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RESUMO 

 

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

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



 

 
 

ABSTRACT 
 

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



 

1 INTRODUÇÃO 

 

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

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

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

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

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

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

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

Devido à alta mortalidade causada pela diarreia, existem iniciativas 

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

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

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

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

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

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

dos 5.570 municípios brasileiros afirmaram possuir Plano Municipal de 

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

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

números ainda são preocupantes, onde apenas 450 municípios dessa região 

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

impacta no risco de casos da doença.  

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

os agentes bacterianos causadores da diarreia os principais são Escherichia 

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

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

Escherichia coli é um bacilo Gram negativo, anaeróbio facultativo, 

pertencente à família Enterobacteriaceae, que faz parte da microbiota intestinal 

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

dessa espécie adquiriram fatores de virulência que conferiram adaptação a 

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

(CLEMENTS et al., 2012). 

Os patótipos de E. coli podem causar principalmente as seguintes 

patologias: doença diarreica, infecção do trato urinário, meningite e sepse 



 

(CLEMENTS et al., 2012; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Desta forma as 

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

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

2000). 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 

1.1 Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) 

 

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

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

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

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

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

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

al., 2016). 

Esse padrão foi descrito durante a análise da aderência em células 

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

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

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

anteriormente descrito como aderente-difuso (SCALETSKY; SILVA; 

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

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

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

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

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

(HEBBELSTRUP JENSEN, 2014; NATARO; KAPER, 1998). 



 

 

Figura 1 – Padrão de adesão agregativo de EAEC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Dentre os agentes etiológicos bacterianos da diarreia, EAEC se destaca 

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

com altos e baixos índices de desenvolvimento socioeconômico 

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

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

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

A associação epidemiológica entre EAEC e diarreia aguda na infância 

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

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

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

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

2005; ROBINS-BROWNE et al., 2004). 



 

EAEC é o patógeno de DEC mais prevalente nos casos de diarreia do 

viajante, que é aquela que afeta indivíduos residentes de países 

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

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

prevalência de EAEC em casos de diarreia em adultos (HEBBELSTRUP 

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

do viajante. 

A prevalência de EAEC foi verificada também na diarreia crônica em 

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

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

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

Além dos quadros clínicos de diarreia aguda, EAEC está fortemente 

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

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

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

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

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

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

No Brasil, vários estudos epidemiológicos sobre a etiologia da diarreia 

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

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

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

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

A ingestão de alimentos contaminados talvez seja uma forma de 

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

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

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

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

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

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

SIGULEM, 1997). 

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

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

subtipo Stx2 e pertencente ao sorotipo O104:H4 (BIELASZEWSKA et al., 



 

2011). O sequenciamento do genoma dessa cepa revelou que se tratava de 

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

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

contaminado e teve graves consequências médicas, devido ao grande número 

de pacientes hospitalizados e que desenvolveram a síndrome hemolítica 

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

al., 2012). 

Os sintomas mais comuns relatados na infecção por EAEC são diarreia 

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

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

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

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

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

Essa heterogeneidade ficou bastante evidente em um estudo com 

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

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

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

passou então a ser considerada como protótipo e amplamente caracterizada 

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

Várias adesinas, toxinas, proteínas secretadas e mecanismos envolvidos 

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

prevalência dos genes que codificam esses marcadores é bastante variável e 

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

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

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

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

a patogênese da diarreia causada por esse patótipo fosse totalmente 

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

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

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

identificados na cepa 042. 

Conforme esquematizado na Figura 2, o primeiro estágio envolve a 

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

fimbriais e/ou afimbriais; no segundo estágio há a formação de abundante 



 

biofilme e aumento da produção de muco pelos enterócitos, o que pode 

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

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

resposta inflamatória, havendo alteração na mucosa e na secreção intestinal 

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

NAVARRO-GARCIA et al., 2010). 

 

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

por EAEC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Diversos potenciais fatores de virulência identificados em EAEC são 

codificados por genes localizados no plasmídeo ou no cromossomo da cepa 

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

diversas adesinas, toxinas, proteínas secretadas e sideróforos (CHAUDHURI 

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

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

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

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

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

O gene aggR codifica um regulador transcricional global de EAEC 

envolvido na ativação de genes cromossômicos e plasmideais (HARRINGTON; 

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

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

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

codificam proteínas hipotéticas e somente cinco mostram homologia com 

outras proteínas conhecidas, incluindo os genes da biogênese da fímbria 

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

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

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

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

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

CZECZULIN et al., 1999). 

Conforme mencionado anteriormente, durante os anos subsequentes à 

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

epidemiologia desse patótipo. Em seguida, os estudos caracterizando 

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

mostraram a grande heterogeneidade em termos da prevalência desses 



 

fatores em coleções de EAEC. Esse fato levou à proposição da 

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

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

presença ou ausência do gene aggR, respectivamente (HARRINGTON; 

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

Essa classificação definiria dois grupos de cepas: o primeiro constituído 

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

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

cepas atípicas, com menor potencial patogênico devido à ausência desses 

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

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

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

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

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

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

patogênico dessas cepas. 

Dentre os diversos fatores de virulência presentes em cepas de EAEC 

estão as proteínas denominadas de serino proteases autotransportadoras ou 

SPATEs (Serine Proteases Autotransporters of Enterobacteriaceae) 

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

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

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

Serino proteases são enzimas cujo sítio ativo contém a tríade catalítica 

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

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

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

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

dessa família de proteínas são definidos como importantes fatores de virulência 

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

As proteínas autotransportadoras (AT) apresentam uma estrutura 

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

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

e um domínio translocador ou β-barril, de sequência conservada dentre as 



 

SPATEs (DAUTIN; BERNSTEIN, 2007; HENDERSON; NAVARRO-GARCIA; 

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

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Essa família de proteína foi denominada como autotransportadora, pois 

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

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

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

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

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

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

O SST5 é um dos sistemas mais amplamente distribuídos entre as 

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

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

Peptídeo sinal Domínio passageiro Domínio translocador 

Sítio de clivagem  



 

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

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

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

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

sistema de dois parceiros fusionados, apresenta o domínio passageiro 

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

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

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

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

OBERHETTINGER et al., 2012). 

