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RESUMO

A doenca diarreica é uma das principais causas de mortalidade entre criangas com até cinco anos de idade, sendo
que dentre os principais causadores dessa doenca estd a Escherichia coli diarreiogénica (DEC). E. coli
enteropatogénicas (EPEC) é um dos seis patotipos de DEC, sendo seu principal fen6tipo de viruléncia a formacéo
da lesédo attaching and effacing, que se caracteriza pela destruigdo das microvilosidades da célula hospedeira por
meio do recrutamento de F-actina polimerizada no local de aderéncia, levando a formacgéo de uma estrutura
semelhante a um pedestal. De acordo com a presenca ou auséncia do operon bfp, os isolados de EPEC podem ser
classificados como tipicos (tEPEC) ou atipicos (aEPEC), respectivamente. Estudos anteriores demonstraram que
aEPEC ¢ o principal patotipo de E. coli diarreiogénica isolado no Brasil, bem como a associacdo de sorotipos
especificos, incluindo o sorotipo O2:H16, com surtos diarreicos. Uma analise genética comparativa de 106 aEPEC
sequenciadas, incluindo 7 aEPEC do sorotipo O2:H16, revelou um conjunto de 31 genes detectados
exclusivamente neste sorotipo. Dentre esses genes, identificamos um responsavel por codificar uma proteina
autotransportadora (AT) ndo caracterizada. Portanto, o objetivo do presente estudo foi caracterizar molecular e
fenotipicamente esta nova proteina AT. O gene que codifica a nova proteina AT foi clonado no vetor pBAD/Myc-
His A, gerando o plasmideo recombinante pIC, que foi transformado na E. coli MS427, uma variante de MG1655
deletada no fator de agregacéo flu. Este isolado foi utilizado em ensaios de autoagregacdo realizados em caldo
infusdo cérebro coracdo e ensaio de formacdo de biofilme realizado em placas de poliestireno com 24, 48 e 72
horas de incubagdo em caldo de lisogenia. Além disso, a regido responséavel por codificar o0 dominio passageiro
(aminoécidos 22 a 471) da nova proteina AT foi clonada no vetor pET-28a, que foi transformado na BL21(DE3).
A proteina recombinante fusionada a cauda de histidina foi expressa através de inducgdo por isopropil p-D-1-
tiogalactopiranosideo, purificada por cromatografia de afinidade com metal imobilizado e utilizada para a
producéo de um soro policlonal especifico em coelho. Este soro foi posteriormente utilizado para confirmar a
producdo da nova AT na superficie das bactérias MS427(plIC) e selvagem BA92 via microscopia eletrdnica de
transmissdo (MET) com imunomarcacdo e para avaliar a sua ligacdo a macromoléculas da matriz extracelular.
Esses experimentos foram realizados utilizando 1 pM do dominio passageiro recombinante purificado contra 1 g
dos colagenos I, 11, IV e V, fibronectina celular e plasmatica, laminina, fibrinogénio e vitronectina. Ensaios de
autoagregacao mostraram que o clone contendo o plasmideo com o gene responsavel pela sintese da nova proteina
AT — MS427(pIC), promoveu um forte fen6tipo de autoagregacao, resultando em diferenca significativa a partir
de 20 minutos (P < 0,001) quando comparado a MS427(pBAD). A formac&o de biofilme em poliestireno também
foi significativamente aumentada (P < 0,0001) na MS427(pIC) quando comparada com a bactéria controle
carregando o vetor pPBAD/Myc-His A vazio. Além disso, 0 dominio passageiro recombinante purificado se ligou
ao fibrinogénio (P = 0,0003), fibronectina plasmatica e celular (P < 0,0001), colageno tipo | (P = 0,0097), lll e V
(P < 0,0001) e laminina (P = 0,0003). Por fim, a imunomarcacéo visualizada por MET mostrou a localizac&o da
proteina AT como um componente proteico da membrana externa bacteriana. Em concluséo, demonstramos que a
nova proteina AT caracterizada no presente estudo promove autoagregacdo, formacdo de biofilme em poliestireno
e, devido a capacidade de se ligar a multiplas moléculas de matriz extracelular, n6s a denominamos Ema:

Extracellular Matrix-binding Autotransporter.



ABSTRACT

Diarrheal diseases are among the main causes of mortality in children up to 5 years of age, and the
diarrheagenic Escherichia coli (DEC) pathotypes are frequently associated as the causative agents of
this pathology. Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is one of the six DEC pathotypes,
characterized by its ability to induce the attaching and effacing lesion, characterized by the destruction
of host cell microvilli through the recruitment of polymerized F-actin at the site of adherence, leading
to the formation of a pedestal-like structure. According to the presence or absence of the bfp operon,
EPEC isolates can be classified as typical (tEPEC) or atypical (aEPEC), respectively. Previous studies
have shown that EPEC is the main pathotype of diarrheagenic E. coli reported in Brazil, as well as the
association of specific serotypes, including serotype O2:H16, with diarrheal outbreaks. A comparative
genetic analysis of 106 sequenced aEPEC, including 7 aEPEC of serotype O2:H16, revealed a set of 31
genes detected exclusively in this serotype. Among them, we identified one responsible to encode an
uncharacterized autotransporter protein (AT). Therefore, the objective of the present study was to
characterize this new AT protein molecularly and phenotypically. The gene encoding the new AT
protein was cloned into the pPBAD/Myc-His A vector, generating the recombinant plasmid pIC, which
was transformed into E. coli MS427, a variant of MG1655 deleted in the aggregation factor flu. This
isolate was used in autoaggregation assays carried out in brain heart infusion broth and biofilm formation
assay carried out in polystyrene plates with 24, 48 and 72 hours of incubation in lysogeny broth.
Furthermore, we cloned the region responsible for encoding the passenger domain (amino acids 22 to
471) of the new AT protein into the pET-28a vector, which was transformed into BL21(DE3). The
recombinant protein carrying histidine tail was expressed by Isopropyl-beta-D-thiogalactoside
induction, purified by immobilized metal affinity chromatography and used to produce a rabbit serum.
This serum was subsequently used to confirm the production of the new AT on the surface of
MS427(pIC) and wild-type BA92 bacteria via immunolabeled transmission electron microscopy (TEM)
and to evaluate its binding to extracellular matrix macromolecules. These experiments were carried out
using 1 UM of the purified recombinant passenger domain against 1 pg of collagens I, 11, IV and V,
cellular and plasmatic fibronectin, laminin, fibrinogen and vitronectin. Autoaggregation assays showed
that the clone containing the plasmid with the gene responsible for the synthesis of the new AT protein
— MS427(pIC), promoted a strong autoaggregation phenotype, resulting in a significant difference after
20 minutes (P < 0.001) when compared to MS427(pBAD). Biofilm formation on polystyrene was also
significantly increased (P < 0.0001) in MS427(pIC) when compared to control bacteria carrying the
empty pBAD/Myc-His A vector. Furthermore, the purified recombinant passenger domain bound to
fibrinogen (P = 0,0003), plasma and cellular fibronectin (P < 0,0001), type I (P = 0,0097), Ill and V
collagen (P < 0.0001) and laminin (P = 0.0003). Finally, TEM immunolabeling localized the protein as
a proteinaceous component of the bacterial outer membrane. In conclusion, we demonstrated that the
new AT protein characterized in the present study promotes self-aggregation, biofilm formation on
polystyrene and, due to its ability to bind to multiple extracellular matrix molecules, we named it Ema:

Extracellular Matrix-binding Autotransporter.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Doenca diarreica

A doengca diarreica aparece como uma das principais causas de mortalidade entre
criangas com até cinco anos de idade (BRYCE et al. 2005; WHO, 2017). As infec¢des do
trato gastrointestinal sdo transmitidas pelo consumo de &agua e/ou alimentos
contaminados, e mais raramente, através do contato direto com individuos que possuem
habitos precérios de higiene pessoal (WHO, 2017). Entre os principais agentes associados
as infecdes do trato gastrointestinal estdo os protozoarios (Cryptosporidium spp, Giardia
lamblia e Entamoeba histolytica), os virus (Rotavirus, Calicivirus, Astrovirus, Norovirus
GlI, Sapovirus e Adenovirus) e as bactérias (Shigella spp, Salmonela spp, Campylobacter
spp, Aeromonas spp, Vibrio cholerae, Escherichia albertii e os distintos patotipos de
Escherichia coli diarreiogénica) (LANATA et al. 2013; PLATS-MILLS et al. 2015;
CROXEN et al. 2013; BHATT et al. 2019; KOTLOFF et al. 2019).

1.2 Escherichia coli

Sendo inicialmente classificada como Bacterium coli commune (ESCHERICH,
1885), esta espécie chegou a receber 12 nomes sinbnimos ao longo dos anos até chegar
em Escherichia coli (COWAN, 1954). E caracterizada por ser um bacilo Gram-negativo,
oxidase-negativa da familia Enterobacteriaceae, anaerobio facultativo com temperatura
6tima de crescimento 37 °C. Esta espécie compreende individuos moveis e sésseis, além

de fermentadores e ndo-fermentadores de lactose (CROXEN et al. 2013).

1.3 Classificacdo das Escherichia coli

Com o intuito de diferenciar isolados de E. coli causadores de doencas no trato
gastrointestinal daqueles isolados responsaveis por causar outras infec¢des, tais como:
meningite, sepse, cistite e pielonefrite, os isolados de E. coli sdo didaticamente divididos
em E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC) e E. coli diarreiogénica (DEC). Infec¢des
causadas por EXPEC sdo comuns em todas as idades e normalmente ocorrem quando o
tecido afetado esta com sua integridade comprometida (RUSSO e JOHNSON, 2000).

Além das implicacBes causadas em humanos, as EXPEC também podem afetar
diversos animais. Existem trabalhos na literatura visando caracterizar patotipos
especificos de certos animais. Tais estudos envolvem aves (MALUTA et al. 2014,
CUNHA et al. 2017), cdes (ELANKUMARAN et al. 2022, XAVIER et al. 2022), gatos



(BROOKS et al. 2013, HUBER et al. 2013) e bovinos (ALVES et al. 2023, ORSI et al.
2023). Com excecéo dos trabalhos realizados por Xavier e colaboradores (2022), Brooks
e colaboradores (2013) e Alves e colaboradores (2023) que sugerem o potencial zoonético
dos isolados de EXPEC.

Por sua vez, tendo como base as diferentes estratégias de viruléncia e as doencas
que causam no hospedeiro, os isolados de DEC podem ser classificados nos seguintes
patotipos: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli
produtora da toxina Shiga (STEC) incluindo o subgrupo E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC) e E. coli
difusamente aderente (DAEC) (NATARO e KAPER, 1998; KAPER et al, 2004;
CROXEN et al. 2013). Os principais fatores de viruléncia associados a cada patotipo de

DEC encontram-se resumidos na Tabela 1.

Tabela 1. Patotipos de Escherichia coli diarreiogénica (DEC), seus principais fatores de

viruléncia e marcadores genéticos.

. Principais mecanismos Principais
Patotipos de DEC . .
de viruléncia marcadores genéticos

) . Producdo da leséo attaching and
E. coli enteropatogénica

effacing (A/E) na superficie das células eae
(EPEC)

infectadas

) ] Producéo do padréo de aderéncia
E. coli enteroagregativa

agregativa (AA) na superficie de células aatA e aggR
(EAEQ) greg (AA) p a9

infectadas e formag&o de biofilme
E. coli produtora da
toxina Shiga (STEC)

E. coli enterotoxigénica Produc&o das toxinas termolabil (LT)

Producéo das toxinas Shiga stx1 e stx2

) estA e eltB
(ETEC) e/ou termoestavel (ST)
E. coli enteroinvasora ) . .
Invaséo dos enterdcitos icSA
(EIEC)
E. coli difusamente Producéo do padrdo de aderéncia difusa
- , . daaC e afaC
aderente (DAEC) (AD) na superficie de células infectadas

NATARO e KAPER, 1998;: KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004; SJOLING et al.
2006; CROXEN et al. 2013.



1.3.1 Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

Os isolados de EAEC foram descritos inicialmente sendo chamados de
Escherichia coli enteroaderente-agregativas, por apresentarem um padrdo de aderéncia
até entdo inédito na literatura - o padrdo agregativo, onde as bactérias se aderiam as
células HEp-2 (adenocarcinoma de laringe) em um arranjo semelhante a “tijolos
empilhados” (NATARO et al. 1987).

O padrao agregativo de aderéncia esta tradicionalmente relacionado as fimbrias
de aderéncia agregativas — AAF, enumeradas de | aV (HEBBELSTRUP JENSEN et al.
2014). Estas fimbrias sdo reguladas através do regulador transcricional AggR, que além
de controlar a expressdo das AAFs, também controla a expressdo da genes plasmidiais
como aap - dispersina (HARRINGTON, DUDLEY e NATARO, 2006) e shf, que
intensifica formacao de biofilme nos isolados de EAEC (FUJIYAMA et al. 2008), além
de genes cromossémicos, como 0s responsaveis pelo sistema de secre¢do do tipo VI
(DUDLEY et al. 2006). A dispersina atua como uma proteina que recobre a superficie da
bactéria evitando interacao entre as AAFs. Dessa maneira, possibilita que a EAEC possa
se dispersar pelo epitélio celular (SHEIKH et al. 2002). Além disso, a dispersina modifica
a carga da superficie bacteriana, impedindo que as AAFs se colabem ao LPS (VELARDE
et al. 2007). Os isolados de EAEC que possuem o0 gene aggR séo classificados como
tipicos, enquanto os que ndo possuem sdo classificadas como atipicos (HARRINGTON,
DUDLEY e NATARO, 2006).

