
 
 

 

CLAUDIA ANDRADE FREIRE 
 
 
 

Papel da serinoprotease Sat na patogênese da 
sepse causada por Escherichia coli 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-
graduação em Microbiologia do Instituto de 
Ciências Biomédicas da Universidade de 
São Paulo, para obtenção do Título de 
Doutora em Ciências.  

 

 

 

 

 

 

 

 

São Paulo 

2021 



    
 

 
 
 
 

CLAUDIA ANDRADE FREIRE 
 
 
 

Papel da serinoprotease Sat na patogênese da 
sepse causada por Escherichia coli 

 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-
graduação em Microbiologia do Instituto de 
Ciências Biomédicas da Universidade de 
São Paulo, para obtenção do Título de 
Doutora em Ciências.  
 
Área de Concentração: Microbiologia 
 
Orientador: Dr. Waldir Pereira Elias Junior 
 
Versão corrigida 

 

 

 

 

 

 

 

 

São Paulo 

2021 



    
 

RESUMO 
 
Freire, C.A. Papel da serinoprotease Sat na patogênese da sepse causada por 
Escherichia coli. 2021. 178 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) – Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 
 
As Escherichia coli extraintestinais (ExPEC) fazem parte da microbiota intestinal 
humana, mas podem causar doença ao acessar um sítio extraintestinal. Este 
patógeno é um dos principais causadores das infecções de corrente sanguínea (ICS), 
uma vez que utiliza diversas estratégias para evasão dos mecanismos da imunidade 
inata encontrados no sangue, como o sistema complemento. Dentre elas, destacam-
se dois membros da família das Serino Proteases Autotransportadoras de 
Enterobacteriaceae (SPATEs), denominadas Pic e EspP, cujas ações proteolíticas 
sobre o complemento já foram demonstradas. Porém, altas frequência do gene sat 
(que codifica a SPATE Sat) têm sido detectadas em cepas de E. coli isoladas de 
bacteremia, fato que sugere o envolvimento desta SPATE na patogênese das ICS. 
Sat já foi caracterizada quanto à sua ação citotóxica sobre diferentes linhagens 
celulares, incluindo células endoteliais, mas sua possível ação imunomodulatória 
ainda não foi investigada. Diante dessas evidências, o presente trabalho se propôs a 
avaliar o papel de Sat na patogênese das ICS e da sepse causada por E. coli. 
Inicialmente, uma coleção de 278 cepas de E. coli isoladas de bacteremia humana foi 
analisada quanto a presença de 12 genes que codificam SPATEs (eatA, epeA, espC, 
espI, espP, pet, pic, sat, sepA, sigA, tsh e vat). Dentre eles, sat foi o mais frequente, 
sendo detectado em 34,2% das cepas. Para continuidade do trabalho, a cepa EC071 
foi selecionada desta coleção por não possuir outros genes que codificam SPATEs 
além de sat. Seu genoma foi sequenciado e a presença de outros genes relacionados 
à resistência ação bactericida do complemento, como genes de proteínas de 
membrana externa (ompTc, ompTp e ompX) e a protease Prc foram detectados. 
Ensaios de resistência à ação bactericida do soro humano normal mostraram que a 
cepa EC071 resiste a essa atividade. A protease Sat foi purificada em sua forma nativa 
a partir do sobrenadante de cultura da cepa EC071 e utilizada em ensaios proteolíticos 
contra as proteínas do sistema complemento. As proteínas C2, C3, C3b, C4, C4b, C5, 
C6, C7, C8 e C9 foram clivados por Sat e essas clivagens foram inibidas por 
fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), um inibidor de serinoproteases. Um mutante em sat 
e mutantes complementados com o gene funcional ou não funcional foram obtidos a 
partir da EC071 e avaliados quanto a resistência à ação bactericida do soro. No 
entanto, não houve diferença significativa no fenótipo apresentado pelas construções 
em relação a cepa selvagem, indicando que Sat não é o único fator responsável por 
este fenótipo. Em um modelo murino de sepse, observou-se a redução de 50% nas 
mortes dos animais infectados pela cepa mutante em relação aos infectados pela cepa 
selvagem e a complementação de Sat funcional na cepa mutante restaurou 
parcialmente o efeito observado na cepa selvagem. Os resultados aqui apresentados 
mostram que Sat está envolvida no estabelecimento das ICS e da sepse e que, além 
de desempenhar efeitos citotóxicos, pode conferir também proteção contra o sistema 
imune do hospedeiro por meio da clivagem direta de proteínas do sistema 
complemento. 
 
Palavras-chave: Escherichia coli. Bacteremia. Sepse. Sat. SPATEs.  
  



    
 

ABSTRACT 
 
Freire, C.A. Role of the serineprotease Sat in the pathogenesis of sepsis caused 
by Escherichia coli. 178 f. Thesis (Ph.D. thesis in Microbiology) – Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 
 
Extraintestinal Escherichia coli (ExPEC) are part of the human intestinal microbiota but 
can cause disease when accessing extraintestinal sites. This pathogen is one of the 
main causes of bloodstream infections (BSI) due to several strategies used to evade 
the mechanisms of innate immunity found in the blood, such as the complement 
system. Among them, two members of the Serine Proteases Autotransporters of 
Enterobacteriaceae (SPATEs) family, named Pic and EspP, have been described 
presenting proteolytic effects against complement proteins. However, high frequencies 
of sat, which encodes the SPATE Sat, have been detected in strains of E. coli isolated 
from bacteremia, a fact that suggests the involvement of this SPATE in the 
pathogenesis of BSI. Sat has already been characterized for its cytotoxic action on 
different cell lines, including endothelial cells, but its possible immunomodulatory 
effects have not yet been investigated. Considering these evidences, the present study 
aimed to evaluate the role of Sat in the pathogenesis of BSI and sepsis caused by E. 
coli. Initially, a collection of 278 strains of E. coli isolated from human bacteremia was 
analyzed for the presence of 12 SPATEs-encoding genes. Among them, sat was the 
most frequent, detected in 34.2% of the strains. The strain EC071 was selected among 
that collection to continue the study due to the absence of other SPATEs-encoding 
genes that encode besides sat. Its whole genome was sequenced, and the presence 
of other genes related to resistance to the bactericidal action of the complement, such 
as genes coding outer membrane proteins (ompTc, ompTp e ompX) and the Prc 
protease were detected. Assays of resistance against the bactericidal action of normal 
human serum showed that the EC071 strain could resist to that activity. The protease 
Sat was purified in its native form from the culture supernatant of EC071 and used in 
proteolytic assays against proteins of the complement system. The proteins C2, C3, 
C3b, C4, C4b, C5, C6, C7, C8 and C9 were cleaved by Sat and these cleavages were 
inhibited by phenylmethylsulfonyl fluoride, a serine protease inhibitor. A mutant in sat 
and mutants complemented with the functional or non-functional sat gene were 
obtained from EC071 and tested for resistance against the bactericidal action of the 
normal human serum. However, there was no significant difference in the phenotype 
presented by the constructions in comparison to the wild-type strain, indicating that Sat 
is not the unique factor responsible for this phenotype. In a murine sepsis model, a 
50% reduction in deaths of the animals infected by the mutant strain was observed in 
relation to those infected by the wild-type strain and the complementation of functional 
sat in the mutant strain partially restored the effect observed in the wild strain. The 
results presented in this study show that Sat is involved in the establishment of BSI 
and sepsis and in addition to the cytotoxic effects, it can also provide protection against 
the immune system of the host by the direct cleavage of proteins of the complement 
system. 
 
Key words: Escherichia coli. Bacteraemia. Sepsis. Sat. SPATEs. 
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1. INTRODUÇÃO E REVISÃO DA LITERATURA 
 

1.1 Escherichia coli 
 
Escherichia coli é uma bactéria Gram negativa primeiramente descrita em 1885 

pelo pediatra alemão Theodor Escherich, que a isolou das fezes de uma criança com 

diarreia (ESCHERICH, 1988). Trata-se de um membro da família Enterobacteriaceae 

que constitui uma parte significativa da microbiota do intestino grosso de humanos e 

animais de sangue quente, sendo que a maioria das cepas vivem de forma comensal 

no cólon e raramente causam doença em indivíduos sadios (GOMES et al., 2016; 

KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).  

