usado na diluição de 1:5.000. 

A revelação foi realizada com solução reveladora (3,3-diaminobenzidina, 5 µg; 

peróxido de hidrogênio, 150 µL) em PBS/Tween 20. A seta indica a mobilidade 

eletroforética relativa correspondente à proteína SepA (110 kDa).
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4.10 Efeito de SepA em células epiteliais cultivadas 

 

Duas formas foram utilizadas para verificar a atividade da proteína SepA 

nas linhagens celulares Caco-2, HT-29, HeLa, HEp-2, Y-1 e Vero: análises em 

microscopia ótica comum, após coloração das células com May-

Grünwald/Giemsa e análises em microscopia de fluorescência. 

Nos ensaios de microscopia ótica comum foi empregada a proteína 

SepA purificada em coluna de afinidade e nos ensaios de imunofluorescência, 

além da proteína obtida por essa estratégia de purificação, foi utilizada a 

proteína SepA purificada por exclusão molecular após superprodução por 

M90T(pZK15). 

 

4.10.1 Análises em microscopia ótica comum 

 

Dentre as linhagens celulares avaliadas foi observada alteração 

morfológica induzida por SepA nas células HeLa, HT-29 e Y-1. 

Nas células HeLa após um período de 5 h foi observado início de 

alteração morfológica. Após 10 h de incubação o dano celular foi mais evidente 

ocorrendo também diminuição na confluência celular (Figura 30). No período 

de 18 e 30 h de incubação com SepA as células do controle negativo e as 

células incubadas com a proteína apresentaram o mesmo comportamento, 

mostrando alteração morfológica, dessa forma essas alterações não puderam 

ser consideradas. 

Na linhagem HT-29, uma alteração morfológica celular mais pronunciada 

foi observada após 5 h de interação com a proteína SepA. Após 18 h de 

interação, a alteração morfológica causada mostrou-se mais evidente (Figura 

31). Após 30 h de incubação as células do controle negativo e as células 

incubadas com SepA apresentaram o mesmo comportamento, ou seja, 

alteração morfológica e diminuição na confluência, sendo assim os resultados 

verificados nesse período de incubação não foram considerados válidos 

(Figura 31). 

Nas células Y-1 a alteração morfológica causada por SepA foi observada 

após o período de 18 h, caracterizada por grande diminuição na confluência, 

evidenciando a ocorrência de destacamento celular (Figura 32). Porém, as 
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células do controle negativo também apresentam alteração nesse mesmo 

período de incubação, apesar desse efeito ser mais evidente quando na 

presença de SepA. Sendo assim, as análises de interação de SepA com 

células epiteliais não prosseguiram com a linhagem Y-1 no desenvolvimento do 

estudo (Figura 32). 

Nas demais linhagens celulares (Caco-2, HEp-2 e Vero) não foram 

observadas alterações celulares induzidas por SepA em nenhum dos períodos 

de incubação (Figura 33). 

 

 



Figura 30 – Efeito da proteína SepA em células HeLa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Interação de SepA com células HeLa. As células foram incubadas com 20 µg/mL de SepA e em seguida fixadas e coradas com May-

Grünwald/Giemsa. No período de 5 h de incubação ocorreu uma leve alteração morfológica (células arredondadas), sendo esse efeito 

mais evidente após 10 h de incubação. As células do controle negativo apresentaram morfologia inalterada. Nos ensaios nos períodos 

de incubação de 18 e 30 h, a mesma alteração morfológica observada na presença de SepA também ocorreu nos controles negativos. 

As setas indicam as células com alterações morfológicas. Aumento de 1.000 x. 
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Figura 31 - Efeito da proteína SepA em células HT-29. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Interação de SepA com células HT-29. As células foram incubadas com 20 µg/mL de SepA no período de 5 h e em seguida fixadas e 

coradas com May-Grünwald/Giemsa. No período de 5 h de incubação ocorreu uma leve alteração morfológica (células arredondadas), 

sendo esse efeito mais evidente após 18 h de incubação. As células do controle negativo apresentam morfologia inalterada nos 

períodos de incubação de 5, 10 e 18 h. Nos ensaios com incubação de 30 h, a mesma alteração morfológica na presença de SepA 

ocorreu no controle negativo. As setas indicam as células com alterações morfológicas. Aumento de 1.000 x. 
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Figura 32 - Efeito da proteína SepA em células Y-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Interação de SepA com células Y-1. As células foram incubadas com 20 µg/mL de SepA e em seguida fixadas e coradas com May-

Grünwald/Giemsa. Nos períodos de 5 e 10 h não ocorreu qualquer alteração morfológica, semelhante ao observado nos controles 

negativos. Após 18 e 30 h de incubação foram observadas células arredondadas. Nas células dos controles negativos, após 

incubação de 18 h foi verificada diminuição na confluência e após 30 h houve alteração morfológica. As setas indicam as células com 

alterações morfológicas. Aumento de 1.000 x. 
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Figura 33 – Interação de SepA com as linhagens celulares CaCo-2, HEp-2 e Vero. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Interação de SepA com células CaCo-2, HEp-2 e Vero. As células foram incubadas com 20 µg/mL de SepA e em seguida fixadas e 

coradas com May-Grünwald/Giemsa. Nos períodos de 5, 10, 18 e 30 h de incubação não ocorreu qualquer alteração morfológica, 

semelhante ao observado nos controles negativos. Aumento de 1.000 x. 

 



 

4.10.2 Análise da interação de SepA por ensaios de imunofluorescência 

  

Os ensaios de imunofluorescência foram realizados utilizando as 

linhagens HeLa e HT-29. 

Conforme pode ser observado na Figura 34, após 5 h de interação das 

células HeLa com SepA foi observado arredondamento celular e essa alteração 

morfológica foi visualizada a partir da marcação dos filamentos de actina por 

TRITC. 

A incubação de SepA com as células HT-29 provocou redistribuição de 

actina nas células após 5 h de interação e um discreto arredondamento celular 

(Figura 35). 

Nesses ensaios com células HeLa e HT-29 foi observado que a proteína 

SepA purificada por cromatografia de afinidade (item 3.6.3) estava formando 

agregados, dessa forma os resultados verificados poderiam estar 

superestimados, já que mais de um monômero de SepA estaria interagindo 

com as células. Por esse motivo, foram realizadas três estratégias para a 

desagregação de SepA utilizando a centrifugação, sonicação e diálise. 

Nenhuma dessas estratégias para a desagregação de SepA foi bem 

sucedida, ou seja, a proteína permaneceu agregada após todos os processos 

(Figura 36). 

Por esse motivo a proteína SepA foi purificada por uma nova estratégia 

(superprodução de SepA pela cepa M90T) e os ensaios de interação com 

SepA realizados novamente, a fim de comprovar o efeito causado pela proteína 

nas células HeLa e HT-29. 