Além das AAF, o padrdo de adesdo agregativo também pode ser estimulado
através da producdo da adesina AFP (aggregate-forming pili), que ndo é regulado pelo
gene aggR, mas sim afpR. Além de contribuir para este fenétipo, a AFP também contribui
para autoagregacdo e adesao a células HEp-2 (LANG et al. 2018), bem como adeséo a
HelLa (adenocarcinoma de colo de utero), HT-29 (adenocarcinoma colorretal) e 5637
(carcinoma de bexiga). Além de aparecer em EAEC, a AFP é capaz de contribuir para
estes fendtipos em outros backgrounds genéticos, como em E. coli uropatogénica (UPEC)
(SCHUROFF et al. 2021) e STEC (LANG et al. 2018).

1.3.2 Escherichia coli difusamente aderente (DAEC)

Este grupo compreende as E. coli que séo capazes de aderir a células HeLa/HEp-
2 de forma difusa, isto €, “espalhadas” pela superficie da célula (SCALETSKY, SILVA
e TRABULSI, 1984). Os isolados de DAEC produzem adesinas da familia Afa/Dr, como

a adesina F1845, que se ligam ao fator de aceleragcdo do decaimento (DAF) associado as



microvilosidades, levando ao rearranjo do citoesqueleto, causando rearranjo parcial ou
destruicdo das microvilosidades (CROXEN et al. 2013).

Além disso, a adesina Dr é capaz de se ligar a colageno 1V, levando a infeccédo
renal persistente em modelo murino, indicando um potencial uropatogénico para 0s
isolados de DAEC. Contudo, essa funcéo ainda ndo é bem esclarecida no intestino, uma
vez que as células polarizadas ndo expressam colageno do tipo IV em sua regido apical
(SERVIN, 2005).

1.3.3 Escherichia coli enteroinvasora (EIEC)

Os isolados de EIEC possuem diversas semelhangas com os isolados do género
Shigella. Ja foi proposto que tanto EIEC quanto Shigella devam ser tratadas como sendo
0 mesmo microrganismo, utilizando o italico em Shigella apenas por razdes historicas
(LAN e REEVES, 2002). Estima-se que Shigella/EIEC evoluiram a partir de uma E. coli
ndo invasiva que adquiriu o plasmidio pINV, que contém 0s genes necessarios para o
desenvolvimento da viruléncia destes microrganismos, e perdeu supressores de viruléncia
—como a lisina descarboxilase CadA, que modula a expressao de intimina em isolados de
EHEC (VAZQUEZ-JUAREZ et al. 2008) — e a capacidade de fermentar lactose e
motilidade. Contudo, é importante notar que existem isolados de EIEC que possuem
motilidade e sdo capazes de fermentar lactose, sugerindo que EIEC possa ser um
intermediario entre E. coli ndo invasiva e Shigella (LAN e REEVES, 2002).

Os isolados de EIEC entram nas células M intestinais através de transcitose e
quando alcancam a submucosa, sdo fagocitadas por macréfagos, onde induzem morte
celular. No caso de isolados que ndo possuem motilidade inata, ao alcancarem o
citoplasma de celulas epiteliais, a proteina IcsA desses isolados leva ao aumento da
afinidade de N-WASP pelo complexo Arp2/3, levando a formacao de um complexo com
actina polimerizada que atua como propulsor para a bactéria tanto para sua motilidade
intracelular quanto intercelular (EGILE et al. 1999 e CROXEN et al. 2013).

1.3.4 Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

Os isolados de ETEC aparecem pela primeira vez na literatura ainda sob o nome
de Bacterium coli, sendo isolados de um individuo com sintomas classicos de colera.
Ap0s seguidas tentativas falhas de isolar Vibrio cholerae, foi constatado que a infeccéo
era de fato causada por E. coli (DE, BHATTACHARYA e SARKAR, 1956). Esta



controvérsia se deve ao fato de que ETEC produz duas toxinas: termolabil (LT) e
termoestavel (ST).

A LT é estruturalmente e funcionalmente semelhante a toxina produzida por V.
cholerae, sendo composta por uma subunidade A e cinco subunidades B. As subunidades
B se ligam aos enterdcitos, permitindo a entrada da subunidade A que ativa a adenilato
ciclase causando acumulo de AMP ciclico. Isso leva ao aumento de secre¢do de fluido
rico em eletrolitos e diminuicdo da absorcdo dos enterdcitos, levando a diarreia aquosa
(CLEMENTS e FINKELSTEIN, 1979; LEVINE et al. 1983).

A ST é termoestavel por possuir diversas cisteinas conectadas por pontes
dissulfeto. Se liga a enzima guanilato ciclase C, levando ao aumento de GMP ciclico
celular. Isso leva a secrecdo de sodio e/ou inibicdo da captacao de cloreto sodio, levando
a secrecdo de liquido intestinal (NATARO e KAPER, 1998). Atualmente, sdo descritas
duas variantes de ST: STa e STh. STa foi a primeira a ser descrita, é soltivel em metanol
e é encontrada nos isolados de ETEC de casos humanos, enquanto STb é insolGvel em
metanol e causa patogenicidade em suinos (BURGESS et al. 1978; LEVINE et al. 1983).

1.3.5 Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC)

Este grupo compreende as E. coli que possuem o gene para uma das variantes da
toxina Shiga, ou seja, stx1 ou stxz. Os isolados de STEC podem causar desde diarreia leve
a diarreia sanguinolenta e sindrome hemolitica urémica (CROXEN et al. 2013). A toxina
Stx1 é dividida em quatro variantes (a — d) e Stx2 é dividida em sete variantes (a — g)
(SCHEUTZ et al. 2012), sendo mais associada a severidade da doenca causada em
humanos do que Stx1 (BOERLIN et al. 1999).

As toxinas Stx 1 e 2 sdo compostas de uma subunidade A e cinco subunidades B
(FRASER et al. 2004). As subunidades B permitem que a toxina se ligue ao receptor
celular Gb3 (com excecdo da variante Stx2e, que se ligaa Gb4) (LEE, CHERLA e TESH,
2010). Apos esta ligacao, as toxinas séo internalizadas em um endossomo e transportadas
do complexo de Golgi ao reticulo endoplasmatico. Tal fendBmeno pode ser confirmado ao
realizar incubacbes a 20 °C, que inibem este tipo de transporte no complexo de Golgi
(SANDVIG et al. 2002).

Dentro do reticulo endoplasmatico, a subunidade A é clivada em Al e A2 atraves
da acéo de furina e reducdo de pontes dissulfeto. Em seguida, a subunidade Al alcanga o

citoplasma através de um fendmeno chamado retrotranslocacao e, através de sua atividade



N-glicosidase, remove uma adenina do RNA ribossomal 28S, inibindo a sintese proteica
na célula e posteriormente levando a apoptose (LEE, CHERLA e TESH, 2010).

