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RESUMO

ANDRADE, F. B. Interacdo da serino protease SepA de Escherichia coli
enteroagregativa com células epiteliais in vitro. 2019. 201 f. Tese
(Doutorado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sao Paulo, S&o Paulo, 2019.

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) é definida como o patotipo de E. coli
diarreiogénica que apresenta o padrdao de adesdo agregativo em células
epiteliais. Apos a colonizacdo na mucosa intestinal, EAEC secreta diversas
enterotoxinas e citotoxinas, dentre elas as proteinas denominadas serino
proteases autotransportadoras de Enterobacteriaceae (SPATES), classificadas
em classe-1 (citotoxicas) 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
presenca do gene sepA € um marcador associado a diarreia causada por
EAEC, indicando que esta toxina tem um importante papel na sua patogénese.
Entretanto, estudos caracterizando SepA como fator de viruléncia sao restritos
a S. flexneri. Nessa espécie, SepA participa da destruicdo e invasao do tecido
epitelial, mas ndo apresenta efeito citotoxico em células HEp-2. No entanto,
desestabiliza a integridade das jun¢des oclusivas em células T84 polarizadas,
através da ativacdo da cofilina. Sendo assim, o presente estudo teve como
objetivos avaliar a prevaléncia de sepA em uma colecdo de EAEC isolada no
Brasil, purificar SepA e analisar sua interacdo com as linhagens Caco-2, HEp-
2, HelLa, 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
atipicas. SepA foi purificada em sua forma nativa a partir da cepa de S. flexneri
5a M90T, mostrando atividade biolégica de serino protease. SepA causou
alteracdes morfoldgicas nas células HelLa e HT-29, induzidas pela sua ligacéo
a membrana dessas células, sem que ocorresse internalizacdo. Os mesmos
efeitos foram causados pela interacdo da cepa de EAEC produtora de SepA
(BA732::pic) e a secrecdo dessa SPATE foi observada no foco de adesédo das
bactérias as células epiteliais. As alteragcbes morfolégicas em HelLa e HT-29
nao levou a morte celular. SepA também foi capaz de induzir a producdo de
IL-8 nas células HT-29. Nossos dados indicam que, tal como em Shigella,
SepA é um importante fator de viruléncia de EAEC, uma vez que induz efeito
citopatico e proé-inflamatério em células de origem intestinal humana,
alteracdes 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 Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sao Paulo, S&o Paulo, 20109.

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, HelLa, 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 MOOT in its native form, showing
biological activity of serine protease. SepA caused morphological changes in
HelLa 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 INTRODUCAO

A diarreia € considerada um problema de saude publica em todo o
mundo, sendo a causa estimada de 1,3 milhdes de mortes por ano (GBD,
2015; WHO, 2018). E a segunda maior causa de mortalidade infantil no mundo.
No ano de 2017 causou 424 mil mortes em criancas de até 5 anos (WHO,
2018). Em regifes onde as gastroenterites sdo endémicas, como em paises da
Africa e do sudoeste asiatico, 25% das mortes na infancia sdo causadas por
gastroenterites virais agudas (SIDOTI et al., 2015).

Devido a alta mortalidade causada pela diarreia, existem iniciativas
governamentais estipuladas pela United Nations Chidren’s (UNICEF) e World
Health Organization (WHO) para prevenir a doenga, como por exemplo as
politicas de combate a desnutricdo cronica, a falta de saneamento basico e a
falta de acesso a agua potavel (FISCHER et al., 2012).

Até o ano de 2011, 71,8% dos municipios brasileiros ndo possuiam uma
politica municipal de saneamento basico (IBGE, 2011). No ano de 2017, 41,5%
dos 5.570 municipios brasileiros afirmaram possuir Plano Municipal de
Saneamento Basico (IBGE, 2018). A situacdo do saneamento béasico precario
no pais estd melhorando a cada ano, porém nos municipios do norte os
nameros ainda sdo preocupantes, onde apenas 450 municipios dessa regiao
apresentam um Plano Municipal de Saneamento Basico (IBGE, 2018), o que
impacta no risco de casos da doenca.

A diarreia pode ser causada por virus, bactérias e protozoarios. Dentre
0s agentes bacterianos causadores da diarreia os principais sdo Escherichia
coli, Shigella spp., Campylobacter spp., Vibrio spp. e Salmonella spp.
(HODGES; GILL, 2010; PODEWILS et al., 2004).

Escherichia coli € um bacilo Gram negativo, anaerdbio facultativo,
pertencente a familia Enterobacteriaceae, que faz parte da microbiota intestinal
de mamiferos e aves (BOOP et al., 2003). Ao longo da evolucéo alguns clones
dessa espécie adquiriram fatores de viruléncia que conferiram adaptacdo a
novos nichos e a capacidade de causar um amplo espectro de doencas
(CLEMENTS et al., 2012).

Os patotipos de E. coli podem causar principalmente as seguintes

patologias: doenca diarreica, infeccdo do trato urindrio, meningite e sepse
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(CLEMENTS et al., 2012; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Desta forma as
cepas patogénicas de E. coli podem ser classificadas em diarreiogénicas ou
extraintestinais (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; RUSSO; JOHNSON,
2000).

As E. coli diarreiogénicas (DEC) séo divididas em seis categorias de
acordo com os fatores de viruléncia que apresentam, as manifestacdes clinicas
que causam e/ou padrbes distintos de adesdo que apresentam em células
epiteliais in vitro. A classificagdo de DEC define os seguintes patoétipos: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli produtora da toxina Shiga (STEC) e sua
subcategoria E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasora (EIEC) e
E. coli que adere difusamente a células epiteliais (DAEC) (CLEMENTS et al.,
2012; CROXEN; FINLAY, 2010; GOMES et al., 2016).

1.1 Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) € definida como o patétipo de
DEC que apresenta o padrdao de adesdo agregativo (AA) em células epiteliais
cultivadas (NATARO et al., 1987; NATARO; STEINER; GUERRANT, 1998).
No padrdo AA (Figura 1) as bactérias formam agregados que se assemelham
a tijolos empilhados, aderindo a superficie das células eucaridticas e também
a superficie da laminula, em arranjos anélogos a favos de colmeia (GOMES et
al., 2016).

Esse padrédo foi descrito durante a analise da aderéncia em células
HEp-2 de cepas de E. coli isoladas em um estudo epidemiolégico sobre a
etiologia da diarreia aguda na infancia, conduzido no Chile (NATARO et al.,
1987). Nesse estudo, os autores foram capazes de subdividir o fendtipo
anteriormente descrito como aderente-difuso (SCALETSKY; SILVA;
TRABULSI, 1984) em duas classificacdes: aderéncia agregativa (AA) e a
aderéncia difusa (AD) propriamente dita. A alta prevaléncia do padrdo AA em
cepas de E. coli isoladas de criangcas com diarreia, levou a proposi¢cdo do novo
patétipo de DEC, denominado E. coli enteroagregativa ou EAggEC (NATARO
et al., 1987). Posteriormente a literatura da area adotou a abreviatura EAEC
(HEBBELSTRUP JENSEN, 2014; NATARO; KAPER, 1998).
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Figura 1 — Padréo de adesao agregativo de EAEC.
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Fonte: Este estudo

Padrdo AA em células HEp-2 apos 6 h de incubagéo do inéculo bacteriano da cepa
de EAEC BA732 com as células epiteliais em confluéncia de ~80%. Pode-se observar
0 padrdo AA, evidenciado pela presenca de bactérias agregadas e aderidas na
superficie da laminula e também das células. Coloragdo com May-Griunwald e
Giemsa. Aumento: 1.000 x.

Dentre os agentes etioldgicos bacterianos da diarreia, EAEC se destaca
como um dos principais enteropatégenos ao redor do mundo, incluindo paises
com altos e baixos indices de desenvolvimento socioeconémico
(HARRINGTON; DUDLEY; NATARO, 2006; HEBBELSTRUP JENSEN, 2014).

EAEC esta associada a diarreia aguda, diarreia persistente e diarreia do
viajante, tanto em adultos como em criangas, na forma endémica e epidémica.

A associagédo epidemiolégica entre EAEC e diarreia aguda na infancia
tem sido descrita em paises 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 paises 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 patégeno de DEC mais prevalente nos casos de diarreia do
vigjante, que € aquela que afeta individuos residentes de paises
desenvolvidos que visitam paises em desenvolvimento (ADACHI et al., 2001;
JIANG et al.,, 2002; MOHAMED et al., 2007). Alguns autores verificaram a
prevaléncia de EAEC em casos de diarreia em adultos (HEBBELSTRUP
JENSEN, 2018; SPANO et al., 2017), ndo sendo caracterizada como diarreia
do viajante.

A prevaléncia de EAEC foi verificada também na diarreia crénica em
pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, ou SIDA (BERNIER;
GOUNON; LE BOUGUENEC, 2002; HUANG et al., 2006; MATHEWSON et al.,
1995; NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011; SAMIE et al., 2007).

Além dos quadros clinicos de diarreia aguda, EAEC esta fortemente
associada a diarreia persistente, ou seja, com duracdo 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 ma nutricdo, problemas de
crescimento e de desenvolvimento cognitivo (GUERRANT et al., 2008; LIMA et
al., 2018; NAVARRO-GARCIA et al., 2010).

No Brasil, varios estudos epidemiolégicos sobre a etiologia da diarreia
aguda tém apontado EAEC como o patotipo 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 ingestdo de alimentos contaminados talvez seja uma forma de
infeccdo por EAEC, pois ja houve relatos em paises desenvolvidos da
ocorréncia 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
ambulatdrios de hospitais publicos, outro dado que favorece a possibilidade de
infeccdo por EAEC a partir de alimentos contaminados (MORAIS; GOMES;
SIGULEM, 1997).

Em 2011 um grande surto de diarreia que acometeu alguns paises da
Europa foi causado por uma cepa de E. coli produtora de toxina Shiga do
subtipo Stx2 e pertencente ao sorotipo 0104: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, caracteristica de
STEC (RASKO et al., 2011). Esse surto foi associado ao consumo de alimento
contaminado e teve graves consequéncias médicas, devido ao grande numero
de pacientes hospitalizados e que desenvolveram a sindrome hemolitica
urémica, patologia comumente decorrente da infecgcdo por STEC (MUNIESA et
al., 2012).

Os sintomas mais comuns relatados na infeccdo por EAEC sao diarreia
aguosa com ou sem sangue e muco, dor abdominal, nausea, vémito e pouca
febre. A diversidade de sintomas clinicos na infecgdo por esse patétipo pode
ser devido a heterogeneidade entre os isolados de EAEC, a dose infecciosa e a
fatores de susceptibilidade genética do hospedeiro, assim como, a reposta
imune (HARRINGTON, DUDLEY; NATARO, 2006; HUANG et al., 2006).

Essa heterogeneidade ficou bastante evidente em um estudo com
voluntarios humanos que receberam indculo 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 entdo a ser considerada como protétipo e amplamente caracterizada
genetica e fenotipicamente (NAVARRO-GARCIA; ELIAS 2011).

Vérias adesinas, toxinas, proteinas secretadas e mecanismos envolvidos
em processos de patogenicidade tém sido identificados em EAEC, mas a
prevaléncia dos genes que codificam esses marcadores € bastante variavel 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 nao permitiu que
a patogénese da diarreia causada por esse patétipo fosse totalmente
esclarecida (HARRINGTON; DUDLEY; NATARO, 2006), porém um modelo
com trés estagios tem sido proposto para explicar a patogénese da diarreia
causada por essas bactérias, tomando por base os fatores de viruléncia
identificados na cepa 042.

Conforme esquematizado na Figura 2, o primeiro estagio envolve a
aderéncia na mucosa intestinal e na camada de muco, através de adesinas

fimbriais e/ou afimbriais; no segundo estdgio h4 a formacdo de abundante
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biofime e aumento da producdo de muco pelos enterdcitos, o que pode
promover uma colonizacao persistente e ma absorcao de nutrientes; por ultimo
h& a secrecdo de toxinas e proteinas autotranportadoras levando a inducao de
resposta inflamatoria, havendo alteracdo na mucosa e na secrecao intestinal
(HARRINGTON; DUDLEY; NATARO, 2006; HUANG; DUPONT, 2004;
NAVARRO-GARCIA et al., 2010).

Figura 2 — Esquema do modelo proposto para patogénese da infec¢éo intestinal
por EAEC.
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Adaptado de: Navarro-Garcia e Elias (2011).
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Modelo de 3 estagios para a infeccdo por EAEC na mucosa intestinal. (A) No primeiro
estagio ocorre a aderéncia da bactéria & mucosa do hospedeiro com participacéo das
fimbrias AAF (linhas azuis), dispersina (pequenas esferas verdes) e proteina Pic
(esfera rosa), uma proteina que degrada muco. (B) No segundo estagio ocorre a
elaboracdo 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 estagio ocorre a
inducdo da resposta inflamatéria, mediada pela flagelina (linhas verdes), fimbrias AAF
e outras estruturas ndo conhecidas.

Diversos potenciais fatores de viruléncia identificados em EAEC séo
codificados por genes localizados no plasmideo ou no cromossomo da cepa
042, cujo genoma completo ja foi sequenciado. Dentre esses fatores estdo
diversas adesinas, toxinas, proteinas secretadas e sideréforos (CHAUDHURI
et al., 2010; NAVARRO-GARCIA et al., 2010).

A cepa 042 alberga um plasmideo de ~100 kb denominado pAA2
(CZECZULIN et al., 1999). Nesse plasmideo estao presentes diversos genes
de viruléncia que tém a expresséo regulada por AggR (CHAUDHURI et al.,
2010; NAVARRO-GARCIA et al., 2010).

O gene aggR codifica um regulador transcricional global de EAEC
envolvido na ativacdo de genes cromossémicos e plasmideais (HARRINGTON;
DUDLEY; NATARO, 2006). Morin et al. (2012) confirmaram a existéncia 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 proteinas hipotéticas e somente cinco mostram homologia com
outras proteinas conhecidas, incluindo os genes da biogénese da fimbria
AAF/II, Pet, dispersina e uma ilha de patogenicidade cromossomica.

Dentre os genes regulados por AggR na cepa 042 estdo os que
codificam as proteinas Pet e EAST-1, a fimbria de aderéncia agregativa AAF/II,
a proteina dispersina, seu sistema de secrec¢do do tipo ABC, as proteinas Shf,
VirK e CapU, além da auto regulacdo de aggR (CHAUDHURI et al., 2010;
CZECZULIN et al., 1999).

Conforme mencionado anteriormente, durante os anos subsequentes a
descricdo de EAEC, um grande numero de estudos foi publicado sobre a
epidemiologia desse patétipo. Em seguida, os estudos -caracterizando
potenciais fatores de viruléncia que eram identificados em cepas de EAEC,

mostraram a grande heterogeneidade em termos da prevaléncia desses
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fatores em colecbes de EAEC. Esse fato levou a proposicdo da
subclassificacdo do patotipo EAEC nos grupos de EAEC tipica e atipica. As
cepas de EAEC sao classificadas como tipicas ou atipicas de acordo com a
presenca ou auséncia do gene aggR, respectivamente (HARRINGTON;
DUDLEY; NATARO 2006; SARANTUYA et al., 2004).

Essa classificagcdo definiria dois grupos de cepas: o primeiro constituido
por cepas tipicas, que apresentaria maior potencial patogénico pelo fato de
albergarem o regulon AggR e o plasmideo de viruléncia pAA e o segundo por
cepas atipicas, com menor potencial patogénico devido a auséncia desses
fatores de viruléncia (HARRINGTON; DUDLEY; NATARO, 2006; KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004; SARANTUYA et al.,, 2004). Contrapondo esta
conclusdo de que EAEC atipica tem menor potencial patogénico, existe o
relato de dois surtos de diarreia causados por cepas atipicas, sendo que em
um deles houve o acometimento de mais de mais de 2.000 pessoas (ITOH et
al., 1997; COBELJIC et al, 1996), demonstrando assim, o potencial
patogénico dessas cepas.

Dentre os diversos fatores de viruléncia presentes em cepas de EAEC
estdo as proteinas 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 trés genes que codificam proteinas dessa classe (BOISEN et al., 2009).

Serino proteases sdo enzimas cujo sitio ativo contém a triade catalitica
Ser/His/Asp, no qual o residuo de serina realiza um atague nucleofilico das
ligacbes peptidicas (DAUTIN, 2010). As SPATEs sdo proteinas secretadas
para o0 meio externo através do sistema de secrecédo do tipo V (SST5), sistema
também conhecido como autotransportador (DESVAUX et al., 2009). Membros
dessa familia de proteinas sdo definidos como importantes fatores de viruléncia
em muitos patégenos (HENDERSON, NAVARRO-GARCIA; NATARO, 1998).

As proteinas autotransportadoras (AT) apresentam uma estrutura
comum (Figura 3). Todas as ATs tém em sua estrutura um peptideo sinal, um
dominio passageiro ou dominio a, que codifica a fungao bioldgica da proteina,

e um dominio translocador ou B-barril, de sequéncia 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 proteinas que compdem as SPATES.

\

SPATE {

58 1048

Peptideo sinal Dominio passageiro Dominio translocador

Adaptado de: Ruiz-Perez e Nataro (2014)

Esquema representativo da estrutura geral das SPATEs contendo um peptideo sinal
(amarelo), um dominio passageiro (laranja) que codifica a funcao biol6gica da proteina
e um dominio translocador (lilas) que forma um poro na membrana pelo qual o
dominio passageiro é translocado.

Essa familia de proteina 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 acessério, e assim
seriam secretadas para o meio externo de maneira autbnoma (KLAUSER;
POHLNER; MEYER, 1993). No entanto, em estudos posteriores foi verificado
que o sistema BAM (B-barrel assembly machinery) é essencial para que ocorra
a biogénese das proteinas autotranportadoras (KNOWLES et al., 2009).

O SST5 é um dos sistemas mais amplamente distribuidos entre as
bactérias Gram negativas (YEN et al., 2002). Esse sistema é subdividido em

cinco grupos (Figura 4), que apresentam algumas particularidades durante a
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secrecao: o sistema 5a, também conhecido como classico; o 5b ou tipo dois
parceiros, que apresenta o dominio passageiro e o translocador em cadeias
polipeptidicas separadas; o 5¢c ou de adesinas triméricas, é o sistema em que 0
poro translocador € constituido por trés cadeias polipeptidicas; o 5d ou o
sistema de dois parceiros fusionados, apresenta o dominio passageiro
fusionado ao translocador; e por fim o 5e ou sistema classico invertido, que
apresenta o dominio translocador na porcdo 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 secrecao de proteinas autotransportadoras através dos
subtipos do SST5.
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Adaptado de: Grijpstra et al. 2013.
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Esquema dos subtipos do SST5 demonstrando as diferencas encontradas em cada
um. 5a ou subtipo classico; 5b ou sistema de dois parceiros; 5¢ ou sistema de
adesinas triméricas; 5d ou sistema de dois parceiros; 5e ou sistema classico invertido.
O esquema apresenta também as proteinas assessorias do complexo Bam e algumas
chaperonas identificadas (DegP, SurA e Skp). Em todos o0s subtipos a secrecdo se
inicia pela clivagem do peptideo sinal pelo sistema Sec, com o posterior trafego da
proteina pelo periplasma, inser¢do do dominio translocador na membrana externa e
liberacdo do dominio passageiro no meio extracelular.

Resumidamente, no sistema classico as SPATES sao secretadas para o
meio externo da seguinte maneira: primeiro a proteina se liga ao sistema Sec
pelo peptideo sinal que entéo é clivado, em seguida o dominio translocador e o
passageiro sdo liberados no periplasma, nesse momento ocorre a ligacdo de
algumas chaperonas a SPATE e entdo o dominio translocador € inserido na
membrana externa com o auxilio das proteinas do complexo BAM, formando
um poro pelo qual o dominio passageiro € translocado e liberado para o meio
externo na forma da proteina madura (DAUTIN, 2010; HENDERSON;
NAVARRO-GARCIA; NATARO, 1998; RUIZ-PEREZ et al.,, 2009; TAPIA-
PESTRANA et al., 2012).

A familia das SPATEs inclui mais de 25 proteinas e sao divididas
filogeneticamente em duas classes, com base na sequéncia de aminoacidos do
dominio passageiro (Figura 5). A classe-1 alberga as proteinas com efeito
citotoxico (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 proteinas imunomoduladoras, que além de modularem o sistema imune,
desempenham fun¢gdes como a degradacdo de mucina e de glicoproteinas de
superficie de leucécitos (GUTIERREZ-JIMENEZ; 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 — Andlise filogenética das sequéncias de aminoacidos dos

dominios passageiros das SPATEs.
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Adaptado de: Ruiz-Perez e Nataro (2014)

Arvore filogenética das sequéncias de aminoacidos das SPATEs. O dominio
passageiro revela duas classes distintas: classe-1 (citotoxinas) e classe-2
(imunomoduladoras). EHEC, E. coli enterohemorragica; Swine-PEC. E. coli
enteropatogénica de suinos; EAEC, E. coli enteroagregativa, UPEC, E. coli
uropatogénica; AIEC, E. coli enteroaderente-invasora; Commensal, E. coli comensal,
REPEC, E. coli enteropatogénica de coelhos; Citrobacter rodentium; APEC, E. coli
patogénica aviaria; 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 enteropatogénica; ETEC,
E. coli enterotoxigénica.
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Dentre as proteinas de classe-1 que sédo frequentemente encontradas
em cepas de EAEC estao as proteinas 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 sédo Pic (HENDERSON et al, 1999) e SepA
(BENJELLOUN-TOUIMI et al., 1998).

1.2 SPATESsS de classe-2

As SPATEs de classe-2, ou imunomoduladoras, séo classificadas
filogeneticamente com base na sequéncia de aminoacidos de seus dominios
passageiros (HENDERSON, NAVARRO-GARCIA, NATARO, 1998; YEN et al.,
2008).

A maioria delas apresenta o dominio-2, uma sequéncia de aminoacidos
conservada no dominio translocador. Acreditava-se que esse dominio
desempenhava papel no reconhecimento do substrato, mas sua funcéo ainda
permanece desconhecida, ja que algumas SPATESs de classe-2 ndo o possuem
(NISHIMURA et al., 2010; RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014). Além disso, em um
estudo com a SPATE Hbp (hemonoglobulin binding protein) o dominio-2 foi
removido e a proteina continuou com sua atividade proteolitica, favorecendo a
ideia de que o dominio-2 ndo esta envolvido com reconhecimento do substrato
(OTTO et al., 2005).

Pouco se sabe do papel de muitas das SPATEs classe-2 quanto ao
substrato biolégico, funcdo na patogénese e mecanismo de acdo (RUIZ-
PEREZ; NATARO, 2014). Pic (protease involved in intestinal colonization), Tsh
(temperature-sensitive hemagglutinin) e Hbp sdo as SPATEs de classe-2
melhor descritas quanto as suas fun¢gées (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 proteina apresenta fungdo mucinolitica, cliva
o fator de coagulacdo V, proteinas do complemento e glicoproteinas de
superficie de leucécitos, além de apresentar atividade de hemaglutinina
(ABREU et al., 2015; HENDERSON et al, 1999; KOSTAKIOTI
STATHOPOULOQOS, 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 infec¢éo cirurgica, difere de Tsh por somente dois
aminoacidos (OTTO et al., 1998). A principal funcdo de Hbp € degradar
hemoglobulina e se ligar ao Heme exposto, mediando a captacdo de ferro
(OTTO et al., 1998).

Tsh é uma SPATE com atividade de hemaglutinina que foi identificada
em cepas de E. coli patogénica aviaria (APEC) (PROVENCE; CURTISS, 1994).
Tem capacidade de se ligar a hemoglobina, assim como Hpb, e também se liga
a proteinas de matriz extracelular como fibronectina e colageno IV, a
aglutinacdo gerada por essa proteina é independente do dominio catalitico de
serino protease (KOSTAKIOTI; STATHOPOULOS, 2004; PROVENCE;
CURTISS, 1994).

Como se nota, essas trés SPATEs de classe-2 resumidamente
descritas, apresentam funcdes semelhantes o que é uma caracteristica das
proteinas desta familia.

SepA, que também é uma SPATE de classe-2 sera descrita com maior
detalhes quanto a sua estrutura e funcdes 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 clinicos de EAEC (BOISEN et al., 2009; NATARO, 2011).

Essa SPATE é codificada por um gene plasmideal (sepA) em Shigella
flexneri, e sintetizada como uma proteina precursora de 146 kDa que é
convertida em sua forma madura extracelular de 110 kDa (BENJELLOUN-
TOUMI et al., 1998). A sua expressao € termorregulada, havendo maxima
expressao a 37°C, quando comparada com a expressao em baixas (20-30°C)
ou altas (40-42°C) temperaturas (BENJELLOUN-TOUMI et al., 1995).

A estrutura do dominio passageiro de SepA foi resolvida por
cristalografia, conforme apresentado na Figura 6.
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Figura 6 — Cristalografia do dominio passageiro de SepA
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Adaptado de: Maldonado-Contreras et al. (2017)

Estrutura do dominio passageiro de SepA em cristalografia. (A) Esquema linear do
gene sepA, indicando o peptideo sinal (preto); SD1 a SD6 indica o dominio
passageiro. (B) Representagdo tridimensional do dominio passageiro. (C)
Representacdo em fita do dominio passageiro.

SepA € a proteina majoritaria secretada por S. flexneri. Nessas
bactérias, participa da destruicdo do tecido epitelial (BENJELLOUN-TOUMI et
al., 1998), ndo apresenta efeito citotéxico em células HEp-2, ndo esta envolvida
na formacdo de placas em células Caco-2, ou disseminagcdo de S. flexneri,
entre as células hospedeiras. H4 indicios de sua participacdo nos danos na
mucosa nos eventos iniciais da shigelose, desempenhando assim um papel na
invasdo de tecidos a partir da participacdo na ruptura da barreira epitelial do
intestino (BENJELLOUN-TOUMI et al., 1998; DUTTA et al, 2002;
MALDONADO-CONTRERAS et al., 2017).

No modelo de alga ligada de intestino de coelho, a infeccdo por S.

flexneri mutante em sepA é caracterizada pela diminuicdo de acumulo de
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fluidos e da inflamacdo em curto periodo de infeccéo (8 h), indicando que SepA
€ necessaria para o estabelecimento, mas néo para a progressao da shigellose
(DAUTIN, 2010).

SepA participa da ruptura da barreira epitelial do intestino na infeccao
por S. flexneri, facilitando o transito dessas bactérias para a porgéo basolateral
do epitélio do hospedeiro (MALDONADO-CONTRERAS et al., 2017). Nesse
mesmo estudo foi verificado que SepA age na dinamica de actina por meio da
diminuicdo dos niveis de LIM quinase | (LIMKI) que por sua vez inativa a
cofilina, que age diretamente nos filamentos de actina, causando a
despolimerizacdo dessas estruturas do citoesqueleto. SepA diminui 0s niveis
de LIMKI pela acdo do dominio catalitico de serino protease, uma vez que 0s
niveis de LIMKI permanecem inalterados na infeccdo por cepa de S. flexneri
com SepA mutada neste dominio (MALDONADO-CONTRERAS et al, 2017).

O substrato biolégico da proteina € desconhecido (RUIZ-PEREZ;
NATARO, 2014). SepA hidrolisa diversos peptideos sintéticos, semelhantes
agueles hidrolisados pela catepsina G, uma serino protease produzida por
leucdcitos polimorfonucleares, mas surpreendentemente ndo cliva o0s
substratos naturais da catepsina G, como as fibronectinas, colagenos e
angiotensinas (BENJELLOUN-TOUMI et al., 1998). Além disso, SepA ndao cliva
nenhum dos substratos clivados por outras SPATEs de ambas as classes,
como a mucina, glicoproteinas de leucécitos, a-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 predilecdo aos mesmos substratos, SepA
parece ndo compartilhar dos mesmos substratos destas proteinas (RUIZ-
PEREZ et al., 2014).

Aparentemente SepA tem papel importante na patogénese de EAEC, ja
gue esta presente em um grande numero de cepas isoladas de pacientes com
diarreia (BOISEN et al.,, 2012). A presenca do gene sepA foi fortemente
associada com casos da doenca (BOISEN et al., 2012) e também com a
formacéo 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 nao esta envolvida com a
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patogénese desta cepa. Neste hibrido, SepA esta presente no plasmideo pAA,
gue segundo esses autores tem papel somente na adesao agregativa da cepa.

Apesar disso, em um estudo posterior foi demonstrado que além de
mediar o fendtipo agregativo, o plasmideo pAA também aumenta a
translocacdo de Stx2, aumentando a citotoxicidade da cepa (BOISEN et al.,
2014), mas ainda assim a proteina SepA permaneceu sem um papel definido
na viruléncia de EAEC produtora de Stx, pois o mutante em SepA nao
demonstrou alteracdo nos efeitos citotoxicos, o que pelo contrario ocorreu com
0s mutantes em aggA e aggR (genes também presentes no plasmideo pAA)
que tiveram a citotoxicidade significativamente diminuida (BOISEN et al.,
2014).

Tendo em vista que SepA é um potencial fator de viruléncia em EAEC,
sendo encontrada fortemente associada a diarreia (BOISEN et al., 2012), torna-
se necessario 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

interacdo com diversas linhagens epiteliais in vitro.

2.1 Objetivos especificos

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

- Caracterizar fenotipica e genotipicamente as cepas carreadoras de
SepA,

- Selecionar uma cepa protétipo 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 producédo de IL-8, IL-1B e TNFa em células HT-29 em resposta
a SepA.
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3 MATERIAL E METODOS

O delineamento experimental do presente estudo foi realizado nas
etapas descritas a seguir.