A estrutura genômica de E. coli é dividida em duas grandes partes. A primeira 

representa uma parte comum a todas as cepas, denominada core genome, e contém 

genes conservados necessários para as funções celulares, também chamados de 

housekeeping genes (DOBRINDT, 2005; PITOUT, 2012). A análise de alguns desses 

genes permite a classificação filogenética das cepas de E. coli em oito diferentes 

grupos (A, B1, B2, C, D, E, F e G), que representam diferentes subestruturas genéticas 

relacionadas a aspectos como o habitat e manutenção do DNA proveniente de outras 

cepas (CHAUDHURI; HENDERSON, 2012; CLERMONT; BONACORSI; BINGEN, 

2000; CLERMONT et al., 2013, 2019). A segunda parte do genoma de E. coli 

compreende um conjunto flexível de genes que não é comum para todas as cepas e 

que fornece propriedades adicionais para aquelas que as possuem. A constituição 

dessa porção é moldada por eventos de transferência genética horizontal (horizontal 

genetic transfer, HGT), através da aquisição de elementos genéticos móveis que 

podem se integrar ao cromossomo ou se replicar independentemente, como ilhas de 

patogenicidade, bacteriófagos e plasmídeos (DOBRINDT, 2005; PITOUT, 2012).  

A aquisição de genes que codificam fatores de virulência através desses 

eventos resultou no estabelecimento de clones altamente especializados, com grande 

habilidade de colonização de novos sítios e, consequentemente, capazes de causar 

doença em hospedeiros imunocompetentes (BIELASZEWSKA et al., 2007; CROXEN; 

FINLAY, 2010; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Dessa forma, a diversidade e 

versatilidade apresentadas pelas cepas de E. coli permitem que sejam divididas em 

três grandes grupos: comensais não patogênicas, patogênicas intestinais e 
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patogênicas extraintestinais (DOBRINDT, 2005; JOHNSON; RUSSO, 2002; RUSSO; 

JOHNSON, 2000). 

Geralmente, as E. coli comensais não patogênicas não possuem os 

determinantes de virulência encontrados nas cepas patogênicas, apesar de serem 

capazes de causar doença em indivíduos imunocomprometidos ou acometidos por 

alguma doença de base (JOHNSON; RUSSO, 2002; PICARD et al., 1999; RUSSO; 

JOHNSON, 2000; SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007). Já as E. coli patogênicas 

são classificadas em diferentes patótipos (Figura 1), que representam um grupo 

específico de clones que compartilham fatores de virulência e certas características 

fenotípicas (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; JOHNSON; RUSSO, 2018). No 

entanto, certos isolados combinam importantes características de virulência de 

diferentes patótipos e são considerados cepas híbridas potencialmente virulentas 

(GOMES et al., 2016; SANTOS et al., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fonte: Adaptado de Croxen e Finlay (2010). 
NMEC: E. coli causadora de meningite neonatal; SEPEC: E. coli associada à sepse; UPEC: E. coli 
uropatogênica; EHEC: E. coli enterohemorrágica; EIEC: E. coli enteroinvasora; EAEC: E. coli 
enteroagregativa; ETEC: E. coli enterotoxigênica; DAEC: E. coli que adere difusamente.  
  

Figura 1 – Patótipos reconhecidos de E. coli. 
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As E. coli patogênicas intestinais, também conhecidas como diarreiogênicas 

(DEC), são classificadas em seis patótipos, de acordo com os mecanismos de 

virulência empregados e sintomas clínicos provocados, sendo alguns deles 

considerados importantes problemas de saúde pública em alguns países (CROXEN 

et al., 2013; GOMES et al., 2016). São eles: E. coli enteropatogênica 

(enteropathogenic E. coli, EPEC), E. coli produtora de toxina de Shiga (Shiga toxin-

producing E. coli, STEC) , que inclui o grupo das E. coli enterohemorrágicas 

(enterohemorrhagic E. coli, EHEC), E. coli enteroagregativa (enteroaggregative E. coli, 

EAEC), E. coli enterotoxigênica (enterotoxigenic E. coli, ETEC), E. coli enteroinvasora 

(enteroinvasive E. coli, EIEC) e E. coli que adere difusamente (diffusely-adherent E. 

coli, DAEC) (CROXEN; FINLAY, 2010; CROXEN et al., 2013; GOMES et al., 2016; 

KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).  

As cepas de E. coli patogênicas extraintestinais (ExPEC) colonizam o trato 

intestinal de humanos de forma assintomática. No entanto, possuem uma grande 

diversidade de fatores de virulência que permitem causar doença ao acessarem sítios 

extraintestinais em indivíduos imunocompetentes (JOHNSON; RUSSO, 2018; 

RUSSO; JOHNSON, 2000; SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007; VILA et al., 

2016). Suas características moleculares e clínicas, bem como sua classificação serão 

tratadas a seguir. 

 
1.1.1 Escherichia coli patogênica extraintestinal 

 
O termo ExPEC foi proposto por Russo e Johnson (2000) para designar cepas 

filogeneticamente distintas das E. coli comensais não patogênicas e das DEC, com 

baixo ou nenhum potencial patogênico intestinal, porém capazes de colonizar o trato 

gastrointestinal efetivamente. A sua simples presença não implica no desenvolvimento 

de doença, uma vez que para isso precisam acessar, persistir e se adaptar a um sítio 

extraintestinal (JOHNSON; RUSSO, 2002; KÖHLER; DOBRINDT, 2011; MANGES et 

al., 2019; RUSSO; JOHNSON, 2000). O intestino humano é um importante 

reservatório de ExPEC, uma vez que essas cepas fazem parte da microbiota de 

indivíduos sadios (DALE; WOODFORD, 2015; ERJAVEC; ŽGUR-BERTOK, 2015; 

KÖHLER; DOBRINDT, 2011), mas outras fontes como animais de companhia, 

alimentos, água parada, esgotos e efluentes também desempenham um importante 
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papel na sua disseminação (BÉLANGER et al., 2011; JANG et al., 2017; MANGES; 

JOHNSON, 2015; WASIŃSKI, 2019).  

A virulência de ExPEC depende da sua habilidade de sobrevivência nos tecidos 

do hospedeiro, especialmente no soro (BIRAN; RON, 2018). Sua patogenicidade tem 

sido relacionada com diversos fatores de virulência, geralmente codificados por genes 

presentes em ilhas de patogenicidade ou plasmídeos e pertencentes a cinco principais 

grupos: adesinas, toxinas, sistemas de captação de ferro, protectinas e invasinas 

(JOHNSON; RUSSO, 2018; PITOUT, 2012; RODRÍGUEZ-BELTRÁN et al., 2015; 

TENAILLON et al., 2010). No entanto, tem-se observado que a patogenicidade sítio-

específica não é dependente de um único fator de virulência, mas sim de uma 

combinação de fatores com expressão coordenada e, ainda, de aspectos relacionados 

ao hospedeiro (DALE; WOODFORD, 2015). A variação dessas combinações resulta 

na diversidade de mecanismos de virulência utilizados por ExPEC, aumentando a sua 

versatilidade e potencial patogênico (VILA et al., 2016).  

Dentre os patótipos reconhecidos de ExPEC destacam-se a E. coli 

uropatogênica (uropathogenic E. coli, UPEC), E. coli associada a sepse (septicemic 

E. coli, SEPEC) e E. coli associada a meningite neonatal (neonatal-meningitis 

associated E. coli, NMEC) (Figura 1) (BIRAN; RON, 2018; KÖHLER; DOBRINDT, 

2011; LEIMBACH; HACKER; DOBRINDT, 2013). O critério utilizado para essa 

classificação se baseia no sítio de isolamento da cepa e o contexto clínico da infecção 

e, apesar de conveniente na maioria dos casos, é falho por diversos motivos. 