 

 

 



Figura 34 – Interação de SepA com células HeLa. 
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Interação de SepA (40 µg/mL) com células HeLa após 5 h. Após esse período as células foram fixadas, permeabilizadas e tratadas com 

fluoróforos e anti-SepA. É possível observar o arredondamento celular nas células incubadas com SepA, enquanto no controle negativo as 

células permanecem com a morfologia alongada. Os filamentos de actina são observados em vermelho, o DNA em azul e a proteína SepA em 

verde, cuja a marcação está ausente no controle negativo. Aumento de 1.000 x. Visualizado em Microscópio Confocal de Varredura a Laser 

microscópio confocal TCS SP5 (Leica). Filtros utilizados: UV (excitação de 340-380 nm e emissão de 425 nm), azul (excitação de 450-490 nm 

e emissão de 515 nm) e verde (excitação de 515-560 nm e emissão de 590 nm).  
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Figura 35 - Interação de SepA com células HT-29 evidenciada por imunofluorescência. 
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Interação de SepA (40 µg/mL) com células HT-29 após 5 h. Após esse período as células foram fixadas, permeabilizadas e tratadas com 

fluoróforos e anti-SepA. Pode-se observar redistribuição de actina nas células incubadas com SepA (setas brancas). No controle negativo as 

células permanecem com a morfologia normal da linhagem. Os filamentos de actina são observados em vermelho, o DNA em azul e a proteína 

SepA em verde, cuja a marcação está ausente no controle negativo. Aumento de 1.000 x Visualizado em Microscópio Confocal de Varredura a 

Laser microscópio confocal TCS SP5 (Leica). Filtros utilizados: UV (excitação de 340-380 nm e emissão de 425 nm), azul (excitação de 450-

490 nm e emissão de 515 nm) e verde (excitação de 515-560 nm e emissão de 590 nm).  
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Figura 36 – Análises dos tratamentos para desagregação de SepA purificada. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Interação entre células HeLa e SepA processada por centrifugação, sonicação e diálise. Após os tratamentos, a proteína SepA (40 µg/mL) foi 

incubada com as células HeLa durante 5 h. Após esse período as células foram fixadas, permeabilizadas e tratadas com fluoróforos e anti-

SepA. Pode-se observar que SepA permaneceu agregada após os três tratamentos. As setas indicam os agregados de proteína SepA. Os 

filamentos de actina são observados em vermelho, o DNA em azul e a proteína SepA em verde. Aumento de 1.000 x. Visualizado em 

Microscópio Confocal de Varredura a Laser microscópio confocal TCS SP5 (Leica). Filtros utilizados: UV (excitação de 340-380 nm e emissão 

de 425 nm), azul (excitação de 450-490 nm e emissão de 515 nm) e verde (excitação de 515-560 nm e emissão de 590 nm).  



4.10.2.1 Efeito de SepA purificada a partir da cepa M90T(pZK15) 

  

A purificação de SepA pela estratégia de superprodução da proteína 

pela cepa M90T(pZK15), com posterior purificação por exclusão molecular 

gerou uma proteína que não formou agregados nos ensaios de interação com 

linhagens celulares. 

 Nessa etapa foram utilizadas as células HeLa com ensaios de incubação 

com SepA por 5 e 18 h. Após 18 h de incubação foi possível observar alteração 

morfológica de HeLa causada por SepA, sendo observado o arredondamento 

celular (Figura 37), assim como verificado anteriormente nos ensaios com a 

proteína SepA agregada. Esse resultado confirma que SepA altera 

morfologicamente as células HeLa. 

 

 



Figura 37 - Interação de SepA na forma não agregada com células HeLa. 
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Interação de SepA não agregada (40 µg/mL) com células HeLa após 5 h e 18 h. Observou-se arredondamento celular após a incubação de 5 h 

e no período de 18 h essa alteração está mais evidenciada com um maior número de células arredondadas. No controle negativo as células 

permanecem com a morfologia alongada normal da linhagem e não há marcação em verde devido a ausência da SepA. Os filamentos de 

actina são observados em vermelho, o DNA em azul e a proteína SepA em verde, marcação ausente no controle negativo. Aumento de 1.000 

x. Visualizado em Microscópio Confocal de Varredura a Laser (TCS SP8, Leica). Filtros utilizados: UV (excitação de 340-380 nm e emissão de 

425 nm), azul (excitação de 450-490 nm e emissão de 515 nm) e verde (excitação de 515-560 nm e emissão de 590 nm).  

 

 

 



4.10.3 Viabilidade celular após interação com SepA não agregada 

  

Após a confirmação de que SepA causava alterações morfológicas nas 

células epiteliais HeLa e HT-29, foi realizado o ensaio de MTT, que é um 

indicador de viabilidade celular para determinar se uma toxina tem efeito 

citotóxica ou citopático. 

Os resultados de viabilidade celular com MTT mostraram que SepA é 

uma proteína citopática. Após 5 h de incubação com células HeLa, SepA nas 

concentrações de 20 e 40 µg/mL não causou morte celular (Figura 38). Após 

18 h de incubação foi verificado 99,70% de células viáveis no ensaio utilizando 

40 µg/mL de SepA e 90,47% de células viáveis utilizando 20 µg/mL de SepA. 

Quando na presença de PMSF ou do soro anti-SepA, não houve diferença com 

relação aos efeitos com SepA apenas (Figura 38). 

Na linhagem HT-29, após 5 h de incubação com 40 µg/mL de SepA 

houve 67,29% de células viáveis e na incubação com 20 µg/mL houve 81% de 

células viáveis (Figura 39). Após 18 h de interação nas duas concentrações 

utilizadas de SepA houve 100% de células viáveis, indicando assim o efeito 

citopático da proteína. Quando na presença de PMSF ou do soro anti-SepA, 

foram observadas pequenas diferenças com relação aos efeitos com SepA 

apenas (Figura 39). 
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Figura 38 – Viabilidade das células HeLa após interação com SepA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



126 

 

 

Ensaio de viabilidade celular após a interação de HeLa com SepA, medida pela 

técnica de MTT. A proteína SepA apresentou efeito citopático não causando morte 

celular após interação de 5 h com as células HeLa. Uma baixa porcentagem de morte 

celular foi verificada após 18 h de interação de HeLa com SepA. Não houve 

neutralização do efeito de SepA tanto por PMSF como por anti-SepA. 

 

 

Figura 39 - Viabilidade das células de HT-29 após interação com SepA. 
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Ensaio de viabilidade celular após a interação de HT-29 com SepA, medida pela 

técnica de MTT. A proteína SepA apresenta efeito citopático e causa cerca até 32,72% 

de morte celular após interação de 5 h com as células HT-29. Em ensaio de 18 h de 

interação não foi verificada morte celular. A neutralização do efeito de SepA foi 

observado utilizando PMSF em 5 h de interação.  

 

4.11 Ensaios de interação da EAEC BA732::pic com células HeLa 

 

A cepa BA732 escolhida como protótipo de EAEC típica produtora de 

SepA neste estudo foi mutagenizada no gene pic para que a mesma ficasse 

desprovida de outra SPATE de classe 2. Dessa forma, a cepa BA732::pic 

apresenta um perfil de expressão de uma única SPATE: SepA (Figura 28). 

Para analisar a capacidade de secreção de SepA na interação bactéria-

célula epitelial, foi realizado o teste de adesão da cepa BA732::pic em células 

HeLa, linhagem celular que foi sensível à ação de SepA purificada. Esse 

ensaio foi evidenciado por imunofluorescência com o soro anti-SepA. 

Foram analisados três períodos de incubação: 4 h e 30 min, 6 h e 8 h 

(Figura 40). Após 4 h e 30 min a cepa BA732::pic mostrou-se aderente, 
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iniciando o estabelecimento do padrão de adesão agregativo. A secreção da 

proteína SepA pôde ser detectada na região de adesão às células HeLa, mas 

nesse período não foi observado efeito citopático. Após 6 h de interação, o 

padrão de adesão agregativo mostrou-se bem estabelecido, assim como a 

secreção de SepA foi detectada na região de adesão, sem evidencia de efeito 

citopático nas células HeLa. Após 8 h de incubação, além do padrão de adesão 

agregativo e da secreção de SepA no local da adesão, foi observado efeito 

citopático. 

 

 

 



Figura 40 – Produção de SepA por BA732::pic durante o processo de adesão. 
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Secreção de SepA por BA732::pic na adesão em células HeLa. As células epiteliais foram infectadas com a cepa BA732::pic na MOI de 0,5, 

seguido de incubações por 4 h e 30 min, 6 h e 8 h. Após esse período as células foram fixadas, permeabilizadas e tratadas com fluoróforos e 

anti-SepA. Os filamentos de actina estão evidenciados em vermelho, o DNA das células e das bactérias em azul e a proteína SepA em verde. 