(a) Pesquisa da frequéncia de 12 genes que codificam SPATES, dentre
eles 0 gene sepA, em uma colecdo de 193 cepas de EAEC previamente
isoladas em dois estudos epidemiolégicos sobre a etiologia da diarreia na
infancia nas cidades de Salvador e S&o Paulo (BUERIS et al., 2007; GOMES et
al., 1998).

(b) Selecdo de cepas de EAEC albergando o gene sepA. Seis cepas
sepA* (BA114, BA198, BA249, BA328, BA363 e BA732) foram selecionadas
para analise do padrédo de adesdo em células HEp-2. Apés a determinacéo do
padrdo de adesdo agregativo, as cepas BA198 e BA732 foram escolhidas para
dar continuidade ao estudo.

(c) Caracterizagao fenotipica e genotipica das cepas BA198 e BA732. O
gene sepA das duas cepas foi sequenciado em sua totalidade, sua localizacao
cromossOmica ou plasmideal foi determinada e a estrutura terciaria predita foi
determinada a partir das sequéncias de aminoacidos deduzidas. Uma vez que,
essas cepas também albergam o gene da SPATE pic, e seu produto foi
detectado em sobrenadantes de culturas, foi necessario obter mutantes no
gene pic em ambas as cepas. Nessa etapa a cepa BA198 foi excluida do
estudo.

(d) Sequenciamento do genoma completo e mutagénese da cepa
BA732. O genoma completo da cepa BA732 foi parcialmente analisado e o
mutante BA732::pic foi obtido.

(e) Purificacdo da proteina SepA nativa. Nessa etapa foi utilizada a cepa
de Shigella flexneri 5a M90T como protétipo de expressdo. Para a purificacdo
de SepA foram utilizadas trés estratégias: exclusdo molecular, coluna de
afinidade e superexpressao de SepA.

(f) Ensaios fenotipicos com SepA purificada. SepA purificada foi utilizada
para a obtencdo de soro policlonal anti-SepA, em ensaios de Flourescence
ressonance energy transfer (FRET) para a confirmacgéo da atividade enzimatica

da proteina, nos ensaios de interagdo com diferentes linhagens celulares
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epiteliais in vitro e nas andlises de producdo de interleucinas em culturas de
células HT-29.

(9) Ensaios fenotipicos com EAEC sepA®. Os ensaios de interacéo das
cepas BA732 e BA732:pic, foram realizados com diferentes linhagens

celulares epiteliais in vitro.

3.1 Cepas bacterianas e plasmideos

As cepas bacterianas e os plasmideos utilizados neste estudo estédo
listados na Tabela 1.



Tabela 1 - Cepas e plasmideos utilizados no presente estudo.

Cepas ou plasmideos Descricao Referéncia

Colecéo de EAEC (BA)

Colecdo de EAEC (EPM) 93 cepas isoladas de criancas com diarreia em Sao Paulo

100 cepas isoladas de criangcas com diarreia na Bahia BUERIS et al. (2007)

GOMES et al. (1998)

BA732 Cepa selvagem de EAEC (017:H18) BUERIS et al. (2007)

mMut100NAL BA732 mutante espontaneo resistente a 100 ug de acido nalidixico Este estudo

BA732::pic BA732 mutante em pic Este estudo

042 Cepa protétipo de EAEC (O44:H18), controle positivo de producgéo de NATARO et al. (1985)
Pet, Pic e adeséo agregativa

MOOT Shigella flexneri 5a cepa produtora de SepA, controle positivo de sepAe BENJELLOUN-TOUMI et al. (1995)
de producéo de SepA

EH41 Cepa de EHEC (0O113:H21), controle positivo de epeA LEYTON et al. (2003)

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

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

0103:H2 Cepa classificada como EHEC (0103:H2), controle positivo de espl SANTOS et al. (2010)

EDL933 Cepa classificada como EHEC (0157: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
APECO01

RS218 Cepa protétipo de meningite neonatal (0118:H7), controle positivo de vat SILVER et al. (1980)
39R861 E. coli K-12 contendo plasmideos de alto peso molecular conhecidos THRELFALL et al. (1986)
V517 E. coli K-12 contendo plasmideos de baixo peso molecular conhecidos MACRINA et al. (1978)

Shigella flexneri, controle positivo de sigA

Cepa classificada como APEC controle positivo de tsh

BARZU et al. (1997)

DELICATO et al. (2002)
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Cepas ou plasmideos Descricao Referéncia
DH5aApir 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)

Plasmideo pJP5603
Plasmideo pGEM-T Easy
Plasmideo pZK15

Vetor suicida para mutagénese por recombina¢do homologa
Vetor de clonagem de alto nimero de cépias

Plasmideo contendo sepA clonado em pUC19

PENFOLD; PEMERTON (1992)
Promega
BENJELLOUN-TOUMI et al. (1995)
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3.2 Condic¢bes de cultivo

As cepas bacterianas foram cultivadas em meio Lysogenic Broth (LB)
(BERTANI, 1951) a 37°C por 18 h. Apés o crescimento em LB as culturas
foram semeadas em agar MacConkey para andlise da pureza, e entdo uma
coldnia isolada foi selecionada e novamente semeada em meio LB. As colonias
obtidas foram utilizadas nos ensaios propostos, ou estocadas em solugcao de
20% de glicerol em freezer -80°C. Quando necessario, os meios foram
suplementados com os antibiéticos kanamicina (50 ug/mL), cloranfenicol (25

pg/mL), apramicina (100 ug/mL) ou acido nalidixico (50 ou 100 pg/mL).

3.3 Selecédo 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 tipicas e 44 EAEC
atipicas (BUERIS et al., 2007; GOMES et al., 1998).

Para a selecdo de cepas carreadoras de sepA, inicialmente foi realizada
a pesquisa da presenca de 12 genes que codificam SPATES nessa colecao de
EAEC, utilizando a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Os genes a as

respectivas sequéncias dos iniciadores estéo listados na Tabela 2.

3.3.1 Reagao em cadeia da polimerase (PCR)

Para a obtencdo do DNA molde uma colonia isolada de cada uma das
cepas (193 EAEC e os respectivos controles positivo e negativo) foi transferida
para um tubo de polipropileno contendo 300 uL de agua MilliQ estéril,
submetida a fervura por 10 min e imediatamente resfriada em banho de gelo.

Para cada reacao foram utilizados 1 yL do DNA molde, 1,0 U de Taq
DNA Polymerase (Invitrogen, EUA), 2,0 mM de cloreto de magnésio, tampao
de PCR 1x e 0,2 mM da mistura de dNTPs (Invitrogen). Todos os iniciadores
dos genes pesquisados foram utilizados na concentracdo de 40 pM. As
temperaturas de anelamento e os tamanhos dos amplicons estdo descritos na
Tabela 2. As PCRs foram realizadas utilizando o0 seguinte ciclo de

amplificagdo: 94°C/5 min, seguido de 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min nas
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temperaturas especificas para cada gene (citadas na Tabela 2), 1 min a 72°C,
seguido de extenséo 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
tampéo TAE (Tris base 0,04 M, acido acético glacial 1 M, EDTA 50 mM). Os
fragmentos de DNA obtidos foram acrescidos de tampao de amostra (azul de
bromofenol 0,25%; xileno cianol 0,25%; glicerol 30%). A eletroforese foi
realizada utilizando como tampéao de corrida o TAE em uma corrente constante
de 70 a 80 V. Os amplicons foram detectadas por solucdo de Gel Red
(Uniscience, EUA) na concentracao de 1:20.000 ou UniSafe Dye (Unisicence)
na mesma concentracdo e visualizadas utilizando um transiluminador de luz
ultravioleta, registrando as imagens pelo sistema de captacdo Alliance HD 6

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

da presenca de genes que codificam SPATEs em EAEC

Tamanho do

Temperatura de

Gene Sequéncia de iniciadores (5'-3") amplicon (pb) Anelamento (°C) Referéncia
catA TTGGCGTTCTGTCATCAGGA 1,068 57 Este estudo (niUmero de acesso no
CCTTACCAGAGAGTGGATG ' GenBank: AY163491.2)
epeA GGGAGAGTTCAGGCATTTA 783 57 ABREU et al. (2013)
CAGCGTTACCTTACTTGAG
espC GACAGTTTTACGTTAGCTGG 1.099 55 Este estudo (niUmero de acesso no
P TCCTGCCGAAAACCGAAGC ' GenBank: AF297061.1)
espl 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

Sequéncia de iniciadores (5'-3")

Tamanho do
amplicon (pb)

Temperatura de
Anelamento (°C)

Referéncia

vat

AACGGTTGGTGGCAACAATCC
AGCCCTGTAGAATGGCGAGTA

420

58

RESTIERI et al. (2007)
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3.3.2 Determinagédo dos grupos filogenéticos de E. coli

A colecdo 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 deteccdo do gene trpA, dependendo do resultado
obtido nessa primeira analise. 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 | a V. Para cada reacdo de PCR quadruplex foram utilizados: 20 pmol
de cada um dos iniciadores (forward e reverse), com excecdo do iniciador
reverse para o gene arpA, o qual é utilizado a uma concentracao de 40 pmol, 1
U de Tag DNA Polymerase (Invitrogen), 2 mM de MgCl,, 5 uL do tampéao de
reacdo de PCR a 50 mM (Invitrogen), 0,2 mM da mistura de dNTPs
(Invitrogen), 1 yL do DNA bacteriano das cepas (obtido conforme descrito no
item 3.3.1) e &gua milliQ estéril para um volume final de 25 yL. Apds a reacao
de amplificacdo, os produtos foram analisados por eletroforese em gel de

agarose (item 3.3.1).

3.3.3 Determinacao do padrédo de adesdo em células epiteliais cultivadas

A partir dos resultados obtidos por PCR para os genes que codificam
SPATEs foram selecionadas 6 cepas da colecdo de EAEC (BA e EPM)
(BA114, BA198, BA328, BA363 e BA732) para a determinagdo do padréo de
adesao.

O teste de adeséo foi realizado utilizando células HEp-2, seguindo a
metodologia descrita por Cravioto et al. (1979). A cepa EAEC 042 foi
empregada como controle de adeséo agregativa.

As células epiteliais foram cultivadas em placas de 24 orificios (TPP,
Suica) contendo laminulas de vidro e 1 mL de Meio Minimo Essencial de
Eagle, modificado por Dulbeco (DMEM; Cultilab, Brasil), suplementado com
antibiéticos (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 CO, até atingirem confluéncia de 80%.
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Apos atingiram a confluéncia as células epiteliais foram lavadas 6 vezes
com PBS 0,01 M pH 7.4 e ap0s as lavagens 1 mL de DMEM sem antibi6tico
com 2% SFB e 1% de D-manose foi acrescentado a cada orificio.

Uma aliquota de 20 pL de cada cepa bacteriana previamente cultivada
em meio LB a 37°C por 18 h foi adicionada a cada poc¢o das placas, as quais
foram incubadas por 3 e 6 h a 37°C sob atmosfera de 5% de CO,, com
excecao da cepa 042 que foi incubada por 3 h. Apds a incubacdo cada pocgo
das placas foi novamente lavado por 6 vezes com PBS e as células foram
fixadas com metanol absoluto por 30 min a temperatura ambiente. Em seguida
foi realizada a coloracdo de May-Grunwald/Giemsa. Em cada poco das placas
foram adicionados 250 pL do corante eosina-azul de metileno em solucao
segundo May-Grunwald (Merck, Alemanha), diluido 1:2 em tampdo Sgrensen
(fosfato de potassio monobasico 8,6 mM; fosfato de sddio dibasico 28,6 mM),
seguido de incubacé&o por 5 min. Em seguida, esse corante foi desprezado e as
laminulas foram cobertas com 250 L do corante azur-eosina-azul de metileno
segundo Giemsa (Merck), diluido 1:3 em tampdo Sgrensen, seguido de
incubacédo durante 20 min. Em seguida esse corante foi desprezado, 0s po¢os
foram lavados com agua destilada para a retirada do excesso dos corantes e
as laminulas foram retiradas das placas para secagem e montagem sobre
laminas de vidro para serem posteriormente analisadas sob microscopia optica

em aumentos de 400 e 1.000 vezes.

3.4 Caracterizacido das cepas de EAEC sepA" que apresentam aderéncia

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 sequéncias dos iniciadores, tamanhos dos amplicons e condigbes
de amplificacdo estdo descritas na Tabela 3. Todos os iniciadores foram
utilizados na concentracdo de 20 pM e as reacdes de PCR e analise de
eletroforese em gel de agarose foram realizadas conforme descrito no item
3.3.1.
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Apoés a amplificacdo os produtos foram purificados com auxilio do
GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare, Inglaterra), de
acordo com instrucdes do fabricante. Apos a purificagdo, os fragmentos foram
quantificados a partir de eletroforese em gel de agarose a 2% utilizando como
padrdo de concentracdo 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 Sao Paulo), utilizando o
sequenciador automatico ABI 3730 DNA Analyser (Thermo Fisher Scientific,
EUA). As reacfes 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 sequéncias obtidas foram
analisadas e alinhadas com auxilio do software BioEdit e foram comparadas no
banco de dados do Pubmed por BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).



Tabela 3 - Sequéncia dos iniciadores para o sequenciamento do gene sepA, tamanho dos amplicons e

temperaturas de anelamento

Temperatura de

Iniciadores Sequéncia dos iniciadores (5'-3") Am(zlkl)t):on Anelamento Referéncia
§®)
GGTTGATGTTTCTATTATGAACA Este estudo (n° de acesso no
sepA(l 1031 55
PA(L) CGCATCATATTTCCACTG GenBank: Z48219.1)
AAATATGATGCGGCTAAGG Este estudo (n° de acesso no
sepA(2) 927 55 .
CACATCCATATTGCCGTTTA GenBank: Z48219.1)
CCAACTAAACGGCAATAT Este estudo (n° de acesso no
sepA(3 960 55
PAB)  TTTCCGTCAGAGTACCACAG GenBank: 248219.1)
CTGACGGAAAATCAGAGGCC Este estudo (n° de acesso no
sepA(4) 661 58 ,
CGTATAGGTCAGAATGCCG GenBank: Z48219.1)
GACCTATACGGACAGCAATG Este estudo (n° de acesso no
sepA(b) 547 58 ,
GAATCTTAAACAGGCTCACG GenBank: Z48219.1)
CCAAACTGGCTCAAAATGATAA Este estudo (n° de acesso no
sepA(b6) 614 58 ,
CATCGTGTCAGAACCGC GenBank: Z48219.1)
GGCGGATTTTCTTGTTGGG Este estudo (n° de acesso no
sepA(7) 768 53 .
AAGCACAACTGTCGGACGAC GenBank: Z48219.1)
AAATATGATGCGGCTAAGG Este estudo (n° de acesso no
sepA(8 1148 51
PA(B) ATCTTGCCGTTCTGGACAG GenBank: Z48219.1)
CCAACTAAACGGCAATAT Este estudo (n° de acesso no
sepA(9 1164 58
PAS) CATTTC CTGGCTGGTTTTGT GenBank: Z48219.1)
sepA(10) ACAAACCAGCCAGTGAAATG 1110 58 Este estudo (n° de acesso no

GenBank: Z48219.1)
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3.4.2 Localizag&o génica de sepA

A determinacdo da localizacdo cromossomica ou plasmideal do gene
sepA foi realizada nas cepas BA198 e BA732 pela técnica de Southern Blot.
Primeiramente foi realizada a extracdo do DNA plasmideal das cepas BA198,
BA732, 39R861, V517 e DH5a (Tabela 1). A extracdo plasmideal foi efetuada
utilizando o kit Pure Yield Plasmid Midiprep System (Promega, EUA), de acordo
com as recomendacfes do fabricante, porém modificando a etapa de lise
celular com uma incubacéo de 1 h a 55 °C, com a finalidade de eliminar a
por¢céo do DNA cromossOmico da extragao 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.

Apbs a eletroforese, o DNA plasmidial contido no gel de agarose foi
tratado com solugdo de HCI 0,25 M durante 30 min. Em seguida o gel foi
lavado com &gua destilada e tratado com solucdo desnaturante (NaOH 0,5
M/NaCl 1,5 M) por 30 min. O gel foi novamente lavado com agua destilada e
tratado com solucdo neutralizante (Tris-HCI 1 M/NaCl 2 M) por 30 min. Apés
esse tratamento, os plasmideos foram transferidos para uma membrana de
nylon carregada positivamente (GE Healthcare) utilizando o sistema a vacuo
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Amersham Pharmacia Biotech, Reino
Unido), segundo recomendacgdes do fabricante.

O DNA plasmideal das 5 cepas foram submetidos a uma reacao de
hibridizacdo 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 hibridizacdo. A marcagcdo da sonda e hibridizagdo da membrana
foram realizadas com auxilio do kit AlkPhos Direct Labelling (GE Healthcare),
conforme instrucbes do fabricante. Posterior a hibridizagdo, a membrana foi
incubada com o reagente Super Signal West Pico Chemoluminescent
Substrate (Thermo Fisher Scientific), conforme instru¢cbes do fabricante e
exposta a um filme de raios-X durante 1 h e apos o filme foi revelado com
auxilio do revelador e fixador de filme de raios-X (GE Helthcare), de acordo

com as orientacdes do fabricante.
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3.4.3 Imunodetecc¢éao de Pic

As proteinas de sobrenadante de cultura das cepas BA198 e BA732
foram analisadas por SDS-PAGE em condi¢Ges redutoras e desnaturantes,
segundo o protocolo descrito por Laemmli (1970). Os extratos de proteinas
foram submetidos a corrida eletroforética em corrente constante de 100 V por
aproximadamente 2 h em tampéao Tris-Glicina (tris (hidroximetil) aminometano
3%; glicina 14%; dodecil sulfato de sodio 1%).

Ap6s a corrida, o gel foi corado utilizando nitrato de prata para a
visualizacdo das proteinas ou transferido para uma membrana de nitrocelulose
(Hybond-C Extra) para a visualiza¢do da proteina Pic por imunodeteccao.

A coloracdo por nitrato de prata foi realizada seguindo o seguinte
procedimento. Primeiramente as proteinas contidas no gel (SDS-PAGE) foram
fixadas com 50% de metanol, 12% de &cido acético e 37% de formaldeido por
18 h, seguido de 4 lavagens de 20 min em solucdo 30% de metanol. Em
seguida, o gel foi incubado com solu¢do de 0,02 % de tiossulfato de sédio
(NazS,03.5H20) por 1 min. Posteriormente, o gel foi lavado 3 vezes com agua
destilada por 30 seg. Apos as lavagens, o gel foi incubado com 0,2% de nitrato
de prata por 20 min, seguido de 3 lavagens com agua destilada, e
posteriormente foi adicionada uma solucdo reveladora contendo 0,05% de
formaldeido e 3% de carbonato de sodio (Na,CO3) até o aparecimento das
bandas proteicas. A reacao foi interrompida com 12% de acido acético em 50%
de metanol e o gel mantido em uma solucdo com 50% de etanol e 10% de
glicerol. Todas as etapas da coloragéo foram realizadas sob leve agitacao.

A transferéncia do contetdo proteico para a membrana de nitrocelulose
foi realizada com auxilio do sistema Trans-Blot SD Semi-Dry (BioRad, EUA),
utilizando o tampé&o de transferéncia (200 mL de metanol, 100 mL de Tris-
glicina e 700 mL de agua 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 po6 desnatado. A membrana foi lavada 3
vezes por 5 min sob agitagdo com PBS-Tween 0,05% e entédo incubada com
soro anti-Pic (NAVARRO-GARCIA et al.,, 2010) na diluicao de 1:500 em
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solucdo de blogueio e mantida em agitacdo por 1 h, decorrido o periodo de
incubagéo a membrana foi lavada novamente com PBS-Tween 0,05% como
descrito anteriormente. Em seguida as lavagens, a membrana foi revelada

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

3.4.4 Perfil de resisténcia a antibidticos

Para a determinacéo do perfil de resisténcia das cepas BA198 e BA732,
ambas foram cultivadas em caldo LB como descrito no item 3.2, porém com
adicdo dos seguintes antibioticos separadamente no meio de cultivo:
cloranfenicol (100 pg/mL), amplicilina (100 pg/mL), canamicina (25 pg/mL),
apramicina (30 pg/mL), tetraciclina (15 pg/mL), acido nalidixico (30 pug/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL). As culturas foram mantidas a 37°C com agitacdo
de 150 rpm por 18 h e verificado a multiplicagéo bacteriana pela semeadura em
agar MacConkey seguida de incubacao a 37°C por 18 h.

3.4.5 Predicao da estrutura tridimensional de SepA

A predicdo da estrutura tridimensional da proteina SepA das cepas
MOOT, BA198 e BA732 foi realizada utilizando as sequéncias de nucleotideos
do gene sepA dessas cepas, obtidas conforme descrito no item 3.4.1. para as
cepas BA198 e BA732, e a partir da sequéncia do gene sepA depositada no
GenBank (N° de acesso: Z48219.1) para a cepa M90T. A partir das sequéncias
preditas de aminoacidos de cada uma das cepas e utilizando a plataforma
Protein Homology/Analogy Recognition Engine V 2.0 (PHYRE2), disponivel em
htpp://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index, as estruturas
terciarias preditas de SepA foram obtidas.

3.5 Caracterizacdo fenotipica e genotipica da EAEC BA732

3.5.1 Obtencéo de mutante espontaneo resistente ao acido nalidixico

Para a obtengcdo de um mutante espontaneo resistente a acido nalidixico

(NAL), inicialmente foi realizado o cultivo da cepa BA732 utilizando 100 mL de
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caldo LB a 37°C com agitacdo 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 pL dessa
suspensao foram semeados em placas de LB agar contendo 50 ou 100 ug/mL
de NAL com auxilio de algcas de vidro do tipo Drigalski. As placas foram
mantidas a 37°C por 18 h e ap0s esse periodo foi avaliada a presenca ou nao
de colonias. Posteriormente uma colonia isolada obtida de cada uma das
placas de LB agar contendo 50 ug/mL ou 100 ug/mL de NAL, foram semeadas
em placas de agar MacConkey (contendo as mesmas concentracbes de
antibiéticos) e essas placas foram incubadas a 37°C por 18 h para confirmacéao

das caracteristicas de fermentacéo da lactose e morfologia da col6nia.

3.5.1.1 Curva de crescimento dos mutantes espontaneos mut50NAL e
mut100NAL

Para a realizacdo das curvas de crescimento uma col6nia isolada de
placas de MacConkey contendo 50 ou 100 pg/mL de NAL e uma colbnia
isolada da cepa BA732, foram cultivadas em 3 mL de caldo LB com agitacao
de 150 rpm por 18 h.

ApoOs esse periodo foi realizado o ajuste da densidade 6ptica (DO) a 0,6
utilizando espectrofotdmetro ajustado para comprimento de onda 600 nm. Uma
aliguota de 1 mL de cada uma das cepas foi transferida para 100 mL de caldo
LB (suplementado com NAL quando necessario) e a cultura foi mantida a 37°C
com agitacédo constante de 200 rpm.

Transcorrido o periodo de 1 h foi realizada a leitura da DO da
multiplicacdo bacteriana utilizando uma aliquota de 1 mL de cada uma das
cepas, esse processo foi repetido em intervalos de 1 h até atingir o periodo de

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

3.5.1.2 Caracterizacdo bioquimica e genética do mutante espontaneo
mut50NAL e mut100NAL

Inicialmente os mutantes espontaneos (NAL resistentes) foram

cultivados em agar MacConkey a 37 °C por 18 h para analise do crescimento e
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da utilizacdo ou ndo da lactose. Uma colénia fermentadora da lactose foi
isolada do cultivo em &gar MacConkey e foi transferida para os meios de
identificagdo bioquimica de enterobactérias EPM, Mili e Citrato (Probac do
Brasil, Sdo Paulo), os quais foram mantidos a 37°C por 18 h. ApdOs esse
periodo foram observadas as caracteristicas do perfil bioquimico de E. coli,
semelhantes ao apresentado pela cepa selvagem (BA732).

Em seguida, algumas marcas genéticas de viruléncia da cepa BA732
foram pesquisadas nos mutantes espontaneos NAL selecionados. A presenca
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 espontaneos, obtidos conforme descrito no item 3.3.1. As
sequéncias dos iniciadores e as temperaturas de anelamento utilizadas estéo
descritas na Tabela 4. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese

em gel de agarose, conforme também descrito no item 3.3.1.



Tabela 4 — Sequéncia dos iniciadores, tamanho dos amplicons e temperatura de anelamento para deteccao

dos genes aggR, aatA, sepA e pic por PCR

Gene Sequéncias dos iniciadores Tamanho do  Temperatura de Referéncia
(5’ 3) amplicon (pb) anelamento (°C)

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

54
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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 (lllumina, EUA) pelo Dr. Enéas de
Carvalho do Laboratorio de Bacteriologia do Instituto Butantan.

Resumidamente, o DNA foi extraido utilizando o kit Wizard Genomic
DNA Purification Kit (Promega) e quantificado com o auxilio do kit PicoGreen
(Thermo Fisher Scientific), ambos de acordo com as instru¢cdes do fabricante.
ApoOs a quantificacdo, o DNA foi preparado utilizando kits especificos do
sequenciamento por Illumina para a obtencdo de uma biblioteca de DNA e
realizada a clusterizacdo. A biblioteca foi gerada a partir de sequéncias
fragmentadas, que foram ligadas a adaptadores que s&o sequéncias
homologas as contidas na placa de sequenciamento. Apds essa etapa 0S
nucleotideos foram marcados com fluoréforos e as sequéncias obtidas foram
processadas a partir do software Casava (lllumina); utilizadas para a montagem
do genoma, com o auxilio do programa SPAdes (Nurk et al., 2013) e, por fim, o
genoma montado foi anotado utilizando o programa Prokka (Seemann, 2014).

A presenca de sequéncias homoélogas com cepas de referéncia foi
avaliada por Basic Local Aligment Search Tool (BLAST) e a predicao in silico
do sorotipo, genes de viruléncia, presenca de plasmideos e de genes de
resisténcia a antimicrobianos foi realizada pelo site do Center for Genomic

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

3.5.3 Obtencéo de mutante isogénico em pic na BA732

Para a obtencdo do mutante isogénico em pic a partir da cepa BA732, foi
utilizada a técnica de recombinagcdo homdéloga com auxilio do vetor suicida
pJP5603 (RIEDEL et al., 2013).

Para isso foi necesséria a clonagem do gene pic no vetor pGEM-T Easy
(Promega), para a insercdo de sitios de restricdo 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 condi¢des: uma desnaturacao 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 extensao final de 72°C por 7 min.
Os produtos de PCR foram analisados em eletroforese em gel de agarose (item
3.3.1). ApGs a eletroforese o fragmento de DNA obtido foi purificado utilizando
o kit lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), de
acordo com as recomendacfes do fabricante. O fragmento purificado foi
submetido a ligacdo com vetor pGEM-T Easy (Promega), de acordo com as
recomendacdes do fabricante e utilizado para a quimiotransformacao de E. coli
DH5a0 competentes, obtidas conforme descrito em Sambrook et al. (1989).

Em seguida, 50 pL de suspensado de E. coli DH5a quimiocompetentes
foram utilizadas para a transformacéao com 10 pL da ligacdo 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 agitacéo de 180 rpm por 1 h. Transcorrido o
periodo de recuperacao foi realizada a semeadura das bactérias transformadas
em placas de LB contendo ampicilina (100 pug/mL). Também foi adicionado ao
meio 1 mM de isopropil B-D-tiogalactopiranoside (IPTG) e 40 pg/mL de 5-
bromo-4-cloro-3-indoxil-B-D-galactopiranosideo  (X-Gal). As placas foram
mantidas a 37°C por 18 h. Apds essa incubacao, foram selecionadas 6 colénias
brancas para a confirmacéo da correta transformacao, realizada pela deteccéo
do fragmento pic2b por PCR. Uma dessas colOnias foi selecionada para o
cultivo em caldo LB contendo ampicilina (100 pg/mL) para posterior extracao do
DNA seguido de digestdo com a enzima de restricdo EcoRI (Invitrogen), de
acordo com as instru¢cdes do fabricante, para a obtencdo do fragmento
correspondente a pic2b contendo os sitios de restricdo EcoRI em ambas as
extremidades. Esse fragmento foi posteriormente purificado utilizando o kit
lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), de
acordo com as recomendacfes do fabricante, e utilizado para ligacdo com o
vetor suicida pJP5603, previamente digerido com EcoRlI. A ligacéo foi realizada
utilizando a enzima T4 ligase (Invitrogen) de acordo com as instru¢des do
fabricante.

Essa ligacdo foi utilizada para transformar E. coli DH5aApir
guimiocompetentes, conforme descrito acima. Apds serem recuperadas as
bactérias transformadas foram semeadas em placas contendo canamicina (50
pg/mL), IPTG (1 mM) e X-Gal (40 pg/mL) e incubadas a 37°C por 18 h.
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Posteriormente foram selecionadas 10 colbnias brancas para a
confirmacéo da correta transformacgéo 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
realizacdo da préxima etapa da mutacdo que consistiu em uma conjugacao
com a cepa mut100NAL.

Para a realizacdo da conjugacao primeiramente a cepa mut1l0OONAL foi
cultivada em caldo LB contendo acido nalidixico (100 pg/mL) a 37°C por 18 h
sem agitacdo. O clone transformado com o vetor pJP5603 contendo o inserto
pic2b foi cultivado da mesma maneira, porém na presenca de canamicina (50
pg/mL). Apdés o crescimento das duas cepas foi realizada a conjugacéo
utilizando 200 uL de cultura da cepa mutlO0ONAL 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 agitacdo na auséncia de
antibioticos. No dia seguinte a cultura contendo os possiveis conjugantes foi
semeada em placas de LB agar contendo &cido nalidixico (100 ug/mL) e
canamicina (50 pg/mL) e as placas foram incubadas a 37°C por 18 h para a

selecéo de possiveis mutantes no gene pic.