Por fim, existe uma variante bem caracterizada de STEC na literatura que
compreende o0 grupo que produz uma ou mais toxinas de Shiga e possui a ilha de
patogenicidade LEE, que contém os genes responsaveis pelas proteinas que causam lesao
AJ/E. Tal variante é denominada EHEC (NATARO, KAPER e MOBLEY, 2004).

1.3.6 Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)

As EPECs compreendem o primeiro grupo de E. coli diarreiogénica caracterizado.
O termo EPEC aparece pela primeira vez em uma publicagdo de Neter e colaboradores
(NETER et al. 1955), para designar o primeiro grupo de E. coli patogénica identificado e
associado com a doenca diarreica em criancas pelo médico John Bray em 1945 na
Inglaterra (BRAY, 1945).

O principal determinante de patogenicidade dos isolados de EPEC é a capacidade
em causar uma lesdo histopatoldgica nas células do epitélio infectado conhecida como
lesdo attaching and effacing (A/E) (MOON et al. 1983). A lesdo A/E € caracterizada pela
ligacdo intima das bactérias as células epiteliais, recrutamento de elementos do
citoesqueleto no local de aderéncia, principalmente F-actina, e a formacdo de uma
estrutura semelhante a um pedestal, culminando com a destruicdo das microvilosidades
intestinais e consequente reducdo da capacidade absortiva de nutrientes (MOON et al.
1983; KNUTTON et al. 1998).

Os genes responsaveis por codificar proteinas necessarias para O
estabelecimento da lesdo A/E nas células hospedeiras infectadas estdo localizados em
uma ilha de patogenicidade conhecida como Locus of enterocyte effacement, ou regido
LEE (MCDANIEL etal. 1995). Essa ilha de patogenicidade contém 41 genes organizados
em cinco operons (LEE1 — LEE5), além de unidades mono- ou bicistronicas (GAYTAN
et al. 2016). Os genes localizados nos operons LEE1, 2 e 3 codificam um sistema de
secrecdo do tipo 3 (T3SS), responsavel por translocar diversas proteinas efetoras para a
célula hospedeira infectada. A regido LEES alberga os genes eae e tir responsaveis por
codificar a adesina intimina, bem como seu receptor Tir (translocated intimin receptor),
respectivamente (JERSE et al. 1990a; KENNY et al. 1997Db).

Na regido LEE4 encontram-se 0s genes espA, espB e espD responsaveis por
codificar as EPEC-secreted proteins (EspA, EspB e EspD) que compdem o translocon do
SST3. Enquanto a proteina EspA recobre a agulha do SST3 (EscF), EspB e EspD



localizam-se na extremidade do translocon e sdo responsaveis pela formacao do poro de
translocacdo na célula hospedeira infectada (KNUTTON et al. 1998; IDE et al. 2001). O
SST3 de EPEC ¢é capaz de translocar para a célula infectada efetores codificados por
genes localizados na regido LEE (Tabela 2), assim como efetores codificados por genes
localizados em outras ilhas de patogenicidade e profagos, que sdo coletivamente
conhecidos como efetores ndo-LEE, capazes de interferir com varios processos da célula
hospedeira, tais como: modulacdo do ciclo celular (Cif), inibicdo da exportacdo de
proteinas pelo reticulo endoplasmatico (NleA), inibicdo da sinalizacdo pro-inflamatoria
(NleC e NIeE), inibicdo da apoptose (NleB1, NleD, NleH1, Nleh2 e NleF) e invasao
(EspT) (DEAN e KENNY, 2009; WONG et al. 2011, PEARSON et al. 2016).

Tabela 2. Efetores de EPEC localizados na regido LEE e suas fungdes celulares e
fisioldgicas. Adaptado de WONG et al. 2011. (continua)

Efetor Funcdes celulares e fisiologicas

EspB Componente de translocacéo do poro
Disrupcdo de ligagdes celulares adjacentes
Ligacdo da miosina para inibir fagocitose

Tir Receptor para a intimina

Formacdo do pedestal de actina
Regulacdo negativa da formacéo de filopddios dependente de Map
Inativacdo do cotransportador de glicose dependente de sodio - 1
(SGLT-1)

EspF Disrupcdo mitocondrial
Inativacdo do antiportador de sodio-hidrogénio 3 (NHE3)
Inativacdo de SGLT-1
Disrupcéo de nucléolo
Disrupc¢éo de filamentos intermediarios
Ativacdo da nexina organizadora 9 (SNX9) para induzir
remodelamento da membrana, se liga e ativa N-WASP, inibicao
de fagocitose dependente de fagdcitos

Map Disrupcgao mitocondrial, inativagdo de SGLT-1, disrupcéo de tight
junction e ativididade de GEF (fator de troca de nucleotideo de

guanina) ao Cdc42 induzindo formagéo de filopddio transiente




Tabela 2. Efetores de EPEC localizados na regido LEE e suas fungdes celulares e
fisiologicas. Adaptado de WONG et al. 2011. (continuag&o)

EspG Disrupcdo de microtubulos, bloqueia sinalizacdo das GTPase ARF
(fator de ribosilacdo de ADP) e estimula as PAKs (quinases
ativadas por p21) a inibir o trafego endomembranoso

EspH Bloqueia sinalizagcdo de Rho GTPase e fagocitose mediada por
FCyR e promove aumento do comprimento do pedestal de actina

EspZ Aprimora sinaliza¢do de B1-integrina e FAK (quinase de adesdo

focal) para inibir apoptose e citotoxicidade celular

Os isolados de EPEC podem ser divididos em tipicos (tEPEC) ou atipicos
(aEPEC), com base no plasmideo EAF (EPEC adherence factor), presente apenas na
tEPEC (TRABULSI, KELLER e GOMES, 2002; HERNANDES et al. 2009). Em tEPEC,
a producdo de uma fimbria do tipo IV, denominada bundle-forming pilus (BFP), é
responsavel pelo estabelecimento do padrdo de aderéncia localizada (AL), que é
caracterizado pela formacdo de grupos bacterianos compactos na superficie de células
epiteliais (HeLa ou HEp-2) infectadas (SCALETSKY, SILVA e TRABULSI, 1984;
GIRON, HO e SCHOOLNIK, 1991; DONNENBERG et al. 1992).