Nas células não infectadas a marcação em verde não é observada. No ensaio de 4 h 30 min, a proteína SepA secretada por BA732::pic é 

observada sem causar alteração celular. No ensaio de 6 h, a secreção de SepA também é observada e nenhuma alteração celular foi 

verificada. No ensaio de 8 h a produção de SepA também foi detectada, mas alterações morfológicas nas células HeLa podem ser observadas, 

indicando o efeito citopático. Nos cortes em Z se observa a proteína SepA sendo secretada em 6 h. No período de 8 h além da secreção de 

SepA foi verificado o arredondamento celular (quadrado branco). Aumento de 1.000 x. Visualizado em Microscópio Confocal de Varredura a 

Laser microscópio confocal TCS SP5 (Leica). Filtros utilizados: UV (excitação de 340-380 nm e emissão de 425 nm), azul (excitação de 450-

490 nm e emissão de 515 nm) e verde (excitação de 515-560 nm e emissão de 590 nm). 

 

 



4.12 Neutralização do efeito citopático de SepA em células HeLa 

 

Nesses ensaios foi utilizada a proteína SepA produzida por 

M90T(pZK15) em interação com células HeLa. 

Conforme se observa na Figura 41, o inibidor de protease PMSF foi 

capaz de neutralizar o efeito citopático de SepA no período de 5 h de interação. 

Nesse ensaio as células apresentaram a morfologia alongada habitual para a 

linhagem HeLa e não foi observado arredondamento celular. No período de 18 

h o efeito causado por SepA não foi neutralizado por PMSF. Esse mesmo 

ensaio também foi realizado utilizando o soro anti-SepA, o qual foi capaz de 

neutralizar o efeito de SepA em ambos os períodos de incubação (5 e 18 h). 

 

Figura 41 – Neutralização da atividade de SepA em células HeLa com inibidor de 

serino protease e anti-soro contra SepA. 
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Ensaio de neutralização do efeito citopático de SepA em células HeLa. As células 

epiteliais foram incubadas com 40 µg/mL de SepA nos períodos de 5 e 18 h, na 

presença de 100 mM de PMSF ou soro anti-SepA (1:40). Em seguida as células foram 

fixadas e coradas com May-Grünwald/Giemsa. Nos ensaios utilizando PMSF houve 

neutralização do efeito de SepA no período de incubação de 5 h, evidenciando as 

células com a morfologia inalterada. No período de 18 h de interação foram 

incoclusivos, pois as células do controle negativo apresentavam morfologia alterada.  

Nos ensaios utilizando anti-SepA foi verificada a neutralização do efeito citopático 

causado por SepA nos dois períodos de incubação. No controle negativo as células 

HeLa são observadas com a morfologia habitual. As setas indicam as células com 

alteração morfológica. Aumento de 1.000 x.  
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4.13 SepA purificada se liga à membrana citoplasmática das células HeLa, 

HT-29 e HEp-2 

 

O ensaio de ligação à membrana foi realizado utilizando SepA purificada 

e as linhagens HeLa, HT-29, HEp-2 e MDCK. Foi observada a ligação de SepA 

à membrana citoplasmática das células HeLa, HT-29 e HEp-2 (Figura 42), e 

ausência de ligação à membrana da linhagem MDCK (Figura 43). 

 



Figura 42 – Ensaio de ligação de SepA à membrana das células epiteliais HeLa, HT-29 e HEp-2. 
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Ensaios de ligação de SepA à membrana citoplasmática das células HeLa, HEp-2 e HT-29. As células epiteliais foram tratadas com 40 µg/mL 

de SepA, seguido de incubação por 5 h. Após esse período as células foram fixadas, permeabilizadas e tratadas com fluoróforos e anti-SepA. 

Os filamentos de actina estão evidenciados em vermelho, o DNA das células e da bactéria em azul e a proteína SepA em verde. Nos controles 

negativos das três linhagens a marcação em verde não é observada. Na interação de SepA com a membrana das três linhagens a proteína 

SepA foi detectada (setas brancas) na superfície das células. Nos cortes Z os pontos de colocalização de SepA com a membrana das células 

podem ser observados em coloração amarelada (setas brancas). Aumento de 1.000 x. Visualizado em Microscópio Confocal de Varredura a 
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Laser microscópio confocal TCS SP5 (Leica). Filtros utilizados: UV (excitação de 340-380 nm e emissão de 425 nm), azul (excitação de 450-

490 nm e emissão de 515 nm) e verde (excitação de 515-560 nm e emissão de 590 nm).  

 

 



 

Figura 43 – Ensaio de ligação de SepA à membrana das células MDCK. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ensaios de ligação de SepA à membrana citoplasmática de células MDCK. As células epiteliais foram tratadas com 40 µg/mL de SepA, 

seguido de incubação por 5 h. Após esse período as células foram fixadas, permeabilizadas e tratadas com fluoróforos e anti-SepA. Os 
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filamentos de actina estão evidenciados em vermelho, o DNA das células e da bactéria em azul e proteína SepA estaria marcada em verde, se 

fosse detectada. Na interação de SepA com MDCK a proteína SepA não foi detectada na superfície das células. Aumento de 1.000 x. 

Visualizado em Microscópio Confocal de Varredura a Laser microscópio confocal TCS SP5 (Leica). Filtros utilizados: UV (excitação de 340-380 

nm e emissão de 425 nm), azul (excitação de 450-490 nm e emissão de 515 nm) e verde (excitação de 515-560 nm e emissão de 590 nm).  

 



4.14 Produção de interleucinas pela linhagem HT-29 após a interação com 

SepA 

 

Nessa etapa foi utilizada a proteína SepA purificada da cepa 

M90T(pZK15) e a linhagem HT-29 de origem intestinal humana, a qual 

mostrou-se sensível à ação de SepA. 

Nos ensaios de dosagem de interleucinas foi observado que a proteína 

SepA foi capaz de induzir a produção de IL-8 nas células HT-29 após 5 e 18 h 

de interação (Figura 44). As demais interleucinas quantificadas (IL-1β e TNFα) 

não foram induzidas por SepA nessa linhagem celular. 

 

Figura 44 – Detecção da secreção de IL-8, IL-1β e de TNFα induzida por SepA em 

células HT-29. 
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Dosagens de interleucinas produzidas por HT-29 após a interação com a proteína 

SepA purificada da cepa M90T(pZK15). As células epiteliais foram tratadas com 40 

µg/mL de SepA, seguido de incubação por 5 ou 18 h. Após esse período, os 

sobrenadantes dos cultivos celulares foram recolhidos, filtrados e usados para a 

detecção de IL-8, IL1-β e TNFα pelo método de ELISA (BD Bioscience). Os ensaios 

foram realizados em triplicatas biológicas e técnicas. SepA foi capaz de induzir a 

produção de IL-8 em células HT-29 no período de 5 e 18 h. As interleucinas, IL1-β e 

TNFα não foram induzidas por SepA nessa linhagem celular. 
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5 DISCUSSÃO 

 

EAEC é um enteropatógeno que tem como principal definição a 

capacidade de aderir em células epiteliais cultivadas no característico padrão 

de adesão agregativo (NATARO; KAPER, 1998). Esse patótipo de DEC foi 

descrito há três décadas como agente de diarreia aguda em crianças chilenas 

(NATARO et al., 1987) e atualmente é considerado um patógeno globalmente 

difundido e associado à diarreia aguda e persistente (HEBBELSTRUP JENSEN 

et al., 2014). Uma meta-análise da literatura publicada entre 1987 e 2006, 

mostrou que EAEC está estatisticamente associada à diarreia aguda e 

persistente em países desenvolvidos e em desenvolvimento, à diarreia em 

pacientes com HIV e à diarreia do viajante (HUANG et al., 2006). Outro estudo 

de meta-análise também mostrou associação entre EAEC e diarreia aguda em 

crianças vivendo em países do sudoeste asiático (PABALAN et al., 2013). 