3.5.3.1 Ensaios para a confirmacéo da mutacéo isogénica de pic

Ensaios fenétipos e genotipicos foram realizados para a confirmacéo da
mutacédo isogénica de pic por meio da comparacdo das caracteristicas de dois
conjugantes (possiveis mutantes obtidos) com as caracteristicas da cepa
mut100ONAL. Os ensaios realizados foram os seguintes: curva de crescimento
(item 3.5.1.1), identificac@o bioquimica por EPM, Mili e Citrato (item 3.5.1.2),
PCR para os genes de viruléncia da cepa BA732 (item 3.5.1.3), imunodeteccao

de Pic (item 3.4.3) e sequenciamento de DNA conforme descrito a seguir.
3.5.3.1.2 Sequenciamento de nucleotideos do mutante em pic
Para o sequenciamento, primeiramente foi realizada a extracdo do DNA

gendmico dos dois conjugantes obtidos, utilizando o kit Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega), de acordo com as recomendacdes do fabricante. A
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PCR foi realizada utilizando para cada reacdo 1 yL do DNA gendmico de cada
um dos conjugantes, 1,0 U de Tag DNA Polymerase (Invitrogen), 2,0 mM de
cloreto de magnésio, tampédo de PCR 50 mM e 1 mM da mistura de dNTPs
(Invitrogen). O seguinte ciclo de amplificacdo foi utilizado: uma denaturacdo
inicial de 94°C por 5 min; 35 x (94°C/1 min; 56°C/1 min; 72°C/1 min e 30 seqQ)
com uma extensao 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 combinacgdes: picMUT(F)
com KmRyv; picMUT(R) com KmFw; picMUT (R) com M13pjP5603; picMUT(F)
com M13(R). As sequéncias dos iniciadores e temperaturas de anelamento
estdo 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 auxilio do kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare),
para posterior sequenciamento de nucleotideos, realizado conforme descrito no
item 3.4.1.



Tabela 5 — Sequéncia dos iniciadores utilizados para a confirmagdo da muta¢cdo em pic por

sequenciamento, tamanho dos amplicons e temperatura de anelamento.

Gene Sequéncia de iniciadores (5'-3") Anelamento (°C) Referéncia

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

picMUT (R) CCAATCGTCGGTTCACTGAC 60 no GenBank: Z48219.1
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3.6 Purificagao de SepA

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

MOO0T, empregando diferentes estratégias de purificacdo descritas a seguir.

3.6.1 Concentracao de sobrenadante de cultura de M90T

A obtencdo de proteinas secretadas da cepa M90T foi realizada por
meio da concentragédo sob centrifugacdo em membranas filtrantes. O cultivo da
cepa foi realizado conforme descrito no item 3.2. A concentragéo das proteinas
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 pum. Aliquotas 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 conteudo retido na membrana foi coletado e armazenado a 4°C para
posterior andlise em SDS-PAGE (item 3.4.3). A confirmacao da identidade da
proteina SepA foi realizada por espectrometria de massas (LC-MS/MS) em
solucdo (gel free) no aparelho LTQ Orbitrap Velos. Essa etapa foi realizada
pelo Laboratério Especial de Toxinologia Aplicada (LETA) do Instituto Butantan.
O banco de dados Mascot Search Results foi utilizado, para a analise do

conteudo proteico.

3.6.2. Purificagao por exclusao molecular

A primeira estratégia de purificacdo da proteina SepA foi a exclusao
molecular por meio de uma coluna de gel filtragcdo. 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. Apds o preparo da coluna,
aliquotas do sobrenadante concentrado (item 3.6.1) foram diluidos em tampéo
NaCl 0,15 M/Fosfato de sédio 0,05 M pH 8.3 (proporcao de 1:1) e aplicados na
coluna. O mesmo tampao utilizado na diluicdo do sobrenadante concentrado foi

utilizado para a eluicdo da amostra.
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Uma vez que, a coluna foi acoplada ao sistema de purificacdo AKTA
Pure Chromatography System (GE Healthcare), as aliquotas eluidas da coluna
foram coletadas em tubos estéreis. Neste sistema, para cada aliquota coletada
é feita uma leitura de absorbéancia e um gréfico € gerado. Em seguida, as
fracOes referentes aos picos gerados na purificacado foram analisadas por SDS-
PAGE (item 3.4.3) e verificada a existéncia de fra¢cdes contendo a proteina
purificada.

3.6.3 Purificagao por Cromatrografia de afinidade (coluna de serinoproteases)

Essa estratégia de purificacdo foi realizada utilizando uma coluna
afinidade para serinoproteases acoplada ao sistema AKTA (GE Healthcare).
Para isto, a coluna Sepharose 4FF (GE Healthcare) foi equilibrada com tampéao
de ligacéo (0,05 M de Tris-base e 0,5 M de NaCl, pH 7.4) e em seguida a
coluna foi lavada com tampéo de elui¢cdo (0,05 M de glicina HCI, pH 3.0) para
qgue a fracdo proteica fosse desligada da coluna de afinidade. Apds, as fracdes
foram coletadas em microtubos de 2 mL contendo 30 ul de tampéo de
neutralizacédo (0,5 M de Tris-base, pH 9.0) e por fim o pH das fragcbes foi
mensurado, a fim de verificar a faixa de pH ideal entre 8.0 e 7.0, logo apos a
coleta das fracbes as mesmas foram mantidas em gelo. Em seguida, as
fracOes referentes aos picos gerados na purificacdo foram analisadas por SDS-
PAGE (item 3.4.3).

3.6.4 Superexpressao de SepA para purificacao

3.6.4.1 Obtencéao da cepa recombinante M90T(pZK15)

Nessa estratégia de purificacdo de SepA a cepa M9OT foi transformada
com o plasmideo pZK15 (plasmideo contendo o clone minimo de expressao de
SepA) (BENJELLOUN-TOUIMI, SANSONETTI; PARSOT, 1995) para que
ocorresse uma superexpressao de SepA, com consequente maior rendimento
na purificacéo da proteina.

As bactérias M9O0T eletrocompetentes foram obtidas de acordo com a

metodologia descrita por Sambrook et al. (1989). A transformacéo foi realizada
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com 10 ng de plasmideo (pZK15) utilizando uma cubeta de eletroporagdo 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 Il (BioRad). As
bactérias recém-transformadas foram recuperadas em 1 mL de LB a 37 °C por
1 h com agitacdo de 180 rpm. Apos a recuperacéo 50 e 100 pL da suspensédo
bacteriana foram cultivados em placa de LB contendo ampicilina (100 pg/mL) e
incubadas a 37°C por 18 h.

Apoés a obtencdo da cepa recombinante M9O0T (pZK15), foi realizada a
inducdo da producdo da proteina SepA. Para isso uma colbnia de
M90T (pZK15) foi transferida para 250 mL de caldo triptico de soja (TSB; Difco,
Reino Unido) e incubada a 30 °C com agitacdo de 180 rpm, até que atingisse a
DO de 0,6 em comprimento de onda de 600 nm. Apds, foi adicionado 1 mM de
IPTG e a cultura foi mantida a 30 °C com agitacdo de 180 rpm por 4 h, para
gue houvesse a inducdo da superexpressao de SepA. Esse procedimento foi

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

3.6.4.2 Obtencéo de sobrenadante concentrado de M90T(pZK15)

A obtencgao do sobrenadante de cultura concentrado de M90T(pZK15) foi
realizada de acordo com o item 3.6.1., e a presenca da proteina 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 Purificagcédo de SepA por exclusdo molecular

O sobrenadante de M90T(pZK15) concentrado contendo a proteina
SepA foi submetido a purificacdo por exclusdo molecular de acordo com o

descrito no item 3.6.2.

3.7 Determinagcdo da acdo proteolitica de serinoprotease de SepA por

Flourescence ressonance energy transfer (FRET)

A atividade de serinoprotease de SepA foi avaliada por meio da clivagem
do substrato peptidico fluorescente (FRET) denominado Abz-FRSSR-EDDnp. A
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reacao continha 0,05 pg de SepA, tampao Tris HCI 80 mM, pH 7.4 e CaCl;, 1
mM e 5 uyM do substrato FRET. A reagéo foi mantida a 37°C sob agitacéo e
monitorada em fluorimetro Victor 3™ (Perkin-Elmer, EUA) nos comprimentos
de onda de emissdo de 420 nm, e excitacdo de 320 nm, durante 15 min. A
atividade foi expressa por unidade de fluorescéncia livre de substrato
clivado/minuto/pg de SepA (UF/min/pug). Como controle negativo o substrato foi
incubado somente com o tampéao. Os resultados foram analisados utilizando o
programa GraFit.

Para a confirmacdo da acdo proteolitica por meio da porcdo de
serinoprotease foi realizada uma incubacéo inicial de 15 min da proteina SepA
e o substrato FRET com phenylmethylsulfonyl flouride (PMSF), um inibidor de

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

3.8 Obtencéao do soro policlonal anti-SepA

Para a obtencdo do soro policlonal anti-SepA uma coelha da linhagem
Nova Zelandia com 2,5 Kg, fornecida pelo Biotério Central do Instituto
Butantan, foi imunizada via intramuscular com 1 mL de solugdo contendo 100
pNg de SepA e 2,5 mg de hidroxido de aluminio como adjuvante, seguindo o
esquema de duas imunizacBes com intervalo de 15 dias entre cada uma delas.
Antes da primeira imunizacdo uma amostra de sangue foi coletada pela via
auricular para a obtencdo do soro pré-imune. Apos a primeira imuniza¢do o
procedimento foi realizado novamente e dessa vez a amostra foi utilizada para
a obtencédo do soro imune. O soro pré-imune e o imune foram utilizados para a
titulacdo do soro anti-SepA.

Transcorridos 45 dias da segunda imunizagdo o animal foi eutanasiado
para obtencdo do soro hiperimune. Para a obtencdo do soro o sangue foi
incubado a 37°C por 30 min para que houvesse a coagulacédo, seguido de
centrifugacéo a 180 x g por 10 min a 4°C. O soro foi coletado e incubado a
56°C durante 30 min para inativagdo do complemento. Em seguida foi resfriado
e mantido a -20°C.

Este protocolo de experimentacdo animal teve a aprovacdo das

Comissoes de Etica no uso de Animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
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Universidade de Sao Paulo (Protocolo n° 98/2015) e do Instituto Butantan
(Protocolo n°® 1385/15).

3.8.1 Titulac&o do soro por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

A titulagdo do soro policlonal foi realizada por meio do ensaio
imunoenzimético Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) indireto
(ENGVALL; PERLMANN, 1971). Para isso, microplacas MaxiSorp (Thermo
Fisher Scientific) foram sensibilizadas com 1 ug da proteina SepA por poco, 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%. Diluicbes 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 diluicdo de 1:5000 foram adicionadas a 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 Adsorcéo e purificacdo do soro anti-SepA

Para a eliminacdo de anticorpos inespecificos 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
aliquotas de 1 mL do precipitado. As aliquotas foram centrifugadas 12.800 x g
por 20 min e o precipitado foi ressuspendido em 1,5 mL de anti-SepA mantido
sob agitacao por 2 h e em seguida incubado a 4°C por 18 h. O procedimento foi
repetido utilizando as 14 aliquotas de 1 mL do precipitado obtido. Apos a ultima
adsorcdo o soro foi filtrado em membrana de nitrocelulose de 0,22 pm e
armazenado a -20°C até o momento do uso.

Além disso, também foi realizada a purificacdo em coluna de afinidade a

proteina G HiTrap Protein G Collumn (GE Healthcare) do soro anti-SepA. Para
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isso, a coluna foi equilibrada com o tampéao de ligacdo (20 mM de Na;HPO,)
pH 7.0 e em seguida 20 mL do soro foram aplicados na coluna em uma
velocidade de 3 mL por min. Para a eluigdo do soro foi utilizado um tampéao de
eluicdo (100 mM de glicina) pH 2.7 que permitiu a dissociacdo do soro anti-
SepA purificado. As fracBes obtidas foram coletadas em tubos de polipropileno
de 2 mL contendo um tampao de neutralizacdo (1 M de Tris) pH 8.0. A
presenca de proteina nas fracdes foi verificada pela técnica de Bradford
(BioRad). Apés as fracbes contendo proteinas foram dialisadas em PBS por 48

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

3.8.3 Imunodeteccéo de SepA

A imunodeteccdo de SepA foi realizada utilizando as proteinas do
sobrenadante de cultura precipitado com &cido tricloroacético (TCA) 20% (v/v)
das cepas BA732, BA732:pic, M90OT (controle positivo) e 042 (controle
negativo).

A precipitacdo foi realizada seguindo 0s seguintes passos:
primeiramente as cepas foram cultivadas em 10 mL de LB a 37°C com agitacdo
de 180 rpm por 18 h, apds as culturas foram centrifugadas a 16.000 x g por 10
min e o sobrenadante coletado e fracionado em aliquotas de 1 mL. Em cada
aliquota foi adicionado 1 mL de TCA, seguido de incubacao a 4°C por 18 h.
Uma centrifugacdo a 16.000 x g a 4°C foi realizada posteriormente e as
proteinas precipitadas foram lavadas com 500 uL de acetona e submetidas a
centrifugacdo, conforme descrito anteriormente. Por fim, as proteinas
precipitadas foram ressuspensas em 30 uL de Tris 1 M pH 8.8, analisadas em
SDS-PAGE (item 3.4.3) e transferidas para membrana de nitrocelulose para
imunodetecc¢éo, conforme descrito no item 3.4.3. A imunodeteccdo de SepA foi
realizada de acordo com o descrito no item 3.4.3, com a utiliza¢do do soro anti-
SepA nas seguintes diluicbes 1:200; 1:500; 1:1000 e 1:5000. Para o bloqueio
também foi utilizado PBS contendo 1% de BSA, além da solucdo 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 realizacdo dos ensaios de interagcdo da proteina SepA com
células eucarioticas foram utilizadas as seguintes células epiteliais
imortalizadas: HelLa (célula humana proveniente de adenocarcionoma de colo
do utero), HEp-2 (célula humana proveniente de carcinoma de laringe
contaminada com células HelLa), 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
raca de cdes 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 interacdo de SepA com as linhagens celulares

Os ensaios de interacdo de SepA com linhagens celulares foram
reveladas de duas formas: utilizando a coloracdo por eosina-azul de metileno
em solucéo, segundo May-Griunwald, e azur-eosina-azul de metileno, segundo
Giemsa (May-Grinwald/Giemsa), e pela reacdo de imunofluorescéncia
utilizando marcadores especificos.

Parte dos ensaios utilizando imunofluorescéncia foram realizados no
Departamento de Biologia Celular do Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV, México).

Nos ensaios de interacdo de SepA com as células epitelias evidenciados
pela coloracdo May-Grinwald/Giemsa a proteina SepA foi utilizada em uma
concentracdo final de 20 ou 10 pg/mL. Estes ensaios foram realizados de
acordo com o descrito por Dutta et al. (2002). Nesta etapa a proteina SepA foi
incubada com as linhagens celulares HeLa, HEp-2, Y-1, CaCo-2, HT-29 e
VERO por periodos de 5, 10, 18 e 30 h. A coloragéo e analise das laminas foi
realizada de acordo com descrito no item 3.3.3.

Os ensaios de citotoxicidade empregando a imunofluorescéncia foram

realizados utilizando SepA nas concentragoes finais de 20, 40 ou 80 pg/mL,
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sendo a proteina diluida em meio DMEM sem SFB ou antibiéticos. Um volume
final de 100 pL por pogo foi adicionado a uma lamina Lab-Tek de oito pogos
(Thermo Fisher Scientific), contendo as células HelLa, HEp-2, HT-29 ou
MDCK. A incubacao foi realizada por periodos de 3, 4, 5 ou 18 h em
condicbes normais de cultivo. Apds, o meio de cultura foi removido e as
células lavadas duas vezes com PBS e fixadas com 4% de paraformaldeido
em PBS durante 20 min a temperatura ambiente. Em seguida, as células
foram permeabilizadas com 0,1 % de Triton X-100 durante 7 min a
temperatura ambiente.

As células fixadas e permeabilizadas foram incubadas com o soro anti-
SepA por 1 h a temperatura ambiente, seguido de incubacdo pelo mesmo
periodo com anticorpo IgG de cabra anti-coelho biotinilado, e posterior
incubacdo com DTAF (dichorotriazinylamino  fluorescein) (Jackson
Imunoresearch, EUA) ou Alexa-Fluor 488 conjugado com IgG de cabra anti-
coelho, também com incubacgéo de 1 h, para evidenciar a presenca de SepA
por fluorescéncia.

Para a marcacdo das células foram utilizados Rhodamine Phalloidin
(Thermo Fisher Scientific) para visualizagdo dos filamentos de actina e TO-
PRO-3 (Thermo Fisher Scientific) ou 4°,6-dianidino-2-phenylindole (DAPI)

(Thermo Fisher Scientific), para a visualizacdo 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 apos a interacao com SepA.

As células foram cultivadas em placas de 96 pocos por 48 h, conforme
descrito no item 3.3.3. Apés, foi realizado o ensaio de interacdo com SepA
nas duas linhagens celulares de acordo com o item 3.9.2. Transcorrido o
periodo de interacéo, as células foram incubadas com 0,2 mg/mL de MTT por
1 h e 30 min em estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Posteriormente

foram adicionados 200 pL de dimetilsulféxido (DMSO) em cada poco para a
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solubilizacdo 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 ligacdo a membrana

Nesses ensaios foram utilizadas as células HelLa, HT-29 e MCDK,
cultivadas de acordo com o descrito anteriormente (item 3.3.3). Para a
realizacdo do ensaio de ligacdo de SepA a membrana celular, as células
foram pré-fixadas em uma solucédo de 0,25% de paraformaldeido em PBS por
1 h em banho de gelo. Apds, 40 ug/mL de SepA foram incubados por 1 h a
37°C em estufa com atmosfera de 5% de CO, e em seguida as células foram
fixadas por 20 min a temperatura ambiente em solucdo de 4% de
paraformaldeido em PBS.

O ensaio foi preparado para a reagédo de imunofluorescéncia da mesma
maneira que o descrito no item 3.9.2, utilizando os mesmos fluéroforos, e as
laminas foram observadas em microcopio de varredura a Laser Confocal TCS
SP5 (Leica, Alemanha) em aumento de 1.000 x, utilizando os seguintes filtros:
UV (excitacdo de 340-380 nm e emissédo de 425 nm), azul (excitacdo de 450-
490 nm e emissao de 515 nm) e verde (excitacao de 515-560 nm e emisséo de
590 nm).

3.9.4 Desagregacao de SepA purificada

No decorrer do desenvolvimento dos experimentos realizados no
CINVESTAV foi observado que a proteina SepA purificada por cromatografia
de afinidade (item 3.6.3) encontrava-se agregada. Trés estratégias foram
utilizadas na tentativa de desagregar a proteina, conforme descrito a seguir.

Na primeira estratégia, 100 yL de SepA na concentracao de 100 pg/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 pL de SepA (100 pg/mL) foram sonicados a uma amplitude de 50% por 30
seg e também armazenada a 4°C. Na terceira estratégia, 500 uL de SepA na
concentracao de 40 ug/mL foram dialisados durante 18 h a 4°C em 500 mL de

PBS sob leve agitagdo. Em seguida foram realizadas trés trocas do PBS (igual
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volume) pelo periodo de 1 h cada e a proteina dialisada mantida a 4°C até o
momento do uso. As proteinas obtidas apds cada um dos tratamentos foram
quantificadas por Bradford (BioRad) e utilizadas para os ensaios de interacéo

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

3.9.5 Teste de deteccao da producédo de SepA na adeséo bacteriana

Os testes de adesdo visando a deteccdo da producdo de SepA e a
presenca de efeito citotdxico ou citopatico gerado pela interacdo da proteina
foram realizados com a linhagem celular HeLa e a cepa BA732:pic por
periodos de 4 h e 30 min, 6 e 8 h de interacdo. Para isso foi utilizada a MOI de
1,0 ou 0,5 de bactérias/células epiteliais. O ensaio de adesao foi realizado de
acordo com o descrito no item 3.3.3 e a reacdo de imunofluorescéncia de

acordo com o item 3.9.2.

3.9.6 Ensaios de neutralizacdo do efeito causado por SepA utilizando anti-
SepA e PMSF

Os ensaios de neutralizacdo do efeito de SepA verificado a partir dos
ensaios de interacdo com as linhagens celulares (item 3.9.2) foram realizados
utilizando somente as células HeLa. A neutralizacéo foi realizada utilizando a
proteina SepA purificada pré-incubada com o soro anti-SepA, ou com inibidor
de serino protease PMSF.

O soro anti-SepA na concentragdgo de 35 pg/mL foi incubado
previamente com a proteina SepA (40 ug/mL) a 37°C por 30 min e apds esse
periodo a mistura anti-SepA/SepA foi adicionada as células e realizado o
ensaio de interacdo. Para a neutralizagdo com PMSF, 0,6 mM do inibidor foram
incubados com 40 pg/mL de SepA e a solucdo mantida a 37°C por 15 min.
Ambos o0s ensaios foram evidenciados pela coloragdo por May-

Grunwald/Giemsa (item 3.3.3).
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3.10 Dosagem das interleucinas IL-8, IL-1p e TNFa

Para a realizacdo desta etapa foram utilizadas as células HT-29, as
quais foram cultivadas em placas de 24 pocos 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 polarizacdo das células. Apos a
polarizacdo, as células foram incubadas com SepA (40 ug/mL) durante 5 h a
37°C em atmosfera de CO,. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas
técnicas e bioldgicas.

ApOs a interagdo de HT-29 e SepA o meio de cultivo foi coletado de
cada poco e os sobrenadantes foram obtidos por centrifugacéo a 2.000 x g por
10 min a 4°C. Os sobrenadantes foram testados por ELISA de captura com o0s
kits Human IL-8, IL-1B e TNFa BD OptEIA (BD Biosciences), de acordo com as
instrucdes 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 Frequéncia dos genes que codificam SPATESs nas cepas de EAEC

Dez dentre os 12 genes pesquisados que codificam SPATES foram
encontrados na colecdo de 193 EAEC (Figura 7), independentes de serem
classificadas como EAEC tipica ou atipica os genes foram encontrados na
seguinte ordem do mais frequente para o menos frequente: pic (47,1%), sat
(24,3%), espl (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, espl, pet e sepA foram os mais
frequentes, enquanto epeA e espC nao foram detectados. O gene sepA, que
codifica a SPATE em estudo no presente projeto, foi encontrado em 26 (13,5%)

cepas.

Figura 7 — Frequéncia de 12 genes que codificam SPATEs em 193 cepas de
EAEC.
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A analise da presenca desses genes quando as cepas da colecao foram
classificadas em tipicas ou atipicas esta apresentada na Figura 8. Conforme
observado, a distribuicdo dos genes de SPATEs entre os dois subgrupos de
EAEC apresentou diferenca de distribuicdo entre os genes pic, pet e sepA,
sendo que pic esté presente em 66,7% pet 26,8% e sepA em 9,4% em EAEC
tipica, ja nas cepas de EAEC atipica pic foi detectado em 22,3%, pet em 9,4%
e sepA em 18,8%. Foi observada associacdo entre os genes pic (P<0,001) e
pet (P=0,00029) as cepas de EAEC tipica. O gene sepA, foi encontrado em 10
(9,2%) cepas tipicas e 16 (18,8%) cepas atipicas, estando associado as cepas

de EAEC atipica (P=0,043).

Figura 8 — Frequéncia de 12 genes que codificam SPATEs em 108 EAEC tipicas e
85 EAEC atipicas.
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Porcentagem de cepas carreadores dos genes pic, sat, pet, espl, sepA, sigA, eatA,
vat, espP, tsh, epeA e espC. EAEC tipicas (preto) e EAEC atipicas (cinza). *P<0,001;
**P=0,043; ***P=0,00029.

Na andlise de combinacdo génica apresentada por cada cepa (Tabela
6), foi verificado que em EAEC tipica a presenca simultanea de pet e pic foi a
combinacdo mais frequente (perfil 14). Por outro lado, nas cepas de EAEC

atipica a presenca de mais de um gene em cada cepa foi pouco frequente, néo
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permitindo a correlacdo do perfil genético nessa subcategoria. Também foi
observada a presenca de somente um dos genes pesquisados. Os genes pic

(perfil 26) e sat (perfil 27) foram os mais frequentes.

Tabela 6 - Perfis de combinacdes de genes que codificam SPATES
apresentados pelas 193 cepas de EAEC.

N° (%) de cepas

Perfil Combinacéo génica

EAEC tipica EAEC atipica Total
1 espl pic sat sepA 3(2,8) 1(1,2) 4(2,1)
2 espl pet pic sepA 1(0,9) 0 1(0,5)
3 eatA espl pic sigA 1(0,9) 0 1(0,5)
4 pet pic sat sepA 0 1(1,2) 1(0,5)
5 espl 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 espl pet pic 1 (0,9) 0 1(0,5)
10 pet sat sigA 1(0,9) 0 1(0,5)
11 eatA espl sat 0 1(1,2) 1(0,5)
12 eatA espl 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 espl 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 espl pet 2(1,8) 1(1,2) 3(1,6)
20 eatA sat 2(1,8) 1(1,2) 3(1,6)
21 espl sat 0 2(2,3) 2 (1,0
22 pet sepA 0 1(1,2) 1(0,5)
23 espl 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 espl 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 Relagcéo entre os filogrupos de E. coli e a presenca 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 estao listados os filogrupos encontrados com as
respectivas prevaléncias.

Nenhuma das cepas estudadas foi classificada no filogrupo C. Nao
houve diferenca na distribuicdo nos filogrupos entre as cepas de EAEC tipicas
e atipicas, e ainda nenhuma relacao foi estabelecida entre a distribuicdo dos

genes que codificam SPATEs e os filogrupos de E. coli.

Tabela 7 — Filogrupos das 193 cepas de EAEC.

N° (%) de cepas

Filogrupos EAEC tipica (n=108) EAEC atipica (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 Andlise da presenca do gene sepA na colecdo de EAEC

Conforme descrito acima, o gene sepA foi detectado em 26 (13,5%)
cepas dentre as cepas da cole¢do de EAEC, sendo 10 (9,2%) EAEC tipicas e
16 (18,8%) atipicas. Dentre as 26 cepas sepA’ também foi observada a
presencga de outros genes que codificam SPATES, tais como sat, pet, espC, pic

e espl. Essas combinacdes génicas estéo listadas na Tabela 8.
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Foram observados 10 perfis de combinacdo génica, sendo que o perfil 7

sepA/pic foi 0 mais frequente (Tabela 8).

Tabela 8 — Perfil genético das 26 cepas de EAEC que apresentam o0 gene sepA.

EAEC tipica EAEC atipica Total

(n=10) (n=16) (n=26)
Perfil Combinacdo génica N°. (%) decepas N°. (%)decepas N°. (%)de

cepas

1 sepA espl pic sat 3 (30%) 1 (6,3%) 4 (65%)
2 sepA espl 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 espl 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%)

Os dados obtidos quanto as analises de frequéncia dos genes de

SPATEs foram publicados no artigo apresentado no Apéndice A (Andrade et

al., 2017).

A partir desses resultados, duas cepas de EAEC tipicas (BA198 e

BA732), que apresentaram o perfil 7 de combinacdo génica, e quatro cepas de
EAEC atipicas (BA114, BA259, BA328 e BA363), que apresentaram o perfil 10,

foram selecionadas para a realizacédo das proximas etapas do estudo.

4.4 Caracterizacao fenotipica e genotipica das cepas carreadoras de sepA

4.4.1 Analise do padréo de adeséao

As cepas de EAEC tipicas BA198 e BA732 apresentaram o padrédo de

adesao agregativo melhor evidenciado no ensaio de 6 h de incubacao
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bactérias-células epiteliais. A cepa BA198 apresentou aderéncia preferencial as
células epiteliais e a BA732 aderiu tanto a laminula como nas células epiteliais
(Figura 8). As cepas de EAEC atipicas BA249 e BA328 apresentaram acao
citodestacantes nos ensaios, e as cepas BAl1l4 e BA363 ndo aderiram as

células epiteliais (Figura 9).

Figura 9 — Ensaios de adesdo das cepas de EAEC tipica e atipicas em células
HEp-2.

Células Controle (3 h) — Aumento 042 (3 h) — Aumento 1000x

HEp-2

HEp-2




77

Células

BA732 (3 h) — Aumento 1000x

BA732 (3 h) — Aumento 1000x

HelLa

HEp-2




78

Células BA249 (6 h) — Aumento 1000x
HEp-2
BA328 (3 h) — Aumento 1000x
. e
AP
HEp-2
BA328 (6 h) — Aumento 200x
- -
Y S
Ry \\f*"v‘yl
F -
. rey
At BT
o 9P




79

Células

BA114 (3 h) — Aumento 200x

BA114 (3 h) — Aumento 1000x
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Células BA363 (6 h) — Aumento 200x BA363 (6 h) — Aumento 1000x
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Ensaio de ades&o: interagdo de células HEp-2 com as cepas BA114, BA198, BA249,
BA328, BA363, BA732 e a cepa protétipo de EAEC 042 (controle positivo), durante 3 e
6 h de incubacgéo. As células foram coradas com May-Grinwald/Giemsa e observadas
em microscopio 6tico comum sob aumentos de 200 e 1.000 vezes. As cepas BA198 e
BA732 apresentaram o padrdo de adesdo agregativo; as cepas BA249 e BA328
tiveram acgdo citodestacante; e as cepas BA114 e BA363 ndo aderiram as células

epiteliais testadas. As setas indicam a presencga de bactérias.

Por apresentarem padrdo de adesao agregativo, considerado o padréao
ouro para o diagnostico de EAEC, e serem classificadas como EAEC tipicas
(aggR"), as cepas de BA198 e BA732 foram selecionadas para a realizacdo

das préximas etapas do estudo.