Primeiramente, algumas cepas também são capazes de causar infecção em sítios 

extraintestinais diferentes daquele onde foi primeiramente isolada. Em segundo lugar, 

cepas pouco ou não virulentas podem causar infecção em sítios extraintestinais em 

indivíduos imunocomprometidos, evidenciando a importância do estado do 

hospedeiro no desenvolvimento da infecção. Finalmente, apesar da patogênese de 

algumas dessas infecções ser relacionada com a presença de fatores de virulência 

específicos, como as fímbrias do tipo 1 e P no caso das ITU e a cápsula do grupo 2 

no caso da meningite, sabe-se que esses fatores de virulência não estão restritos a 

cepas isoladas desses sítios (DALE; WOODFORD, 2015; VILA et al., 2016). Ainda, o 

patótipo E. coli patogênica aviária (avian pathogenic E. coli, APEC) também é 

reconhecido como responsável pela ocorrência de colibacilose septicêmica em aves 

utilizando mecanismos de virulência bem delineados. No entanto, algumas de suas 

cepas são geneticamente muito próximas das ExPEC isoladas de humanos e são 
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relacionadas à ocorrência de infecções extraintestinais de origem alimentar neste 

hospedeiro (KÖHLER; DOBRINDT, 2011; MANGES; JOHNSON, 2015; MARKLAND 

et al., 2015; MELLATA; JOHNSON; CURTISS, 2017; SAROWSKA et al., 2019).  

Outra forma de classificação das ExPEC é baseada na determinação do 

potencial patogênico extraintestinal de uma cepa, por meio da análise de sua 

virulência intrínseca (DALE; WOODFORD, 2015; VILA et al., 2016). Estudos 

envolvendo a caracterização genética dos fatores de virulência e a observação da 

virulência extraintestinal em modelos animais de diferentes coleções de E. coli, 

isoladas das fezes ou de sítios extraintestinais de humanos, permitiram que Johnson 

et al. (2003) propusessem a utilização de cinco diferentes genes como indicadores 

independentes da virulência intrínseca de uma cepa: papA e/ou papC (operon que 

codifica a fimbria P), sfa/foc (operon que codifica a fímbria S), afa/dra (operon que 

codifica adesinas da família Dr), iutA (gene que codifica o receptor de aerobactina) e 

kpsMTII (operon que codifica a cápsula do grupo 2). Dessa forma, a presença de dois 

ou mais desses genes indica que a cepa é capaz de causar doença extraintestinal em 

um indivíduo imunocompetente, sendo denominada ExPEC ou ExPEC+. 

Consequentemente, cepas que não atendem a este critério são denominadas não-

ExPEC ou ExPEC- (JOHNSON et al., 2003).  

Em relação à classificação filogenética, as cepas de ExPEC pertencem 

principalmente aos filogrupos B2 e D, conhecidos por reunir cepas bastante virulentas 

(JOHNSON; RUSSO, 2002; LEIMBACH; HACKER; DOBRINDT, 2013; PICARD et al., 

1999; PITOUT, 2012). No entanto, essas divisões não são absolutas e isolados não 

pertencentes aos filogrupos B2 ou D já foram associados à ocorrência de doença 

extraintestinal (DALE; WOODFORD, 2015). Sua plasticidade genômica permitiu a 

emergência de linhagens hipervirulentas e, muitas vezes, multirresistentes aos 

antibióticos, fazendo com que as ExPEC sejam cada vez mais reconhecidas como 

importantes patógenos associados a diferentes infecções extraintestinais (DALE; 

WOODFORD, 2015; MANGES; JOHNSON, 2015).  

O impacto clínico e econômico das infecções provocadas por ExPEC é 

significativo, uma vez que necessitam de acompanhamento médico e muitas vezes 

resultam na perda de produtividade e morbidade prolongada do indivíduo acometido 

(MANGES et al., 2019; SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007). Essas infecções 

podem ser tanto de origem nosocomial como adquiridas na comunidade e dentre elas, 

destacam-se as infecções do trato urinário (ITU), infecções abdominais e pélvicas, 
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pneumonia, meningite e infecções da corrente sanguínea (ICS) (RUSSO; JOHNSON, 

2003).  

As ICS causadas por ExPEC podem ser primárias, tanto pela translocação 

bacteriana a partir do intestino como através de dispositivos médicos intravasculares, 

ou secundárias a outras infecções extraintestinais, especialmente as ITU (MELLATA 

et al., 2016; RUSSO; JOHNSON, 2003; SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007; VILA 

et al., 2016). A presença de E. coli na corrente sanguínea pode provocar a indução de 

uma forte resposta inflamatória do hospedeiro e levar ao desenvolvimento de sepse, 

quadro fortemente associado a altas taxas de mortalidade e morbidade (MIAJLOVIC; 

SMITH, 2014; RUSSO; JOHNSON, 2003). 

 

1.2 Bacteremia e infecções da corrente sanguínea 

 
A presença de bactérias na corrente sanguínea é denominada bacteremia. Este 

quadro pode resultar tanto de atividades rotineiras, como escovar os dentes e a 

realização de pequenos procedimentos médicos, como de outras infecções já 

estabelecidas no hospedeiro, geralmente de origem intra-abdominal, nos tratos 

respiratório e urinário ou ainda, por dispositivos médicos como cateteres e sondas. O 

acesso da bactéria ao sangue pode levar a dois diferentes resultados: a bacteremia 

pode ser transiente e clinicamente benigna, com a eliminação bem sucedida do 

patógeno pelo sistema imune do hospedeiro, ou evoluir para uma infecção de corrente 

sanguínea, devido a falha ou subversão pela bactéria desses mecanismos imunes 

e/ou na presença de alterações anatômicas que facilitam a constante entrada da 

bactéria no sangue (CHRISTAKI; GIAMARELLOS-BOURBOULIS, 2014). 

A ICS é decorrente da presença de bactérias (ou outros microrganismos) 

viáveis no sangue que iniciam uma resposta inflamatória caracterizada por alterações 

clínicas, laboratoriais e hemodinâmicas no hospedeiro (VISCOLI, 2016). O padrão 

ouro para o diagnóstico da ICS é a realização da hemocultura, cujo resultado positivo 

deve ser criteriosamente interpretado em virtude de possíveis contaminações 

oriundas da falha dos procedimentos de assepsia durante a coleta das amostras 

(LAUPLAND; CHURCH, 2014; SINHA et al., 2018). É importante ressaltar que o 

isolamento de E. coli de hemoculturas é sempre clinicamente significativo, 

especialmente na presença de outras infecções extraintestinais previamente 

diagnosticadas (RUSSO; JOHNSON, 2003; SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007).  
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O estabelecimento e evolução da ICS dependem de fatores como o agente 

infeccioso envolvido e sua virulência, frequência de invasão da corrente sanguínea 

(contínua ou intermitente), recursos diagnósticos disponíveis, resposta do hospedeiro 

à infecção e início do tratamento adequado e em tempo hábil (VENDEMIATO et al., 

2015). Os gêneros mais frequentemente isolados são E. coli, Klebsiella pneumoniae, 

Pseudomonas spp e Acinetobacter baumannii, dentre as bactérias Gram negativas, e 

Staphylococcus aureus, estafilococos coagulase negativa e Enterococcus faecalis, 

dentre as Gram positivas (BHARADWAJ et al., 2014). No Brasil, alguns estudos 

relatam uma alternância entre Gram negativos e Gram positivos como principais 

agentes causadores dessas infecções, sendo E. coli um dos Gram negativos mais 

frequentemente isolados (CARLESSE et al., 2016; MENEZES et al., 2013; PEREIRA 

et al., 2013; VENDEMIATO et al., 2015; SABINO et al., 2019).  

É importante salientar que os termos ICS e bacteremia são erroneamente 

utilizados como sinônimos. Enquanto o primeiro é mais abrangente, uma vez que a 

ICS pode ser causada por diferentes microrganismos e implica na obtenção de uma 

hemocultura positiva associada aos sintomas clínicos de infecção, a bacteremia pode 

ocorrer de forma transiente sem associação com uma infecção estabelecida 

(LAUPLAND; CHURCH, 2014). 