Nos últimos anos, importantes relatos mostraram que EAEC também 

coloniza crianças assintomáticas de áreas endêmicas em países em 

desenvolvimento (HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2014; LIMA et al., 2018; 

ROGAWSKI et al., 2017). A persistência de EAEC na mucosa intestinal pode 

induzir inflamação intestinal crônica, mesmo na ausência de diarreia, reduzindo 

sua função absortiva e levando à desnutrição e diminuição do desenvolvimento 

físico e cognitivo (LIMA et al., 2000; OPINTAN et al., 2010; ROCHE et al., 

2010). Portanto, o quadro inflamatório induzido por EAEC na mucosa intestinal, 

no curso da diarreia ou na colonização assintomática, é de grande importância 

em termos de saúde pública (LIMA; MEDEIROS; HAVT, 2018). 

Conforme mencionado anteriormente, a patogênese da infecção 

intestinal por EAEC pode ser resumida nas etapas de colonização com intensa 

produção de muco e formação de biofilme, seguida de efeitos enterotóxicos e 

inflamatórios. Diversas adesinas, toxinas e proteínas secretadas têm sido 

identificadas em cepas de EAEC, como potenciais fatores envolvidos nessas 

etapas da patogênese (CROXEN; FINLAY, 2010; GOMES et al., 2016; 

NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011). 

Dentre esses diversos fatores de virulência codificados por EAEC estão 

as SPATEs, as quais apresentam diversos mecanismos de ação envolvidos na 
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colonização, toxicidade, evasão e modulação do sistema imune (ABREU et al., 

2015; AL-HASANI et al., 2000; AL-HASANI et al., 2009; BENJELLOUN-TOUIMI 

et al., 1998; DJAFARI et al., 1997; DUTTA et al., 2002; ESLAVA et al., 1998; 

GUTIÉRREZ-JIMÉNEZ; ARCINIEGA; NAVARRO-GARCIA, 2008; GUYER et 

al., 2000; HARRINGTON et al., 2009; HENDERSON et al, 1999; LEYTON et 

al., 2003; MARONCLE et al., 2006; MELLIES et al., 2001; PARHAM et al., 

2004; PARREIRA; GYLES, 2003; PATEL et al., 2004; PROVENCE; CURTISS, 

1994; TADDEI et al., 2005; RUIZ-PEREZ et al., 2011). 

A serino protease SepA que foi o objeto do presente estudo é 

classificada como uma SPATE de classe 2, que inclui aquelas com atividade 

imunomoduladora (RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014). Na literatura há relatos de 

sua participação na destruição do tecido epitelial, não há evidencia de efeito 

citopático em células HEp-2 causado por SepA, essa SPATE também não 

realiza clivagem de muco e de IgA (BENJELLOUN-TOUIMI et al., 1998; DUTTA 

et al., 2002). 

Cepas de EAEC que albergam o gene sepA estão associadas a casos 

de diarreia com quadros severos (BOISEN et al., 2012; IKUMAPAYI et al., 

2017; MEDEIROS et al., 2017). Porém, o papel de SepA na patogênese de 

EAEC permanece pouco esclarecido. Dessa forma, o presente estudo teve 

como principal objetivo investigar os mecanismos de ação de SepA em 

diferentes linhagens celulares. 

A primeria etapa do estudo correspondeu à determinação da frequência 

de genes que codificam SPATEs, incluindo sepA, em uma grande coleção de 

EAEC isolada em nosso meio (ANDRADE et al., 2017). Os genes pic e sat 

foram os mais frequentes, corroborando dados de estudos prévios (HOSSEINI-

NAVE et al., 2018; TAPADER, 2014; BOISEN et al., 2012; BOISEN et al., 2009; 

JENKINS, et al., 2006; CZECZULIN et al., 1999). O gene sepA foi detectado 

em 13,5% das cepas, estando entre os cinco mais frequentes. Essa frequência 

foi menor do que a encontrada em cepas de EAEC isoladas em outras 

localidades, nas quais as frequências variaram entre 21 e 39% (BOISEN et al., 

2009; BOISEN et al., 2012; DURAND et al., 2016; HAVT et al., 2017; 

HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2017; LIMA et al., 2013). 

 Zude et al. (2014) verificaram a presença do gene sepA, assim como, de 

outros genes codificadores de ATs em cepas de E. coli causadoras de 



144 

 

 

infecções intestinais no geral, as quais foram nomeadas como IPEC (E. coli 

enteropatogênica intestinal), em cepas de ExPEC e em E. coli não 

patogêncicas. Nesse estudo sepA esteve presente em 19,2% das cepas de 

IPEC e em 55,6% das cepas de ExPEC. Em comparação com pic e sat, ATs 

que também são encontradas em ExPEC, sepA foi o gene mais prevalente 

dentre as cepas estudadas (ZUDE et al., 2014).  

O gene sepA também foi detectado em cepas causadoras de septicemia 

neonatal (TAPADER et al., 2014), no estudo mencionado sepA foi verificado 

em 11% das cepas, sendo o segundo gene mais prevalente seguido de espP 

que foi detectado em 13% das cepas. 

Quando as cepas de EAEC foram analisadas separadamente nos 

grupos típica e atípica, a presença de sepA foi significantemente associada às 

cepas atípicas. Considerando que a presença de sepA foi associada à diarreia 

e à severidade da doença (BOISEN et al., 2012; IKUMAPAYI et al., 2017; 

MEDEIROS et al., 2017), o achado de tal associação com as cepas atípicas de 

nossa coleção aponta para o papel patogênico desse subgrupo de EAEC. De 

fato, alguns estudos epidemiológicos mostram que a frequência de EAEC 

atípica é superior a de EAEC típica e significativamente associada à diarreia 

(HUANG et al., 2007; JIANG et al., 2002; MONFARDINI, 2012). Além disso, 

cepas de EAEC atípica foram responsáveis por surtos de diarreia na Sérvia 

(COBELJIĆ et al., 1996) e Japão, sendo que neste último foram acometidas 

2.697 crianças (ITOH et al., 1997). 

Os patógenos que carreiam SPATEs geralmente apresentam genes 

combinados de classe 1 e 2 (BOISEN et al., 2009; RASKO et al., 2011). 

Resultado similar foi verificado no presente estudo, sendo que 59% dos perfis 

genéticos seguiram esse padrão de genes de SPATEs de classe 1 e 2, em 

diversas combinações. O perfil genético pet/pic foi o mais frequente (11,4%) 

nas cepas da coleção estudada, o qual é semelhante ao apresentado pela 

cepa protótipo de EAEC 042 (CHAUDHURI et al., 2010). 