4.4.2 Producao de Pic nas cepas BA198 e BA732

As cepas de EAEC tipicas BA198 e BA732 foram selecionadas como
potenciais cepas protétipo para a continuidade deste estudo. Entretanto, em
ambas o gene pic também foi detectado (perfil 7, Tabela 8). Dessa forma o
estudo prosseguiu na analise da producao de Pic nessas cepas, uma vez que a
expressdo de Pic poderia interferir nos ensaios de atividades biol6gicas de
SepA, ambas proteinas autotransportadoras de classe 2.

Em ambas as cepas a producéo de Pic foi detectada em sobrenadantes
de culturas (Figura 10), indicando a necessidade da obtencdo de um mutante

no gene pic.
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Figura 10 - Imunodeteccdo da proteina Pic nas cepas BA198 e BA732.
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Os sobrenadantes de cultura das cepas BA198 e BA732 concentrados submetidos a
andlise eletroforética por SDS-PAGE (8%) e transferidos para uma membrana de
nitrocelulose. A imunodeteccao foi realizada com o soro anti-Pic (1:1000) e soro de
cabra anti-lgG de coelho conjugado a peroxidase (1:5000), seguido da revelagdo com
o kit ECL™ Western Blotting Analysis System (GE Healthcare). A imagem corresponde
ao filme de raios-X apés exposicdo ao immunoblotting durante 5 min, seguida de

revelacao.
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4.4.3 Perfil de resisténcia a antibioticos das cepas BA198 e BA732

Dentre os antibidticos testados a cepa BA198 apresentou resisténcia a
canamicina e a cepa BA732 ndo apresentou resisténcia a nenhum dos

antibioéticos.

4.4.4 Determinacado da sequéncia do gene sepA das cepas BA198 e BA732

O sequenciamento do gene sepA, utilizando a cepa S. flexneri 5a MO0OT
como padrdo de comparagdo, mostrou que as cepas BA198 e BA732
apresentam 97% de identidade com a cepa M90T (nUmero de acesso no
GenBank: Z48219.1). Foram sequenciados 4.291 pares de bases
correspondendo ao gene sepA completo. O Apéndice B apresenta o
alinhamento das sequéncias de nucleotideos obtidas das trés cepas.

Nas sequéncias de nucleotideos das cepas BA198 e BA732 foram
verificadas 6 delecdes, quando comparadas com a sequéncia da cepa M90T.
Na cepa BA732 ha 19 alteracbes na sequéncia de nucleotideos e na cepa
BA198, além dessas 19 ocorrem outras 4 alteracdes, totalizando 23 alteracbes
em comparacao com a sequéncia da cepa M9O0T.

Nas sequéncias traduzidas para aminoacidos (Apéndice C) foram
observadas 5 delecdes que ndo geram codon de terminacdo em ambas as
cepas de EAEC, em comparacdo com a sequéncia da proteina SepA de M90T.
Além disso, na sequéncia de aminoacidos da cepa BA732 foram observadas 9
alteracdes e na sequéncia da cepa BA198 foram verificadas 11 alteracdes

(Tabela 9), ainda em compara¢do com a sequéncia da cepa M90T.
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Tabela 9 — Alteragcdes de aminoacidos do gene SepA das cepas de EAEC

comparadas com M90T.

Cepa Localizacéo Alteracdes Trocas de aminoacidos

BA732 e BA198 Dominio passageiro 7 D/N; S/IA; N/S; H/R; N/K; R/W e E/A
Dominio Translocador 2 A/D; AV

BA198 Dominio passageiro 2 G/AeRIT

D = &cido aspartico; N = asparagina; S = serina; H = histidina; R = arginina; K = lisina; W =

triptofano; E = acido glutdmico; A = alanina; V = valina; G = glicina; T = treonina.

E importante salientar que a por¢do de serino protease nas sequéncias
de aminoé&cidos das trés cepas ndo apresentou alteracdo (Apéndice C). A
alteracdo nessa porcdo da proteina levaria ao comprometimento da
funcionalidade de SepA. Sendo assim, as alteracdes observadas nédo foram

consideradas significativas.

4.4.5 Localizagéo do gene sepA nas cepas BA198 e BA732

Na analise eletroforética da extracao plasmideal foi verificado que a cepa
BA198 apresenta 3 bandas plasmideais com o0s seguintes tamanhos
aproximados: 2,8 MDa, 6 MDa e 88 MDa. Nesta analise, ndo foi detectada a
presenca de plasmideos na cepa BA732 (Figura 11).

A extracao 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 esta presente em um plasmideo na cepa BA198 de
massa molecular de ~88 MDa. Com relacdo a cepa BA732 o gene sepA

inicialmente foi detectado no conteddo cromossdmico (Figura 11).
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Figura 11 — Extracdo plasmideal e Southern Blotting para detec¢do de sepA nas
cepas BA198 e BA732.
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Extracao plasmideal e respectivo Southern Blot, utilizando a sonda genética sepA. (A)
Perfil eletroforético em gel de agarose (0,8%) da extracdo plasmideal das cepas
39R861, V517, BA198 e BA732, realizado em duplicatas. A Ultima canaleta
corresponde ao amplicon do gene sepA a partir do DNA da cepa M90T (controle
positivo). (B) Filme de raio-X exposto a membrana de nylon contendo o DNA
transferido do gel de agarose apresentado em (A), apos a hibridizagcdo com a sonda
sepA e deteccdo. Reatividade com a sonda sepA na banda plasmideal de ~88 MDa na
cepa BA198; na regido correspondente ao DNA cromossémico de ~41,19 MDa da
cepa BA732; e no amplicon sepA da cepa M90T. A por¢cdo cromossémica (~41,19
MDa) foi observada em todas as cepas.

4.5 Selecao da cepa prototipo de EAEC produtora de SepA
A cepa BA732 foi selecionada como protétipo de EAEC para dar

continuidade ao presente estudo, uma vez que a cepa BA198 apresentou
resisténcia a canamicina, o que dificultaria as etapas de mutagénese.




85

4.5.1 Sequenciamento do genoma completo da cepa BA732

As principais caracteristicas do genoma da cepa BA732 foram

analisadas e estdo apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10 - Principais caracteristicas do genoma da cepa BA732.

Caracteristicas avaliadas Cepa BA732
Tamanho (pb) 5.085.903
Scaffolds 181

Genes 4830

N50* 244013
N75° 123303
L50° 7

L75* 14
Contetdo G+C (%) 50,5

Tamanho em pb na qual os scaffolds com este ou maior tamanho incluem metade do
genoma.

*Tamanho em pb na qual os scaffolds com este ou maior tamanho incluem 75% do
genoma.

®Numero de scaffolds que sdo maiores ou iguais ao tamanho N50.

“Numero de scaffolds que sdo maiores ou iguais ao tamanho N75.

As andlises in silico mostraram que a cepa BA732 pertence ao sorotipo
017:H18 e alberga o gene de resisténcia ao antibidtico eritromicina (Tabela
11). Na tabela 11 também estéo listados os principais genes de viruléncia da
cepa BA732, encontrados na sequéncia do genoma completo.
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Tabela 11 - Sorotipo, genes de viruléncia e resisténcia a antimicrobianos

identificados na cepa BA732.

Cepa Sorotipo Perfil de viruléncia Perfil de
resisténcia
BA732 017:H18 aap, aggR, aatAPBCD, ereA

SepA, pic, aaiC, aaiA,
aaiG, hlyE e AAF-IV

aap, codifica a proteina de superficie Dispersina; aggR, codifica o regulador global
AggR; aatPABCD, codificam o sistema de secrecdo do tipo ABC; sepA, codifica a
SPATE SepA; pic, codifica a SPATE Pic; aaiACIG, codificam proteinas do sistema de
secrec¢do do tipo VI; hlyE, codifica a enterohemolisina; ereA, eritromicina esterase que

medeia a resisténcia a eritromicina.

4.5.2 Analise in silico da presenca de plasmideos na cepa BA732

A partir das andlises in silico do genoma completo da cepa BA732 foi
possivel verificar a presenca de caracteristicas que evidenciavam a presenca
de pelo menos um plasmideo, embora as primeiras andlises de perfil
plasmideal dessa cepa (Figura 11) tenham mostrado a auséncia de
plasmideos. A sequéncia do gene sepA foi localizada inserida nesse
plasmideo, o qual pertence ao grupo de incompatibilidade IncFIl e contém os
seguintes genes de viruléncia: aatAPBCD, sepA, aggR e aap.

Sendo assim, uma nova analise do conteudo plasmideal da cepa BA732
foi realizada, incluindo adaptacées no protocolo de extracdo (item 3.4.2) que
eliminam a porcdo correspondente ao cromossomo (Figura 12). Ao utilizar
esse novo protocolo de extracdo plasmideal foi possivel evidenciar um
plasmideo de ~88 MDa, massa molecular semelhante aos plasmideos de

viruléncia de EAEC denominados pAA.



87

Figura 12 — Perfil eletroforético da extragdo plasmideal da cepa BA732.
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Perfil eletroforético em gel de agarose (0,8%) da extracdo plasmideal das cepas
39R861, 042, BA732 e E. coli DH5a. As cepas EAEC 042 e E. coli DH5a foram
empregadas como controles da presenca ou auséncia de plasmideos de alta massa
molecular, respectivamente. A seta indica a presenca de um plasmideo de ~88 MDa.

4.5.3 Comparagdo entre as estruturas tridimensionais preditas de SepA das
cepas BA732 e MO9OT

Com os resultados obtidos no sequenciamento completo do gene sepA
(tem 4.7), onde foi verificado que ha diferencas em alguns aminoacidos em
SepA expressa por M90T e BA732, foi levantada a possibilidade de que a
estrutura da proteina SepA de EAEC fosse diferente da proteina produzida por
S. flexneri.

Para uma andlise mais detalhada dessas altera¢cbes, foi realizada a
predicdo da estrutura tridimensional da proteina SepA. Para isso a sequéncia
de aminoacidos das proteinas produzidas pelas cepas BA732 e M90T foram
analisadas por meio do banco de dados disponivel em Protein

Homology/Analogy Recognition Engine V 2.0 (PHYREZ2) gerando a predicao da
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estrutura tridimensional de SepA (Figura 13). Conforme se observa, as

estruturas terciarias sao muito semelhantes e o sitio de atividade de serino

protease (His/Asp/Ser) da proteina expressa por M90T e BA732 é conservado.

Figura 13 - Predi¢cdo da estrutura tridimensional de SepA das cepas BA732 e

MOOT.

SepA -M9I0T

SepA —BA732

Predicdo da estrutura tridimensional de SepA gerada pelo banco de dados disponivel

em Protein Homology/Analogy Recognition Engine V 2.0 (PHYRE2), a partir das
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sequéncias de aminoacidos das cepas BA732 e M9O0T traduzidas a partir das
respectivas sequéncias de DNA. As setas indicam o sitio catalitico de serino protease
das proteinas — His/Asp/Ser (por¢do marcada em rosa). As por¢cdes marcadas em

amarelo indicam o subdominio 1.

4.5.4 Obtencéo de BA732 apresentando resisténcia ao acido nalidixico

A cepa BA732 ndo apresenta resisténcia aos principais antibioticos
utilizados como marca de resisténcia para ensaios de mutacdo. Embora a
presenca do gene de resisténcia a eritromicina tenha sido detectada nas
andlises in silico, essa etapa de sequenciamento do genoma completo da cepa
BA732 ocorreu posteriormente aos ensaios de mutagénese. Como havia a
necessidade da obtencdo de um mutante em pic, era necessario que a cepa
BA732 apresentasse uma marca de resisténcia. Dessa forma, foi realizada a
selecdo de mutacdo espontanea ao acido nalidixico (NAL) a partir da cepa
BA732. Foram obtidos dois mutantes espontaneos resistentes a NAL que foram
denominados de mut50NAL e mut100NAL.

4.5.4.1 Caracteristicas fenotipicas e genotipicas dos mutantes espontaneos
NAL

Algumas caracteristicas fenotipicas e genotipicas foram testadas apés a
obtencdo dos mutantes espontaneos resistentes ao NAL em comparagcao com
a cepa selvagem (BA732), a fim de verificar efeitos deletérios decorrentes da
mutacgdo. Para isso foram realizados 0s seguintes ensaios: analise da curva de
crescimento, perfil bioquimico e PCR para deteccao dos genes aagR, sepA, pic
e aatA.

Os mutantes mutl00ONAL e mut50NAL ndo apresentaram alteracdo no
padrdo 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 acido nalidixico (mut100NAL e mut50NAL).
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O grafico representa a curva de crescimento das cepas BA732 (barra azul),
mut100NAL (tracejado vermelho) e mut50NAL (tracejado verde) em caldo LB cultivado
sob agitacdo de 200 rpm a 37°C, determinada pela leitura da densidade 6tica em
comprimento de onda de 600 nm. No eixo y estdo expressos os valores em densidade
Optica (DO) e no eixo x 0 tempo em horas.

Os mutantes mut100NAL e mut50NAL foram também analisados quanto
ao perfil bioquimico de identificacdo presuntiva de E. coli, com auxilio dos
meios de identificagcdo EPM, MILi e Citrato. Ambos 0os mutantes mantiveram as
mesmas caracteristicas bioquimicas da cepa BA732. Finalizando, a presenca
dos genes aggR, sepA, aatA e pic foi confirmada por meio de PCR nos
mutantes mut50NAL e mutlOONAL. Sendo assim, a mutacdo espontanea nao
afetou caracteristicas fenotipicas e genotipicas relevantes.

Apoés a confirmacao de que a mutacdo espontanea nao gerou nenhuma
outra alteracdo na bactéria mutante resistente a NAL, a cepa mutl00ONAL foi
escolhida para a posterior obtencédo de um mutante em pic, utilizando a técnica

de mutagénese por recombinacdo homéloga com o vetor suicida pJP5603.
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4.6 Obtencdo do mutante isogénico em pic utilizando o vetor suicida
pJP5603

A técnica de mutagénese utilizada para inativar o gene pic € baseada na
recombinacdo homologa 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 obtencao do inserto de pic2b contendo
0os sitios de restricdo para EcoRl nas suas extremidades. Para isso, 0
fragmento interno pic2b foi amplificado por PCR. Apds a ligacdo do inserto
pic2b com o vetor pGEM-T Easy, células competentes de E. coli DH5a foram
transformadas com a construgéo e os transformantes selecionados em agar LB
contendo ampicilina.

Foram obtidos 6 clones na transformacao da ligagéo entre pGEMT Easy
e pic2b, sendo que o correto inserto foi detectado em trés, os quais foram
denominados de #2pic2b, #3pic2b e #4pic2b (Figura 15).

Figura 15 — PCR para deteccdo do fragmento gene pic2b nos transformantes

selecionados.

506 pb
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Perfil eletroforético em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR para a detec¢do do
fragmento pic2b. A cepa BA732 foi utilizada como controle positivo e a cepa E. coli
DH5a 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).

ApGs a confirmagé&o da presenca do fragmento pic2b em trés dos clones
selecionados, o clone #2pic2b foi selecionado para prosseguir com a
subclonagem em pJP5603. O plasmideo extraido desse clone foi submetido a
digestdo com a enzima de restricdo EcoRI para liberagcdo do fragmento de
pic2b contendo os sitios para EcoRI (Figura 16). Esse fragmento foi utilizado

na ligacdo com o vetor suicida pJP5603.

Figura 16 — Perfil de restricdo do plasmideo do clone #2pic2b com EcoRI.

3054 pb
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Perfil eletroforético em gel de agarose (1%) da digestdo do plasmideo do clone
#2pic2b com a enzima de restricdo EcoRI indicando a correta liberagdo do inserto
pic2b. A seta indica o tamanho correto do fragmento amplificado pic2b (506 pb).
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Apoés a ligacdo do inserto pic2b(EcoRI) com o vetor pJP5603, células
competentes de E. coli DH5aApir foram transformadas com a construgédo e os
transformantes selecionados em &gar LB contendo canamicina. Dez
transformantes foram selecionados e confirmados quanto a correta clonagem
com auxilio da PCR para deteccédo do inserto pic2b.

Em seguida, um desses transformantes foi selecionado para a
conjugacao com a cepa BA732 resistente ao 4cido nalidixico (mutl00NAL). Os
transconjugantes foram selecionados em placas de agar LB contendo acido
nalidixico e canamicina. Dessa conjugacdo foram selecionados dois
transconjugantes, denominados BA732::pic#l e BA732::pic#2, os quais foram
submetidos a ensaios fenotipicos e genotipicos para confirmar a mutagdo em
pic.

Ambos o0s transconjugantes foram analisados quanto ao perfil
bioquimico de identificacdo presuntiva de E. coli, com auxilio dos meios de
identificagdo EPM, MILi e Citrato, mostrando que ambos mantiveram as
mesmas caracteristicas bioquimicas da cepa BA732.

Em seguida, a presenca de genes de viruléncia presentes na cepa
selvagem BA732 foi verificada nos transconjugantes por PCR. Ambos
apresentaram resultados positivos para 0os genes aggR, aatA e sepA (Figura
17), confirmando que a mutacdo realizada néo alterou nenhum dos genes

importantes para o estudo.
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Figura 17 — Deteccdo dos genes aggR, aatA e sepA nos transconjugantes
BA732::pic#l e BA732::pic#2.
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Perfil eletroforético em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR para a detec¢éo dos
genes sepA, aggR e aatA nos transconjugantes BA732::pic#l e BA732::pic#2. A cepa
mut100NAL foi utilizada como controle positivo e a cepa E. coli DH5a 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 entdo selecionado para a realizacdo dos demais
ensaios de confirmacdo da mutacdo em pic. O mutante ::pic#2 passou a ser
chamado de BA732::pic somente. Esse mutante foi entdo analisado quanto a
sua curva de crescimento. Conforme se observa na Figura 18, o mutante
BA732::pic ndo apresentou alteracdo no padrdo de crescimento in vitro, quando

comparados com a cepa mutl00NAL.
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Figura 18 - Curva de crescimento em caldo LB da cepa mutlOONAL e seu

mutante isogénico BA732::pic.

Curva de crescimento
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O grafico representa a curva de crescimento das cepas mutlOONAL (trago azul) e
BA732::pic (traco laranja) em caldo LB cultivado sob agitacdo de 200 rpm a 37°C,
determinada através da leitura da densidade ética em comprimento de onda de 600
nm. No eixo y estdo expressos 0s valores em densidade éptica (DO) e no eixo x 0

tempo em horas.

Em seguida, a regido correspondente a mutacédo em pic foi analisada por
sequenciamento de nucleotideos, 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 proximo da por¢édo dos iniciadores pic2b no gene pic (Figura
19).
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Figura 19 - Localizacdo dos iniciadores para sequenciamento da regido

mutagenizada em BA732::pic.

Esquema representativo do gene pic
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Esquema representativo do gene pic e a localizacdo dos iniciadores para o
sequenciamento. O iniciador picMUT(F) esta localizado 89 pb upstream ao fragmento
pic2b. O iniciador picMUT(R) (verde) esta localizado 85 pb downstream ao fragmento
pic2b.

Apbs otimizacdo da PCR, o iniciador picMUT (reverse) foi usado em
conjunto com o iniciador M13pJP5603 (forward), que anela na regido
correspondente ao bacteri6fago M13 contida no vetor pJP5603. Com essa
combinacao foi possivel obter um fragmento amplificado de 766 pb, o qual foi
utilizado no sequenciamento com esses mesmos iniciadores. A amplificacdo de
tal fragmento so6 seria possivel no caso da insercdo do plasmideo pJP5603 no
genoma da cepa selvagem, conforme apresentado na Figura 20.

As sequéncias obtidas com os iniciadores M13pJP5603(F) e picMUT(R)
foram analisadas por BLAST mostrando identidade de 96% com o gene pic da
cepa prototipo de EAEC 042 (N° de acesso no GenBank: FN 554766.1) e com
a sequéncia do percursor da proteina Pic (N° de acesso no GenBank:
AF097644.1).
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Figura 20 — Esquema de insergédo de pJP5603(pic2b) no mutante BA732::pic.
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Esquema da mutagéo apolar no gene pic da cepa BA732, baseado na recombinacao
homologa entre o vetor pJP5603 contendo o inserto pic2b e o genoma da cepa BA732.
(A) Vetor pJP5603 com o fragmento pic2b clonado no sitio de EcoRI (azul) do Sitio
Multiplo de Clonagem; Km, cassete de resisténcia a canamicina; (B) Esquema linear
da insercdo de pJP5603(pic2b) no gene pic da cepa BA732. O gene pic esta
representado pelas linhas vermelhas, pic2b pelos quadrados verdes, o cassete de
resisténcia a canamincina (Km) pela seta laranja, e as sequéncias do vetor suicida
pJP5603 pelas linhas pretas. Houve a amplificacdo de um fragmento de 766 pb
(retdngulo vermelho) apés a PCR utilizando os iniciadores M13pJP5603 (seta
amarela) e picMUT (seta verde). Foi possivel confirmar a correta mutagéo, pois esse
amplicon correspondeu a jun¢ao do vetor pJP5603 e a sequéncia do gene pic da cepa

selvagem.

Por fim, a principal comprovacdo da mutacdo em pic foi obtida com a
verificacdo da perda da expressdo de Pic no mutante BA732:pic, em um
ensaio de immunoblotting. Conforme apresentado na Figura 21, os dois clones

mutantes ::pic#l e :pic#2 (BA732:pic) deixaram de expressar a proteina.
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Figura 21 — Imunodeteccéo de Pic nos mutantes ::pic#l e ::pic#2 (BA732::pic).

SDS-PAGE Imunodeteccao
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Os sobrenadantes de cultura concentrados dos mutantes ::pic#l e::pic#2 (BA732::pic)
e da cepa EAEC 042 foram submetidos a andlise eletroforética por SDS-PAGE
(gradiente de 4 a 20%) e transferidos para uma membrana de nitrocelulose. A
imunodeteccdo foi realizada com o soro anti-Pic (1:1000) e soro de cabra anti-lgG de
coelho conjugado & peroxidase (1:5000), seguido da revelacdo com o kit ECL™
Western Blotting Analysis System (GE Healthcare). A imagem corresponde ao filme de
raios-X apos exposi¢cdo do immunoblotting durante 15 min, seguida de revelagédo. As
cepas 042, BA732 e mutlOONAL foram utilizadas como controles positivos de
secrecdo. Pode-se observar que 0s mutantes :pic#l e :pic#2 ndo produziram a
proteina Pic. M = Precision Plus Protein Standards Unstained (BioRad) com as

respectivas massas moleculares indicadas ao lado.

4.7 Purificacéo da proteina SepA

Trés estratégias de purificacdo de SepA foram utilizadas. A primeira foi
baseada na técnica de exclusdo molecular, usando uma coluna de gel filtrag&o.
Como néo foi possivel purificar a proteina utilizando essa metodologia, outras

duas estratégias foram empregadas.
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4.7.1 Purificacdo de SepA empregando cromatografia de afinidade a serino

proteases

A proteina SepA foi purificada do sobrenadante de cultura da cepa
MOOT, com um rendimento de 115 pg/ml. Na Figura 22 se observa a fracdo

correspondente ao peso molecular de 110 kDa (massa molecular de SepA).

Figura 22 — Purificagdo de SepA utilizando cromatografia de afinidade.
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Histograma e analise eletroforética por SDS-PAGE da purificacdo de SepA
empregando uma coluna de afinidade a serino proteases. (A) Histograma obtido pelo
sistema AKTA (Pure Chromatography System, GE Healthcare) de purificacdo de
proteinas, onde o nimero 1 representa as fracdes coletadas durante a purificacdo. (B)
Analise das fracGes coletadas do sistema AKTA em SDS-PAGE (8%) apds coloracdo
por prata. Os numeros de 1 a 16 representam as fragBes coletadas durante a
purificacdo. SepA purificada foi observada nas fracdes de 1 a 8. M = Precision Plus
Protein Standards Unstained (BioRad, EUA).

A proteina SepA purificada por meio dessa estratégia foi utilizada para a
obtencdo do soro policlonal anti-SepA em coelho, nos ensaios de interacéo
com células epiteliais e para a determinacgéo da atividade enzimética de SepA.

Apbs essas etapas foi verificado que a proteina purificada apresentava-
se na forma de agregados. A agregacao da proteina s6 pode ser observada
nos ensaios de imunofluorescéncia, 0s quais serdo apresentados
posteriormente. Por esse motivo foi necessaria a aplicacdo de uma nova

estratégia de purificacdo de SepA.

4.7.2 Purificacdo de SepA da cepa M90T(pZK15) empregando a técnica de

exclusao molecular

Com o intuito de se obter maior rendimento de SepA purificada, foi
utilizada uma estratégia para superproducdo dessa proteina a partir da cepa
MOOT transformada com o clone minimo de expressao de SepA (item 3.6.4), e
posterior purificacdo por exclusdo molecular.

A terceira estratégia de purificacdo foi bem sucedida com um rendimento
de 976 pg/mL (Figura 23). A superproducao de SepA também foi observada na
cepa M90T(pZK15) visualmente em comparacdo com a cepa selvagem (M90T)
(Figura 24).

SepA purificada por essa estratégia foi utilizada nos ensaios de
interacdo com ceélulas HelLa analisados por imunofluorescéncia (item 3.9.3),
para a dosagem de interleucinas produzidas por HT-29 apdés a interacdo com
SepA (item 3.10) e nos ensaios de MTT (item 3.9.8).



101

Figura 23 — Purificacdo de SepA a partir da cepa M90T(pZK15).
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Histograma e andlise eletroforética por SDS-PAGE da purificacdo de SepA a partir da
cepa M90T(pZK15) empregando uma coluna de exclusdo molecular. (A) Histograma
obtido pelo sistema AKTA (Pure Chromatography System, GE Healthcare) de
purificacdo de proteinas, onde o numero 1 representa as fracdes coletadas durante a
purificagdo. (B) Analise das frages coletadas do sistema AKTA em SDS-PAGE (8%)

apos coloracdo por prata. Os numeros de 80 a 90 representam as fracdes coletadas
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durante a purificacdo. SepA purificada foi observada nas fragcbes de 1 a 8. M =
Precision Plus Protein Standards Unstained (BioRad, EUA).

Figura 24 — Superproducao de SepA pela cepa M90T transformada com pZK15.

Expressao de SepA por M90T (pZK15)

Analise eletroforética por SDS-PAGE (8%) das proteinas 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 superproducéo de SepA
€ evidenciada na canaleta correspondente a M90T(pZK15) em comparagdo com a
expressédo de SepA por M90T. A seta indica a massa molecular de SepA (110 kDa).

4.8 Analise 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
qgue indica que a triade catalitica (Ser/His/Asp) da proteina estava ativa. No

grafico da Figura 25 é possivel observar a degradacéo do substrato.
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Figura 25 — Atividade enzimatica de SepA purificada medida por FRET.
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A atividade enzimatica de SepA é demonstrada em um periodo de 40 min de
incubacdo. A acdo da porgdo de serino protease da proteina pode ser observada
desde o inicio das leituras, havendo aumento de degradacdo a cada minuto até a

altima leitura. O ensaio foi realizado em duplicata.

A inibicdo da atividade de SepA com PMSF também comprovou a
atividade enzimatica da porcado de serino protease dessa proteina, ja que
quando na presenca de PMSF SepA foi incapaz de degradar o mesmo
substrato Abz-FRSSR-EDDnp. Isso decorre da inativacdo da sua atividade

enzimatica pelo inibidor de serino protease PMSF (Figura 26).
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Figura 26 — Inibicdo da atividade enzimatica de SepA por PMSF medida por

FRET.
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Substrato Abz-FRSSR-EDDnp

A inibicdo da atividade enzimética de SepA é demonstrada em um periodo de 40 min

de incubacdo. Nesse ensaio foram avaliadas trés condi¢fes: a atividade de SepA

degradando o substrato Abz-FRSSR-EDDnp (circulos pretos), a

inibicdo da

degradagdo do substrato causada por PMSF (circulos cinza) e nenhuma atividade

enzimatica de SepA, quando incubada com o tampdo de solubilidade do PMSF

(circulos brancos).

4.9 Obtencéao do soro policlonal anti-SepA

O soro policlonal anti-SepA obtido em coelho detectou a proteina SepA

purificada nos ensaios de ELISA até a diluicdo maxima realizada (1:20.400),

demonstrando a eficiéncia do soro no reconhecimento de SepA (Figura 27).
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Figura 27 — Titulacéo do soro anti-SepA policlonal.
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Titulacdo do soro anti-SepA pelo método de ELISA. A proteina SepA (1 pg) utilizada
na imunizacdo do coelho foi usada na sensibilizacdo de uma placa de 96 poc¢os na
presenca de tampdo carbonato (1:10), com posterior incubagdo a 37°C por 2 h,
seguido de incubacgédo a 4°C por 18 h. Apés bloqueio com BSA (1%) a quantificacdo de
SepA foi realizada utilizando o anticorpo anti-SepA nas diluicées de 1:200 a 1:20.400 e
soro de cabra anti-lgG de coelho conjugado a peroxidase (1:5000), seguido da
revelagdo com o kit TMB substrate OptEIA Regent Set (BD Biosciences). A leitura das
absorbancias foi realizada em comprimento de onda de 450 nm. O soro foi capaz de

reconhecer a proteina SepA purificada em todas as diluigdes.