 

Figura 4 – Esquema de secreção de proteínas autotransportadoras através dos 

subtipos do SST5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Adaptado de: Grijpstra et al. 2013. 



 

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

 

Resumidamente, no sistema clássico as SPATEs são secretadas para o 

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

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

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

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

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

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

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

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

PESTRANA et al., 2012). 

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

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

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

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

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

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

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

desempenham funções como a degradação de mucina e de glicoproteínas de 

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

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

al., 2003; PARHAM, et al., 2004; RUIZ-PEREZ et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figura 5 – Análise filogenética das sequências de aminoácidos dos 

domínios passageiros das SPATEs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 



 

Dentre as proteínas de classe-1 que são frequentemente encontradas 

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

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

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

(BENJELLOUN-TOUIMI et al., 1998). 

 

1.2 SPATEs de classe-2 

 

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

filogeneticamente com base na sequência de aminoácidos de seus domínios 

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

2008). 

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

conservada no domínio translocador. Acreditava-se que esse domínio 

desempenhava papel no reconhecimento do substrato, mas sua função ainda 

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

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

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

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

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

(OTTO et al., 2005). 

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

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

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

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

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

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

Pic foi originalmente descrito em Shigella flexneri 2a e EAEC 

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

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

superfície de leucócitos, além de apresentar atividade de hemaglutinina 

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

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

RUIZ-PEREZ et al., 2011). 



 

Hpb inicialmente identificada em uma cepa extraintestinal de E. coli, 

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

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

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

(OTTO et al., 1998). 

Tsh é uma SPATE com atividade de hemaglutinina que foi identificada 

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

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

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

aglutinação gerada por essa proteína é independente do domínio catalítico de 

serino protease (KOSTAKIOTI; STATHOPOULOS, 2004; PROVENCE; 

CURTISS, 1994). 

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

descritas, apresentam funções semelhantes o que é uma característica das 

proteínas desta família. 

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

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

do presente estudo. 

 

1.3 Shigella extracelular protein A (SepA) 

 

SepA (Shigella extracelular protein A) foi originalmente descrita em 

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

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

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

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

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

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

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

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

A estrutura do domínio passageiro de SepA foi resolvida por 

cristalografia, conforme apresentado na Figura 6. 

 

 



 

Figura 6 – Cristalografia do domínio passageiro de SepA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

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

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

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

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

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

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

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

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

MALDONADO-CONTRERAS et al., 2017). 

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

flexneri mutante em sepA é caracterizada pela diminuição de acúmulo de 



 

fluidos e da inflamação em curto período de infecção (8 h), indicando que SepA 

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

(DAUTIN, 2010). 

SepA participa da ruptura da barreira epitelial do intestino na infecção 

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

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

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

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

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

despolimerização dessas estruturas do citoesqueleto. SepA diminui os níveis 

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

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

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

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

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

àqueles hidrolisados pela catepsina G, uma serino protease produzida por 

leucócitos polimorfonucleares, mas surpreendentemente não cliva os 

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

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

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

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

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

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

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

parece não compartilhar dos mesmos substratos destas proteínas (RUIZ-

PEREZ et al., 2014). 

 Aparentemente SepA tem papel importante na patogênese de EAEC, já 

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

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

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

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

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

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

Munera et al. (2014) demonstraram in vivo que SepA não está envolvida com a 



 

patogênese desta cepa. Neste hibrido, SepA está presente no plasmídeo pAA, 

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

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

mediar o fenótipo agregativo, o plasmídeo pAA também aumenta a 

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

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

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

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

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

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

2014). 

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

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

se necessário determinar qual o papel dessa serino protease na 

patogenicidade destas bactérias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

6. CONCLUSÕES 

 

Em resumo, no presente estudo verificou-se que: 

 

(a) sepA foi detectado nas cepas de EAEC isoladas do Brasil como 

sendo um dos genes mais frequentes entre as SPATEs estudadas e 

sua presença foi significantemente associada às EAEC atípicas. 

(b) SepA de EAEC BA732 mostrou identidade de 98% com SepA da 

cepa M90T de Shigella flexneri 5a. 

(c) SepA foi purificada na sua forma nativa e funcional, a partir de 

sobrenadante de cultura da cepa M90T, e provocou alterações 

morfológicas em células HeLa e HT-29, sugerindo efeito citopático, o 

qual foi neutralizado por inibidor de serino protease e antissoro 

específico. 

(d) SepA ligou-se à membrana citoplasmática das células HeLa e HT-29, 

mas não foi internalizada. Esse tipo de interação ocorreu quando 

utilizou-se SepA purificada ou quando a mesma foi secretada por 

EAEC BA732 no momento da adesão bacteriana. 

(e) SepA purificada mostrou atividade pró-inflamatória ao induzir a 

produção de IL-8 em células HT-29. 

 

  
Dessa forma, conclui-se que SepA é um potencial fator de virulência em 

EAEC, que poderia atuar na mucosa intestinal causando efeitos citopáticos e 

pró-inflamatórios, aqui evidenciados em células HT-29, uma linhagem epitelial 

de origem intestinal. Estes efeitos estão associados à patogênese da diarreia 

causada por EAEC 
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