O gene sepA foi detectado em associação com outros genes (classe 1 

ou 2) em 22 (11,4%) cepas, sendo a combinação sepA/pic a mais frequente 

(4,7%). Esse dado está de acordo com o relatado por Boisen et al. (2009) ao 

avaliar uma coleção de EAEC isoladas de diferentes países. 
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 A distribuição de EAEC em filogrupos tem se mostrado uma 

característica heterogênea, ao se comparar cepas de diferentes localidades 

(ALI et al., 2014; BOISEN et al., 2012; FRANÇA et al., 2013; KHALIL et al., 

2016; SOBIESZCZAŃSKA et al., 2011). No presente estudo foi observado que 

a maioria das cepas estudadas pertenceu ao filogrupo A (40,4%), seguido do 

filogrupo B1 (23,3%) e B2 (10,4%). Em outro estudo realizado no Brasil, foi 

verificada a distribuição de EAEC de maneira uniforme nos filogrupos A e D 

(FRANÇA et al., 2013). Por outro lado, outros estudos apontam o filogrupo B2 

(KHALIL et al., 2016; SOBIESZCZAŃSKA et al., 2011) ou o filogrupo D (ALI et 

al., 2014; BOISEN et al., 2012) como os mais prevalentes em cepas de EAEC. 

É importante mencionar que esses autores utilizaram o método triplex PCR 

(CLERMONT; BONACORSI; BINGEN, 2000), ao passo que no presente estudo 

a metodologia utilizada foi a quadruplex PCR (CLERMONT et al., 2013), 

técnica mais recente para determinação de filogrupos de E. coli. Este dado 

novamente corrobora a conhecida heterogeneidade genética de EAEC 

(HEBBELSTRUP JENSEN, 2014; NATARO et al., 1995). 

As cepas que albergavam o gene sepA aqui estudadas foram 

distribuídas em 4 filogrupos, sendo a maioria pertencente ao filogrupo B1 

(42,3%), seguido dos filogrupos A (26,9%), D (15,4%) e B2 (11,5%). As cepas 

de E. coli diarreiogênicas são distribuídas principalmente nos grupos A, B1 e E, 

enquanto os filogrupos B2 e D incluem geralmente as cepas de E. coli de 

origem extraintestinal e as cepas comensais são mais relacionadas aos 

filogrupos A e B1 (CLERMONT et al., 2013; RUSSO;JOHNSON, 2001). 

A pesquisa de genes que codificam outras SPATEs, além de sepA, foi 

realizada na coleção de EAEC na etapa de seleção de uma cepa protótipo para 

o estudo de SepA no contexto de uma EAEC. Isso decorre do fato de que as 

serino proteases dessa família apresentam massas moleculares e atividades 

biológicas semelhantes (RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014). Portanto, a presença 

de outros genes de SPATEs na mesma cepa poderia gerar dificuldades na 

etapa de purificação de SepA, com decorrente interferência nas análises de 

interação com células epiteliais in vitro. 

Nenhuma das cepas da coleção de EAEC estudada se encaixou no 

perfil genético ideal para o estudo, ou seja, uma cepa de EAEC típica 

(albergando aggR) que apresentasse padrão de adesão AA e produzisse 
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somente a proteína SepA. Com isso, duas cepas de EAEC típicas (BA198 e 

BA732) foram selecionadas para a continuidade do estudo. Entretanto, além de 

sepA essas cepas albergavam pic e a produção da serino protease Pic foi 

detectada por immunoblotting em ambas. 

Dessa forma, houve a necessidade da obtenção de um mutante 

isogênico em pic. A primeira técnica utilizada para a tentativa de obtenção 

desse mutante foi a mutagênese sítio dirigida com o sistema de recombinases 

codificadas pelo fago λ, de acordo com a metodologia descrita por Datsenko et 

al. (2000). Entretanto, o mutante em pic não foi obtido usando essa 

metodologia, devido a problemas na inserção ou retirada dos vetores. Na cepa 

BA198 não foi possível inserir os vetores pKOBEGapra ou pKD46, disponíveis 

para esse tipo de mutagênese (SAMPAIO et al., 2009; DATSENKO et al., 

2000), e por esse motivo a cepa foi excluída do estudo. Foi possível inserir o 

vetor pKOBEGapra na cepa BA732, mas não retirá-lo, o que levaria à 

ocorrência de mutações não controladas no genoma da BA732 (DATSENKO et 

al., 2000). 

Sendo assim, uma nova estratégia de mutação foi utilizada, com base na 

técnica de recombinação homóloga mediada pelo vetor suicida pJP5603 

(PENFOLD; PEMERTON,1992, RIEDEL et al., 2013). O mutante em pic 

(BA732::pic) foi assim obtido e a correta inserção foi confirmada por 

sequenciamento, bem como a perda da produção de Pic confirmada por 

immunoblotting. 

Uma vez de posse da cepa protótipo de EAEC típica para produção de 

SepA apenas (BA732::pic), foi iniciada a etapa de obtenção de um mutante em 

sepA, ou seja um duplo mutante ::pic/::sepA na BA732. Esse duplo mutante 

seria empregado em comparação com a cepa produtora de SepA (BA732::pic) 

nos ensaios de interação com células epiteliais cultivadas. Para isso, foi 

novamente utilizada a técnica de deleção por recombinação pelo sistema  

Red (DATSENKO et al., 2000) utilizando os vetores pKOBEGapra e pKD3, 

porém com algumas alterações de protocolo (Fernando Navarro-Garcia, 

CINVESTAV – comunicação pessoal). Uma das alterações empregadas 

proporcionou maior eficiência na eletrocompetência das bactérias (GONZALES 

et al., 2013). A segunda alteração referiu-se à concentração de 12,5 µg/mL de 

cloranfenicol para a seleção dos mutantes carreadores de pKD3 e a terceira 
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consistiu na adição de 1 mM de L-arabinose às placas de cloranfenicol, com a 

intenção de continuar induzindo a expressão das recombinases do pKD3. 

Entretanto, mesmo com estas modificações o duplo mutante não foi obtido. A 

experiência do nosso grupo com a técnica de mutação pelo sistema  Red 

mostra que características do background genético de algumas cepas não 

permitem a mutação por essa técnica. 

A análise in silico do sequenciamento do genoma completo da cepa 

BA732 permitiu determinar a presença de um plasmídeo que apresenta 99% de 

identidade e 96% de cobertura com o plasmídeo pO86A1 (número de acesso 

no GenBank: AB255435.1), que é semelhante ao pAA. Além disso, o 

plasmídeo presente na cepa BA732 também apresentou identidade de 94% 

com o plasmídeo pAA2 (número de acesso no GenBank: FN554767.1) com 

58% de cobertura. A presença deste plasmídeo na cepa BA732 foi 

provavelmente o impedimento para que a mutação utilizando o sistema  Red 

fosse bem sucedida.  

Embora a mutação em pic na cepa BA732 tenha ocorrido, a produção de 

proteínas com mobilidade eletroforética similares ao predito para SepA em 

sobrenadante de cultura de BA732::pic mostrou-se muito discreta, mesmo 

alterando alguns parâmetros do cultivo. A purificação de SepA nativa era um 

dos objetivos iniciais do presente estudo, mas as tentativas com a cepa de 

EAEC não se mostraram promissoras. 

Com isso, a cepa de S. flexneri M90T foi utilizada como alternativa para 

a purificação de SepA. Essa cepa alberga apenas o gene sepA dentre as 

SPATEs e secreta essa protease em sobrenadante de cultura em alta 

concentração (BENJELLOUN-TOUIMI; SANSONETTI; PARSOT, 1995). 

Para justificar o emprego da purificação de SepA a partir da M90T foi 

necessário a realização do sequenciamento completo do gene sepA das cepas 

de EAEC BA198 e BA732, a fim de comparar as sequências preditas de 

aminoácidos dessas cepas (Apêndice C). As análises do sequenciamento 

mostraram algumas diferenças nas sequências de aminoácidos de SepA das 

cepas de EAEC e de S. flexneri M90T, entretanto a identidade das sequências 

de aminoácidos foi de 97%. A maioria das trocas de aminoácidos ocorreu na 

porção da sequência que corresponde ao domínio passageiro, mas 

correspondem a trocas entre aminoácidos do mesmo grupo. O motivo Gly-Asp-
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Ser-Gly-Ser, característico de serino protease, e os resíduos His/Asp/Ser, 

envolvidos na formação da tríade catalítica (RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014), 

mostraram-se conservados entre as três cepas. Além disso, a análise das 

estruturas terciarias preditas das proteínas SepA produzidas pelas três cepas 

mostrou-se altamente similar. Esses achados permitiram a continuidade do 

estudo usando SepA purificada da cepa M90T. 