A reatividade do soro anti-SepA também foi analisada por
immunoblotting. Conforme se observa na Figura 28, o soro obtido detectou a
proteina SepA purificada e também proteinas nos sobrenadantes de culturas
concentrados das cepas BA732, BA732::pic e M90T com massa molecular
relativa correspondente a SepA. Porém, reatividades inespecificas foram
detectadas pelo soro nos sobrenadantes de cultura dessas cepas, bem como
na cepa de EAEC 042.
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Figura 28 — Imunodeteccao de SepA empregando o soro policlonal anti-SepA.
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Os sobrenadantes concentrados de cultura das cepas M90T, BA732, BA732:.pic e
042, bem como a proteina purificada SepA, foram submetidos a andlise eletroforética
por SDS-PAGE (8%) e transferidos para uma membrana de nitrocelulose. A
imunodeteccdo foi realizada com anti-SepA (1:500). O anticorpo secundario anti-
imunoglobulina de coelho produzida em cabra e conjugada a peroxidase foi usado na
diluicdo de 1:5.000. A revelacdo foi realizada com solucdo reveladora (3,3-
diaminobenzidina, 5 pg; peroxido de hidrogénio, 150 pL) em PBS/Tween 20. A seta

indica a mobilidade eletroforética relativa correspondente a proteina SepA (110 kDa).

Esse resultado indicou a necessidade da adsorcao do soro para que a
eliminacdo de sua inespecificidade. Ap6s a realizacdo do protocolo de
adsorcdo do soro contra a cepa EAEC 042, o mesmo foi usado na
imunodetecgcdo de SepA, utilizando as mesmas cepas anteriormente
analisadas. Conforme se observa na Figura 29, a reatividade inespecifica foi
eliminada. O soro adsorvido detectou proteinas com massa molecular relativa

correspondente a SepA, tanto nos sobrenadantes de culturas concentrados das
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cepas BA732, BA732::pic e M90T, quanto na canaleta correspondente a SepA
purificada. A auséncia de reatividade com o sobrenadante de cultura da cepa
de EAEC 042 que n&o expressa SepA confirmou a sua especificidade.

Figura 29 — Imunodeteccédo de SepA empregando o soro anti-SepA adsorvido.
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Os sobrenadantes concentrados de cultura das cepas M90T, BA732 e 042, bem como
a proteina purificada SepA, foram submetidos a andlise eletroforética por SDS-PAGE
(8%) e transferidos para uma membrana de nitrocelulose. A imunodeteccdo foi
realizada com anti-SepA (1:500). O anticorpo secundario anti-imunoglobulina de
coelho produzida em cabra e conjugada a peroxidase foi usado na diluicdo de 1:5.000.
A revelacdo foi realizada com solugdo reveladora (3,3-diaminobenzidina, 5 ug;
peréxido de hidrogénio, 150 pL) em PBS/Tween 20. A seta indica a mobilidade

eletroforética  relativa  correspondente  a  proteina  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 proteina SepA
nas linhagens celulares Caco-2, HT-29, HelLa, HEp-2, Y-1 e Vero: analises em
microscopia Otica comum, apoOs coloracdo das células com May-
Grunwald/Giemsa e anélises em microscopia de fluorescéncia.

Nos ensaios de microscopia Otica comum foi empregada a proteina
SepA purificada em coluna de afinidade e nos ensaios de imunofluorescéncia,
além da proteina obtida por essa estratégia de purificacdo, foi utilizada a
proteina SepA purificada por exclusdo molecular ap6s superprodugcdo por
M9O0T(pZK15).

4.10.1 Analises em microscopia 6tica comum

Dentre as linhagens celulares avaliadas foi observada alteragéo
morfolégica induzida por SepA nas células HelLa, HT-29 e Y-1.

Nas células HeLa apds um periodo de 5 h foi observado inicio de
alteracdo morfolégica. Apos 10 h de incubacéo o dano celular foi mais evidente
ocorrendo também diminuicdo na confluéncia celular (Figura 30). No periodo
de 18 e 30 h de incubacdo com SepA as células do controle negativo e as
células incubadas com a proteina apresentaram 0 mesmo comportamento,
mostrando alteracdo morfoldgica, dessa forma essas alteracdes ndo puderam
ser consideradas.

Na linhagem HT-29, uma alteracdo morfoldgica celular mais pronunciada
foi observada apdés 5 h de interagdo com a proteina SepA. Apds 18 h de
interacdo, a alteracdo morfoldgica causada mostrou-se mais evidente (Figura
31). Ap6s 30 h de incubacé@o as células do controle negativo e as células
incubadas com SepA apresentaram 0 mesmo comportamento, ou seja,
alteracdo morfoldgica e diminuicdo na confluéncia, sendo assim os resultados
verificados nesse periodo de incubagdo ndo foram considerados validos
(Figura 31).

Nas células Y-1 a alteracado morfolégica causada por SepA foi observada
apos o periodo de 18 h, caracterizada por grande diminuicdo na confluéncia,

evidenciando a ocorréncia de destacamento celular (Figura 32). Porém, as
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células do controle negativo também apresentam alteracdo nesse mesmo
periodo de incubacdo, apesar desse efeito ser mais evidente quando na
presenca de SepA. Sendo assim, as andlises de interagdo de SepA com
células epiteliais ndo prosseguiram com a linhagem Y-1 no desenvolvimento do
estudo (Figura 32).

Nas demais linhagens celulares (Caco-2, HEp-2 e Vero) ndao foram
observadas alteracdes celulares induzidas por SepA em nenhum dos periodos
de incubacéo (Figura 33).



Figura 30 — Efeito da proteina SepA em células HelLa.
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Interacdo de SepA com células HeLa. As células foram incubadas com 20 pg/mL de SepA e em seguida fixadas e coradas com May-
Grunwald/Giemsa. No periodo de 5 h de incubag&o ocorreu uma leve alteracdo morfolégica (células arredondadas), sendo esse efeito
mais evidente ap6s 10 h de incubacéo. As células do controle negativo apresentaram morfologia inalterada. Nos ensaios nos periodos

de incubacédo de 18 e 30 h, a mesma alteracdo morfolégica observada na presenca de SepA também ocorreu nos controles negativos.

As setas indicam as células com alteracdes morfoldgicas. Aumento de 1.000 x.




Figura 31 - Efeito da proteina SepA em células HT-29.
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Interacdo de SepA com células HT-29. As células foram incubadas com 20 pug/mL de SepA no periodo de 5 h e em seguida fixadas e
coradas com May-Grinwald/Giemsa. No periodo de 5 h de incubacédo ocorreu uma leve alteracdo morfoldgica (células arredondadas),
sendo esse efeito mais evidente ap6s 18 h de incubacdo. As células do controle negativo apresentam morfologia inalterada nos
periodos de incubacéo de 5, 10 e 18 h. Nos ensaios com incubacao de 30 h, a mesma alteracdo morfoldgica na presenca de SepA

ocorreu no controle negativo. As setas indicam as células com alteracdes morfolégicas. Aumento de 1.000 x.
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Figura 32 - Efeito da proteina SepA em células Y-1.
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Interacdo de SepA com células Y-1. As células foram incubadas com 20 pg/mL de SepA e em seguida fixadas e coradas com May-
Grunwald/Giemsa. Nos periodos de 5 e 10 h ndo ocorreu qualquer alteracdo morfolégica, semelhante ao observado nos controles
negativos. Apés 18 e 30 h de incubacdo foram observadas células arredondadas. Nas células dos controles negativos, apos
incubacédo de 18 h foi verificada diminuicdo na confluéncia e ap6s 30 h houve alteracdo morfoldgica. As setas indicam as células com

alteracdes morfolégicas. Aumento de 1.000 x.



Figura 33 — Interagdo de SepA com as linhagens celulares CaCo-2, HEp-2 e Vero.
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Interacdo de SepA com células CaCo-2, HEp-2 e Vero. As células foram incubadas com 20 ug/mL de SepA e em seguida fixadas e

coradas com May-Griinwald/Giemsa. Nos periodos de 5, 10, 18 e 30 h de incubacdo ndo ocorreu qualquer alteracdo morfolégica,

semelhante ao observado nos controles negativos. Aumento de 1.000 x.



4.10.2 Analise da interacao de SepA por ensaios de imunofluorescéncia

Os ensaios de imunofluorescéncia foram realizados utilizando as
linhagens HeLa e HT-29.

Conforme pode ser observado na Figura 34, apos 5 h de interacdo das
células HeLa com SepA foi observado arredondamento celular e essa alteracéo
morfologica foi visualizada a partir da marcacéo dos filamentos de actina por
TRITC.

A incubacgéo de SepA com as células HT-29 provocou redistribuicdo de
actina nas células apo6s 5 h de interacdo e um discreto arredondamento celular
(Figura 35).

Nesses ensaios com células HelLa e HT-29 foi observado que a proteina
SepA purificada por cromatografia de afinidade (item 3.6.3) estava formando
agregados, dessa forma os resultados verificados poderiam estar
superestimados, ja que mais de um monémero de SepA estaria interagindo
com as células. Por esse motivo, foram realizadas trés estratégias para a
desagregacao de SepA utilizando a centrifugacdo, sonicacéo e diélise.

Nenhuma dessas estratégias para a desagregacdo de SepA foi bem
sucedida, ou seja, a proteina permaneceu agregada ap6s todos 0s processos
(Figura 36).

Por esse motivo a proteina SepA foi purificada por uma nova estratégia
(superproducdo de SepA pela cepa M90T) e o0s ensaios de interagdo com
SepA realizados novamente, a fim de comprovar o efeito causado pela proteina

nas células HelLa e HT-29.



Figura 34 — Interacdo de SepA com células HelLa.
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Interacdo de SepA (40 pg/mL) com células HelLa ap6s 5 h. ApOs esse periodo as células foram fixadas, permeabilizadas e tratadas com
fluoréforos e anti-SepA. E possivel observar o arredondamento celular nas células incubadas com SepA, enquanto no controle negativo as
células permanecem com a morfologia alongada. Os filamentos de actina sdo observados em vermelho, o DNA em azul e a proteina SepA em
verde, cuja a marcacgdo esta ausente no controle negativo. Aumento de 1.000 x. Visualizado em Microscopio Confocal de Varredura a Laser
microscopio confocal TCS SP5 (Leica). Filtros utilizados: UV (excitacao de 340-380 nm e emissao de 425 nm), azul (excitagdo de 450-490 nm

e emissdo de 515 nm) e verde (excitacdo de 515-560 nm e emissdo de 590 nm).



Figura 35 - Interacdo de SepA com células HT-29 evidenciada por imunofluorescéncia.
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Interagdo de SepA (40 pg/mL) com células HT-29 ap6s 5 h. ApOs esse periodo as células foram fixadas, permeabilizadas e tratadas com
fluordforos e anti-SepA. Pode-se observar redistribuicdo 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 sdo observados em vermelho, o DNA em azul e a proteina
SepA em verde, cuja a marcacgdo esta ausente no controle negativo. Aumento de 1.000 x Visualizado em Microscépio Confocal de Varredura a
Laser microscopio confocal TCS SP5 (Leica). Filtros utilizados: UV (excitacdo de 340-380 nm e emissdo de 425 nm), azul (excitacdo de 450-
490 nm e emisséo de 515 nm) e verde (excitacdo de 515-560 nm e emissdo de 590 nm).



Figura 36 — Andlises dos tratamentos para desagregacao de SepA purificada.
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Interacao entre células HeLa e SepA processada por centrifugacao, sonicacao e dialise. Apds os tratamentos, a proteina SepA (40 pg/mL) foi

incubada com as células HelLa durante 5 h. ApGs esse periodo as células foram fixadas, permeabilizadas e tratadas com fluoréforos e anti-

SepA. Pode-se observar que SepA permaneceu agregada apos os trés tratamentos. As setas indicam os agregados de proteina SepA. Os

filamentos de actina sdo observados em vermelho, o DNA em azul e a proteina SepA em verde. Aumento de 1.000 x. Visualizado em

Microscopio Confocal de Varredura a Laser microscopio confocal TCS SP5 (Leica). Filtros utilizados: UV (excitacdo de 340-380 nm e emisséo

de 425 nm), azul (excitagdo de 450-490 nm e emissdo de 515 nm) e verde (excitacdo de 515-560 nm e emissao de 590 nm).




4.10.2.1 Efeito de SepA purificada a partir da cepa M90T(pZK15)

A purificacdo de SepA pela estratégia de superproducdo da proteina
pela cepa M90T(pZK15), com posterior purificacdo por exclusdo molecular
gerou uma proteina que nao formou agregados nos ensaios de interagdo com
linhagens celulares.

Nessa etapa foram utilizadas as células HeLa com ensaios de incubacgéo
com SepA por 5 e 18 h. Apés 18 h de incubacéao foi possivel observar alteracao
morfologica de HelLa causada por SepA, sendo observado o arredondamento
celular (Figura 37), assim como verificado anteriormente nos ensaios com a
proteina SepA agregada. Esse resultado confirma que SepA altera

morfologicamente as células Hela.



Figura 37 - Interacdo de SepA na forma ndo agregada com células HelLa.
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Interagcdo de SepA nédo agregada (40 pg/mL) com células HeLa ap6s 5 h e 18 h. Observou-se arredondamento celular apés a incubacéo de 5 h
e no periodo de 18 h essa alteracdo esta mais evidenciada com um maior nimero de células arredondadas. No controle negativo as células
permanecem com a morfologia alongada normal da linhagem e ndo ha marcacao em verde devido a auséncia da SepA. Os filamentos de
actina sao observados em vermelho, o DNA em azul e a proteina SepA em verde, marcacao ausente no controle negativo. Aumento de 1.000
X. Visualizado em Microscopio Confocal de Varredura a Laser (TCS SP8, Leica). Filtros utilizados: UV (excitacdo de 340-380 nm e emissédo de
425 nm), azul (excitacdo de 450-490 nm e emissdo de 515 nm) e verde (excitacdo de 515-560 nm e emissdo de 590 nm).



4.10.3 Viabilidade celular apés interacdo com SepA ndo agregada

Apébs a confirmacdo de que SepA causava alteracdes morfolégicas 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
citotoxica ou citopatico.

Os resultados de viabilidade celular com MTT mostraram que SepA é
uma proteina citopatica. Apos 5 h de incubacdo com células HelLa, SepA nas
concentracdes de 20 e 40 pug/mL ndo causou morte celular (Figura 38). Apos
18 h de incubacéo foi verificado 99,70% de células viaveis no ensaio utilizando
40 pg/mL de SepA e 90,47% de células viaveis utilizando 20 pg/mL de SepA.
Quando na presenca de PMSF ou do soro anti-SepA, ndo houve diferenca com
relacdo aos efeitos com SepA apenas (Figura 38).

Na linhagem HT-29, ap6s 5 h de incubagdo com 40 pg/mL de SepA
houve 67,29% de células viaveis e na incubacdo com 20 pug/mL houve 81% de
células viaveis (Figura 39). Ap6s 18 h de interacdo nas duas concentracdes
utilizadas de SepA houve 100% de células viaveis, indicando assim o efeito
citopético da proteina. Quando na presenca de PMSF ou do soro anti-SepA,
foram observadas pequenas diferencas com relacdo aos efeitos com SepA
apenas (Figura 39).
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Figura 38 — Viabilidade das células HelLa apés interacdo com SepA.
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Ensaio de viabilidade celular apds a interacdo de HelLa com SepA, medida pela
técnica de MTT. A proteina SepA apresentou efeito citopatico ndo causando morte
celular apés interacdo de 5 h com as células HeLa. Uma baixa porcentagem de morte
celular foi verificada apés 18 h de interacdo de HelLa com SepA. N&o houve
neutralizacéo do efeito de SepA tanto por PMSF como por anti-SepA.

Figura 39 - Viabilidade das células de HT-29 apds interacdo com SepA.
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Ensaio de viabilidade celular apos a interacdo de HT-29 com SepA, medida pela
técnica de MTT. A proteina SepA apresenta efeito citopatico e causa cerca até 32,72%
de morte celular apés interacdo de 5 h com as células HT-29. Em ensaio de 18 h de
interacdo ndo foi verificada morte celular. A neutralizacdo do efeito de SepA foi
observado utilizando PMSF em 5 h de interagéo.

4.11 Ensaios de interacdo da EAEC BA732::pic com células HelLa

A cepa BA732 escolhida como prototipo de EAEC tipica 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 expressado de uma unica SPATE: SepA (Figura 28).

Para analisar a capacidade de secrecdo de SepA na interacdo bactéria-
célula epitelial, foi realizado o teste de adesdo da cepa BA732::pic em células
HelLa, linhagem celular que foi sensivel a acdo de SepA purificada. Esse
ensaio foi evidenciado por imunofluorescéncia com o soro anti-SepA.

Foram analisados trés periodos de incubagéo: 4 h e 30 min, 6 he 8 h

(Figura 40). Apos 4 h e 30 min a cepa BA732:pic mostrou-se aderente,
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iniciando o estabelecimento do padrdo de adesdo agregativo. A secrecao da
proteina SepA pbde ser detectada na regido de adeséo as células HelLa, mas
nesse periodo ndo foi observado efeito citopatico. Apés 6 h de interacdo, o
padrdao de adesdo agregativo mostrou-se bem estabelecido, assim como a
secrecdo de SepA foi detectada na regido de adeséo, sem evidencia de efeito
citopético nas células HeLa. Apds 8 h de incubacédo, além do padrao de adesdo
agregativo e da secrecdo de SepA no local da adeséo, foi observado efeito

citopatico.



Figura 40 — Producdo de SepA por BA732::pic durante o processo de adeséo.
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Secrecao de SepA por BA732::pic na adesdo em células HeLa. As células epiteliais foram infectadas com a cepa BA732::pic na MOI de 0,5,
seguido de incubacdes por 4 h e 30 min, 6 h e 8 h. ApGs esse periodo as células foram fixadas, permeabilizadas e tratadas com fluoréforos e
anti-SepA. Os filamentos de actina estédo evidenciados em vermelho, o DNA das células e das bactérias em azul e a proteina SepA em verde.
Nas células ndo infectadas a marcacao em verde ndo é observada. No ensaio de 4 h 30 min, a proteina SepA secretada por BA732::pic €
observada sem causar alteracdo celular. No ensaio de 6 h, a secrecdo de SepA também é observada e nenhuma alteracdo celular foi
verificada. No ensaio de 8 h a producao de SepA também foi detectada, mas alterac6es morfolégicas nas células HeLa podem ser observadas,
indicando o efeito citopatico. Nos cortes em Z se observa a proteina SepA sendo secretada em 6 h. No periodo de 8 h além da secrecao de
SepA foi verificado o arredondamento celular (quadrado branco). Aumento de 1.000 x. Visualizado em Microscépio Confocal de Varredura a
Laser microscopio confocal TCS SP5 (Leica). Filtros utilizados: UV (excitacdo de 340-380 nm e emisséo de 425 nm), azul (excitacdo de 450-

490 nm e emissao de 515 nm) e verde (excitagdo de 515-560 nm e emissdo de 590 nm).



4.12 Neutralizacado do efeito citopatico de SepA em células HelLa

Nesses ensaios foi utilizada a proteina SepA produzida por
M90T(pZK15) em interacdo com células Hela.

Conforme se observa na Figura 41, o inibidor de protease PMSF foi
capaz de neutralizar o efeito citopatico de SepA no periodo de 5 h de interacgéo.
Nesse ensaio as células apresentaram a morfologia alongada habitual para a
linhagem HelLa e nao foi observado arredondamento celular. No periodo de 18
h o efeito causado por SepA nado 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 periodos de incubacéo (5 e 18 h).

Figura 41 — Neutralizagdo da atividade de SepA em células HeLa com inibidor de
serino protease e anti-soro contra SepA.
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Anti-SepA

Controle negativo

Ensaio de neutralizacdo do efeito citopatico de SepA em células HelLa. As células
epiteliais foram incubadas com 40 pg/mL de SepA nos periodos de 5 e 18 h, na
presenca de 100 mM de PMSF ou soro anti-SepA (1:40). Em seguida as células foram
fixadas e coradas com May-Grinwald/Giemsa. Nos ensaios utilizando PMSF houve
neutralizacdo do efeito de SepA no periodo de incubacédo de 5 h, evidenciando as
células com a morfologia inalterada. No periodo de 18 h de interacdo foram
incoclusivos, pois as células do controle negativo apresentavam morfologia alterada.
Nos ensaios utilizando anti-SepA foi verificada a neutralizacdo do efeito citopatico
causado por SepA nos dois periodos de incubacdo. No controle negativo as células
HelLa sao observadas com a morfologia habitual. As setas indicam as células com

alteracado morfologica. Aumento de 1.000 x.
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4.13 SepA purificada se liga a membrana citoplasmatica das células HelLa,
HT-29 e HEp-2

O ensaio de ligacdo a membrana foi realizado utilizando SepA purificada
e as linhagens Hela, HT-29, HEp-2 e MDCK. Foi observada a ligacao de SepA
a membrana citoplasmatica das células HelLa, HT-29 e HEp-2 (Figura 42), e

auséncia de ligagcdo a membrana da linhagem MDCK (Figura 43).



Figura 42 — Ensaio de ligacdo de SepA a membrana das células epiteliais HeLa, HT-29 e HEp-2.
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HEp-2 — controle negativo HEp-2 e SepA HEp-2 e SepA corteZ
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Ensaios de ligagdo de SepA & membrana citoplasmatica das células HelLa, HEp-2 e HT-29. As células epiteliais foram tratadas com 40 pg/mL
de SepA, seguido de incubacédo por 5 h. ApGs esse periodo as células foram fixadas, permeabilizadas e tratadas com fluor6foros e anti-SepA.
Os filamentos de actina estédo evidenciados em vermelho, o DNA das células e da bactéria em azul e a proteina SepA em verde. Nos controles
negativos das trés linhagens a marcacdo em verde nédo é observada. Na interacdo de SepA com a membrana das trés linhagens a proteina
SepA foi detectada (setas brancas) na superficie das células. Nos cortes Z os pontos de colocalizacdo de SepA com a membrana das células

podem ser observados em coloracdo amarelada (setas brancas). Aumento de 1.000 x. Visualizado em Microscépio Confocal de Varredura a
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Laser microscopio confocal TCS SP5 (Leica). Filtros utilizados: UV (excitacdo de 340-380 nm e emissdo de 425 nm), azul (excitacdo de 450-
490 nm e emisséo de 515 nm) e verde (excitacdo de 515-560 nm e emissdo de 590 nm).



Figura 43 — Ensaio de ligacdo de SepA a membrana das células MDCK.
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Ensaios de ligagdo de SepA a membrana citoplasmatica de células MDCK. As células epiteliais foram tratadas com 40 pg/mL de SepA,

seguido de incubacdo por 5 h. ApGs esse periodo as ceélulas foram fixadas, permeabilizadas e tratadas com fluoréforos e anti-SepA. Os
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filamentos de actina estédo evidenciados em vermelho, o DNA das células e da bactéria em azul e proteina SepA estaria marcada em verde, se
fosse detectada. Na interacdo de SepA com MDCK a proteina SepA nédo foi detectada na superficie das células. Aumento de 1.000 x.
Visualizado em Microscépio Confocal de Varredura a Laser microscopio confocal TCS SP5 (Leica). Filtros utilizados: UV (excitacao de 340-380
nm e emissédo de 425 nm), azul (excitagdo de 450-490 nm e emissdo de 515 nm) e verde (excitacdo de 515-560 nm e emissédo de 590 nm).



Conc. de IL-8 pg/mL

4.14 Producéao de interleucinas pela linhagem HT-29 ap0s a interagdo com
SepA

Nessa etapa foi utilizada a proteina SepA purificada da cepa
MO0T(pZK15) e a linhagem HT-29 de origem intestinal humana, a qual
mostrou-se sensivel & acéo de SepA.

Nos ensaios de dosagem de interleucinas foi observado que a proteina
SepA foi capaz de induzir a producao de IL-8 nas células HT-29 apés 5 e 18 h
de interacdo (Figura 44). As demais interleucinas quantificadas (IL-18 € TNFa)

nao foram induzidas por SepA nessa linhagem celular.

Figura 44 — Deteccdo da secrecédo de IL-8, IL-1B e de TNFa induzida por SepA em
células HT-29.
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Dosagens de interleucinas produzidas por HT-29 apds a interacdo com a proteina
SepA purificada da cepa M90T(pZK15). As células epiteliais foram tratadas com 40
ug/mL de SepA, seguido de incubacdo por 5 ou 18 h. Apds esse periodo, 0s
sobrenadantes dos cultivos celulares foram recolhidos, filtrados e usados para a
deteccdo de IL-8, IL1-B e TNFa pelo método de ELISA (BD Bioscience). Os ensaios
foram realizados em triplicatas bioldgicas e técnicas. SepA foi capaz de induzir a
producado de IL-8 em células HT-29 no periodo de 5 e 18 h. As interleucinas, IL1-B e
TNFa nédo foram induzidas por SepA nessa linhagem celular.
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5 DISCUSSAO

EAEC é um enteropatdgeno que tem como principal definicdo a
capacidade de aderir em células epiteliais cultivadas no caracteristico padréo
de adesdo agregativo (NATARO; KAPER, 1998). Esse pat6tipo de DEC foi
descrito ha trés décadas como agente de diarreia aguda em criancas chilenas
(NATARO et al., 1987) e atualmente é considerado um patégeno globalmente
difundido e associado a diarreia aguda e persistente (HEBBELSTRUP JENSEN
et al.,, 2014). Uma meta-andalise da literatura publicada entre 1987 e 2006,
mostrou que EAEC esta estatisticamente associada a diarreia aguda e
persistente em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, a diarreia em
pacientes com HIV e a diarreia do viajante (HUANG et al., 2006). Outro estudo
de meta-andlise também mostrou associacdo entre EAEC e diarreia aguda em
criancas vivendo em paises do sudoeste asiatico (PABALAN et al., 2013).

Nos ultimos anos, importantes relatos mostraram que EAEC também
coloniza criancas assintomaticas de areas endémicas em paises em
desenvolvimento (HEBBELSTRUP JENSEN et al., 2014; LIMA et al., 2018;
ROGAWSKI et al., 2017). A persisténcia de EAEC na mucosa intestinal pode
induzir inflamacdao intestinal crénica, mesmo na auséncia de diarreia, reduzindo
sua funcéo absortiva e levando a desnutricdo e diminuicdo do desenvolvimento
fisico e cognitivo (LIMA et al., 2000; OPINTAN et al., 2010; ROCHE et al.,
2010). Portanto, o quadro inflamatorio induzido por EAEC na mucosa intestinal,
no curso da diarreia ou na colonizacao assintomatica, € de grande importancia
em termos de saude publica (LIMA; MEDEIROS; HAVT, 2018).

Conforme mencionado anteriormente, a patogénese da infeccéao
intestinal por EAEC pode ser resumida nas etapas de colonizagdo com intensa
producdo de muco e formacgdo de biofilme, seguida de efeitos enterotoxicos e
inflamatorios. Diversas adesinas, toxinas e proteinas secretadas tém sido
identificadas em cepas de EAEC, como potenciais fatores envolvidos nessas
etapas da patogénese (CROXEN; FINLAY, 2010; GOMES et al., 2016;
NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011).

Dentre esses diversos fatores de viruléncia codificados por EAEC estéo

as SPATEs, as quais apresentam diversos mecanismos de agao envolvidos na
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colonizacéo, toxicidade, evasdo e modulacdo 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;
GUTIERREZ-JIMENEZ; 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 e
classificada como uma SPATE de classe 2, que inclui aquelas com atividade
imunomoduladora (RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014). Na literatura ha relatos de
sua participacdo na destruicdo do tecido epitelial, ndo h&a evidencia de efeito
citopatico em células HEp-2 causado por SepA, essa SPATE também néo
realiza clivagem de muco e de IgA (BENJELLOUN-TOUIMI et al., 1998; DUTTA
et al., 2002).

Cepas de EAEC que albergam o gene sepA estdo 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 patogénese de
EAEC permanece pouco esclarecido. Dessa forma, o presente estudo teve
como principal objetivo investigar os mecanismos de acdo de SepA em
diferentes linhagens celulares.

A primeria etapa do estudo correspondeu a determinacdo da frequéncia
de genes que codificam SPATES, incluindo sepA, em uma grande colecdo 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 frequéncia
foi menor do que a encontrada em cepas de EAEC isoladas em outras
localidades, nas quais as frequéncias 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 presenca do gene sepA, assim como, de
outros genes codificadores de ATs em cepas de E. coli causadoras de
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infecgdes intestinais no geral, as quais foram nomeadas como IPEC (E. coli
enteropatogénica intestinal), em cepas de EXPEC e em E. coli néo
patogéncicas. Nesse estudo sepA esteve presente em 19,2% das cepas de
IPEC e em 55,6% das cepas de EXPEC. Em comparagcdo com pic e sat, ATs
que também s&o 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 o0 segundo gene mais prevalente seguido de espP
que foi detectado em 13% das cepas.

Quando as cepas de EAEC foram analisadas separadamente nos
grupos tipica e atipica, a presenca de sepA foi significantemente associada as
cepas atipicas. Considerando que a presenca de sepA foi associada a diarreia
e a severidade da doenca (BOISEN et al.,, 2012; IKUMAPAYI et al., 2017;
MEDEIROS et al., 2017), o achado de tal associacdo com as cepas atipicas de
nossa colecdo aponta para o papel patogénico desse subgrupo de EAEC. De
fato, alguns estudos epidemioldgicos mostram que a frequéncia de EAEC
atipica € superior a de EAEC tipica e significativamente associada a diarreia
(HUANG et al., 2007; JIANG et al., 2002; MONFARDINI, 2012). Além disso,
cepas de EAEC atipica foram responsaveis por surtos de diarreia na Sérvia
(COBELJIC et al., 1996) e Japao, sendo que neste Ultimo foram acometidas
2.697 criangas (ITOH et al., 1997).

Os patégenos 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 padrdo de genes de SPATEs de classe 1 e 2, em
diversas combinacdes. O perfil genético pet/pic foi o mais frequente (11,4%)
nas cepas da colecdo estudada, o qual é semelhante ao apresentado pela
cepa protétipo de EAEC 042 (CHAUDHURI et al., 2010).