Ao acessar o sangue, a bactéria encontra o sistema imune inato do hospedeiro 

e, na maioria das vezes, a eliminação do patógeno ocorre de maneira eficiente por 

meio de várias reações pró-inflamatórias que ocorrem de forma protetora e 

balanceada. No entanto, o patógeno pode prevalecer e continuar se multiplicando, 

fazendo com que a resposta do hospedeiro se torne descompensada e danosa. A 

falha na eliminação do patógeno causador da ICS pode provocar a evolução do 

quadro para a sepse (VAN DER POLL et al., 2017), que se diferencia da infecção 

devido a resposta desregulada ou exacerbada do hospedeiro e pela presença de 

disfunção orgânica (SINGER et al., 2016).  

 
1.3 Sepse e choque séptico 

 

A sepse é definida como uma disfunção orgânica causada por uma resposta 

desregulada do hospedeiro frente a uma infecção. Trata-se de uma resposta 

multifatorial do hospedeiro à um patógeno, que pode ser influenciada por fatores 

endógenos, como a presença de doenças pré-existentes e comorbidades, a 
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administração de determinados medicamentos e outras intervenções. A complicação 

da sepse é denominada de choque séptico, onde passam a ocorrer alterações 

circulatórias, celulares e metabólicas graves suficientes para aumentar 

substancialmente o risco de morte (SINGER et al., 2016). 

A Organização Mundial da Saúde (World Health Organization, WHO) colocou 

a sepse como prioridade global no ano de 2017 e divulgou uma série de diretrizes 

para melhora de sua prevenção, do seu diagnóstico e gerenciamento (WHO, 2017). 

Em seu relatório nacional do “Programa de Melhoria de Qualidade – Protocolos 

Gerenciados de Sepse” referente ao ano de 2019, o Instituto Latino-Americano de 

Sepse (ILAS) reporta a ocorrência de 12.340 casos de sepse e 3.231 casos de choque 

séptico nos 84 hospitais brasileiros incluídos no programa, com uma taxa de letalidade 

de 20,4% e 56,7% respectivamente. No entanto, esses dados não refletem a realidade 

de todos os serviços de saúde do país, uma vez que levam em consideração apenas 

os hospitais participantes do programa, que adotam medidas para a diminuição 

desses casos (ILAS, 2019). Dados mais abrangente foram obtidos em um estudo 

multicêntrico realizado por Machado et al. (2017) em unidades de terapia intensiva 

(UTI) brasileiras, onde estimou-se a ocorrência anual de aproximadamente 420.000 

casos de sepse, com uma taxa de mortalidade de 55,7%. 

A sepse e o choque séptico devem ser tratados como emergência médica. 

Sinais clínicos e parâmetros laboratoriais dos pacientes com suspeita de um desses 

quadros devem ser rapidamente avaliados, para que um tratamento adequado seja 

iniciado em tempo hábil (CECCONI et al., 2018). 
 

1.4  Reconhecimento de patógenos pelo sistema imune e patogênese da 

sepse 
 

A patogênese da sepse é complexa e envolve múltiplos aspectos da interação 

entre o patógeno e o hospedeiro. O reconhecimento de patógenos e a resultante 

ativação celular são fundamentais para o controle da infecção, no entanto a resposta 

inflamatória do hospedeiro também é substrato para a mudança fisiopatológica 

ocorrida na sepse (SALOMÃO et al., 2019). 

A resposta do hospedeiro a um patógeno invasor é iniciada por uma série de 

reações do sistema imune inato, que se iniciam por meio do reconhecimento de 

estruturas moleculares conservadas presentes na superfície do invasor, denominadas 
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padrões moleculares associados ao patógeno (pathogen-associated molecular 

patterns, PAMPs). Células do sistema imune inato, como as células dendríticas, 

macrófagos e neutrófilos, reconhecem esses PAMPs por meio de seus receptores 

reconhecedores de padrão (pattern recognition receptors, PRRs) expressos na sua 

superfície ou no seu citoplasma. A interação entre PAMPs e PRRs leva à produção 

de citocinas pró inflamatórias e quimiocinas, que promovem o recrutamento de 

fagócitos e ativação local dos sistemas complemento e de coagulação. Normalmente, 

o desencadeamento dessas reações inflamatórias leva à eliminação do patógeno e 

mecanismos compensatórios que diminuem a inflamação permitem o retorno a 

homeostase (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015; KUMAR; KAWAI; AKIRA, 2011; VAN 

DER POLL et al., 2017).  

No entanto, quando o patógeno subverte esses mecanismos da imunidade 

inata e continua se multiplicando, mesmo com a resposta imune em andamento, esta 

acaba ficando desregulada e começa a ser danosa ao hospedeiro. A partir daí, 

ocorrem simultaneamente inflamação excessiva e supressão imune desreguladas, 

características da sepse. Destaca-se a liberação de padrões moleculares associados 

ao dano (damage-associated molecular patterns, DAMPs) decorrentes do dano celular 

provocado pela inflamação excessiva, que são reconhecidos pelos PRRs e estimulam 

a ativação da resposta imune da mesma forma que os PAMPs, agravando assim a 

resposta inflamatória. A supressão imune é uma tentativa de regulação da resposta 

inflamatória excessiva, por meio de mecanismos como a apoptose de células 

dendríticas, linfócitos T e B, reprogramação de células apresentadoras de antígenos 

e outros (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015; KUMAR; KAWAI; AKIRA, 2011; VAN DER 

POLL et al., 2017). 

 

1.4.1 Sistema complemento 

 
O sistema complemento faz parte do sistema imune inato e uma de suas 

principais funções é a eliminação de patógenos, além de ser responsável por evitar a 

destruição autóloga por meio da remoção de complexos imunes e eliminar células 

apoptóticas e tumorais. Ainda, contribui para a imunidade adaptativa, aumentando a 

produção de anticorpos, memória imunológica e a resposta de células T (LÓPEZ-

LERA et al., 2019; MACEDO; ISAAC, 2016). 
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Ele é composto por uma série de proteínas expressas em superfícies celulares 

ou presentes no plasma, sendo estas últimas produzidas principalmente pelo fígado. 

O complemento atua na circulação e nos tecidos, e sua ativação é minuciosamente 

controlada para evitar o consumo excessivo dessas proteínas plasmáticas e dano 

tecidual. Ainda, as proteínas do complemento também podem atuar como receptores 

de superfície celular e mediar importantes interações com as células do sistema 

imune. De forma geral, a ativação do sistema complemento durante uma infecção leva 

à inflamação, opsonização, fagocitose e destruição do patógeno. Se necessário, 

também promove a ativação da resposta imune adaptativa (LUBBERS et al., 2017; 

MACEDO; ISAAC, 2016; MERLE et al., 2015ª). 

Sua ativação pode ocorrer por três diferentes vias: clássica, alternativa e das 

lectinas (Figura 2). Patógenos podem ativar o complemento por qualquer uma das três 

vias, sendo que a(s) via(s) utilizada(s) será determinada pela composição do 

envoltório celular do invasor (MERLE et al., 2015b). As vias clássica e das lectinas 

utilizam moléculas “sensoras” para o reconhecimento de padrões distintos presentes 

nas superfícies celulares, enquanto a via alternativa se inicia pela clivagem 

espontânea de C3 (revisado em MERI, 2016). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Adaptado de Hallström e Riesbeck (2010). 