Para a purificação de SepA foram utilizadas três estratégias. Na primeira 

estratégia, utilizando a técnica de exclusão molecular, não foi possível purificar 

a proteína. Em nenhuma das frações obtidas observou-se a presença de fração 

proteica com massa molecular relativa de 110 kDa, correspondente à proteína 

SepA.  

Na segunda estratégia houve agregação da proteína após a purificação, 

o que foi observado nos ensaios de interação de SepA com células epiteliais 

visualizados por imunofluorescência, realizados no CINVESTAV (México). A 

atividade de serino protease após essa purificação foi previamente evidenciada 

por FRET (clivagem de peptídeos específicos), mas a agregação no momento 

da interação com as linhagens celulares poderia induzir respostas alteradas 

frente à SepA. 

Alguns fatores como temperatura, força iônica e exposição à mudança 

de estado da matéria podem gerar agregação proteíca (BERRIL et al., 2011). A 

alteração química mais comum que gera agregação de proteínas é a formação 

ou mudança de pontes dissulfeto (FINKE et al., 2000), tais modificações podem 

resultar em exposição de resíduos hidrofóbicos da proteína causando a 

subsequente agregação (PATRO; FREUND; CHANG, 2002; WAMG, 1999). 

A agregação de proteínas recombinante purificadas é um problema 

comum em sistemas biológicos, na pesquisa experimental, industrial e médica 

(BONDOS; BICKNELL, 2002). Como solução para esse problema, alguns co-

solventes como a glicina, são utilizados para evitar a agregação proteica no 

processo de purificação, principalmente se a proteína está em corpúsculos de 

inclusão (BONDOS; BICKNELL, 2003; LU et al., 2001). A segunda estratégia 

de purificação de SepA na forma nativa e na presença de glicina não inibiram a 

formação de agregados. 

Com isso, foi aplicada a terceira estratégia de purificação, baseada na 

construção da cepa M90T transformada com o clone mínimo de expressão de 
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SepA, denominado pZK15 (BENJELLOUN-TOUIMI; SANSONETTI; PARSOT, 

1995). Essa construção permitiu a superprodução de SepA em sobrenadantes 

de cultura e, além do alto rendimento, não houve a formação de agregados. 

Dessa forma, o estudo progrediu para a caracterização da interação de SepA 

com células epitelias in vitro. 

 Seis linhagens de células epiteliais cultiváveis foram utilizadas (HEp-2, 

HeLa, Caco-2, HT-29, Y-1 e MDCK), sendo que alterações morfológicas após a 

interação com SepA foram observadas em HeLa, HT-29 e Y-1. Cabe salientar 

que a linhagem MDCK foi utilizada como controle negativo de ligação de 

SPATEs (NAVA-ACOSTA; NAVARRO-GARCIA, 2013). Em resumo as 

alterações morfológicas observadas quando as culturas celulares foram 

coradas com May-Grünwald/Giemsa foram: o descolamento celular, em graus 

distintos dependendo da linhagem celular e alteração na morfologia com 

arredondamento celular. As concentrações de SepA utilizadas foram 20 µg/mL 

e 40 µg/mL, sendo que os efeitos relatados foram avaliados na concentração 

de 40 µg/mL. Essa concentração foi escolhida tendo por base outros estudos 

com SPATEs (DUTTA et al., 2002; BETANCOURT-SANCHEZ; NAVARRO-

GARCIA, 2009).  

Na literatura existe o relato de análises de SepA apenas com células 

HEp-2 e nessa linhagem nenhuma alteração foi observada (DUTTA et al., 

2002). Os resultados aqui obtidos confirmaram que SepA não tem atividade em 

células HEp-2. 

Devido ao efeito observado em Y-1 após 18 h (descolamento e 

arredondamemto celular) ter sido semelhante ao observado no controle 

negativo, essas análises não puderam ser consideradas. Outros estudos 

quanto à concentração e o tempo de incubação de SepA com essa linhagem 

são necessários para confirmação deste dado. 

As células HeLa apresentam morfologia alongadas e na mitose são 

esféricas (BOATMAN; CARTWRIGHT; KENNY, 1976). Isolada de uma 

paciente com câncer de colo de útero, essa linhagem é amplamente utilizada 

na pesquisa científica (MASTERS et al., 2002). As células HeLa 

frequentemente geram contaminação em outras células em cultura. Existem 

diversas linhagens contaminadas com HeLa que são utilizadas com frequência 
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em pesquisa científica, como as células HEp-2 (FJELDE et al., 1955) que 

também foram utilizadas no presente estudo. 

HT-29 é uma célula epitelial intestinal originária de uma paciente com 

câncer no colón (FOGH; TREMPE, 1975), que apresentam morfologia 

arredondada e quando diferenciada apresenta a morfologia normal de células 

epteliais intestinais com microvilos e junções intercelulares (MARTÍNEZ-

MAQUEDA et al., 2015). Essa linhagem celular manteve algumas 

características da célula normal do colón, como receptores de hormônios 

(ROSSELIN, 1989), a capacidade de polimerização e de secreção de muco 

(FANTINI et al., 1986; ROUSSET, 1986). 

 As células HT-29 têm sido utilizadas em estudos sobre absorção de 

nutrientes (GURI; LI; CORREDING, 2017; MARESCA et al., 2002; 

FERRARETTO et al., 2001; WIREN et al., 1998), multiresistência à drogas 

(KHALEEL et al., 2016; IOVINE et al., 2016; TAO et al., 2016; LAVIE et al., 

1998), expressão de integrinas (SHAO et al., 2018; BOUDJADI et al., 2016; 

GOUT et al., 2001), fator de crescimento semelhante à insulina (KIM; NAM, 

2018; ZHANG et al., 2015; CORKINS et al., 2002; KIM et al., 2003) e de 

metabolismo de lipídeos (YAP et al., 2018; MADESH et al., 1996; FIUCCI et al., 

2000; PACHA; LISA; MIKSIK, 2002). 

Os ensaios de interação de SepA com as células HeLa e HT-29 foram 

também analisados por imunofluorescência, podendo analisar de forma mais 

detalhada as estruturas celulares. As mesmas alterações morfológicas foram 

observadas, mas pôde-se verificar que SepA se liga à membrana 

citoplasmática dessas células e não é internalizada. 

Conforme abordado acima, as alterações morfológicas observadas na 

interação das linhagens celulares HeLa e HT-29 incubadas com 40 µg/mL de 

SepA durante 5 h indicaram indução de efeito morfológico devido à ligação 

dessa protease à membrana citoplasmática das células epiteliais. 

Um estudo recente sobre a ação de SepA utilizando S. flexneri (M90T) 

interagindo com linhagens celulares T84 (célula humana de câncer do cólon) 

ou HCT8 (célula humana de câncer ileocecal coloretal) polarizadas e em 

modelo de epintestino, verificou que esta serino protease é essencial para a 

disruptura do epitélio intestinal. Nesse estudo os autores observaram que o 

mutante deletado em sepA (M90T∆sepA) tem menor capacidade de causar a 
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ruptura da barreira intestinal, já que M90T selvagem é recuperada em grande 

número da porção basolateral do epitélio, enquanto a cepa M90T∆sepA teve 

diminuição no trânsito da porção apical para a basolateral. (MALDONADO-

CONTRERAS et al., 2017).  