Diferencialmente de tEPEC, isolados de aEPEC nédo possuem o plasmideo EAF,
e, portanto, sdo incapazes de produzir o padrdo AL em ensaios realizados utilizando um
periodo de 3 horas de infeccdo das células epiteliais (VIEIRA et al. 2001; HERNANDES
et al. 2009). Em ensaios de aderéncia utilizando periodos mais prolongados de infeccéo
(6 horas), a maioria dos isolados de aEPEC produz um padrédo de aderéncia similar a AL
que € conhecido como aderéncia localizada-like (AL-L), caracterizado pela formacéao de
microcolbnias frouxas na superficie das células infectadas (RODRIGUES et al. 1996).
Alternativamente, alguns isolados s&o capazes de produzir os padrdes de aderéncia difusa
(AD) e agregativa (AA), caracteristico dos patotipos DAEC e EAEC, ou mais raramente
0 padrdo ALs, caracterizado pela formacdo de microcolonias compactas em ensaios de
aderéncia realizados com periodos de incubagdo estendidos (6 horas) (VIEIRA et al.
2001; HERNANDES et al. 2006; ABE et al. 2009; SCALETSKY et al. 2010; DIAS et al.
2016; VIEIRA et al. 2019).

A principal estrutura responsavel pela interacdo de aEPEC com as células
epiteliais é a adesina intimina, codificada pelo gene eae localizado no operon 5 da regido
LEE (PELAYO et al. 1999; CARVALHO et al. 2005). Além de intimina, varias outras



adesinas fimbriais e afimbriais tém sido identificadas em isolados de aEPEC
(HERNANDES et al. 2009).

Genes identificados em outros patotipos de DEC, principalmente STEC,
responsaveis por codificar adesinas também tem sido observados em aEPEC, tais como:
E. coli common pilus (ecpA), E. coli laminin binding fimbriae (elfA), Long Polar
Fimbriae (IpfA), Hemorrhagic coli pilus (hcpA), Vibrio cholerae IrgA homologue
adhesin (iha), Porcine attaching and effacing-associated adhesin (paa), EHEC factor for
adherence (efal/lifA), ToxB (toxB) e adesinas da familia Afa-Dr (afaBC) (GOMES et al.
2004; SCALETSKY etal. 2009; VIEIRA et al. 2010; GOMES et al. 2011; HERNANDES
etal. 2011; GOMES et al. 2016; MUNHOZ et al. 2018).

As EPEC sdo hoje o patotipo mais prevalente de DEC no Brasil, sequido de EAEC
(ORI et al. 2019). Contudo, este quadro ndo foi sempre assim. Anteriormente, EAEC era
mais prevalente (RODRIGUES et al. 2004). Ainda no Brasil, infec¢6es por EPEC atipicas
sdo frequentemente mais reportadas do que EPEC tipicas, chegando a proporcéo de 358:1
(ORIl etal. 2019) e sendo capazes de promover surto (VIEIRA et al. 2016). Fora do Brasil,
ja foram relatados surtos de aEPEC nos Estados Unidos (HEDBERG et al 1997), Japao
(YATSUYANAGI et al. 2003), na China (HAO et al. 2012), Inglaterra (WEDLEY,
ELAIJNEF e FLETCHER, 2013) e Coréia do Sul (PARK et al. 2014). Destes eventos fora
do Brasil, todos foram causados pelo consumo de 4gua ou alimento contaminado.

Anualmente, novos trabalhos mostram que os fatores de viruléncia classicos de
cada grupo de DEC estdo cada vez mais distribuidos dentro da espécie. Desta maneira,
torna-se cada vez mais desafiador classificar uma DEC num Gnico grupo (CROXEN et
al. 2013), dando origem aos isolados classificados como hibridos (SANTOS et al. 2020).

Entre maio e julho de 2011, um hibrido de EAEC (attA*, aggA*. aggC*, aggR®,
aap*) e STEC (stx2a) causou um surto na Alemanha, afetando 3816 individuos, incluindo
adultos e criancas e levou a 54 mortes. Um total de 88% dos pacientes que tiveram o
patogeno diagnosticado em laboratério sofreram com diarreia sanguinolenta e dores
abdominais (FRANK et al. 2011). Posteriormente, a mesma cepa foi isolada em pacientes
na Franga no més de junho (KING et al. 2012). O provavel veiculo destes surtos foi
revelado como sendo um lote de sementes de feno grego (Trigonella foenum-graecum)
importado do Egito (EFSA, 2011). Em 2021, um novo surto brasileiro foi caracterizado
como sendo causado por um hibrido de aEPEC/EAEC do sorotipo O3:H2 (DE LIRA et
al. 2021).
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1.4 Importancia dos sorotipos

Visando diferenciar isolados patogénicos de nédo-patogénicos, foi proposto em
1947 uma metodologia soroldgica na qual eram analisados 0s antigenos somatico O,
flagelar H e capsular K (KAUFFMANN, 1947). Em 1987, a expressdao “sorogrupos
classicos de EPEC” aparece na literatura (LEVINE, 1987). Neste trabalho, sdo definidos
como sorogrupos classicos os sorogrupos 018, 026, 044, 055, 086, 0111, 0112, 0114,
0119, 0125, 0126, 0127, 0128 e O142.

Ao analisar trabalhos mais recentes que o de Levine, como o de Bokete e
colaboradores (1997) onde foram analisadas culturas de E. coli advindas de fezes de
pacientes neonatos a 11 anos em um hospital em Seattle, é possivel notar o aparecimento
expressivo de isolados de EPEC que ndo se encaixam nesses sorogrupos classicos. Esta
historia é reforcada com outro estudo, realizado no Brasil, onde foram obtidas a partir de
criancas com diarreia aguda e criancas sem diarreia, E. coli que carregavam eae, ndo
possuiam o plasmideo pEAF e ndo produziam toxina Shiga. Nenhum destes isolados
pertenciam aos sorogrupos classicos de EPEC e foram obtidos tanto a partir de criancas
com diarreia quanto do grupo controle assintomatico (VIEIRA et al. 2001).

Conforme demonstrado por Hernandes e colaboradores (2009), em uma
compilacgdo de dados advindos de publicagdes diversas de 2003 a 2008, somente 18,63%
(139/746) dos isolados analisados de EPEC pertencem aos sorogrupos citados como
classicos por Levine (1987). Dessa maneira, foi se tornando cada vez menos importante
a utilizacdo dos sorogrupos para classificar as EPEC em detrimento de outras técnicas,
moleculares e fenotipicas, para melhor caracterizar estes isolados.

Contudo, apesar das limitacdes da metodologia de sorogrupos, ainda é possivel
designar alguns isolados como patogénicos pelo seu sorotipo, como por exemplo, EHEC
0O157:H7 (WHITTAM et al. 1993). Isolados de O157:H7 ja foram responsaveis por surtos
no passado, como o ocorrido entre dezembro de 1981 e junho de 1982, em uma rede de
fast-food nos estados de Oregon e Michigan, nos Estados Unidos (RILEY et al. 1983).