 

Figura 2 – Vias de ativação do sistema complemento. 
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A molécula de reconhecimento e ativação da via clássica é C1q, que reconhece 

complexos imunes compostos por IgM ou IgG. Apesar de também ser conhecida como 

via anticorpo-dependente, C1q também pode ativar a via clássica por meio do 

reconhecimento direto de estruturas presentes no patógeno invasor (como 

lipopolissacarídeos, ácidos teicócios e porinas) ou ainda, com o auxílio de moléculas 

de reconhecimento endógenas, como as pentatraxinas. O complexo C1qr2s2 é 

formado pelas serinoproteases C1r e C1s, que são ativadas após a ligação de C1q à 

porção Fc de anticorpos ligados à superfície do patógeno. C1s cliva C4 em C4a e 

C4b, levando a deposição de C4b nas superfícies vizinhas ao sítio de ativação, 

promovendo a opsonização do patógeno. Por meio da clivagem de C2 ligado a C4b 

pela protease C1s, forma-se a C3 convertase da via clássica denominada C4b2a, que 

promove a clivagem de C3 em C3a e C3b. Enquanto C3a está envolvida em processos 

pró-inflamatórios, C3b participa de processos como a opsonização e da formação das 

C5 convertases das três vias de ativação do sistema complemento, responsáveis pela 

clivagem de C5 em C5a e C5b (LUBBERS et al., 2017; MERI, 2016; RICKLIN et al., 

2010). A ativação da via clássica é regulada por uma molécula serpina denominada 

inibidor de C1, que se liga à C1r e C1s e inativa essas proteases, promovendo a 

dissociação do C1qr2s2 e a liberação da molécula de C1q (MERLE et al., 2015a).  

No caso da via das lectinas, lectinas ligadoras de manose (manose-binding 

lectins, MBL) e ficolinas atuam como moléculas de reconhecimento e ativação e estão 

associadas a serinoproteases (MBL-associated serineproteases, MASPs) 

semelhantes a C1r e C1s. A partir do reconhecimento de carboidratos contendo 

manose ou N-aceti-glucosamina presentes na superfície do patógeno, MASP-1 ativa 

MASP-2, que cliva C4 e C2, formando a mesma C3 convertase da via clássica 

(LUBBERS et al., 2017; MERI, 2016; RICKLIN et al., 2010). A regulação da iniciação 

da via das lectinas é influenciada por MASP-3 e pelas proteínas MBL-associated 

proteins of 44 and 19 kDa (Map-44 e Map19), que possuem homologia com MASP-1 

e MASP-2 e tem afinidade similar pelas MBL e ficolinas. Essas proteínas competem 

com MASP-1 e MASP-2, mas não podem clivar C2 e C4. Ainda, o inibidor de C1 

também pode interferir na ativação dessa via por meio da inibição de MASP-1 e 

MASP-2 (MERLE et al., 2015a). 

A via alternativa está constantemente ativada em baixos níveis, permitindo a 

resposta imediata a patógenos invasores (REIS et al., 2019). O sistema de ativação 

da via alternativa é formado por C3, fatores B, D e properdina e é regulada pelos 
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fatores H e I. C3 é uma molécula central na via alternativa, abundante no plasma e 

praticamente inerte em sua forma nativa. No entanto, uma pequena fração dessa 

molécula sofre hidrólise espontânea e forma C3(H2O). O fator B é uma protease que 

se liga ao C3(H2O) e é clivada pelo fator D, formando a C3 convertase inicial 

C3(H2O)Bb. C3(H2O)Bb cliva então moléculas de C3 nativas em C3a e C3b na 

presença de íons magnésio. Paralelamente, a properdina atua de forma semelhante 

às moléculas de reconhecimento das outras vias e reconhece PAMPs. C3b é então 

atraído para a superfície do patógeno reconhecido pela properdina e o mesmo se liga 

ao fator B, que é novamente clivado pelo fator D. Forma-se então o complexo C3bBb, 

que constitui a C3 convertase definitiva da via alternativa (MERI, 2016; RICKLIN et al., 

2010). 

Todas as C3 convertases ligadas à superfície do patógeno, 

independentemente de sua via de origem, podem induzir amplificação da via 

alternativa por meio da ativação de C3. A molécula de C3b resultante é rapidamente 

depositada nas superfícies próximas do local de ativação e forma a C3 convertase 

majoritária da via alternativa, C3bBb, na presença de fator B e fator D. Cria-se assim 

um eficiente ciclo de clivagem de C3 e montagem de convertase que amplifica a 

cascata significativamente (RICKLIN et al., 2010). A atividade das C3 convertases é 

regulada pelo fator I, uma serinoprotease presente no plasma que cliva C3b e C4b na 

presença de diferentes cofatores. O principal cofator para clivagem de C3b é o fator 

H, enquanto para C4b é proteína ligadora de C4b (C4b binding protein, C4BP). Além 

de clivar C3b e C4b, o fator I também pode atuar na dissociação das C3 convertases 

(MERLE et al., 2015a). 

A amplificação da via alternativa aumenta consideravelmente a quantidade de 

C3b disponível e leva à formação gradual de convertases que contém uma molécula 

extra de C3b (C4b2a3b ou C3bBb3b), mudando a especificidade do substrato de C3 

para C5. Essas C5 convertases clivam C5 em C5a e C5b. Enquanto C5a é uma 

anafilotoxina que está envolvida em processos de regulação da resposta inflamatória 

originada com o reconhecimento inicial do patógeno, C5b está envolvido na ativação 

da via terminal (RICKLIN et al., 2010).  

A clivagem de C5 provoca mudanças estruturais significativas na molécula de 

C5b e a ligação à C6 é necessária para estabilização de sua estrutura. A seguir, C5b6 

se liga à C7 e o complexo formado se insere no envoltório do patógeno. Então, C8 se 

liga à C5b7 e induz a ligação de diversas moléculas de C9 no complexo C5b8, 
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culminando na formação do complexo de ataque à membrana (membrane attack 

complex, MAC ou C5b9n) (MERLE et al., 2015ª; RICKLIN et al., 2010). O MAC constitui 

um poro transmembrana inserido na membrana do patógeno, que provoca a sua 

eliminação por lise osmótica (MORGAN; BOYD; BUBECK, 2017). Enquanto bactérias 

Gram negativas são bastante susceptíveis, as Gram positivas possuem uma parede 

celular muito espessa, o que impede a inserção do MAC e as torna resistentes a 

eliminação pelo complemento (MERLE et al., 2015a). 

A formação do MAC é minuciosamente controlada para evitar o dano acidental 

de tecidos do hospedeiro e para tal, C8 desempenha um papel duplo de formação e 

regulação do complexo. A formação do poro só é bem sucedida quando C8 se liga a 

um complexo C5b7 previamente inserido em um envoltório celular. Do contrário, a 

ligação de C8 a C5b7 induz alterações conformacionais que resultam na perda da 

habilidade de formação MAC (MERLE et al., 2015a). Ainda, alguns patógenos são 

capazes de reparar o dano provocado pelo MAC em seus envoltórios (MERLE et al., 

2015b).  

Outra forma de eliminação de patógenos pelo sistema complemento é a 

opsonização. Trata-se da deposição de fragmentos de C3b na superfície dos 

patógenos alvo, permitindo o seu reconhecimento, internalização e destruição por 

células fagocitárias como neutrófilos, monócitos e macrófagos, que expressam 

receptores específicos para esses fragmentos. Ainda, a opsonização resultante da 

ativação direta da via alternativa permite a eliminação do patógeno antes mesmo que 

a imunidade adaptativa seja ativada (MERLE et al., 2015b).  

 

1.5 Mecanismos de resistência à ação bactericida do soro 
 

A capacidade de resistir à ação bactericida do soro humano é um pré-requisito 

essencial para a sobrevivência e disseminação do patógeno na corrente sanguínea 

do hospedeiro. Importantes estratégias de evasão ao sistema complemento, o 

principal responsável por essa atividade bactericida e que é rapidamente ativado após 

o primeiro contato com o invasor, já foram identificadas em diversos patógenos e têm 

como alvo diferentes pontos da ativação e regulação desse sistema (ABREU; 

BARBOSA, 2017; FERNÁNDEZ; GÓMEZ; VEJA, 2019; MIAJLOVIC; SMITH, 2014). 

Dentre essas estratégias destacam-se o mimetismo molecular de moléculas 

reguladoras do complemento, a clivagem direta de moléculas do sistema por 
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proteases secretadas, o sequestro e aquisição de reguladores do complemento 

produzidos pelo hospedeiro e a interferência da sinalização celular com anafilotoxinas. 