Esses autores mostraram também que a protease SepA age 

indiretamente na ativação de cofilina por meio dos ensaios de epintestino 

analisados por imunoflourescência, demonstrando a co-localização de cofilina 

com a cepa M90T, o mesmo não ocorreu com o mutante M90T∆sepA 

(MALDONADO-CONTRERAS et al., 2017). A cofilina é uma proteína 

eucariótica que em sua forma desfosforilada despolimeriza filamentos de 

actina, desarranjando o citoesqueleto (MIZUNO, 2013). Promove a abertura 

das junções oclusivas rompendo os filamentos de actina resultando no 

aumento da permeabilidade da barreira do epitélio intestinal. (IVANOV et al., 

2004; SHIOBARA et al., 2013). 

 As proteínas LIM quinases (LIMK1 e 2) (MIZUNO, 2013; YANG et al., 

1998) inativam a cofilina por fosforilação da molécula, há outro grupo de 

proteínas denominadas related testicular protein kinases (TESK) que também 

participam da inativação de cofilina (MIZUNO, 2013). Quando fosforilada a 

cofilina é incapaz de se ligar aos filamentos de actina (MALDONADO-

CONTRERAS et al., 2017). A ativação de cofilina é dada pela desfosforilação a 

partir da ação das proteínas da família das sligthshot fosfatases (SSH) 

(MIZUNO, 2013).  

 A dinâmica da actina pela via cofilina/LIMK durante a disruptura do 

epitélio, divisão celular, motilidade e morfogênese é bem conhecida na 

literatura (NAGUMO et al., 2008; SHIOBARA et al., 2013; NISHITA et al., 2015; 

YANG et al., 1998). 

 A ativação da cofilina por SepA se dá por intermédio da diminuição no 

níveis de LIMK1 que como mencionado anteriormente inativa a cofilina 

(MIZUNO, 2013). Algumas moléculas exógenas, assim como SepA, agem na 

diminuição dos níveis de LIMK1. Uma delas é o dialil dissulfeto, uma molécula 

anticancerígena que inibe a expressão e fosforilação de LIMK1 (SU, et al., 

2017; ZHOU et al., 2013). Outro exemplo é um serquiterpeno (hidrocarboneto 

geralmente produzido por vegetais) de Chloranthus serratus, que é uma planta 

de uso medicinal. Este serquiterpeno inibe a expressão de LIMK1 em células 
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de câncer de mama (FU, et al., 2018). Dentre os inibidores endógenos de 

LIMK1 há o supressor de tumor LATS1 (large tumor supressor 1), a niscarina e 

a arrestina β ou ARRB1 (CHEN; MACHARA, 2006; ZOUDILOVA et al., 2007).  

 Além de SepA, não há descrição na literatura de outra serino protease 

que esteja envolvida com a regulação da expressão ou inativação de LIMK1.    

 Tendo em vista que SepA ativa a cofilina de forma indireta, as alterações 

morfológicas observadas no presente estudo em células HeLa e HT-29 podem 

ter sido ocasionadas pela despolimerização de actina nessas células, a partir 

da ligação de SepA à membrana celular. 

 Resumidamente, as alterações morfológicas induzidas por SepA foram: 

em células HeLa células foram observadas em formato esférico, após 5 h de 

interação e essa alteração foi mais evidente após 10 h e permaneceu no 

período de 18 h. E nas células HT-29 foi observado um maior arredondamento 

celular com aparente acúmulo de actina na incubação com SepA por 5 h, 

sendo que após 18 h essa alteração morfológica permaneceu. 

Os efeitos celulares de SepA em períodos muito prolongados de 

incubação (18 h) poderiam ter sido decorrentes da pinocitose de SepA pelas 

células, entretanto, os ensaios de imunofluorescência detectando SepA nesse 

período de incubação não mostraram SepA internalizada.  

 Nos ensaios de viabilidade celular foi observado que após 5 h de 

incubação SepA-HeLa não houve morte celular, que ocorreu em baixas 

porcentagens após 18 h de incubação. Já na linhagem HT-29, os resultados 

foram diferentes, sendo que no período de 5 h houve ~33% de morte celular e 

no período de 18 h não houve morte. Esse dado pode ser relacionado com a 

mesma forma de ação da toxina termo-lábil (LT) de E. coli enterotoxigênica 

(ETEC), onde após 16 ou 24 h de interação a toxina deixa de causar alteração 

morfológica em células Y-1 (DONTA; MOON; WHIPP, 1974). Isso sugere que 

SepA age de maneira semelhante a LT em relação ao tempo de ação em HT-

29, sendo considerada assim uma proteína com efeito citopático. 

 Em um estudo verificando a capacidade de dialil dissulfeto como inibidor 

de proliferação de HT-29, foi observado resultados semelhantes aos 

encontrados no presente estudo quanto à porcentagem de morte celular 

analisada por MTT. Após o período de 24 h de interação do dialil dissulfeto com 

HT-29 os autores observaram 68,3% de morte celular (HUANG et al., 2011), 
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porcentagem semelhante a verificada nesse estudo após a interação com 40 

µg/mL de SepA por 5 h com HT-29 (67,29%).  

É importante mencionar que SepA se ligou à membrana das células 

HEp-2 (linhagem contaninada com HeLa), mas não causou dano morfológico, 

indicando a possibibilidade de SepA estar se ligando ao mesmo receptor que 

aquele no qual se liga à membrana das células HeLa, porém por alguma 

característica de HEp-2 a cascata de ativação de cofilina não ocorreu. 

Em resumo, SepA provocou efeitos citopáticos observados em células 

HeLa e HT-29, e esses efeitos foram neutralizados pela incubação de SepA 

com PMSF (inibidor de serino protease) e o soro anti-SepA policlonal. Além 

disso, a protease não foi internalizada nas células eucarióticas, tanto nos 

ensaios de incubação com a proteína purificada como na secreção de SepA no 

momento da adesão bacteriana. 

Estes dados indicam que SepA é uma proteína que altera o metabolismo 

celular agindo indiretamente no citoesqueleto via ativação da cofilina. Mais 

estudos são necessários para que se entendam os detalhes do mecanismo de 

ação dessa SPATE de classe 2 sobre às células epitelias, iniciando pela 

identificação do receptor eucariótico e a identificação das vias de ativação da 

cofilina a partir da ligação de SepA ao seu receptor. 

Nos estudos em que foi avaliada a resposta inflamatória causada por 

EAEC foi demonstrado que ocorre um aumento dos níveis de lactoferrina fecal, 

IL-8 e IL-1β. (SANCHEZ-VILLAMIL; NAVARRO-GARCIA, 2015) Por exemplo, 

em estudos utilizando células Caco-2 não polarizadas, foi confirmado que a 

infecção por EAEC induz IL-8 e que o plasmídeo pAA foi necessário para a 

ocorrência do efeito inflamatório (STEINER et al., 1998). Em outro estudo deste 

mesmo grupo, foi mostrado que a mutação no gene fliC diminuiu a liberação de 

IL-8, definindo assim a flagelina H18 com o principal estímulo pró-inflamatório 

(STEINER et al., 2000). Corroborando esses dados, AAF/II mostrou-se um 

potente indutor de IL-8, tanto em células polarizadas T84 como em células 

HEp-2 (EDWARDS et al., 2011; HARRINGTON et al., 2005). Deste modo, 

esses importantes fatores de virulência parecem ser determinantes na ativação 

da resposta inflamatória induzida por EAEC (SANCHEZ-VILLAMIL; NAVARRO-

GARCIA, 2015), embora não sejam os únicos indutores desse processo. 
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Como já mencionado anteriormente, após a colonização de EAEC na 

mucosa intestinal há a secreção de diversas enterotoxinas e citotoxinas, dentre 

elas as várias SPATEs. Em relação à resposta inflamatória frente a essas 

serinoproteases, foi mostrado que Pic, uma SPATE de classe 2 ou 

imunomoduladora, tem como alvo uma variedade de proteínas de adesão de 

leucócitos humanos e sua especificidade está restrita a glicoproteínas ricas em 

ligações do tipo O, como CD43, CD44, CD45, CD93, CD162 e a quimiocina 

fractalquina, todas essas glicoproteínas estão envolvidas no tráfego e migração 

de leucócitos e inflamação. De fato, Pic prejudicou a quimiotaxia e a migração 

de leucócitos (RUIZ-PEREZ et al., 2011). 