Em 1993, este sorotipo ganhou notoriedade mundial por ser responsavel por um
surto veiculado por hamburgueres utilizados em uma cadeia de fast-food nos Estados
Unidos. Além de pessoas com sindrome hemolitica urémica (HUS), o surto causou mortes
(CDC, 1993). Desde 2006, pelo menos um surto multi-estadual de O157:H7 ocorre por
ano nos Estados Unidos desde 2006 (CDC, 2022).

No Brasil, isolados patogénicos de um sorotipo especifico também ja foram

associados a surtos. E o caso das O2:H16 que, apesar de ja terem sido isoladas em um
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estudo anterior (ABE et al. 2009), foi apenas em 2016 que o sorotipo foi caracterizado
como potencial causador de surtos no Brasil (VIEIRA et al. 2016).

1.5 Proteinas autotransportadoras — Sistema de Secre¢do do Tipo V

Dentre os fatores de viruléncia que podem ser produzidos pela E. coli patogénica,
existe o grupo de proteinas denominadas autotransportadoras (AT) (LEYTON et al. 2012;
MEUSKENS et al. 2019). Este termo foi utilizado pela primeira vez quando Klauser e
colaboradores (1993) buscaram detalhar a via de secrecao da proteina IgA produzida por
Neisseria.

Essas proteinas apresentam trés dominios funcionais distintos: 1) o peptideo sinal
(regido N-terminal), responsavel pela passagem da proteina através do sistema de
secrecdo Sec localizado na membrana interna da célula bacteriana; 2) o dominio
passageiro, que ira atravessar a membrana externa da parede celular bacteriana e se
projetar para o meio extracelular; e 3) o dominio C-terminal translocador (B-barril),
responsavel pela formacdo de um poro na membrana externa da célula bacteriana,
necessario para que o dominio passageiro alcance o espaco extracelular (HENDERSON,
NAVARRO-GARCIA e NATARO, 1998; LEYTON et al. 2012; DROBNAK et al.
2015).

Estas proteinas podem desempenhar funcdes distintas durante o estabelecimento
do curso do processo infeccioso, tais como: promover a autoagregacdo bacteriana,
formagdo de biofilme, ades&o e/ou invasdo das células hospedeiras e evasdo do sistema
imune (MEUSKENS et al. 2019). As proteinas AT, também conhecidas como sistema de
secre¢do do tipo 5 (SST5), foram originalmente classificadas em trés familias: Va, Vb e
Vc (HENDERSON et al. 2004). Atualmente, mais duas familias foram caracterizadas:
Vde Ve (LEO et al. 2015; MEUSKENS et al. 2019).

1.5.1 Proteinas autotransportadoras da familia Va

As proteinas AT do tipo Va foram as primeiras proteinas AT a serem descritas.
Neste grupo, apds o peptideo sinal da proteina se ligar ao sistema Sec presente na
membrana interna das bactérias Gram-negativas, a proteina atravessa para o periplasma
e 0 peptideo sinal é clivado no final do processo. No periplasma, chaperonas como Skp,
FkpA, SurA e DegP irdo impedir o dobramento prematuro da proteina. O complexo Bam
(BamA, BamB, BamC, BamD e BamE) auxilia na inser¢do do p-barril (C-terminal) na

membrana externa das bactérias Gram-negativas e um fragmento responsavel por
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conectar o dominio passageiro (N-terminal) ao B-barril se dobra dentro do poro formado,
levando ao transporte da proteina do periplasma ao meio extracelular (LEO et al. 2015)
(Figura 1).

Nas proteinas AT do tipo Va, o dominio passageiro (N-terminal) é clivado
através de um processo autocatalitico, que ocorre apds sua completa passagem pelo poro
formado pelo dominio translocador (C-terminal) no caso das SPATES (Serine protease
autotransporters of Enterobacteriaceae), ou permanece ancorado na superficie da célula
bacteriana no caso das adesinas. Sdo exemplos de proteinas AT do tipo Va as adesinas:
AIDA-I, EhaA, EhaB, EhaC, EhaD, EhaJ, TibA e o antigeno 43, bem como as SPATES:
EspC, EspP e Pic (MEUSKENS et al. 2019).

No caso de algumas proteinas, o peptideo sinal é extenso, permitindo que a
por¢do da proteina responsavel pelo B-barril se ligue ao complexo Bam com a proteina
ainda conectada ao sistema Sec. S6 entdo ocorre a clivagem do peptideo sinal, liberando
a proteina no periplasma. Isto ocorre em algumas proteinas para evitar o dobramento

incorreto do dominio passageiro no periplasma (SZABADY et al. 2005).

1.5.2 Proteinas autotransportadoras da familia Vb

Nas proteinas AT do tipo Vb, o dominio passageiro e o dominio de translocacao
compreendem proteinas distintas, mas que sdo codificadas por genes localizados no
mesmo operon (VO et al. 2017). Normalmente sua fungéo esta associada ao processo de
aderéncia, como é o caso da proteina EtpA identificada em ETEC (ROY et al. 2009), mas
também é um grupo que pode compreender proteinas secretadas, como a hemolisina ShIA
de Serratia marcescens (BRAUN, ONDRACZEK e HOBBIE, 1993).

1.5.3 Proteinas autotransportadoras da familia V¢
Proteinas AT do tipo Vc sdo triméricas e se organizam em forma de “pirulito”.
Possuem um dominio que se ancora na membrana externa da bactéria e forma um poro,

um dominio que forma uma longa haste e, por fim, um dominio que forma a “cabeca” da

proteina (HOYCZYK et al. 2000; LINKE et al. 2006). A grande maioria atua como
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Figura 1. Modelo das proteinas autotransportadoras (AT) da familia VVa. (A) As proteinas
autotransportadoras sao divididas em quatro dominios: peptideo sinal (verde), dominio
passageiro (azul), dominio ligante (amarelo — exclusivo de SPATES) que conecta 0
dominio passageiro ao dominio transportador e o dominio transportador (roxo). O
peptideo sinal se liga ao sistema Sec presente na membrana interna da bacteéria,
permitindo a passagem da proteina para o periplasma. (B) Dentro do periplasma, as
chaperonas FkpA, Skp, SurA e DegP se ligam a proteina, evitando seu dobramento
prematuro incorreto enquanto o dominio transportador se dirige ao complexo Bam. (C)
Ap0és a total passagem da proteina para o periplasma, o peptideo sinal é clivado. Em caso
de proteinas que possuem um peptideo sinal estendido, essa clivagem s6 acontece apds o
dominio transportador alcancar o complexo Bam. (D) As proteinas do complexo Bam
auxiliam na montagem do poro formado pelo dominio transportador na membrana
externa, e o dominio passageiro inicia a translocagdo para o meio extracelular em formato
de grampo. (E) O dominio passageiro atravessa o poro e é corretamente dobrado. (F) No
caso das SPATEs, o dominio ligante sofre uma acao autocatalitica enquanto o dominio
passageiro atravessa 0 poro. Dessa forma, o dominio passageiro é secretado no meio
extracelular. Adaptado de LEO, GRIN e LINKE, 2012.
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adesinas, como por exemplo, YadA (TERTTI et al. 1992), Eib (LEO e GOLDMAN,
2009), EhaG (TOTSIKA et al. 2012) e UpaG (VALLE et al. 2008), sendo, portanto,
coletivamente conhecidas como adesinas AT triméricas (TAA: Trimeric Autotransporter
Adhesins). Apesar de serem conhecidas majoritariamente por esta funcdo, algumas TAAS
podem desempenhar outros papéis. No caso da YadA, j& foi demonstrado que ela é capaz
de proteger a bactéria do sistema complemento (PILZ et al. 1992).