O gene sepA foi detectado em associacdo com outros genes (classe 1
ou 2) em 22 (11,4%) cepas, sendo a combinacdo sepA/pic a mais frequente
(4,7%). Esse dado esta de acordo com o relatado por Boisen et al. (2009) ao

avaliar uma colecéo de EAEC isoladas de diferentes paises.
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A distribuicio de EAEC em filogrupos tem se mostrado uma
caracteristica heterogénea, ao se comparar cepas de diferentes localidades
(ALI et al., 2014; BOISEN et al., 2012; FRANCA et al., 2013; KHALIL et al.,
2016; SOBIESZCZANSKA 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 distribuicdo de EAEC de maneira uniforme nos filogrupos A e D
(FRANCA et al., 2013). Por outro lado, outros estudos apontam o filogrupo B2
(KHALIL et al., 2016; SOBIESZCZANSKA et al., 2011) ou o filogrupo D (ALI et
al., 2014; BOISEN et al., 2012) como os mais prevalentes em cepas de EAEC.
E 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 determinacdo 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 o0 gene sepA aqui estudadas foram
distribuidas em 4 filogrupos, sendo a maioria pertencente ao filogrupo Bl
(42,3%), seguido dos filogrupos A (26,9%), D (15,4%) e B2 (11,5%). As cepas
de E. coli diarreiogénicas sao distribuidas principalmente nos grupos A, Bl e E,
enquanto os filogrupos B2 e D incluem geralmente as cepas de E. coli de
origem extraintestinal e as cepas comensais sao mais relacionadas aos
filogrupos A e B1 (CLERMONT et al., 2013; RUSSO;JOHNSON, 2001).

A pesquisa de genes que codificam outras SPATESs, além de sepA, foi
realizada na colecdo de EAEC na etapa de selecdo de uma cepa protétipo para
o estudo de SepA no contexto de uma EAEC. Isso decorre do fato de que as
serino proteases dessa familia apresentam massas moleculares e atividades
bioldgicas semelhantes (RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014). Portanto, a presenca
de outros genes de SPATEs na mesma cepa poderia gerar dificuldades na
etapa de purificacdo de SepA, com decorrente interferéncia nas andlises de
interacdo com células epiteliais in vitro.

Nenhuma das cepas da colecdo de EAEC estudada se encaixou no
perfil genético ideal para o estudo, ou seja, uma cepa de EAEC tipica

(albergando aggR) que apresentasse padrdo de adesdo AA e produzisse
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somente a proteina SepA. Com isso, duas cepas de EAEC tipicas (BA198 e
BA732) foram selecionadas para a continuidade do estudo. Entretanto, além de
sepA essas cepas albergavam pic e a producdo da serino protease Pic foi
detectada por immunoblotting em ambas.

Dessa forma, houve a necessidade da obtencdo de um mutante
isogénico em pic. A primeira técnica utilizada para a tentativa de obtencao
desse mutante foi a mutagénese sitio dirigida com o sistema de recombinases
codificadas pelo fago A, de acordo com a metodologia descrita por Datsenko et
al. (2000). Entretanto, o mutante em pic ndo foi obtido usando essa
metodologia, devido a problemas na insercdo ou retirada dos vetores. Na cepa
BA198 néo foi possivel inserir os vetores pKOBEGapra ou pKD46, disponiveis
para esse tipo de mutagénese (SAMPAIO et al., 2009; DATSENKO et al.,
2000), e por esse motivo a cepa foi excluida do estudo. Foi possivel inserir o
vetor pKOBEGapra na cepa BA732, mas ndo retird-lo, o que levaria a
ocorréncia de mutagdes ndo controladas no genoma da BA732 (DATSENKO et
al., 2000).

Sendo assim, uma nova estratégia de mutacéao foi utilizada, com base na
técnica de recombinacdo homodloga mediada pelo vetor suicida pJP5603
(PENFOLD; PEMERTON,1992, RIEDEL et al., 2013). O mutante em pic
(BA732::pic) foi assim obtido e a correta insercdo foi confirmada por
sequenciamento, bem como a perda da producdo de Pic confirmada por
immunoblotting.

Uma vez de posse da cepa protétipo de EAEC tipica para producdo de
SepA apenas (BA732::pic), foi iniciada a etapa de obtencdo de um mutante em
sepA, ou seja um duplo mutante ::pic/::sepA na BA732. Esse duplo mutante
seria empregado em comparacao com a cepa produtora de SepA (BA732::pic)
nos ensaios de interacdo com células epiteliais cultivadas. Para isso, foi
novamente utilizada a técnica de delecdo por recombinacdo pelo sistema A
Red (DATSENKO et al., 2000) utilizando os vetores pKOBEGapra e pKD3,
porém com algumas alteragbes de protocolo (Fernando Navarro-Garcia,
CINVESTAV - comunicagdo pessoal). Uma das alteragdes empregadas
proporcionou maior eficiéncia na eletrocompeténcia das bactérias (GONZALES
et al., 2013). A segunda alteracéo referiu-se a concentracéo de 12,5 ug/mL de

cloranfenicol para a selecdo dos mutantes carreadores de pKD3 e a terceira
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consistiu na adicdo de 1 mM de L-arabinose as placas de cloranfenicol, com a
intencdo de continuar induzindo a expressdo das recombinases do pKDS3.
Entretanto, mesmo com estas modificagcdes o duplo mutante ndo foi obtido. A
experiéncia do nosso grupo com a técnica de mutacdo pelo sistema A Red
mostra que caracteristicas do background genético de algumas cepas nédo
permitem a mutacao por essa técnica.

A analise in silico do sequenciamento do genoma completo da cepa
BA732 permitiu determinar a presenca de um plasmideo que apresenta 99% de
identidade e 96% de cobertura com o plasmideo pO86A1 (nimero de acesso
no GenBank: AB255435.1), que é semelhante ao pAA. Além disso, o
plasmideo presente na cepa BA732 também apresentou identidade de 94%
com o plasmideo pAA2 (numero de acesso no GenBank: FN554767.1) com
58% de cobertura. A presenca deste plasmideo na cepa BA732 foi
provavelmente o impedimento para que a mutacao utilizando o sistema A Red
fosse bem sucedida.

Embora a mutacdo em pic na cepa BA732 tenha ocorrido, a producao de
proteinas com mobilidade eletroforética similares ao predito para SepA em
sobrenadante de cultura de BA732:pic mostrou-se muito discreta, mesmo
alterando alguns parametros do cultivo. A purificacdo de SepA nativa era um
dos objetivos iniciais do presente estudo, mas as tentativas com a cepa de
EAEC n&o se mostraram promissoras.

Com isso, a cepa de S. flexneri M9OT foi utilizada como alternativa para
a purificacdo de SepA. Essa cepa alberga apenas o gene sepA dentre as
SPATEs e secreta essa protease em sobrenadante de cultura em alta
concentracdo (BENJELLOUN-TOUIMI; SANSONETTI; PARSOT, 1995).

Para justificar o emprego da purificacdo de SepA a partir da M9OT foi
necessario a realizacdo do sequenciamento completo do gene sepA das cepas
de EAEC BA198 e BA732, a fim de comparar as sequéncias preditas de
aminoacidos dessas cepas (Apéndice C). As analises do sequenciamento
mostraram algumas diferencas nas sequéncias de aminoacidos de SepA das
cepas de EAEC e de S. flexneri MOOT, entretanto a identidade das sequéncias
de aminoacidos foi de 97%. A maioria das trocas de aminoacidos ocorreu na
porcdo da sequéncia que corresponde ao dominio passageiro, mas

correspondem a trocas entre aminoacidos do mesmo grupo. O motivo Gly-Asp-
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Ser-Gly-Ser, caracteristico de serino protease, e o0s residuos His/Asp/Ser,
envolvidos na formacdo da triade catalitica (RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014),
mostraram-se conservados entre as trés cepas. Além disso, a analise das
estruturas terciarias preditas das proteinas SepA produzidas pelas trés cepas
mostrou-se altamente similar. Esses achados permitiram a continuidade do
estudo usando SepA purificada da cepa M9OT.

Para a purificacdo de SepA foram utilizadas trés estratégias. Na primeira
estratégia, utilizando a técnica de exclusdo molecular, ndo foi possivel purificar
a proteina. Em nenhuma das fracdes obtidas observou-se a presenca de fracédo
proteica com massa molecular relativa de 110 kDa, correspondente a proteina
SepA.

Na segunda estratégia houve agregacéo da proteina apds a purificacéo,
o que foi observado nos ensaios de interacdo de SepA com células epiteliais
visualizados por imunofluorescéncia, realizados no CINVESTAV (México). A
atividade de serino protease ap0s essa purificacdo foi previamente evidenciada
por FRET (clivagem de peptideos especificos), mas a agregacdo no momento
da interacdo com as linhagens celulares poderia induzir respostas alteradas
frente a SepA.

Alguns fatores como temperatura, forca i6nica e exposicdo a mudanca
de estado da matéria podem gerar agregacéao proteica (BERRIL et al., 2011). A
alteracdo quimica mais comum que gera agregacao de proteinas é a formacao
ou mudanca de pontes dissulfeto (FINKE et al., 2000), tais modificacbes podem
resultar em exposicdo de residuos hidrofébicos da proteina causando a
subsequente agregacdo (PATRO; FREUND; CHANG, 2002; WAMG, 1999).

A agregacdo de proteinas recombinante purificadas € um problema
comum em sistemas bioldgicos, na pesquisa experimental, industrial e médica
(BONDOS; BICKNELL, 2002). Como solucdo para esse problema, alguns co-
solventes como a glicina, sdo utilizados para evitar a agregag¢ao proteica no
processo de purificagdo, principalmente se a proteina estd em corpusculos de
inclusdo (BONDOS; BICKNELL, 2003; LU et al., 2001). A segunda estratégia
de purificacdo de SepA na forma nativa e na presenca de glicina n&o inibiram a
formacéo de agregados.

Com isso, foi aplicada a terceira estratégia de purificacdo, baseada na

construgcdo da cepa M90T transformada com o clone minimo de expressao de



149

SepA, denominado pZK15 (BENJELLOUN-TOUIMI; SANSONETTI; PARSOT,
1995). Essa construcao permitiu a superproducao de SepA em sobrenadantes
de cultura e, além do alto rendimento, ndo houve a formacdo de agregados.
Dessa forma, o estudo progrediu para a caracterizacdo da interacdo de SepA
com células epitelias in vitro.

Seis linhagens de células epiteliais cultivaveis foram utilizadas (HEp-2,
HelLa, Caco-2, HT-29, Y-1 e MDCK), sendo que altera¢cdes morfologicas apos a
interacdo com SepA foram observadas em HelLa, HT-29 e Y-1. Cabe salientar
que a linhagem MDCK foi utilizada como controle negativo de ligacdo de
SPATEs (NAVA-ACOSTA; NAVARRO-GARCIA, 2013). Em resumo as
alteracbes morfolégicas observadas quando as culturas celulares foram
coradas com May-Grunwald/Giemsa foram: o descolamento celular, em graus
distintos dependendo da linhagem celular e alteracdo na morfologia com
arredondamento celular. As concentragdes de SepA utilizadas foram 20 pg/mL
e 40 pg/mL, sendo que os efeitos relatados foram avaliados na concentracéo
de 40 pg/mL. Essa concentracdo foi escolhida tendo por base outros estudos
com SPATEs (DUTTA et al.,, 2002; BETANCOURT-SANCHEZ; NAVARRO-
GARCIA, 2009).

Na literatura existe o relato de analises de SepA apenas com células
HEp-2 e nessa linhagem nenhuma alteracdo foi observada (DUTTA et al.,
2002). Os resultados aqui obtidos confirmaram que SepA nao tem atividade em
células HEp-2.

Devido ao efeito observado em Y-1 ap6s 18 h (descolamento e
arredondamemto celular) ter sido semelhante ao observado no controle
negativo, essas analises ndo puderam ser consideradas. Outros estudos
quanto a concentracdo e o tempo de incubacdo de SepA com essa linhagem
sdo necessarios para confirmacéo deste dado.

As células HelLa apresentam morfologia alongadas e na mitose séo
esféricas (BOATMAN; CARTWRIGHT; KENNY, 1976). lIsolada de uma
paciente com cancer de colo de Gtero, essa linhagem é amplamente utilizada
na pesquisa cientifica (MASTERS et al, 2002). As células Hela
frequentemente geram contaminacdo em outras células em cultura. Existem

diversas linhagens contaminadas com HelLa que séo utilizadas com frequéncia



150

em pesquisa cientifica, como as células HEp-2 (FJELDE et al.,, 1955) que
também foram utilizadas no presente estudo.

HT-29 é uma célula epitelial intestinal originaria de uma paciente com
cancer no colon (FOGH; TREMPE, 1975), que apresentam morfologia
arredondada e quando diferenciada apresenta a morfologia normal de células
epteliais intestinais com microvilos e juncdes intercelulares (MARTINEZ-
MAQUEDA et al, 2015). Essa linhagem celular manteve algumas
caracteristicas da célula normal do colén, como receptores de hormdnios
(ROSSELIN, 1989), a capacidade de polimerizacdo e de secre¢cdo de muco
(FANTINI et al., 1986; ROUSSET, 1986).

As células HT-29 tém sido utilizadas em estudos sobre absorcdo de
nutrientes (GURI; LI; CORREDING, 2017; MARESCA et al., 2002,
FERRARETTO et al., 2001; WIREN et al., 1998), multiresisténcia a drogas
(KHALEEL et al., 2016; IOVINE et al., 2016; TAO et al.,, 2016; LAVIE et al.,
1998), expressao de integrinas (SHAO et al.,, 2018; BOUDJADI et al., 2016;
GOUT et al., 2001), fator de crescimento semelhante a insulina (KIM; NAM,
2018; ZHANG et al., 2015; CORKINS et al., 2002; KIM et al., 2003) e de
metabolismo de lipideos (YAP et al., 2018; MADESH et al., 1996; FIUCCI et al.,
2000; PACHA; LISA; MIKSIK, 2002).

Os ensaios de interacdo de SepA com as células HeLa e HT-29 foram
também analisados por imunofluorescéncia, podendo analisar de forma mais
detalhada as estruturas celulares. As mesmas alteracdes morfolégicas foram
observadas, mas pbde-se verificar que SepA se liga a membrana
citoplasmatica dessas células e ndo € internalizada.

Conforme abordado acima, as alteracbes morfoldgicas observadas na
interacdo das linhagens celulares HeLa e HT-29 incubadas com 40 pg/mL de
SepA durante 5 h indicaram inducdo de efeito morfolégico devido a ligacéo
dessa protease a membrana citoplasmatica das células epiteliais.

Um estudo recente sobre a acdo de SepA utilizando S. flexneri (M9OO0T)
interagindo com linhagens celulares T84 (célula humana de céancer do colon)
ou HCT8 (célula humana de cancer 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 0

mutante deletado em sepA (M90TAsepA) tem menor capacidade de causar a
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ruptura da barreira intestinal, jA que M90T selvagem é recuperada em grande
namero da porcdo basolateral do epitélio, enquanto a cepa MO0TAsepA teve
diminuicdo no transito da porcao apical para a basolateral. (MALDONADO-
CONTRERAS et al., 2017).

Esses autores mostraram também que a protease SepA age
indiretamente na ativacao de cofilina por meio dos ensaios de epintestino
analisados por imunoflourescéncia, demonstrando a co-localizagao de cofilina
com a cepa M90T, o mesmo ndo ocorreu com o mutante M90TAsepA
(MALDONADO-CONTRERAS et al.,, 2017). A cofilina é uma proteina
eucaridtica que em sua forma desfosforilada despolimeriza filamentos de
actina, desarranjando o citoesqueleto (MIZUNO, 2013). Promove a abertura
das juncbes 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 proteinas LIM quinases (LIMK1 e 2) (MIZUNO, 2013; YANG et al.,
1998) inativam a cofilina por fosforilagdo da molécula, ha outro grupo de
proteinas denominadas related testicular protein kinases (TESK) que também
participam da inativagdo de cofilina (MIZUNO, 2013). Quando fosforilada a
cofilina é incapaz de se ligar aos filamentos de actina (MALDONADO-
CONTRERAS et al., 2017). A ativacao de cofilina é dada pela desfosforilacdo a
partir da acdo das proteinas da familia das sligthshot fosfatases (SSH)
(MIZUNO, 2013).

A dindmica da actina pela via cofilina/LIMK durante a disruptura do
epitélio, divisdo celular, motilidade e morfogénese é bem conhecida na
literatura (NAGUMO et al., 2008; SHIOBARA et al., 2013; NISHITA et al., 2015;
YANG et al., 1998).

A ativacdo da cofilina por SepA se da por intermédio da diminuicdo no
niveis de LIMK1 que como mencionado anteriormente inativa a cofilina
(MIZUNO, 2013). Algumas moléculas exdgenas, assim como SepA, agem na
diminuicdo dos niveis de LIMK1. Uma delas é o dialil dissulfeto, uma molécula
anticancerigena que inibe a expressao e fosforilagdo de LIMK1 (SU, et al.,
2017; ZHOU et al., 2013). Outro exemplo € um serquiterpeno (hidrocarboneto
geralmente produzido por vegetais) de Chloranthus serratus, que é uma planta

de uso medicinal. Este serquiterpeno inibe a expressdo de LIMK1 em células
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de cancer de mama (FU, et al., 2018). Dentre os inibidores endogenos de
LIMK1 h& o supressor de tumor LATS1 (large tumor supressor 1), a niscarina e
a arrestina B ou ARRB1 (CHEN; MACHARA, 2006; ZOUDILOVA et al., 2007).

Além de SepA, ndo ha descricdo na literatura de outra serino protease
gue esteja envolvida com a regulacao da expressédo ou inativacdo de LIMK1.

Tendo em vista que SepA ativa a cofilina de forma indireta, as alteracoes
morfoldgicas observadas no presente estudo em células HeLa e HT-29 podem
ter sido ocasionadas pela despolimerizacdo de actina nessas células, a partir
da ligacédo de SepA a membrana celular.

Resumidamente, as alteraces morfologicas induzidas por SepA foram:
em células HelLa células foram observadas em formato esférico, apds 5 h de
interacdo e essa alteracdo foi mais evidente apos 10 h e permaneceu no
periodo de 18 h. E nas células HT-29 foi observado um maior arredondamento
celular com aparente acumulo de actina na incubagdo com SepA por 5 h,
sendo que apos 18 h essa alteracao morfoldégica permaneceu.

Os efeitos celulares de SepA em periodos muito prolongados de
incubacédo (18 h) poderiam ter sido decorrentes da pinocitose de SepA pelas
células, entretanto, os ensaios de imunofluorescéncia detectando SepA nesse
periodo de incubacdo ndo mostraram SepA internalizada.

Nos ensaios de viabilidade celular foi observado que ap6s 5 h de
incubacdo SepA-HelLa ndo houve morte celular, que ocorreu em baixas
porcentagens apos 18 h de incubacdo. Ja na linhagem HT-29, os resultados
foram diferentes, sendo que no periodo de 5 h houve ~33% de morte celular e
no periodo de 18 h ndo houve morte. Esse dado pode ser relacionado com a
mesma forma de acéo da toxina termo-labil (LT) de E. coli enterotoxigénica
(ETEC), onde apds 16 ou 24 h de interacdo a toxina deixa de causar alteracéo
morfolégica em células Y-1 (DONTA; MOON; WHIPP, 1974). Isso sugere que
SepA age de maneira semelhante a LT em relacdo ao tempo de acdo em HT-
29, sendo considerada assim uma proteina com efeito citopatico.

Em um estudo verificando a capacidade de dialil dissulfeto como inibidor
de proliferacdo de HT-29, foi observado resultados semelhantes aos
encontrados no presente estudo quanto a porcentagem de morte celular
analisada por MTT. ApGs o periodo de 24 h de interagdo 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 ap0és a interacdo com 40
pHg/mL de SepA por 5 h com HT-29 (67,29%).

E importante mencionar que SepA se ligou & membrana das células
HEp-2 (linhagem contaninada com HelLa), mas ndo causou dano morfoldgico,
indicando a possibibilidade de SepA estar se ligando ao mesmo receptor que
aquele no qual se liga a membrana das células HelLa, porém por alguma
caracteristica de HEp-2 a cascata de ativacédo de cofilina ndo ocorreu.

Em resumo, SepA provocou efeitos citopaticos observados em células
HelLa e HT-29, e esses efeitos foram neutralizados pela incubacdo de SepA
com PMSF (inibidor de serino protease) e o soro anti-SepA policlonal. Além
disso, a protease nado foi internalizada nas células eucaribticas, tanto nos
ensaios de incubacdo com a proteina purificada como na secrecédo de SepA no
momento da adeséo bacteriana.

Estes dados indicam que SepA é uma proteina que altera o metabolismo
celular agindo indiretamente no citoesqueleto via ativacdo da cofilina. Mais
estudos sdo necessarios para que se entendam os detalhes do mecanismo de
acdo dessa SPATE de classe 2 sobre as células epitelias, iniciando pela
identificacdo do receptor eucariotico e a identificacdo das vias de ativacdo da
cofilina a partir da ligacéo de SepA ao seu receptor.

Nos estudos em que foi avaliada a resposta inflamatéria causada por
EAEC foi demonstrado que ocorre um aumento dos niveis de lactoferrina fecal,
IL-8 e IL-1B8. (SANCHEZ-VILLAMIL; NAVARRO-GARCIA, 2015) Por exemplo,
em estudos utilizando células Caco-2 ndo polarizadas, foi confirmado que a
infeccdo por EAEC induz IL-8 e que o plasmideo pAA foi necessario para a
ocorréncia do efeito inflamatoério (STEINER et al., 1998). Em outro estudo deste
mesmo grupo, foi mostrado que a mutacéo no gene fliC diminuiu a liberacao de
IL-8, definindo assim a flagelina H18 com o principal estimulo pré-inflamatério
(STEINER et al.,, 2000). Corroborando esses dados, AAF/Il 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 viruléncia parecem ser determinantes na ativacao
da resposta inflamatéria induzida por EAEC (SANCHEZ-VILLAMIL; NAVARRO-

GARCIA, 2015), embora ndo sejam os Unicos indutores desse processo.
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Como ja mencionado anteriormente, apdés a colonizacdo de EAEC na
mucosa intestinal ha a secrecao de diversas enterotoxinas e citotoxinas, dentre
elas as varias SPATEs. Em relacdo a resposta inflamatéria frente a essas
serinoproteases, foi mostrado que Pic, uma SPATE de classe 2 ou
imunomoduladora, tem como alvo uma variedade de proteinas de adeséo de
leucécitos humanos e sua especificidade esta restrita a glicoproteinas ricas em
ligacdes do tipo O, como CD43, CD44, CD45, CD93, CD162 e a quimiocina
fractalquina, todas essas glicoproteinas estdo envolvidas no trafego e migracéo
de leucdcitos e inflamacéo. De fato, Pic prejudicou a quimiotaxia e a migracao
de leucécitos (RUIZ-PEREZ et al., 2011).

Neste contexto, sendo SepA também uma SPATE de classe 2 ou
imunomoduladora, decidiu-se no presente estudo analisar a inducdo da
producdo das interleucinas IL-1B, TNFa e IL-8 por SepA. Para tanto, foram
empregadas células HT-29, uma vez que foi a Unica de origem intestinal em
que SepA induziu alteracao morfolégica, dentre as células aqui estudadas.

Vale ressaltar que IL-1B é uma interleucina proé-inflamatéria do sistema
imune inato, produzida por macréfagos, neutrofilos, células endoteliais e
algumas células epiteliais, de acdo paracrina e raramente enddcrina, que
participa da diferenciacdo de células T produtoras de IL-17 e é induzida por
infeccbes bacterianas e fator de necrose tumoral (TNF) (ABBAS, 2015; BENT
et al., 2018; PALOMINO; MARTI, 2015).

O fator de necrose tumoral, ou TNF, € um mediador da resposta
inflamatdria aguda a bactérias e outros microrganismos infecciosos. O nome
desta interleucina deriva de sua identificacdo original como um fator que
causava necrose tumoral. E produzido por macréfagos, células dendriticas e
outros tipos celulares e muitos tipos celulares em apoptose (ABBAS, 2015;
STEELAND et al., 2018).

IL-8 uma interleucina quimiotaxica produzida por macrofagos, células
endotelais e epiteliais, que age na migragdo de neutrofilos, basofilos e linfocitos
(BAGGIOLINI; WALZ; KUNKE, 1989; GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2002
ROSSI; ZLOTNIK, 2000). A sua producéo é induzida por IL-1 B, TNF e flagelina
(KOLIOS et al., 1996; STEINER et al., 2000). Devido as suas propriedades proé-
inflamatdrias € um importante fator em doencas inflamatorias 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 intrinseca ao tumor, tais como células de defesa (macrofagos, linfocitos e
neutrofilos), células da microglia, células endoteliais, neurdnios e células
neoplasicas (KLAFKE, 2015).

No presente estudo somente IL-8 foi induzida por SepA nos dois
periodos de interagdo (5 e 18 h) com a célula HT-29. Por se tratar de uma
quimiocina que recruta neutrofilos, SepA aparentemente tem importancia na
ativacao da resposta imune do hospedeiro nas infec¢goes por EAEC. Em geral,
na resposta inicial a uma infec¢do ha o recrutamento de células inflamatorias e
IL-8 é a molécula efetora protoétipo deste processo (SAVKOVIC et al., 1997). A
transcricdo 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 inflamatoria alternativa sdo os inflamassomas, que sdo plataformas
moleculares multiméricas que desencadeiam a ativacdo de caspases e 0
processamento de pro-IL-18 (MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002). A
estrutura do inflamassoma é formada por receptores intracelulares do tipo NOD
para iniciar a resposta imune inata contra patégenos pela ativacao de caspase-
1 (MARTINON; MAYOR; TSCHOPP, 2009). A ativacao de caspase-1 resulta
em um aumento da expresséo de IL-1B e IL-18, recrutamento e ativacdo de
células imune que desencadeia a piroptose, que € uma forma de morte celular
dependente da inflamacéo por caspase-1 (FINK; COOKSON, 2005).

Nossos resultados sugerem que a interacdo de SepA com as células
HT-29 parece utilizar NF-kB ou a via das MAP cinases, pois somente observou-
se a inducéo de IL-8 em HT-29 na presenca de SepA. Porém mais estudos séo
necessarios para determinar o papel dessa SPATE na resposta inflamatoria
induzida por EAEC, como por exemplo a utilizacdo de mutantes em sepA. Os
dados aqui apresentados sdo resultantes de experimentos iniciais sobre a
participacdo de SepA nesse processo.

Finalizando, é importante salientar que os dados obtidos no presente
trabalho abrem perspectivas de estudos mais aprofundados com a proteina
SepA, pois foi mostrado pela primeira vez que uma SPATE classificada como
imunomoduladoras, ou pertencente a classe 2, também causa alteracdes
morfolégicas proeminentes em células epitelias, atuando provavelmente no

citoesqueleto. Sendo assim, existe a possibilidade de que outras SPATEs do



156

mesmo grupo atuem da mesma forma, o que poderia ser uma proxima vertente
de estudo em relacdo as fungbes desempenhadas pelas proteases
autotransportadoras de classe-2, além da de imunomodulacao ja conhecida.
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6. CONCLUSOES

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 SPATESs estudadas e
sua presenca foi significantemente associada as EAEC atipicas.

(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 alteracdes
morfolégicas em células HeLa e HT-29, sugerindo efeito citopético, o
qgual foi neutralizado por inibidor de serino protease e antissoro
especifico.

(d) SepA ligou-se a membrana citoplasmética das células HelLa e HT-29,
mas nao foi internalizada. Esse tipo de interacdo ocorreu quando
utilizou-se SepA purificada ou quando a mesma foi secretada por
EAEC BA732 no momento da adesé&o bacteriana.

(e) SepA purificada mostrou atividade proé-inflamatéria ao induzir a
producao de IL-8 em células HT-29.

Dessa forma, conclui-se que SepA € um potencial fator de viruléncia em
EAEC, que poderia atuar na mucosa intestinal causando efeitos citopaticos e
pré-inflamatérios, aqui evidenciados em células HT-29, uma linhagem epitelial
de origem intestinal. Estes efeitos estdo associados a patogénese da diarreia
causada por EAEC
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Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is an agent of acute and persistent diarrhea worldwide, categorized in
typical or atypical subgroups. Some EAEC virulence factors are members of the serine protease autotransporters
of Enterobacteriaceae (SPATE). The presence of SPATE-encoding genes of different E. coli pathotypes was searched
in a large collection of EAEC strains, and a possible association between SPATEs and E. coli phylogroups was inves-
tigated. Among 108 typical and 85 atypical EAEC, pic was the most prevalent gene, detected in 47.1% of the
strains, followed by sat (24.3%), espl (21.2%), pet (19.2%), sepA (13.5%), sigA (4.1%), eatA (4.1%), vat (1.0%), espP

Keywords: - 5 > : A
Enteroaggregative Escherichia coli and tsh, detected in one strain (0.5%) each; while epeA and espC were not detected. Phylogenetic analysis dem-
Autotransporters onstrated that 39.9% of the strains belonged to group A, 23.3% to B1, 10.9% to B2, 7.8% to D, 8.8% to E and 1.5%
SPATE to F. The majority of the SPATE genes were distributed in typical and atypical strains without association with

Virulence factors any phylogroup. In addition, pic and pet were strongly associated with typical EAEC and sepA was detected in

close association with atypical EAEC. Our data indicate that SPATEs may represent important virulence traits in

both subgroups of EAEC.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

Infections caused by enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) have
agreatimpact in public health considering the wide range of susceptible
patients and global distribution. This pathotype is recognized as agent of
acute and persistent diarrhea in children and adults, foodborne out-
breaks of diarrhea and for its association with growth impairment in
malnourished children in developing countries (Hebblstrup Jensen et
al.,, 2014; Elias and Navarro-Garcia, 2016).