Neste contexto, sendo SepA também uma SPATE de classe 2 ou 

imunomoduladora, decidiu-se no presente estudo analisar a indução da 

produção das interleucinas IL-1β, TNFα e IL-8 por SepA. Para tanto, foram 

empregadas células HT-29, uma vez que foi a única de origem intestinal em 

que SepA induziu alteração morfológica, dentre as células aqui estudadas. 

Vale ressaltar que IL-1β é uma interleucina pró-inflamatória do sistema 

imune inato, produzida por macrófagos, neutrófilos, células endoteliais e 

algumas células epiteliais, de ação parácrina e raramente endócrina, que 

participa da diferenciação de células T produtoras de IL-17 e é induzida por 

infecções bacterianas e fator de necrose tumoral (TNF) (ABBAS, 2015; BENT 

et al., 2018; PALOMINO; MARTI, 2015). 

O fator de necrose tumoral, ou TNF, é um mediador da resposta 

inflamatória aguda a bactérias e outros microrganismos infecciosos. O nome 

desta interleucina deriva de sua identificação original como um fator que 

causava necrose tumoral. É produzido por macrófagos, células dendríticas e 

outros tipos celulares e muitos tipos celulares em apoptose (ABBAS, 2015; 

STEELAND et al., 2018). 

IL-8 uma interleucina quimiotáxica produzida por macrófagos, células 

endotelais e epiteliais, que age na migração de neutrófilos, basófilos e linfócitos 

(BAGGIOLINI; WALZ; KUNKE, 1989; GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2002 

ROSSI; ZLOTNIK, 2000). A sua produção é induzida por IL-1 β, TNF e flagelina 

(KOLIOS et al., 1996; STEINER et al., 2000). Devido as suas propriedades pró-

inflamatórias é um importante fator em doenças inflamatórias e autoimune 

(HARADA et al., 1994; KOCH et al., 1992; SMYTH et al., 1991). Em ambiente 
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tumoral, IL-8 pode ser secretada por diversos tipos celulares presentes de 

forma intrínseca ao tumor, tais como células de defesa (macrófagos, linfócitos e 

neutrófilos), células da microglia, células endoteliais, neurônios e células 

neoplásicas (KLAFKE, 2015). 

No presente estudo somente IL-8 foi induzida por SepA nos dois 

períodos de interação (5 e 18 h) com a célula HT-29. Por se tratar de uma 

quimiocina que recruta neutrófilos, SepA aparentemente tem importância na 

ativação da resposta imune do hospedeiro nas infecções por EAEC. Em geral, 

na resposta inicial a uma infecção há o recrutamento de células inflamatórias e 

IL-8 é a molécula efetora protótipo deste processo (SAVKOVIC et al., 1997). A 

transcrição do gene que codifica IL-8 é comandada principalmente por NF-kB 

(HOFFMANN et al., 2002) e MAP cinases (SAVKOVIC et al., 2001). Outra 

resposta inflamatória alternativa são os inflamassomas, que são plataformas 

moleculares multiméricas que desencadeiam a ativação de caspases e o 

processamento de pro-IL-1β (MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002). A 

estrutura do inflamassoma é formada por receptores intracelulares do tipo NOD 

para iniciar a resposta imune inata contra patógenos pela ativação de caspase-

1 (MARTINON; MAYOR; TSCHOPP, 2009). A ativação de caspase-1 resulta 

em um aumento da expressão de IL-1β e IL-18, recrutamento e ativação de 

células imune que desencadeia a piroptose, que é uma forma de morte celular 

dependente da inflamação por caspase-1 (FINK; COOKSON, 2005). 

Nossos resultados sugerem que a interação de SepA com as células 

HT-29 parece utilizar NF-kB ou a via das MAP cinases, pois somente observou-

se a indução de IL-8 em HT-29 na presença de SepA. Porém mais estudos são 

necessários para determinar o papel dessa SPATE na resposta inflamatória 

induzida por EAEC, como por exemplo a utilização de mutantes em sepA. Os 

dados aqui apresentados são resultantes de experimentos iniciais sobre a 

participação de SepA nesse processo. 

Finalizando, é importante salientar que os dados obtidos no presente 

trabalho abrem perspectivas de estudos mais aprofundados com a proteína 

SepA, pois foi mostrado pela primeira vez que uma SPATE classificada como 

imunomoduladoras, ou pertencente a classe 2, também causa alterações 

morfológicas proeminentes em células epitelias, atuando provavelmente no 

citoesqueleto. Sendo assim, existe a possibilidade de que outras SPATEs do 
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mesmo grupo atuem da mesma forma, o que poderia ser uma próxima vertente 

de estudo em relação às funções desempenhadas pelas proteases 

autotransportadoras de classe-2, além da de imunomodulação já conhecida. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Em resumo, no presente estudo verificou-se que: 

 

(a) sepA foi detectado nas cepas de EAEC isoladas do Brasil como 

sendo um dos genes mais frequentes entre as SPATEs estudadas e 

sua presença foi significantemente associada às EAEC atípicas. 

(b) SepA de EAEC BA732 mostrou identidade de 98% com SepA da 

cepa M90T de Shigella flexneri 5a. 

(c) SepA foi purificada na sua forma nativa e funcional, a partir de 

sobrenadante de cultura da cepa M90T, e provocou alterações 

morfológicas em células HeLa e HT-29, sugerindo efeito citopático, o 

qual foi neutralizado por inibidor de serino protease e antissoro 

específico. 

(d) SepA ligou-se à membrana citoplasmática das células HeLa e HT-29, 

mas não foi internalizada. Esse tipo de interação ocorreu quando 

utilizou-se SepA purificada ou quando a mesma foi secretada por 

EAEC BA732 no momento da adesão bacteriana. 

(e) SepA purificada mostrou atividade pró-inflamatória ao induzir a 

produção de IL-8 em células HT-29. 

 

  
Dessa forma, conclui-se que SepA é um potencial fator de virulência em 

EAEC, que poderia atuar na mucosa intestinal causando efeitos citopáticos e 

pró-inflamatórios, aqui evidenciados em células HT-29, uma linhagem epitelial 

de origem intestinal. Estes efeitos estão associados à patogênese da diarreia 

causada por EAEC 
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Alinhamento da sequência de aminoácidos de SepA das cepas M90T, BA198 e 

BA732. Os retângulos pretos idicam as regiões de nucleotídeos alterados. Os 

retângulos cinzas indicam as regiões de aminoácidos alterados na cepa BA198 e o 

retângulo tracejado indicam as deleções.  
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Alinhamento da sequência de aminoácidos de SepA das cepas M90T, BA198 e 

BA732. Os retângulos pretos representam as regiões de aminoácidos alterados. Os 

retângulos cinza claro indicam as deleções.Os retângulos cinza indicam as regiões de 

aminoácidos alterados na cepa BA198 e o retângulo tracejado indica a porção de 

serino protease da proteína sem alteração.  