1.5.4 Proteinas autotransportadoras da familia VVd

As proteinas AT do tipo Vd foram recentemente descritas e sua estrutura se
assemelha a um hibrido entre os tipos Va e Vb. Os principais exemplos desse tipo de AT
sdo as proteinas PlpD e FplA identificadas em Pseudomonas aeruginosa e Fusobacterium
nucleatum, respectivamente (SALACHA et al. 2010; CASASANTA et al. 2017). Quando
levado em consideracdo o dominio passageiro das proteinas do tipo Vd, um grande
diferencial em relagdo as do tipo Va é a sua atividade: apesar da grande diversidade de
funcBes das proteinas do tipo Va, as do tipo Vd funcionam exclusivamente como
lipases/esterases (SALACHA et al. 2010; DA MATA MADEIRA et al. 2016;
CASASANTA et al. 2017).

1.5.5 Proteinas autotransportadoras da familia Ve

As AT do tipo Ve sdo também chamadas de autotransportadoras invertidas por
se assemelharem as AT do tipo Va (cléssica), mas terem a ordem das cadeias de proteinas
invertida, i.e., o dominio translocador (B-barril) corresponde a regido N-terminal,
enquanto o dominio passageiro corresponde a regido C-terminal da proteina.
Normalmente as AT invertidas estdo associadas a aderéncia e invasdo, sendo o0s principais
exemplos de AT do tipo Ve a adesina intimina de EPEC (JERSE et al. 1990a), bem como
as adesinas FdeC e YeeJ (NESTA et al. 2012; MARTINEZ-GIL et al. 2017), e a invasina
InvA de Yersinia spp. (LEO et al. 2015). Recentemente, quatro genes responsaveis por
codificar novas proteinas AT invertidas foram identificados no genoma de uma colecéao
de 126 isolados de E. coli sequenciados, sendo estes genes denominados iatA, iatB, iatC
e iatD. A analise funcional da proteina codificada por estes genes mostrou que latB, latC
e latD participam da formacdo de biofilme em E. coli, contribuindo assim para sua
patogenicidade (GOH et al. 2019).

Ja foi demonstrado que, no caso da intimina, a proteina ndo pode ser dobrada no

periplasma. A formacéao de pontes dissulfeto no processo de dobra gera uma conformacéo
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que impossibilita a proteina de atravessar o poro formado pelo B-barril (ADAMS et al.
2005). Desta maneira, assim como as proteinas das demais familias, as proteinas da
familia Ve sdo auxiliadas por proteinas periplasmaticas responsaveis por manter a
proteina ndo dobrada ou apenas parcialmente dobrada até que ela seja translocada para o
meio extracelular. No caso de ATs como a intimina, sua inser¢do na membrana externa é
auxiliada pelo complexo Bam, que permite sua passagem em uma conformagéo
parcialmente dobrada, algo que seria impossivel considerando o didmetro do poro gerado
pelo B-barril. Além disso, na auséncia das proteinas periplasméaticas SurA e DegP
(responsaveis pelas vias SurA e Skp/DegP respectivamente), um acimulo de proteina mal
dobrada é gerado no periplasma (BODELON, MARIN e FERNANDEZ, 2009).

1.6 Classificacdo das proteinas autotransportadoras de acordo com seus dominios
proteicos

Anadlises filogenéticas das sequéncias de aminoacidos dos dominios passageiros
das proteinas AT tém permitido dividir essas proteinas em trés grandes grupos: 0s genes
que codificam as adesinas da familia AIDA-I (Adhesin Involved in Diffuse Adherence),
0s genes que codificam as TAAS e 0s genes que codificam as SPATES, que sdo enzimas
que possuem o motivo caracteristico GDSGS das serinoproteases (WELLS et al. 2010).

1.6.1 Familia AIDA-I

A familia AIDA-1 é definida pelo dominio COG3468 composto por 644
amino&cidos, que aparece em menor ou maior nivel de conservagdo em diversas espécies
além de E. coli, como Brucella melitensis, Mesorhizobium loti, Haemophilus influenzae,
Pasteurella multocida, Neisseria meningitidis, Salmonella typhimurium e outras
(HENDERSON et al. 2004). Dentre as autotransportadoras bem caracterizadas dessa
familia, é possivel citar AIDA-I, antigeno 43 e TibA (VO et al. 2017).

A proteina que da nome a familia (AIDA-1) foi identificada em 1989 como sendo
responsavel por promover o padrdo de aderéncia difusa em E. coli (BENZ e SCHMIDT,
1989), mas sé passou a ser mais bem compreendida e considerada uma autotransportadora
em 1996 (SUHR, BENZ e SCHMIDT, 1996). A proteina promove autoagregacao,
formacéo de biofilme (SHERLOCK et al. 2004) e colonizacéao do trato intestinal (RAVI
et al. 2007). Além de seu papel como adesina em células HeLa (BENZ e SCHMIDT,
1989; LAARMANN e SCHMIDT 2003), HT-29 (SCHEMBRI, DALSGAARD e
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KLEMM, 2004) e em HEp-2, é capaz também de promover invasao (CHARBONNEAU
BERTHIAUME e MOUREZ 2006).

Ademais, é capaz de promover autoagregacao de uma maneira particular: além de
haver interacdo entre AIDA-I e AIDA-I, é possivel também observar autoagregacao
através da interacdo AIDA-1 e Antigeno 43 (SHERLOCK et al. 2004). Por fim, por se
tratar de uma adesina curta, pode ter seus fen6tipos bloqueados quando a bactéria produz
capsula (SCHEMBRI, DALSGAARD e KLEMM, 2004).

Inicialmente descrito como produto do gene flu, o antigeno 43 também pode ser
encontrado na literatura como produto do gene agn43 e foi caracterizado como sendo uma
proteina responsavel por promover autoagregacao e alteracao na morfologia das coldnias.
Culturas que majoritariamente expressavam flu formavam “penugens” (ou “fluffs”, como
0 proprio artigo cita) apos um tempo em repouso em meio liquido. Estas “penugens” se
tornavam mais densas com o passar do tempo e sedimentavam. Quando cultivadas em
meio sélido, as coldnias expressando flu eram crespas e rugosas, enquanto as que ndo
expressavam eram brilhantes e lisas. Neste estudo, ja foi destacado o fato de que uma
mesma cultura poderia dar origem a subculturas que expressassem flu ou ndo, ou seja, foi
sugerido que o fenotipo possuia algum tipo de variacdo de fase (DIDERICHSEN, 1980).