EAEC is classified in typical and atypical groups, based on the pres-
ence or absence of the transcriptional regulator aggR, respectively.
Since the aggR regulon includes several virulence factors (Morin et al.,
2013), typical EAEC are considered more virulent than the atypical
EAEC strains (Navarro-Garcia and Elias, 2011). However, atypical EAEC
strains may also carry several virulence factors, are commonly isolated
from cases of diarrhea and are even more frequent than typical strains
in some epidemiological studies (Jiang et al., 2002; Huang et al., 2003;
Huang et al., 2006). Outbreaks of diarrhea caused by atypical EAEC

* Corresponding author at: Laboratory of Bacteriology, Instituto Butantan, Avenida Vital
Brazil 1500, Sdo Paulo, SP 05503-900, Brazil.
E-mail address: waldir.elias@butantan.gov.br (W.P. Elias).

http://dx.doi.org/10.1016/j.meegid.2017.02.018
1567-1348/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

have also been reported in a nursery in Serbia (Cobelji¢ et al., 1996)
and in Japan where 2697 children were affected (Itoh et al., 1997).

While typical EAEC strains have been thoroughly characterized,
studies with atypical EAEC are scarce. Thus, the aim of this study was
to evaluate the presence of genes encoding serine protease
autotransporters of Enterobacteriaceae (SPATEs) in typical and atypical
EAEC strains, and investigate the distribution of these genes into phylo-
genetic groups of E. coli.

SPATEs comprise a large group of trypsin-like serine proteases se-
creted by enteropathogens such as Shigella spp. and E. coli (Yen et al.,
2008). These proteins, also known as autotransporters, are secreted
through type V secretion system, which is one of the secretion pathways
for the transport of molecules across the outer membrane in Gram-neg-
ative bacteria (Pallen et al., 2003). SPATEs have been associated with
virulence functions such as bacterial adherence, cytotoxicity,
enterotoxicity, serum resistance, mucinase activity and biofilm forma-
tion. Members of this family are classified into class I and II, according
to phylogeny and biological activities. Class I harbors the cytotoxic pro-
teins, including Pet, Sat, SigA, EspC and EspP. Class Il harbors the immu-
nomodulators proteins, such as Pic, Tsh, Vat, SepA, EatA, EpeA and Espl
(Ruiz-Perez and Nataro, 2014). Some SPATEs are important virulence
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factors found in EAEC strains (Navarro-Garcia and Elias, 2011). Despite
of that, only a few studies have searched for the presence of their
encoding genes in large EAEC collections (Boisen et al., 2009; Boisen et
al, 2012; Lima et al., 2013).

QOur collection included 193 EAEC (108 typical and 85 atypical) of
several serotypes, isolated during two epidemiological studies on the
etiology of acute diarrhea in children. In the first study, the population
analyzed consisted of children between 12 and 59 months of age visit-
ing the emergency room of a public hospital in the city of Sdo Paulo
(Brazil). Feces were collected from 200 children with acute diarrhea
(cases) and 200 asymptomatic controls. The E. coli strains isolated
from each case or control were screened for adherence in HeLa cells
and reactivity with specific DNA probes for the diarrheagenic E. coli
pathotypes. Ninety-three E. coli classified as EAEC, i.e. presenting AA,
reacting or not with aatA, but negative for other probes, were selected
(Blake et al., 1993; Gomes et al.,, 1998). In the second study, the popula-
tion analyzed consisted of children between 1 and 10 years of age visit-
ing five outpatient clinics from various areas of the city of Salvador
(Brazil). Feces were collected from 1020 children with acute diarrhea
(cases) and 187 asymptomatic controls. The E. coli strains isolated
from each case or control were screened by PCR to detect specific
genes for the diarrheagenic E. coli pathotypes. One hundred E. coli clas-
sified as EAEC, i.e. presenting AA, reacting with aatA, but lacking the
other virulence genes, were selected (Barreto et al., 2006; Bueris et al.,
2007).

Bacterial DNA samples were obtained from overnight cultures in
Luria-Bertani agar at 37 °C, from which single colonies were resuspend-
ed in 300 pL of MilliQ water and boiled for 10 min. The polymerase chain
reaction (PCR) was used to detect the presence of 12 genes encoding
SPATE proteins: eatA, epeA, espC, espl, espP, pet, pic, sat, sepA, sigA, tsh
and vat. Amplification was performed in a total volume of 25 L contain-
ing: 20 pmol of each primer; 1.0 U Tag DNA polymerase; 5.0 puL 10x PCR
buffer (200 mM MgCl, [pH 8.4], 500 mM KCI); 1.0 pL of DNA template.
The sequences of each primer, sizes of amplified products, and anneal-
ing temperatures for most of the genes were described previously
(Boisen et al., 2012; Abreu et al., 2013). Primers for eatA (forward: 5'-
TTGGCGTTCTGTCATCAGGA-3'; reverse: 5'-CCTTACCAGAGAGTGGATG-
37) and espC (forward: 5-GACAGTTTTACGTTAGCTGG-3'; reverse: 5'-
TCCTGCCGAAAACCGAAGC-3") were designed in this study, based on
their corresponding sequences (GenBank accession numbers:
AY163491.2 and FM180568.1, respectively). For these two genes the an-
nealing temperatures were 57 °C (eatA) and 55 °C (espC) and amplified
products were 1068 bp (eatA) and 1099 bp (espC). Amplified fragments
of some randomly chosen strains were checked for specificity by DNA
sequencing. Phylogrouping was performed by the quadriplex PCR
with primers for chuA, yjaA, TSPE4.C2 and arpA, according to the meth-
odology recently described by Clermont et al. (2013 ). Statistical analy-
ses were performed using Fisher's exact and ¥ tests.

Table 1
Distribution of SPATEs virulence genes among typical and atypical EAEC strains.

When strains of the two EAEC groups (typical and atypical) were an-
alyzed together (Table 1), the most frequent gene was pic, detected in
47.1%, followed by sat (24.3%), espl (21.2%), pet (19.2%) and sepA
(13.5%). Except for espC and epeA that were not detected, the other
genes were found in frequencies lower than 5%. The gene frequencies
found in our strains are slightly different from other studies that
searched for SPATE-encoding genes in EAEC. Although different gene
frequencies were seen among these studies, sat was consistently detect-
ed as the most frequent, followed by pic and sepA (Boisen et al., 2009;
Boisen et al.,, 2012; Durand et al., 2016; Lima et al., 2013). In addition,
pet was more frequent in our collection in comparison to those previous
reports, while sepA and sat were less frequent. Distinct frequencies of
virulence genes among EAEC collections from countries around
the world is a well-supported characteristic of this pathotype
(Navarro-Garcia and Elias, 2011; Hebblstrup Jensen et al., 2014). It is
worth to mention that the distribution of SPATE genes in our collection
was similar when strains were evaluated separately based on the two
geographical sites of isolation (data not shown).

In addition, this is the first report on the prevalence of espl and epeA
inalarge collection of EAEC. These genes encode proteins of Shiga toxin-
producing E. coli (STEC) that are SPATEs of class Il (Schmidtet al.,, 2001;
Leyton et al.,, 2003). While epeA was not detected in our strains, espl was
the third most frequent gene, demonstrating the spread of a SPATE gene
originally detected in STEC strains in EAEC. This is in accordance to an-
other study that found two espl-positive strains among ten EAEC
(Schmidt et al., 2001).

Espl (E. coli secreted protease, island-encoded) is a serine protease de-
scribed in Shiga-toxin producing E. coli that causes degradation of plas-
ma proteins, but is unable to induce cytopathic effects in HeLa cells. The
role of Espl in pathogenesis remains to be elucidated in both STEC and
EAEC.

The majority of the strains in both typical (80%) and atypical (60%)
groups harbored at least one SPATE-encoding gene (Supplementary
Table 1). The gene frequency profile observed in the typical and atypical
groups were similar to what was found in the whole collection, ie. pic,
sat, espl, pet and sepA were the most frequent.

When each gene frequency was compared between the two EAEC
groups, pic (P<0.0001) and pet (P = 0.0029) were statistically associat-
ed with the typical EAEC group and sepA (P = 0.0431) with atypical
EAEC. Pet and Pic were originally described in typical EAEC, while
SepA was described in S. flexneri (Benjelloun-Touimi et al., 1995;
Eslava et al.,, 1998; Henderson et al., 1999). Pic is involved in mucus se-
cretion and cleavage, immune evasion and intestinal colonization
(Henderson et al., 1999; Harrington et al., 2009; Abreu et al., 2015;
Abreu et al., 2016). Pet is a cytoskeleton-altering toxin that binds and
cleaves epithelial fodrin in vitro and in vivo, causing fodrin redistribution
within the cells (Eslava et al., 1998; Navarro-Garcia and Elias, 2011).
SepA is involved in tissue invasion by S. flexneri strains (Benjelloun-

SPATEs Gene  No. (%) of EAEC strains

No. (%) of strains in each phylo-group

Typical (n = 108) Atypical (n = 85) Total (n = 193) Pvalue® A B1 B2 D E F Unknown
Class|  sat 29 (26.8) 18 (21.2) 47 (24.3) 022293 20(425) 10(21.3) 6(12.8) 2(42) 3(64) 1(21) 5(106)
pet 29 (26.8) 8(9.4) 37(19.2) 0.0016 14(37.8) 12(324) 0 1(2.7) 5(135) 0 5(13.5)
sigA 7(6.5) 1(1.2) 8(4.1) 0.0660 3(375) 2(25.0) 1(12.5) 1(125) 1(125) 0 0
espP 1(0.9) 0 1(0.5) 0.5596 1(100) 0 0 0 0 0 0
espC 0 0 0 1.0000 0 0 0 0 0 0 0
Class Il pic 72 (66.7) 19 (22.3) 91 (47.1) <0.0001 29(31.9) 24(264) 10(11.0) 7(7.7) 9(9.9) 2(22) 10(11.0)
espl 26 (24.1) 15 (17.6) 41(21.2) 0.1826 16(39.0) 12(293) 4(9.7) 1(2.4) 1(24) 1(24) 6(14.6)
sepA  10(9.2) 16 (18.8) 26 (13.5) 0.0431 7(26.9) 11(42.3) 3(11.5) 4(154) 0 0 1(3.8)
eatA 3 (2.8) 5(5.9) 8 (4.1) 02379  4(500) 1(125) 1(125) 2(250) 0 0 0
vat 0 2(23) 2(1.0) 0.1927 0 0 2(100) 0 0 0 0
tsh 0 1(1.2) 1(0.5) 0.4404 1(100) 0 0 0 0 0 0
epeA 0 0 0 1.0000 0 0 0 0 0 0 0

* Pvalue by Fisher's exact test (typical EAEC versus atypical EAEC),
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Alinhamento das sequéncias de nucleotideos de sepA das cepas M90T,
BA198 e BA732

N
15

N
23

N
33

N
45

N
33

3

Mo0T ATGAACAAMA TTTATTATCT GAAATATTGC CATATTACCA AAAGUCTGAT TGUGGTGAGC
EAEC BA19E ATGAACAAMA TTTATTATCT GAAATATTGC CATATTACCA AAAGUCTGAT TGQUGGTGAGC
EAEC BAS32 ATGAACAAANL TTTATTATCT GAMATATIGE CATATTACCA AAAGUCTGAT TGLGGLGTGAGC
N N N R R I [ I -

65 75 85 a5 105 115
Ma0T GAACTGGCGE GTCGTGTGAC CTGCAAAAGT CATCGTCGTC TGAGLCGTCG TGTGATTCTG
EAEC BA19E GAACTGGCGE GTCGTGTGAC CTGCAAAAGT CATCGTCGTC TGAGICGTCG TGTGATTCTG
EAEC BA73Z GAACTGGCGE GTCGTGTGAC CTGCAAAAGT CATCGTCGTE TGAGICGTCG TGTGATTCTG
S I R P I [ D [ e [ R —

125 135 145 155 165 175
Mo0T ACCAGCGTGE COGGUGETGAG COTGAGCAGT GUGTGGLEICGE CGUTGAGEGE GACCGTGAGT
EAEC BA19E ACCAGLGTGE COLGUGCTGAG CCTGAGCAGD GUGTGGLCGHE CGUTGAGLGE GACCGTGAGT
EAEC BAS32 ACCAGCGTGE COGUGCTGAG CCTGAGCAGT GUGTGGLCGE CGUTGAGEGE GACCGTGAGT
S O I T I T I e e e e

185 195 205 215 225 235
Ma0T GLGGAAATTC CGTATCAGAT TTTTCGTGAT TTTGLGGAAA ACAAAGGLCA GTTTACCCCG
EAEC BA19E GCGGAAATTC COGTATCAGAT TTTTCGTGAT TTTGEGGAAA ACAAAGGICA GTTTACCCCOG
EAEC BAS32 GUGGAAATTC CGTATCAGAT TTTTCGTGAT TTTGLGGAAA ACAAAGGLCA GTTTACCCCG
R R T D I I I R I DR D . |

245 255 265 275 285 295
Mo0T GLCACCACCA ACATTAGCAT TTATGATAAA CAGGGLAACC TGGTGGGCAA ACTGGATAAA
EAEC BA19E GGCACCACCA ACATTAGCAT TTATGATAAA CAGGGCAACC TOGTGGGCAA ACTGGATAAA
EAEC BA73Z GGCACCACCA ACATTAGCAT TTATGATAAA CAGGGCAACC TOGTGGLGLGEAA ACTGGATAAA
R [ D D (I [ I R I D D -

305 315 325 335 345 355
MI0T QUGLCGATGG CGGATTITTAG CAGUGUGACT ATTACCACCG GQCAGLCTGLC GCCGLGOEAT
EAEC BA19E GUGUCGATGE CGGATTTTAG CAGUGUGACC ATTACCACCG GCAGLCTGCC GCCGGGI-HC
EAEC BA732 GCGUCGATGE COGGATTTTAG CAGOGCGACC ATTACCACCG GCAGLICTGLC GCCGGLGOAAC
S O O I T I T I e e T e

365 375 385 395 405 415
MI0T CATACCCTGT ATAGCCCGCA GTATGTGGTG ACCGCGAAAC ATGTGAGCGG CAGUGATACC
EAEC BA198 CATACCCTGT ATAGUCCGCA GTATGTGLGTG ACCGUGAAAT ATGTGAGLGG CAGCGATACC
EAEC BAS32 CATACCCTGT ATAGLCCGCA GTATGTGGTG ACCGLGAAAC ATGTGAGLGG CAGUGATACC
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MaoT
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

BAL198
BA7 32

BA19E
BAY 32

BA19E
BA7 32

BAL198
BA7 32

BA19E
BAY 32

BA19E
BA7 32

BAL198
BA7 32

BA19E
BAY 32

N
425
ATQAGCTTTG
atgAGCTTTG
AtgAGCTTTG

e
485
CTGGATATTA
CTGGATATTA
CTGGATATTA

e
345
AGCGATATTG
AGCGATATTG
AGCGATATTG

N —_—
605
CGTCTGGGLG
COTCTGGGEG
COTCTGGGLG

e
663
ACCAACGGCG
ACCAACGGCG
ACCAACGGLG

N
725
CAGATgATTA
CAGATgATTA
CAGAtgATTA

N —_—
785
AACTATCTGA
AACTATCTGA
AACTATCTGA

e
845
AAATGGGTGC
AAATGGGTGC
AAATGGGTGC

N
435
GCTATGLGAA
GCTATGCGAA
GCTATGCGAA

cee el
495
AMACCCGTCG
AAACCCGTCG
AAACCCGTCG

oo ool
355
GCGCGGTGAG
GCGCGGTGAG
GCGCGGTGAG

N
615
GUGGCATGCA
GQUGGECATGCA
GUGGCATGCA

cen el

675
GCTTTCTGGT
GCTTTCTGGT
GCTTTCTGGT

N
735
CCGCGCAGAC
CCGCGCAGAC
CCGCGCAGAC

R —_—
795
ACaTgGGLGA
ACaTgGGLGA
ACaTtgGGLGA

cen el
835
TGATTGGCGT
TGATTGGCGT
TGATTGGCGT

N —_—
445
AAACACCTAT
AAACACCTAT
AAMACACCTAT

.
205
TCTGAGCAAA
TCTGAGCAAA
TCTGAGCAAA

cea el
365
CGGCGCGTAT
CGGCGCGTAT
CGGCGCGTAT

N —_—
625
GTATGTGAAA
GTATGTGAAA
GTATGTGAAA

-
085
GGGCGGCACC
GGGCGGCACC
GGGCGGCACC

e
745
CGGCGATATT
CGGCGATATT
CGGCGATATT

N —_—
805
TAGCGGCAGT
TAGCGGCAGT
TAGCGGCAGT

oo e
865
GCTGAGCAGC
GCTGAGCAGC
GCTGAGCAGC

N —_—
455
ACCGCGGTG0
ACCGCGGETGG
ACCGCGETGG

cee el
315
CTGGTGACCG
CTGGTGACCG
CTGGTGACCG

e

375
CAGGCGGGLG
CAGGCGGGLG
CAGGCGGGLEG

N —_—
635
GATAAAAACG
GATAAMAACG
GATAAAAACG

cee el
693
GTGAGCGCGC
GTGAGCGCGC
GTGAGCGCGC

A —_—
[755
TTTCTGATTC
T A TTC
TTL T T

N —_—
815
CCGCTGTTTG
CCGCTGTTTG
CCGCTGTTTG

e

873
GGCACCAACT
GGCACCAACT
GGCACCAACT

N
465
GLACCAACAA
GCACCAACAN
GCACCAACAA

cee el
325
AAGTGGCGCC
AAGTGGCGCC
AAGTGGCGCC

oo oeandl
5385
GCCGTTTTAC
GCCGTTTTAC
GCCGTTTTAC

N
645
GLAACCGTAC
GCAACCGTALC
GCAACCGTAC

el
705
TGAACAGCTA
TGAACAGCTA
TGAACAGCTA

R —

- 65
CACCGAACGE
Cd-AACGE
CleamAACGG

N
B25
CGTATGATAG
CGTATGATAG
CGTATGATAG

cen el
B85
ATGGCAACAA
ATGGCAACAA
ATGGCAACAA

N —_—

475
CAAC AGLGGT
CAACAGCGGE
CAACAGCGGT

.
235
GGCGGAAGTG
GGCGGAAGTG
GGCGGAAGTG

1
a5

CQAATTTTAT
CQCqTTTTAT
CQCGTTTTAT

N —_—
655
CCAGGTGTAT
CCAGGTGTAT
CCAGGTGTAT

el
715
TAACAACGGC
TAACAACGGC
TAACAACGGC

1

77
CCCGCTGELG
CCCGCTGELG
CCCGCTGEEG

N —_—
835
CCTGCAGAAA
CCTGCAGAAA
CCTGCAGAAA

-
895
CTGGGTGGTG
CTGGGETGGTG
CTGGGTGGTG
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Mo0T
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

Mo0T
EAEC
EAEC

MaO0T
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

Mo0T
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

Mo0T
EAEC
EAEC

BA198
BA7 32

BA1OE
BAT 32

BA198
BaA7 32

BA1OE
BAT 32

BA19E
Ba7 32

BA198
BA7 32

BA1OE
BAT 32

BA198
BaA7 32

.
905
ACCACCCAGG
ACCACCCAGG
ACCACCCAGG

cee el
965
ACCAGCGGLG
ACCAGCGGCG
ACCAGCGGLG

cee e
1025
ACCCAGGGCA
ACCCAGGGCA
ACCCAGGGCA

R .
1085
GGCAAAAMCC
GGCAAAAMCT
GGCAAAANCT

R
1145
CAGGGLIGCGGE
CAGGGIGCGGE
CAGGGLGCGGE

R
1205
ACCTGGATQG
ACCTGGATQG
ACCTGGAT QG

.
1265
GGLGTGGHIGGE
GGCGTGGEIGG
GGLGTGGHIGGE

cee e

132
GGCGTGAACG
GGCGTGAACG
GGCGTGAACG

A
915
ATTTTCTGGG
ATTTTCTGGG
ATTTTCTGGG

cee el

975
AAGGCGTGCT
AAGGCGTGCT
AAGGCGTGCT

el
1035
ACACCACCTG
ACACCACCTG
ACACCACCTG

R
1085
TGCTGTTTAC
TGCTGTTTAC
TGCTGTTTAC

R
1155
GCTATCTGCA
GCTATCTGCA
GCTATCTGCA

R P
1215
GCGLCGGLCAT
GCGLOGGLCAT
GCGGCGGECAT

e
1275
GCGATAACCT
GCGATAACCT
GCGATAACCT

cee el
1335
CGGGCGGCCT
CGGGCGGCCT
CGGGCGGCCT

. -
925
CCAGCAGCCG
CCAGCAGCCG
CCAGCAGCCG

cee el
985
GCAGTGGAAA
GCAGTGGAAA
GCAGTGGAAA

A P
- 1045
GGGCTATGLG
G——TATGCG
Ge-TATGCG

R .
1105
CaECAACANC
CGECAAC AN
CGECAAMC AN

R
1165
GTTTGLGGGEE
GTTTGCGGEE
GTTTGLGGEE

N .
1225
TATTACCGAT
TATTACCGAT
TATTACCGAT

P .
1285
GCATAAAACT
GCATAAAACC
GCATAAAACT

A -

134
GAAAGTGGGC
GAAAGTGGGC
GAAAGTGGGC

P
8935
CAGAACGATT
CAGAACGATT
CAGAACGATT

-
995
TATGATGCGG
TATGATGCGG
TATGATGCGG

e
1055
TGGAAAGAAC
TGGAAAGAAC
TGGAAAGAAC

R .
1115
GGLGAAGTGE
GGLGAAGTGE
GLEGAAGTGE

N —_—
1175
GATTATCGTG
GATTATCGTG
GATTATCGTG

R
1235
AAAGGCACCC
AAAGGCACCC
AMAGGCACCC

A
1295
GGCGAAGGCA
GGLGAAGGCA
GGCGAAGGCA

e
1355
GATGGCACCG
GATGGCACCG
GATGGCACCG

.
945
TTGATAAAAC
TTGATAAAAC
TTGATAAAAC

cee el

100
CGAACGGCAC
CGAACGGCAC
CGAACGGCAC

N P
1065

R
1125
TGCTGCAGAA
TGCTGCAGAA
TGCTGCAGAA

R
1185
TGAGCGCGET
TGAGCGCGCT
TGAGCGCGET

M .
1245
ATGTGCTGTG
ATGTGCTGTG
ATGTGCTGTG

A
1305
CCCTRACCGT
CCCTGACCGT
CCCTRACCGT

cee e

136
TGATTCTGAA
TGATTCTGAA
TGATTCTGAA

cen el
955
CATTGCGTAT
CATTGCGTAT
CATTGCGTAT

e el

101
CGGCACCCTG
CGGCACCCTG
CGGCACCCTG

A —_—
. 075
TCTGAACGLG
Tr—pACGCG
Te=—pACGCG

R
1135
CAGCGTGAAC
CAGCGTGAALC
CAGCGTGAALC

R
1195
GAACGGOCAG
GAACGGCCAG
GAACGGOCAG

N
1255
GCAGGTGAAC
GCAGGTGAAC
GCAGGTGAAC

R
1315
GAACGGCACT
GCAACGGCACC
GAACGGCACT

cee el
1375
CCAGCAGGCG
CCAGCAGGCG
CCAGCAGGCG
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MaoT
EAEC
EAEC

M30T
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

M30T
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

M30T
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

M30T
EAEC
EAEC

BA19E
BAT32

BA19E
BAT 32

BA19E
BAT32

BA19E
BAT 32

BA19E
BAT32

BA19E
BAT 32

BA19E
BAT32

BA19E
BAT 32

N

5
GANCGTRATG
GANGCGRATG
GANGCGRATG

R —
1445
GTGGTGCTGA
GTGGTGCTGA
GTGGTGETGA

-
1505
GLRCCGTCTGG
GLRCCGTCTGG
GGECCGTCTGG

R .
1565
GLCGCGATTA
GRCGCGATTA
GLLGCGATTA

-
1625
CTGAAAGLGA
CTGAAAGLGA
CTGAAAGLGA

R —

168
GUGCCGGECG
GUGCCGGECG
GUGCCGGGECG

.
1745
AGCTATAGCC
AGCTATAGCC
AGCTATAGCC

R -
05

AMCA
AMCA
AMCA

GAT
GAT
GAT

.

139
GCAAAGTGCA
GCAAAGTGCA
GCAAAGTGCA

R .
1455
GCGATAGCCA
GCGATAGCCA
GUGATAGCCA

.
1515
AACTGAACGG
AACTGAACGG
AACTGAACGEG

R —_—
1575
TTACCAACAA
TTACCAACAA
TTACCAACAA

-
1635
GCGATATTAA
GCGATATTAA
GCGATATTAA

R —_—

169
ATCTGTATTA
ATCTGTATTA
ATCTGTATTA

.
1755
CGTTTTTTAG
CGTTTTTTAG
CGTTTTTTAG

R .
1815
AAGCGATTGA
AAGCGATTGA
AAGCGATTGA

.

140
GGCGTTTAGC
GGCGTTTAGC
GGCGTTTAGC

R (.
1465
GCAGGTGAAC
GCAGGTGAAC
GCAGGTGAAC

cee el
1525
CAACAACCTG
CAACAACCTG
CAACAACCTG

R —_—
1585
CAGCGAAAAA
CAGCGAAAAA
CAGCGAAAAA

.
1645
COTGECCGLTG
COTGECCGLTG
COTECCGETG

R —_—

170
TGATAGQAGC
TGATAGQGCG
TGATAGQGCG

cee el
1765
CGATCTG
CGATCTG
CGATCTG
|

R (.
1825
TACCGTGAAA
TACCGTGAAA
TACCGTGAAA

R [P

141
AGCGTGGGCA
AGCGTGGGCA
AGCGTGGGEA

R
1475
CCOGGATAACA
CCOGGATAACA
CCGGATAACA

N P
1535
ACCTTTACCC
ACCTTTACCC
ACCTTTACCC

R
1595
AAAAGCACCG
AAAAGCACCG
AAAMAGCACCG

N P
1655
AACACCGTGA
AACACCGTGA
AACACCGTGA

R —

171
ACCAAACAGT
ACCAAACAGT
ACCAAACAGT

-

177
AACAGCAGCG
AACAGCAGCG
AACAGCAGLG

R
1835
CAGCAGAAAA
CAGCAGAAAA
CAGCAGAAAA

-

142
TTGCGAGCGGE
TTGCGAGCGG
TTGCGAGCGG

R .
1485
TTAGCTGGGG
TTAGCTGGGG
TTAGCTGGGGE

-
1545
GTCTGCAGGC
GTCTGCAGGC
GTCTGCAGGC

R .
1605
TGACCCTGGA
TGACCCTGGA
TGACCCTGGEA

-
1665
GCATTTTTGG
GCATTTTTGG
GCATTTTTGG

R —

172
ATTTTATTCT
ATTTTATTCT
ATTTTATTCT

-
1785
TGTGGECAGAA
TGTGGECAGAA
TGTGGECAGAA

R .
1845
TTGAAGCGAG
TTGAAGCGAG
TTGAAGCGAG

cee ol
1435
CCGTCCOGACT
CCGTCCGACT
CCGTCCGACT

R .
1495
CTATCGTGGE
CTATCGTGGE
CTATCGTGGEE

-
1555
GGCGGATTAT
GGCGGATTAT
GGCGGATTAT

R .
1615
TCTGCAGACT
TCTGCAGACT
TCTGCAGACT

cee ol
1675
CeRGCCGTGGEE
CeRGCCGTGGEE
CeGCCGTGGEE

R —
1735
GAAAGTGAGT
GAAAGTGAGT
GAAAGCGAGT

.
1795
CGTGGEGEIAAA
CGTGGEGEIAAA
CGTGGEGEEAAA

R .
1855
CAGCCAGOCG
CAGCCAGOCG
CAGCCAGOCG
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Mo0T
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

Mo0T
EAEC
EAEC

Mo0T
EAEC
EAEC

Mo0T
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

BAl198
Ba7 32

BA19E
BAT 32

BA19E
BA732

BA19E
BA7 32

BA19E
BA732

BAl198
Ba7 32

BA19E
BAT 32

BAl198
BA7 32

-
1865
TATATOTATC
TATATOTATC
TATATOTATC

e
1925
AAAGATGTGC
AAAGATGTGC
AAAGATGTGC

R —_—

198
AGEGGCACCC
AGEGGCACCC
AGCGGCACCC

N —_—

204
AGCCAGAGLG
AGECAGAGCG
AGCCAGAGCG

.

210
ACCTTTCATC
ACCTTTCATC
ACCTTTCATC

R
2165
ACCGTGATTC
ACCGTGATTC
ACCGTGATTC

R
2225
GTGAGCAGCG
GTGAGCAGCG
GTGAGCAGCG

R
2285
GGCAACGTGA
GGCAACGTGA
GGCAACGTGA

cee el
1875
ATGGCCAGCT
ATGGCCAGCT
ATGGCCAGCT

_—
1935
TGGCGCTGGA
TGGCGCTGGA
TGGCGCTGGA

N —_—

199
TGATTTTTCA
TGATTTTTCA
TGATTTTTCA

N
2055
ATTGGGAAAC
ATTGGGAAAC
ATTGGGAAAC

N -

211
TGAGCCGTAA
TGAGCCGTAA
TGAGCCGTAA

-
2175
TGGGCAGCAG
TGGGCAGCAG
TGGGCAGCAG

R T
2235
TGGAAGGCAG
TGGAAGGCAG
TGGLAAGGCAG

N —_—
2295
CCOCTGGAAAA
COCTGGAAAA
CCOCTGGAAAA

.