Enquanto alguns patógenos se desvencilham pela ação de fatores de virulência que 

interagem com pontos específicos da cascata de reações envolvidas na ativação e 

regulação do complemento, outros empregam mais de uma estratégia de evasão de 

forma a assegurar o bloqueio efetivo do sistema (ABREU; BARBOSA, 2017; 

FERNÁNDEZ; GÓMEZ; VEJA, 2019).  

Os principais mecanismos de resistência ao soro utilizados por E. coli estão 

descritos na Tabela 1. Dentre eles, destaca-se a produção de proteases de diferentes 

classes, envolvidas no bloqueio da ativação do sistema complemento com alvos em 

diferentes pontos do sistema (ABREU; BARBOSA, 2017). As serinoproteases Pic e 

EsP, membros da família das Serinoproteases Autotransportadoras de 

Enterobacteriaceae (SPATEs) possuem ação proteolítica sobre diferentes moléculas 

da cascata de ativação e juntamente com os outros membros dessa família, 

constituem importantes fatores de virulência envolvidos na patogênese de E. coli 

(ABREU et al., 2015, 2016; ORTH et al., 2010; RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014). 
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Tabela 1 – Principais mecanismos de resistência ao soro utilizados por E. coli. 

Grupo Fator de 
virulência Mecanismo Referência 

C
áp

su
la

 
po

lis
sa

ca
ríd

i
ca

 Cápsulas dos 
grupos 2, 3 e 4 

Barreira estérica que confere 
proteção à membrana externa da 

deposição de moléculas do 
complemento e fagocitose 

Sequestro de fator H por meio da 
ligação com ácido siálico 

Meri; Pangburn, 
1994;  

Whitfield, 2006; 
Biran; Rosenshine; 

Ron, 2020 

P
ro

te
as

es
 

EspP Clivagem direta de C3/C3b e C5 Orth et al., 2010 

Pic Clivagem direta de C2, C3/C3b e 
C4/C4b 

Abreu et al., 2015, 
2016 

StcE Potencializa C1-IHN e diminui 
ativação da via clássica 

Lathem; Bergsbaken; 
Welch, 2004 

Prc Interfere com a ativação da via 
clássica e deposição do MAC Wang et al., 2012 

P
ro

te
ín

as
 d

e 
m

em
br

an
a 

ex
te

rn
a 

OmpA 
Interage com C4BP, permitindo a 
inativação de C3b e C4b mediada 

por fator I 

Prasadarao et al., 
2002;  

Wooster et al., 2006 

OmpW Ligação ao fator H, impede ativação 
da via alternativa Li et al., 2016 

NlpI 
Deposição de C4BP na superfície da 

bactéria e evita a ativação da via 
clássica 

Tseng et al., 2012 

P
ro

te
ct

in
as

 

TraT 
(lipoproteína de 

membrana 
externa) 

Aparentemente inibe estágios finais 
da atividade do MAC e a formação 

do complexo C5b6 
Também pode afetar a deposição de 
C3b na superfície bacteriana e afetar 

a permeabilidade da membrana 
externa 

Binns; Mayden; 
Levine, 1982;  

Aguero et al., 1984;  
Sukupolvi; O’Connor, 

1987 

Iss 
(proteína de 

sobrevivência ao 
soro aumentada) 

Aparentemente interfere com os 
complexos finais do MAC 

Binns; Mayden; 
Levine, 1982 
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1.6 Serinoproteases autotransportadoras da família Enterobacteriaceae 
 

As Serinoproteases Autotransportadoras de Enterobacteriaceae (SPATEs) 

constituem uma superfamília de fatores de virulência secretados para o meio 

extracelular e altamente prevalentes entre enteropatógenos, incluindo E. coli e 

Shigella. Essas proteases possuem estrutura e funcionalidade muito semelhantes e 

degradam substratos intra e/ou extracelulares, levando a diversos efeitos danosos nas 

células hospedeiras (RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014). Uma de suas principais 

características é o fato de que essas proteases estão entre as proteínas mais 

secretadas por seus respectivos patógenos (DAUTIN, 2010; HENDERSON; NATARO, 

2001).  

 
1.6.1 Características moleculares 

 
As SPATEs são enquadradas na categoria das serinoproteases tripsina-like e 

denominadas autotransportadoras devido à estrutura de sua molécula e sistema de 

secreção utilizado para a sua translocação para o meio externo. A estrutura geral 

dessas proteases é formada por três domínios funcionalmente distintos: um peptídeo 

sinal na extremidade N-terminal, um domínio passageiro e um domínio translocador 

na extremidade C-terminal (Figura 3) (POKHAREL et al., 2019; RUIZ-PEREZ; 

NATARO, 2014; YEN et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Adaptado de Dautin (2010). 

  

Figura 3 – Estrutura molecular das SPATEs. 
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O peptídeo sinal contém de 48-59 resíduos de aminoácidos e possui uma 

estrutura bastante convencional, com a extremidade N-terminal bem conservada (com 

cerca de 25 resíduos de aminoácidos). Está envolvido na translocação das SPATEs 

através da membrana interna, uma vez que possui uma sequência sinal reconhecida 

pelo sistema Sec-translocase. Já o domínio translocador é bastante conservado, 

contendo exatamente 277 resíduos de aminoácidos em todas as SPATEs, com 

identidades variáveis entre 60-99%. Também é conhecido como domínio β e adquire 

a conformação de um β-barril ao se inserir na membrana externa da bactéria, 

permitindo a passagem do domínio passageiro para o meio extracelular. Por fim, o 

domínio passageiro é o responsável pelas funções efetoras das SPATEs. Ele varia 

em tamanho (entre 954 e 1050 resíduos de aminoácidos) e identidade (23-50%) e 

após a sua secreção, adquire a conformação rica em folhas β e se dobram em uma 

estrutura helicoidal de folhas paralelas. Na sua extremidade N-terminal, encontra-se 

o motivo conservado de serinoproteases (GDSGS, onde a primeira serina constitui o 

sítio catalítico), responsável pelas propriedades proteolíticas das SPATEs. Os 

domínios passageiros e translocador estão unidos por um pequeno domínio em forma 

de α-hélice denominado de domínio linker, onde existe um sítio conservado 

FxxEVNNLNK que sofre autoproteólise para liberação do domínio passageiro no meio 

externo (DAUTIN, 2010; NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011; RUIZ-PEREZ; NATARO, 

2014). 
 

1.6.2 Secreção para o meio externo 

 
Os sistemas de secreção de proteínas utilizados por bactérias patogênicas são 

essenciais para sua virulência e estão agrupados de acordo com o seu mecanismo, 

composição e relação evolutiva (DURAND et al., 2009). Em bactérias Gram negativas 

essas maquinarias podem ser divididas em duas categorias: as que estão inseridas 

tanto na membrana interna como na externa, incluindo os sistemas de secreção do 

tipo I, II, III, IV e VI, e as que estão inseridas apenas na membrana externa, incluindo 

o sistema de secreção do tipo V (SST5) e os sistemas chaperona-usher e curli (tipos 

VII e VIII, respectivamente) (COSTA et al., 2015; FAN et al., 2016).  

O sistema de secreção do tipo V (SST5) é exclusivo das bactérias Gram 

negativas, uma vez que se insere apenas na membrana externa. Em comparação com 

os outros sistemas de secreção, sua estrutura é muito mais simples e sua fonte de 
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energia para o transporte de proteínas é desconhecida, uma vez que não há energia 

disponível no periplasma. Ainda, a estrutura das proteínas secretadas por esse 

sistema sugere que todos os elementos necessários para a sua translocação para o 

meio externo estão codificados na sua própria molécula. Todas essas características 

fizeram que o SST5 também fosse conhecido como via autotransportadora. No 

entanto, demonstrou-se ao que o SST5 depende de outros dois complexos proteicos, 

denominados Sistema Sec e Complexo Bam, para a translocação de proteínas 

através das membranas interna e externa, respectivamente (HENDERSON et al., 

2004; MEUSKENS et al., 2019).  