188
GAACGGCAAC
GAACGGCAAC
GAACGGCAAC

.
1945
TGGCAGCGTG
TGGCAGCGTG
TGGCAGCGTG

R —_—

200
GGGECCATOCG
GGGCCATOCG
GGGECCATOCG

N

206
CCGTCAGTTT
CCGTCAGTTT
CCGTCAGTTT

I

212
CGGCAAAATY
CGGCAAAATY
CGGCAAAATQ

N
2185
CCGTGTGTTT
CCGTGTGTTT
CCGTGTGTTT

R
2245
CGUGACCHCG
COUGACCGCG
CGUGACCHIG

R
2305
CAAANGCAGT
CAAANGT AGT
CAAAAGCAGT

A

189
ATQGATGTGA
ATQGATGTGA
ATQGATGTGA

_—
1955
AACCTGCCGG
AACCTGCCGG
AACCTGCCGG

N _—

201
GTGATTCATG
GTGATTCATG
GTGATTCATG

N
2075
ACCCTGGAAA
ACCCTGEAAA
ACCCTGGLAAA

-
2135
CAGGGCGATA
CAGGGCGATA
CAGGGCGATA

R
2195
ACCGATCGTA
ACCGATCGTA
ACCGATCGTA

R
2255
ACCACCGTGGE
ACCACCGTGG
ACCACCGTGGE

R
2315
CTGCAGATTA
CTGCAGATTA
CTGCAGATTA

A
1905
ACATTCCGCA
ACATTCCGCA
ACATTCCGCA

T
1965
AAGGCAGCAT
AAGGCAGCAT
AAGGCAGCAT

R —_—
2025
CGGGCACCAC
CGGGIACCAC
CGGGCACCAC

N

208
AACTGAAACT
AACTGAAACT
AACTGAAACT

N
2145
TTAACGCGAC
TTAACGCGAC
TTAACGCGAC

R
2205
GCGATGGCAC
GLGATGGCAC
GCGATGGCAC

N
2265
GCGATCAGAG
GCGATCAGAG
GCGATCAGAG

R
2325
TQGAACGTTT
TOQGAACGTTT
TOGAACGTTT

A
1915
GCTGAGCGGC
GCTGEAGCGGC
GCTGAGCGGC

T
1975
TACCAAAAAA
TACCAAAAAA
TACCAAAAAA

N _—
2035
CACCAGCAGC
CACCAGCAGC
CACCAGCAGTC

N

209
GGATGLGGEG
GGATGCGGEG
GGATGCGGEG

-
2155
CAACGGCAGC
CAACGGCAGC
CAACGGCAGC

R .
2215
CGeECAACGEG
COGCAACGEG
CGEGCAACGEG

-
2275
CGATTATAGC
CGATTATAGC
CGATTATAGC

R
2335
TACCGGCGGE
TACCGGIGGE
TACCGGECGGT
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MaoT
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

M30T
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

BA19E
BA7 32

BA19E
Ba732

BA19B
BA7 32

BA19E
BA7 32

BA19E
Ba732

BA19B
BA7 32

BA19E
BA7 32

BA19E
Ba732

N
2345
ATTGAAGCGT
ATTGAAGCGT
ATTGAAGCGT

cee e

240
GGCAGCTTTG
GGCAGCTTTG
GGCAGCTTTG

N
2465
GGCATTTTTA
GGCATTTTTA
GGCATTTTTA

-

252
At gCCGAGEG
At gCCGAGEG
ATQCCGAGTCG

N
2585
AACCTGGAAG
AACCTGLAAG
AACCTGLAAG

cee |

264
CATGCGGGCA
CATGCGGGCA
CATGCGGGCA

N
2705
ACCGATAGCC
ACCGATAGCC
ACCGATAGCC

N
2765
ATTACCGGLG
ATTACCGGIG
ATTACCGGCG

-
2355
ATGATAGCAC
ATGATAGCAC
ATGATAGCAC

cee e

241
TGAACAGCAG
TGAACAGCAG
TGAACAGCAG

R .
2475
GCACCGGECGE
GCACCGGIGE
GCACCGGRIGT

N -
2535
CGCAGAAACA
CGCAGAAACA
CGCAGAAACA

A
3
CGAG
CGAG
CGAG
|

-
2655
CCACCGCGGC
CCACCGCGGE
CCACCGCGGE

AT
AT
AT

R .
2715
CGCTGTTTAG
CGCTGTTTAG
CGCTGTTTAG

ee el

277
CGCAGAGCAC
CGCAGAGCAC
CGCAGAGCAC

-

236
CGTGAGCGTG
CGTGAGCGTG
COGTGRAGCGTG

ceedeendd

242
CCTGACCCTG
CCTGACCCTG
CCTGACCCTG

N
2485
GGTGGATGTG
GGTGGATGTG
GGTGGATGTG

N -

254
GGGCTATTAT
GGGCTATTAT
GGGCTATTAT

N
2605
CTTTAGCGTG
CTTTAGCGTG
CTTTAGCGTG

cee e

266
GACCATTAAC
GACCATTAAC
GACCATTAAC

N
2725
CAGCCTGatg
CAGCCTGatg
CAGCCTGAatg

N
2785
CGTGAACATQ
CGTGAACATQ
CGTGAACATO

N
2375
ACCAGLCAGA
ACCAGLCAGA
ACCAGCCAGA

cee |
2435
GGCAAAGGCG
GGCAAAGGCG
GGCAAAGGCG

N
2495
AAMGAMAATG
AAAGAAAACG
AAAGAAAATG

-
2555
AGCCCGGTGA
AGCCCGGTGA
AGCCCGGTGA

N
2615
AAAAACAT QG
AAAAAC AT QG
AMMAAC AT QG

cee e
2675
CTGGGCGATA
CTGGGCGATA
CTGGGCGATA

N
2735
AMMGGITATA
AMMGGITATA
AAAGGCTATA

N
2795
ATTAACGCGE
ATTAACGCGE
ATTAACGCGE

R —
2385
ACGCGGTGTT
ACGCGGTGTT
ACGCGGTGTT

cee e

244
CGAAACTGAC
CGAAACTGAC
CGAAACTGAC

N .
2505
CGAGCCTGAC
CGAGCCTGAC
CGAGCCTGAC

-

256
TTAGCACCAC
TTAGCACCAC
TTAGCACCAC

R .
2625
GCTATCTGAG
GCTATCTGAG
GCTATCTGAG

e

268
GCGATGCGGA
GCGATGCGGA
GCGATGCGGA

R .
2745
ACGCGLGTGET
ACGCGLGTGET
ACGCGGTGET

R .
2805
TGTGGTATAG
TGTGGTATAG
TGTGGTATAG

N
2395
TGATCGTGTG
TGATCGTGTG
TGATCGTGTG

cee e
2455
CGCGCAGAGC
CGCGCAGAGC
CGCGCAGAGC

R
2515
CCTGRACCGGC
CCTRACCGGT
CCTRACCGGT

-
2575
CGAAGGCATT
CGAAGGCATT
CGAAGGCATT

N
2635
CAGCGATATT
CAGCGATATT
CAGCGATATT

cee e

269
TGCGGGCAAA
TGCGGGCAAA
TGCGGGCAAA

I
2755
GCGTGGECAGT
GCGTGGECAGT
GCGTGGECAGT

R
2815
CGATGGCAAA
CGATGGCAAA
CGATGGCAMA
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Ma0T
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

MO0T
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

MO0T
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

BA198
BAT 32

BA19E
BAT 32

BA19E
Ba732

BA19E
BAT 32

BA19E
BAT 32

BA19E
Ba732

BA19E
BAV 32

BA19B
BAT 32

R _——
2825
AGCGAAGCGG
AGCGAAGC GG
AGCGAAGCGG

R
2BB5
TTTGCGACCC
TTTGCGACCC
TTTGCGACCC

-
294
AACAACAG
AACAACAG
AACAACAG
-

N
3005
GTGCTGGTGG
GTGCTGGTGG
GTGCTGGTGG

R —_—
306

CCGAAAGGTA
CCGAAAGGCA
CCGAAAGGCA

N
3125
GTGACCCCGG
GTGACCCCGG
GTGACCCCGH

R —_—
318

TATCAGACCA
TATCAGACCA
TATCAGACCA

R .
3245
TATAAAAGTT
TATAAAAGCT
TATAAAAGCT

N
2835
GCGCGETGAA
GCGCGITGAA
GCGCGETGAA

N .
2805
TGCAGGTGAA
TGCAGGTGAA
TGCAGGTGAA

e
2955
CGGATCA
CGGATCA
CGGATCA

R .
3015
ATTTTCTGAA
ATTTTCTGAA
ATTTTCTGAA

N _—
3075

GCCATGAAAA
GCGATGAAAA
GCGATGAAAA

N
3135
TGATTAGCAC
TGATTAGCAC
TGATTAGCAC

N _—
319

CCGCGGATGE
CCGCGGATGE
CCGCGGATGE

R
3255
TTCTGACCGA
TTCTGACCGA
TTCTGACCGA

R .

284
AGCGAAAGGT
AGCGAAAGGT
AGCGAAAGGT

R .
2905
AGAACTGAGC
AGAACTGAGC
AGAACTGAGC

N -

296
GCTGAACGTG
GCTGAACGTG
GCTGAACGTG

R .
3025
CAAACCGGEG
CAAACCGGEG
CAAACCGGEG

R —_—
308

AACCTTTACC
AACCTTTACC
AACCTTTACC

N
3145
CGAAAAAACT
CGAAAARANTC
CGAAMARANC

R —_—
320

GGGLGCGEGAGT
GGGLGCGEGAGT
GGGCGCGAGT

R .
3265
AGTGAACANC
AGTGAACAAC
AGTGAACAAC

R
2855
AGCCGTATTG
AGCCGTATTG
AGCCGTATTG

R .
2915
GCGGATAACA
GCGGATAACA
GCGGATAACA

. -
2975
ACCGATAAAC
ACCGATAAAC
ACCGATAAAC

R .
3035
AGCGAAITJA
AGCGAAITJA
AGCGAAIT QA

R ——_—
309

GCGGECACCC
GCGGGIACCC
GCGGGIACCC

N
3155
GATGATGCGA
GATGATGCGA
GATGATGCGA

R ——_—
321

AAAGCGGLCGA
AAAGCGGLCGA
AAAGCGGLCGA

R ——_—
3275

CTGAACAAAC
CTGAACAAAC
CTGAACAAAC

-

286
AACTGLGIGA
AACTGGGIGA
AACTGLGLGA

R .
2925
CCACCTTTCT

CCACCTTTCT
CCACCTTTCT

G

R .
3045
GCGTGACCCT
GCGTGACCCT
GCGTGACCCT

N _—
310

AGCAGATTGG
AGCAGATTGG
AGCAGATTGG

N
3165
CCAAATGGGT
CCAAATGGGT
CCAAATGGGT

N _—
322

AAGATTTTAT
AAGATTTTAT
AAMGATTTTAL

N .
3285
GTatgGGIGA
GTatgGGaCGA
GTatgGGaCGA

R .
2875
TGGCAAACAT
TGGCAAACAT
TGGCAAACAT

R .
2935
GatgQCATACC
GatgCATACC
GatgQCATACC

.

299
CAACAACAGC
CAACAACAGC
CAACAACAGC

R .
3055
GATTACCGEG
GATTACCGEG
GATTACCGEG

R —_—
311

CTTTAGCAAC
CTTTAGCAAC
CTTTAGCAAC

3175
GCTGACCGEE
GCTGACCGGC
GCTGACCGGC

R _—
3235
QGCGAGCGGC
QGCGAGCGGET
QGCGAGCGGT

R .
3295
TCTGCGTGAT
TCTGLGTGAT
TCTGLGTGAT
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MaoT
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

BA19E
BA7 32

BA19E
BA7 32

BA19E
BA7 32

BA19E
BA7 32

BA19E
BA7 32

BA19E
BA7 32

BA19E
BA7 32

BA19E
BA7 32

N
3305
ACCCAGGGLG
ACCCAGGRGLG
ACCCAGGRGLG

N _—
336

GATTATAGCG
GATTATAGCG
GATTATAGCG

N _—
342

GGEGTGGEATC
GGCGTGGATC
GGEGTGGEATC

N _—
348

GCGTTTAGLG
GCGTTTAGCG
GCGTTTAGLG

N _—
354

AGCGGOGCGT
AGCGGOGCGT
AGCGGOGCGT

N _—
360

AACTTTGCGA
AACTTTGCGA
AACTTTGCGA

N _—
366

GTGGGITATC
GTGGGETATC
GTGGGITATC

-

372
TATGGCAGEG
TATGGCAGLG
TATGGCAGEG

N _—
331

ATGCGGGCGT
ATGCGGGECGT
ATGCGGGECGT

N _—
3375

ATAACTATALC
ATAACTATALC
ATAACTATALC

N _—
3435

TGTTTACCGSG
TGTTTACCGSG
TGTTTACCGSG

ATTTTGATCT
ATTTTGATCT
ATTTTGATCT

N _—
36l

GCCTGGGIAC
GCCTGGGEIAC
GCCTGGGIAC

N _—
3675

GTTATCATCT
GTTATCATCT
GTTATCATCT

-
3735
TGEAGCGGCAA
TGRAGCGGCAA
TGEAGCGGCAA

332
GTGGLGGEGCGT
GTGGGEGCGT
GTGGGEGCGT

R —_—
338

CCATGTGCAG
CCATGTGCAG
CCATGTGCAG

R —_—
344

CGCGCTGLTG
CGCGCTGITG
CGCGCTGLTG

R —_—
350

AAGCGTGGGE
AAGCGTGGEE
AAGCGTGGGE

R —_—
356

GATTGGCAAA
GATTGGCAAA
GATTGGCAAA

R —_—
362

CAAAGATTAT
CAAAGATTAT
CAAAGATTAT

R —_—
368

GACCAAAGAA
GACCAAAGAA
GACCAAAGAA

. _—

374
AGCGTTTAGC
AGCGTTTAGC
AGCGTTTAGC

A |
3335
ATTatgAACG
ATTatgAACG
ATTatgAACG

N _—
339

ATTGGLGTGG
ATTGGOGTGE
ATTGGLGTGG

N -
3455
ACCTATACCG
ACCTATACCG
ACCTATACCG

N _—
351

GGCGGICTGT
GGCGGICTGT
GGCGGICTGT

N _—
3575

TATCTGCATC
TATCTGCATC
TATCTGCATC

-
3635
AGCAGCCATA
AGCAGCCATA
AGCAGCCATA

N _—
369

AGCTGGGETGG
AGCTGGGTGE
AGCTGGGETGG

-
3755
TGGGEAA
TGLEAS
TGGGEAA

N _—
334

GCACCGGIAG
GCACCGGLAG
GCACCGGLAG

N _—
340

ATCGTAAACA
ATACCAAACA
ATCGTAAACA

N _—
346

ATAGCAACGE
ATAGCAACGE
ATAGCAACGE

N _—
352

ATGCGAGCGE
ATGCGAGCGE
ATGCGAGCGE

N _—
358

ATGATAACCA
ATGATAACCA
ATGATAACCA

N _—
364

GCTGGTATGE
GCTGGTATGC
GCTGGTATGE

-

370
AACCGCAGAT
AACCGCAGAT
AACCGCAGAT

-

376
GTGGCAtgQGC
GTGGEEATgGC
GTGGCAtgQGC

N
3355
CGCGGATGEC
CGLGGATGGE
CGLGGATGGE

R .-
341

TGAACTGGAT
TGAACTGGAT
TGAACTGGAT

R .-
3475

GAGCAGCCAT
GAGCAGCCAT
GAGCAGCCAT

-
3535
GCTGTTTAAC
GCTGTTTAAC
GCTGTTTAAC

R .-
359

GCATACCGEG
GCATACCGEG
GCATACCGEG

-
3655
GGGCGEGGAA
GGGLGCGEGGAA
GGGCGEGGAA

N .

371
TGAACTGGTG
TGAACTGGTG
TGAACTGGTG

.

377
GCTGAGCATg
GCTGAGCATQ
GCTGAGCATg
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MaoT
EAEC
EAEC

Mo90T
EAEC
EAEC

Mao0T
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

Mao0T
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

Mao0T
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

BA19E
BAT3Z

BA19E
BAT 32

BA19E
BAT3Z

BA19E
BAT 32

BA19E
BAT 32

BA19E
BAT 32

BA19E
BAT 32

BA19E
BA73Z

-
3665
GTGGGEETATC
GTGGGEETATC
GTGGGEETATC

-
3725
TATGGCAGCG
TATGGCAGCG
TATGGCAGCG

-
3785
AAAGATAAAG
AAAGATAAAG
AMAGATAAAG

N
3845
AGCGGIGATG
AGCGGIGATG
AGCGGLIGATG

-
3905
GCGAACGGCG
GLGAACGGEIG
GLGAACGGEIG

S
3965
GATAGLCGTA
GATAGCCGTA
GATAGCCGTa

-
4025
GGCCTGGAAC
GGCCTGGEAAC
GGECTGEAAC

—
4085
AACTTTCGTT
AACTTTCGTT
AMCTTTCGTT

3675
GTTATCATCT
GTTATCATCT
GTTATCATCT

ceelonn.
3735
TGAGCGGTAA
TGAGCGGTAA
TGAGCGGCAA

ceelonn.
3795
ATTATAACCC
ATTATAACCC
ATTATAACCC

cee el
3855
ATTGGAAAAT
ATTGGAAAAT
ATTGGAAAAT

-
3915
AAACCGTGCT
AMACCGTGCET
AMACCGTGET

3975
TgCTGATgAC
TgCTGATgAC
£gCTGAtgAC

-
4035
TGGAAAAAAG
TGEAAAAAAG
TGEAAAAAAG

N
4095
ATGTGTTTTA
ATGTGTTTTA
ATGTGTTTTA

con e
368

GACCAAAGAA
GACCAAAGAA
GACCAAAGAA

cee el
3745
AGCGTTTAGC
AGCGTTTAGC
AGCGTTTAGC

PP
2B05
GCTGATTGGE
GCTGATTGGC
GCTGATTGGEC

.
3865
TACCGOGCGT
TACCGOGCGT
TACCGCGCGT

PP
3025
GCAGGATGCG
GCAGGATGCG
GCAGGATGCG

el
3985
CGTGGGEEAT]
CGTGGGCATQ
CGTGGGEATg

PP
4045
CGCGTTTGGEE
CLGCGTTTGGE
CGUGTTTGGEE

o

369
AGCTGGGTGG
AGCTGGGTGGE
AGCTGGGTGGE

e
3755
TGGLAAGCGC
TGGGAAGATC
TGGGAAGATC

N P
3815
CGTACCGGCG
CGTACCGGCG
CGTACCGGCG

3875
GLGGLGGLCTGE
GCGGGICTGG
GCGGGECTGG

e
3935
AGCGGIGAAA
AGLGGIGAAA
AGLGGIGAAA

.
3995
AACGCGLAMA
AACGCGGLAMA
AACGLGGAAA

e
4055
AAATATAACG
AMATATAACG
AMATATAACG

370
AACCGCAGAT
AACCGCAGAT
AACCGCAGAT

cee o,
3765
GTGGCatgGo
GTGGCATgGC
GTGGEATgGE

-
3825
TGGATGTGGG
TGGATGTGGGE
TGGATGTGGGE

cee el
3885
GCTATCAGTT
GCTATCAGTT
GCTATCAGTT

-
3945
AACGTTTTGA
AACGTTTTGA
AACGTTTTGA

-
4005
TTAAAGATAA
TTAAAGATAA
TTAAAGATAA

ceelonn.
4065
TGGATAACGC
TGGATAACGT
TGGATAACGT

P P
3715
TGAACTGGTG
TGAACTGGTG
TGAACTGGTG

cee oo

377
GCTGAGCATQ
GCTGAGCAtg
GCTGAGCATLQ

cee oo
3835
CCGTYOGTTT
CCGTYTGTTT
CCGTIGTTT

.
3895
TGATCTGCTG
TGATCTGCTG
TGATCTGCTG

A
3955
AGGLGAAAAS
AGGCGAAANA
AGGCGAAANA

-
4015
CatgCGTCTG
CartgCaTCTG
CatglaTCTG

cee oo
4075
GATTAACGCG
GATTAACGLG
GATTAACGCG

Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de SepA das cepas M90T, BA198 e
BA732. Os retangulos pretos idicam as regibes de nucleotideos alterados. Os
retdngulos cinzas indicam as regifes de aminoacidos alterados na cepa BA198 e o
retangulo tracejado indicam as delecdes.
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M30T
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

M30T
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

M30T
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

BA19E
BAY 32

BA19E
Ba7 32

BA19E
BAT 32

BA19E
BAY 32

BA19E
BAT 32

BA19E
BA7 32

BA19E
BAY 32

o
5
MNKIYYLKYC
MNKIYYLKYC
MNKIVYLKYC

N
63

AEIPYQIFRD
AEIPYQIFRD
AEIPYQIFRD

e
125
HTLYSPQYVV
HTLYSPQYVV
HTLYSPQYVV

.
185
SDIGAVSGAY
SDIGAVSGAY
SDIGAVSGAY

A —_—
245
QMITAQTGDI
QMITAQTGDI
QMITAQTGDI

I —_—
305
TTQDFLGOOP
TTQDFLGQQP
TTQDFLGQOP

-
365
GKMNLLFTGNM
GKNLLFTGNM
GKNLLFTGNN

e
15
HITKSLIAVS
HITKSLIAVS
HITKSLIAVS

N
75

FAENKGOQFTP
FAENKGOFTP
FAENKGOFTP

—_—
135
TAKHVSGSDT
TAKHVSGSDT
TAKHVSGSDT

R ——
195

QAGGRF Y
QAGGRE Y
QAGGRF Y

T
255
FLIPPNGPLA
F~IP~NGPLA
F~IP~NGPLA

N P
315
QOMDFDETIAY
ONDFDETIAY
QNDFDETIAY

-

375
GEVWVLONSVM
GEVWVLONSVM
GEVWVLONSVM

ce el
25

ELARRVTCKS
ELARRVTCKS
ELARRVTCKS

R
B3

GTTNISIYDE
GTTNISIYDE
GTTNISIYDE

s
145
MSFGYAKNTY
MSFGYAKNTY
MSFGYAKNTY

-
205
RLGGGMQYVK
RLGGGMQYVK
RLGGGMOQYVEK

A —
265

NYLNMGDSGS!
NYLNMGDSGS!

NYLNH?DEEE'

S P
325
TESGEGVLOWK
TSGEGVLOWK
TSGEGVLOWE

A —
385
QGAGYLQFAG
QGAGYLQFAG
QGAGYLQFAG

el
35

HRRLSRRVIL
HRRLSRRVIL
HRRLSRRVIL

N
95

QGMNLYGELDE
QGNLYGELDE
QGNLYGELDEK

e
155
TAVGTNNNSG
TAVGTNNNSG
TAVGTNNNSG

N P
215
DKNGNRTQVY
DKNGNRTQVY
DKNGNRTQVY

e

275
PLFAYDSLQK
PLFAYDSLQK
PLFAYDSLQK

.
335
YDAANGTGTL
YDAAMGTGTL
YDAANGTGTL

.
305
DYRVSALNGO
DYRWVSALNGD
DYRWVSALNGD

T
45

TSVAALSLSS
TSVAALSLSS
TSVAALSLSS

-
105
APMADFSSAT
APMADFS5AT
APMADFS5AT

T
165
LDIKTRRLSK
LDIKTRRLSK
LDIKTRRLSK

P
225
TNGGFLVGGT
TNGGFLVGGT
TNGGFLVGGT

T
285
KWVLIGVLSS
KWVLIGVLSS
KWVLIGVLSS

S
345
TQGNTTWGEY A
TQGNTTW~YA
TQGNTTW=YA

-
405
TWMGGGIITD
TWMGGGIITD
TWMGGGIITD

e
55

AWPALSATVS
AWPALSATVS
AWPALSATVS

-
115
ITTGSLFPP
ITTGSLPP

ITTGSLPP

_—

175
LVTEVAPAEV
LVTEVAPAEV
LVTEVAPAEV

P
235
VSALNSYNNG
VSALNSYNNG
VSALNSYNNG

e
295
GTNYGNNWVV
GTNYGNNWVV
GTNYGNNWVV

P P
355
WKERKLILMA
WKERK~I~MA
WKERK~TI~NA

-
415
KGTHYLWOVM
KGTHVLWOVM
KGTHVLWOVM
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MaoT
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

MO0T
EAEC
EAEC

MO0T
EAEC
EAEC

MaO0T
EAEC
EAEC

MaO0T
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

MaoT
EAEC
EAEC

BA19E
BAY 32

BA19E
BAY 32

BA19E
BAY 32

BA19E
BAY 32

BA19E
BAY 32

BA19E
BAY 32

BA19E
BAY 32

BA19E
BAY 32

el
425
GVAGDNLHKT
GVAGDNLHKT
GVAGDNLHKT

P
485
VVLSDSQQVN
VVLSDSQQVN
VVLSDSQQVN

A
545
LKASDINVPY
LKASDINVPY
LKASDINVPY

N
605
KAIDTVK
KAIDTVK
KAIDTVK

colannnl
665
SGTLIFQGHP
SGTLIFQGHP
SGTLIFQGHP

colaennl
725
TVILGSSRVF
TVILGSSRVF
TVILGSSRVF

colaennl
785
IEAYDSTVSV
IEAYDSTVSV
IEAYDSTVSV

P
845
MPSAQKQGYY
MPSAQKQGYY
MPSAQKQGYY

el
435
GEGTLTVNGT
GEGTLTVNGT
GEGTLTVNGT

el
495
PDNISWGYRG
PDNISWGYRG
PDNISWGYRG

N
555
NTVSIFGGRG
NTVSIFGGRG
NTVSIFGGRG

T
0l5
QQKIEASSQP
QQKIEASSQP
QQKIEASSQP

colannn |l

675
VIHAGTTTSS
VIHAGTTTSS
VIHAGTTTSS

colaenl
735
TDRSDGTGNA
TDRSDGTGNA
TDRSDGTGNA

colaennl
795
TSQNAVFDRY
TSQNAVFDRY
TSQNAVFDRY

el
855
SPVISTTEGI
SPVISTTEGI
SPVISTTEGI

N
445

GVNAGGLEVG
GWNAGGL KNG
GWVNAGGL KVG

-
505

GRLELMNGNNL
GRLELMNGMNMNL
GRLELMNGMNMNL

N
565
APGDLYYD
APGDLYYD
APGDLYYD

N
625
YMYHGQLNGN
YMYHGQLNGN
YMYHGQLNGN

A -
685

SQSDWETRQF
SQSDWETRQF
SQSDWETRQF

cedeennl
745
VSSVEGSATA
VSSVEGSATA
VSSVEGSATA

ool
BOS5
GSFVNSSLTL
GSFVNSSLTL
GSFVNSSLTL

| .
MLE SFSV
MLE SFEV
MLE SFEV

e leed
455
DGTVILNQQA
DGTVILNQQA
DGTVILNQQA

el
515
TFTRLQAADY
TFTRLQAADY
TFTRLQAADY

-
575
TKQYFILKAS
TKQYFILKAS
TKQYFILKAS

N
635
MDVNIPQLSG
MDVNIPQLSG
MDVNIPQLSG

cedeonnl
695
TLEKLKLDAA
TLEKLKLDAA
TLEKLKLDAA

ool
755
TTVGDQSDYS
TTVGDQSDYS
TTVGDQSDYS

ce el

815
GKGAKLTAQS
GKGAKLTAQS
GKGAKLTAQS

-
B75
KNMGYLS5DI
KNMGYLSSDI
KNMGYLS5DI

el

465
DRDGKVQAF S
DADGKVQAF S
DADGKVQAFS

el
325
GAIITNNSEK
GALITNNSEK
GAIITNNSEK

N
585
SYSPFFSD
SYSPFFSD

SYSPFFSD

N
645
KDVLALDGSV
KDVLALDGSV
KDVLALDGSV

ce el

705
TFHLSRNGKM
TFHLSRNGKM
TFHLSRNGKM

cedeennl
765
GNVTLENKSS
GNVTLENKSS
GNVTLENKSS

ee el

825
GIFSTGAVDV
GIFSTGAVDV
GIFSTGAVDV

el
B85
HAGTTAATIN
HAGTTAATIN
HAGTTAATIN

e leaaid
475
SVGIASGRPT
SVGIASGRPT
SVGIASGRPT

el
335
KSTVTLDLQT
KSTVTLDLQT
KSTVTLDLQT

N
595
NSSVWQNVGK
NSSVWQNVGK
NSSVWQNVGK

N
655
NLPEGSITKK
NLPEGSITKK
NLPEGSITKK

.-
715
QGDINATNGS
QGDINATNGS
QGDINATNGS

21

77
LQIMERFTGG
LQIMERFTGG
LQIMERFTGG

colanal
835
KENASLTLTG
KENASLTLTG
KENASLTLTG

ce il
895
LGDSDADAGK
LGDSDADAGK
LGDSDADAGK
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MaoT
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

M9O0T
EAEC
EAEC

M9O0T
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

Ma0T
EAEC
EAEC

BA19E
BA7 32

BA198
BA7 32

BA198
Ba7 32

BA198
Ba7 32

BA198
BA7 32

BA19E
Ba732

BA19E
Ba732

BA19E
Ba732

cee |
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Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de SepA das cepas M90T, BA198 e

BA732. Os retangulos pretos representam as regides de aminoacidos alterados. Os
retangulos cinza claro indicam as delec¢des.Os retangulos cinza indicam as regides de

amino&cidos alterados na cepa BA198 e o retangulo tracejado indica a porcdo de
serino protease da proteina sem alteracao.