As variações observadas no SST5 levaram à sua classificação em cinco 

diferentes subclasses (Va-e), considerando suas diferenças estruturais e de seus 

processos de biogênese. O SST5a é considerado o protótipo clássico de secreção 

das autotransportadoras e é a via utilizada para a secreção das SPATEs 

(BERNSTEIN, 2019; RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014).  

O processo de secreção das SPATEs pode ser observado na Figura 4. Após a 

tradução, a molécula da SPATE sofre a ação da chaperona citoplasmática SecB, que 

a reconhece através de seu peptídeo sinal e impede o dobramento da molécula. SecB 

direciona seus substratos para a ATPase SecA, que por sua vez, direciona a proteína 

para o canal SecYEG. O peptídeo sinal é então clivado e a SPATE é secretada no 

periplasma, onde permanecerá em sua forma não dobrada através da ação das 

chaperonas periplasmáticas SurA, Skp e DegP. A proteína BamA, componente do 

complexo Bam, promove a montagem e inserção do β-barril da SPATE na membrana 

externa, de maneira que um poro seja formado e haja a passagem do domínio 

passageiro para o meio externo, a partir da sua extremidade C-terminal. Após o 

término da translocação, ocorre uma autoproteólise catalisada pelo β-barril entre as 

duas asparaginas presentes no sítio conservado do domínio linker e o domínio 

passageiro é liberado para o meio extracelular (COSTA et al., 2015; GREEN; 

MECSAS, 2016; HENDERSON et al., 2004; LEYTON; ROSSITER; HENDERSON, 

2012; MEUSKENS et al., 2019).  
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Fonte: Adaptado de Pokharel et al. (2019). 

LPS: Lipopolissacarídeos; ME: membrana externa; MI: membrana interna. 

 
1.6.3 Classificação das SPATEs 

 

Os domínios passageiros de cada uma das SPATEs são os responsáveis pelas 

suas propriedades de virulência, como citotoxicidade e interação com componentes 

no sistema imune. A análise das características e sequências de aminoácidos desses 

domínios permite a divisão dessa família de proteases em duas classes, que 

apresentam diferentes especificidades por substratos e funções biológicas, conforme 

Figura 4 – Secreção das SPATEs para o meio externo. 
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demonstrado na Figura 5 (HENDERSON; NAVARRO-GARCIA; NATARO, 1998; 

RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014; YEN et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Fonte: Adaptado de Ruiz-perez e Nataro (2014). 

 

 

As SPATEs de classe 1 são conhecidas pela sua ação citotóxica em cultura de 

células ou atividade de enterotoxina em tecidos intestinais (DUTTA et al., 2002; RUIZ-

PEREZ; NATARO, 2014). As SPATEs EspP (BRUNDER; SCHMIDT; KARCH, 1997), 

Sat (GUYER et al., 2000), Pet (ESLAVA et al., 1998), SigA (AL-HASANI et al., 2000) 

e EspC (MELLIES et al., 2001) são os membros desta classe que já foram 

caracterizados. Já a classe 2 compreende as SPATEs com atividade mucinolítica, que 

resulta em vantagens para colonização de mucosas e modulação imune (DUTTA et 

Figura 5 – Classificação das SPATEs. 
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al., 2002; RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014). Os membros já caracterizados dessa classe 

são Pic (HENDERSON et al., 1999), Tsh (PROVENCE; CURTISS, 1994), Vat 

(PARREIRA; GYLES, 2003), SepA (BENJELLOUN‐TOUIMI; SANSONETTI; 

PARSOT, 1995), EatA (PATEL et al., 2004), EpeA (LEYTON et al., 2003) e EspI 

(SCHMIDT et al., 2001). No entanto, uma sobreposição de funções entre as classes 

tem sido observada. Orth et al. (2010) demonstrou que EspP, uma SPATE de classe 

1 com efeitos citotóxicos bem caracterizados, também exerce ação proteolítica sobre 

moléculas do sistema complemento in vitro, enquanto Andrade (2019) demonstrou 

que SepA, uma SPATE de classe 2, tem ação citotóxica sob diversos tipos celulares. 

Recentemente, três novas SPATEs foram caracterizadas por Habouria et al. 

(2019). A análise comparativa de suas sequências preditas de aminoácidos 

demonstrou que as SPATEs TagB e Sha pertencem a classe 2, enquanto TagC 

pertence a classe 1. Apesar dessa divisão, as três SPATEs apresentaram efeitos 

citopáticos e atividade de hemaglutinação em diferentes condições (HABOURIA et al., 

2019; POKHAREL et al., 2020), evidenciando mais uma vez essa sobreposição de 

funções. 

 

1.6.4 Frequência das SPATEs entre os patótipos de E. coli 

 
Os membros já caracterizados da família das SPATEs foram primeiramente 

descritos em diferentes patótipos de E. coli e em Shigella flexneri (Figura 6), estando 

envolvidos em importantes estágios da patogênese de doenças intestinais e 

extraintestinais. O fato de os genes que codificam SPATEs estarem presentes em 

elementos móveis como plasmídeos, pró-fagos ou ilhas de patogenicidade favorece a 

transferência horizontal de genes e permite que as SPATEs não permaneçam restritas 

a um determinado patótipo. No entanto, análises de coleções de E. coli isoladas de 

diarreia, ITU e ICS realizadas nos últimos anos demonstram a maior frequência de 

uma determinada SPATE em isolados pertencentes ao patótipo em que a mesma foi 

primeiramente descrita (DAUTIN, 2010; TAPADER et al., 2014). 
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Figura 6 – Patótipos de E. coli e S. flexneri relacionados à primeira descrição das SPATEs 
caracterizadas até o momento. 
 

Fonte: Freire (2020) (este trabalho). 

 

 

No que diz respeito à presença de genes que codificam SPATEs em ExPEC, 

dois trabalhos avaliaram de forma abrangente a frequência desses genes em cepas 

de E. coli isoladas da corrente sanguínea. Tapader et al. (2014) e Mandomando et al. 

(2020), verificaram a maior frequência de vat (51% e 19,5%, respectivamente) e sat 

(39% e 10%, respectivamente) entre as cepas analisadas, enquanto baixas 

frequências de pic (9% e 6%, respectivamente) e outros genes de SPATEs 

primeiramente descritos em DEC, como espP, sepA, sigA, eatA e pet, foram 

detectadas. Outros estudos envolvendo cepas isoladas de corrente sanguínea, mas 

com foco no perfil geral de virulência das cepas, verificaram a presença de sat e vat 

em frequências que variaram entre 25-70% e 40-70%, respectivamente (ANANIAS; 

YANO, 2008; CLERMONT et al., 2017; MAHJOUB-MESSAI et al., 2011; MAMANI et 

al., 2019; MIAJLOVIC et al., 2016; MORA-RILLO et al., 2015; PARHAM et al., 2005; 

RAGUPATHI et al., 2020; SKJØT-RASMUSSEN et al., 2012; USEIN et al., 2015). 
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Considerando as pesquisas realizadas em coleções de UPEC, sat é o gene mais 

frequentemente encontrado seguido por vat, pic e tsh (MIRANDA-ESTRADA et al., 

2017; MOMTAZ et al., 2013; MOSTAFAVI et al., 2019; RESTIERI et al., 2007; VILA et 

al., 2002).  

O inverso pode ser observado nos trabalhos que avaliam a prevalência dos 

genes codificantes de SPATEs em coleções de DEC. Os genes pic, pet, sepA, sigA e 

espC foram consideravelmente mais prevalentes em diversos estudos (ABREU et al., 

2013; ANDRADE et al., 2017; HAVT et al., 2017; JENSEN et al., 2017; RESTIERI et 

al., 2007; SPANO et al., 2017; ZUDE; LEIMBACH; DOBRINDT, 2014). No entanto, 

frequências consideráveis de sat também foram detectadas em isolados de EAEC e 

DAEC (BOISEN et al., 2009, 2012; GUIGNOT et al., 2007; HAVT et al., 2017; JENSEN 

et al., 2017; SPANO et al., 2017; TADDEI et al., 2003). 

A alta frequência de sat em isolados de quadros extraintestinais e de patótipos 

de DEC com potencial extraintestinal conhecido, como EAEC e DAEC (BOLL et al., 

2020; LARA et al., 2017; MANDOMANDO et al., 2020; NUNES et al., 2017; SERVIN, 

2005; SILVA, 2019), sugere que esta SPATE possa estar envolvida em importantes 

estágios da patogênese de infecções extraintestinais. Os efeitos citotóxicos de Sat em 

diversos tipos celulares e sobre diferentes substratos estão bem descritos na literatura 

e serão detalhados, juntamente com outras características desta SPATE, a seguir.  

 
1.6.5 Secreted autotransporter toxin (Sat) 

 
A proteína Secreted Autotransporter Toxin (Sat) foi descrita e caracterizada 

pela primeira vez por Guyer et al. (2000), na cepa protótipo de UPEC CFT073 

(MOBLEY et al., 1990). O gene sat, de 3.888 pb, foi identificado na ilha de 

patogenicidade II desta cepa e codifica uma protease de 142 kDa, que após a perda 

de seu peptídeo sinal e domínio translocador no processo de secreção para o meio 

extracelular, constitui uma proteína funcional de 107 kDa. A sequência predita de 

aminoácidos de Sat tem identidade e similaridade consideráveis, respectivamente, 

com as SPATEs Pet (63%; 75%), EspP (56%; 70%), EspC (50%; 66%), pertencentes 

a classe 1, e Pic (40%; 55%), pertencente a classe 2 (GUYER et al., 2000). Sat é uma 

SPATE de classe 1 e seus efeitos citotóxicos bem caracterizados na literatura (RUIZ-

PEREZ; NATARO, 2014; VIEIRA et al., 2020).  
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Em estudos realizados com a cepa UPEC CFT073, verificou-se a ocorrência 

de efeitos citopáticos atribuídos a essa SPATE em células de linhagens originadas do 

trato urinário, como a elongação e destacamento de células Vero (célula de rim de 

macaco verde africano) e HK-2 (célula humana epitelial de bexiga), e a vacuolização 

citoplasmática de células de CRL-1749 e CRL-1573 (células humanas epiteliais 

provenientes de bexiga e rim, respectivamente). Ainda, observou-se também a alta 

imunogenicidade de Sat em um modelo de infecção urinária ascendente em 

camundongos, onde a cepa selvagem e seu respectivo mutante isogênico em sat 

foram testados. A presença ou ausência de Sat neste modelo não alterou a 

colonização do trato urinário pelas cepas, mas importantes alterações histológicas nos 

rins dos camundongos infectados com a cepa selvagem foram observadas, como a 

dissolução da membrana glomerular e vacuolização das células dos túbulos 

proximais. Com esses achados, Sat passou a ser considerada um importante 

determinante de virulência envolvido na patogênese de UPEC (GUYER et al., 2000, 

2002). Em estudo posterior, Maroncle et al. (2006) verificaram que Sat é internalizada 

pelas linhagens CRL-1749 e HEK-293 (célula humana embrionária de rim) e se 

localiza no citoesqueleto. Juntamente com a observação da atividade proteolítica de 

Sat sobre a α-fodrina e espectrina, proteínas envolvidas na estabilização da estrutura 

da membrana e da manutenção da forma célula, os autores sugerem que os efeitos 

citopáticos de Sat estão associados com o dano ao citoesqueleto ou a outras proteínas 

a ele associadas, contribuindo para a ocorrência das alterações epiteliais observadas 

nas ITU (Maroncle et al., 2006). Finalmente, também foi verificado que estes efeitos 

são atribuídos ao resíduo de serina presente na posição 256 da sequência de 

aminoácidos de Sat, que corresponde ao sítio ativo de serinoprotease das SPATEs. 

Em um estudo de caracterização funcional de Sat, Dutta et al. (2002) identificaram a 

espectrina e o fator V de coagulação como substratos de Sat.  

Estudos envolvendo cepas de DEC produtoras de Sat também foram 

realizados. Taddei et al. (2005) demonstraram a perda da forma fibroblástica de 

células Y1 (célula murina proveniente de carcinoma adrenocortical) e a atividade 

enterotóxica de Sat no modelo de alça ligada de intestino de coelhos, após a 

inoculação das alças com a toxina obtida da cepa DAEC FBC 114 (TADDEI et al., 

2005). Guignot et al. (2007) verificaram a partir de diferentes cepas de DAEC que o 

rearranjo de proteínas associadas as tight junctions de células Caco-2/TC7 (clone 

derivado da linhagem Caco-2, célula humana proveniente de adenocarcinoma 
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colorretal) e aumento da permeabilidade celular, enquanto Moal et al. (2011) 

demonstraram que Sat provoca um destacamento celular autofágico em células HEp-

2 (célula humana proveniente de carcinoma de laringe contaminada com células 

HeLa). Recentemente, Vieira et al. (2020) demonstraram a partir de cepas de EAEC, 

que a toxina é internalizada por células Caco-2 polarizadas e provoca a perturbação 

da F-actina, com consequente destacamento celular. Ainda, efeitos citotóxicos 

bastante intensos foram observados em células HUVEC (célula endotelial humana 

originada da veia umbilical), sugerindo que Sat pode estar envolvida na patogênese 

de infecções da corrente sanguínea e da sepse. 

Curiosamente, o gene sat está presente no genoma da cepa probiótica de E. 

coli Nissle 1917. No entanto, Toloza et al. (2015) verificaram que esta cepa produz a 

respectiva protease funcional, mas ela não atua como fator de virulência devido a 

inibição por outro(s) componente(s) do sobrenadante de cultura da cepa probiótica.  

Apesar de uma sobreposição de funções biológicas entre as classes de 

SPATEs ter sido observada ultimamente, não há relatos na literatura de possíveis 

atividades imunomodulatórias de Sat. No entanto, a alta frequência do gene sat em 

ExPEC isolada da corrente sanguínea (MANDOMANDO et al., 2020; TAPADER et al., 

2014) e a atividade citotóxica demonstrada sobre células endoteliais (VIEIRA et al., 

2020) e originadas do trato urinário (GUYER et al., 2000, 2002; MARONCLE et al., 

2006) sugerem o envolvimento desta SPATE na patogênese das infecções da 

corrente sanguínea. Considerando que o sistema complemento é uma das primeiras 

linhas de defesa do sistema imune inato a ser enfrentado por um patógeno ao entrar 

na corrente sanguínea, levantou-se a hipótese de que Sat pode auxiliar na evasão do 

sistema imune por meio da clivagem de moléculas do sistema complemento. 
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6. CONCLUSÕES 
 
 

Em resumo, no presente trabalho foi possível estabelecer  que:  

 

a) Dentre os genes que codificam as serinoproteases da 

família SPATE, sat foi o gene mais frequentemente encontrado em 

cepas de E. coli isoladas de bacteremia humana isoladas entre 2000 e 

2008 pelo Laboratório Especial de Microbiologia Clínica da Universidade 

Federal de São Paulo; 

b) Foi possível purificar a proteína Sat em sua forma nativa e 

funcional, a partir do sobrenadante de cultura da cepa protótipo EC071, 

a qual apresentou ação proteolítica sobre as proteínas C2, C3, C3b, C4, 

C5, C6, C7, C8 e C9 do sistema complemento. Entretanto, Sat não foi 

unicamente responsável pelo fenótipo de resistência à ação bactericida 

do soro humano da cepa EC071. 

c) Sat foi relacionada ao estabelecimento e disseminação da 

infecção ocasionada pela cepa EC071 em um modelo murino de sepse. 

 

Por tanto, conclui-se que Sat é um importante fator de virulência envolvido no 

desenvolvimento das ICS causadas por ExPEC, que além de desempenhar os efeitos 

citotóxicos já caracterizados na literatura, pode conferir também proteção contra o 

sistema imune do hospedeiro por meio da clivagem direta de proteínas do sistema 

complemento. 
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