O antigeno 43 aparece nominalmente na literatura pela primeira vez em 1987
guando se inicia sua caracterizacdo molecular (OWEN, CAFFREY e JOSEFSSON,
1987), tendo continuidade dois anos apés (CAFFREY e OWEN, 1989). Em 1999, o seu
mecanismo de variacdo de fase veio a ser esclarecido. Quando os motivos GATC do
antigeno 43 sdo metilados por moléculas de deoxiadenosina metiltransferase (Dam), o
gene é devidamente expresso. Quando estes sitios estdo ocupados por OxyR, um ativador
transcricional, o isolado ndo expressa antigeno 43.

Foi demonstrado experimentalmente que cepas deletadas em dam nunca
expressam o antigeno 43, enquanto as deletadas em oxyR sempre expressam a proteina
(HENDERSON e OWEN, 1999). Um mecanismo de regulagdo semelhante ocorre em
pap, onde Dam regula dois sitios GATC (VAN DER WOUDE, BRAATEN e LOW,
1996). E importante ressaltar que, em isolados selvagens, uma populacio nunca sera
100% produtora ou ndo produtora de antigeno 43, visto que estes nunca alcangam 0s
resultados fenotipicos demonstrados por mutantes em dam e oxyR (CHAUHAN et al.
2013).

Por fim, o antigeno 43 é capaz de promover agregacdo intra e interespecifica
(KIERGAARD et al. 2000a), formacdo de biofilme em E. coli e Pseudomonas
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fluorescens (KJERGAARD et al. 2000b), internalizacdo por neutréfilos fornecendo
protecdo aos componentes do soro humano (FEXBY et al. 2007) e persisténcia de UPEC
em modelo murino de infec¢do do trato urinario (ULETT et al. 2007).

TibA foi descrito pela primeira vez em 1994, a partir da ETEC H10407. Enquanto
0 isolado selvagem era capaz de invadir células HCT-8 e HCT-116 (ambas linhagens
intestinais), quando o locus tib foi inserido através de um vetor de expressao na E. coli
HB101, esta passou a invadir ndo s6 HCT-8 e HCT-116, como também HEp-2 e HuTu
80 (laringe e intestino respectivamente), fendtipo que nao foi exibido pela selvagem
(ELSINGHORST e WEITZ, 1994).

Além de ser uma invasina, ja foi demonstrado que TibA atua também como
adesina, como no caso de células HCT-8 (LINDENTHAL e ELSINGHORST, 2001). Esta
habilidade de se ligar a diferentes linhagens intestinais sugerem que TibA interage com
motivos compartilhados entre diversas células do trato intestinal (KLEMM, VEJBORG
e SHERLOCK, 2006).

Assim como AIDA-I e antigeno 43, TibA também é capaz de promover 0s
fenotipos de autoagregacdo e producdo de biofilme. Da mesma maneira, TibA também
pode ter o fendtipo de autoagregacdo bloqueado através da expressdo de fimbria do tipo
I ou producéo de capsula, por se tratar de uma proteina relativamente curta (SHERLOCK,
VEJBORG e KLEMM, 2005).

1.6.2 Familia TAA

Conforme citado anteriormente, as TAAs compreendem o conjunto de proteinas
pertencentes ao grupo Vc. Seu primeiro membro descrito na literatura foi YadA, que além
de atuar como adesina, possui uma funcdo atipica dentro deste grupo de proteinas, que é
mediar a evasdo ao sistema complemento (TERTTI et al. 1992; PILZ et al. 1992). Estas
proteinas possuem um dominio translocador caracteristicamente curto (SURANA et al.
2004) e seu dominio passageiro é bem heterogéneo dentro das diferentes proteinas
contidas neste grupo (DAUTIN e BERSTEIN 2007). Enquanto o dominio passageiro de
UpaG possui 1778 aminoacidos, Saa e Eib por exemplo variam entre 392 e 535
aminoacidos. Além disso, todas as TAAs possuem em seu dominio passageiro o dominio
YadA (WELLS, TOTSIKA e SCHEMBRI, 2010).



18

1.6.3 Familia SPATE

As SPATEs sdo proteinas que possuem uma triade catalitica formada pelos
residuos H, D e S, onde o motivo GDSGS alberga uma serina catalitica. Sdo proteinas
autotransportadoras que possuem um peptideo sinal caracteristicamente extenso (de 48 a
59 aminoécidos). Além dos trés dominios ja citados para as outras familias, nas SPATES
o dominio responsavel pela formacao do poro na membrana e o dominio responsavel pela
acao da proteina (dominio passageiro) sdo conectados por uma regido chamada de
“linker”. Neste, ha um sitio de clivagem contendo uma ponte composta por duas
asparaginas consecutivas (N-N). Esta ponte sofre um processo autocatalitico na proteina
madura, liberando o dominio passageiro para o meio extracelular. Além disso, existem
motivos contendo de cinco a dez residuos muito conservados tanto no dominio passageiro
guanto no dominio translocador (RUIZ-PEREZ e NATARO, 2014).

O primeiro membro desta familia a ser caracterizado foi Tsh, encontrado em uma
E. coli patogénica aviaria (APEC) e sendo responsavel por hemaglutinagéo em eritrocitos
de galinha (PROVENCE e CURTIS 3RD, 1994), clivagem de Fator V (DUTTA et al.
2002) e caseina (KOSTAKIOTI e STATHOPOULOS 2004) e atividade mucinolitica
(KOBAYASH, GAZIRI e VIDOTTO, 2010).

Hoje, sabemos que as SPATESs ndo se restringem as APECSs, aparecendo também
em outros patotipos de E. coli como EspC em EPEC (STEIN et al. 1996), EspP em EHEC
(BRUNDER, SCHMIDT e KARCH, 1997), Pet e Pic em EAEC (ESLAVA et al. 1998)
e Sat em UPEC (GUYER et al. 2000).

Um estudo anterior do nosso grupo de pesquisa identificou alguns sorotipos de
aEPEC associados a surtos de diarreia no nosso pais, sendo esses 0s sorotipos: O2:H16,
033:H34, 039:H9, 0108:He ONT:H19 (VIEIRA et al. 2016). Num estudo posterior, um
total de 106 isolados de aEPEC provenientes de estudos realizados no Brasil e pertencente
a diversos sorotipos, incluindo os sorotipos associados aos surtos de diarreia, foram
sequenciados e posteriormente comparados quanto as suas relagdes filogenéticas e ao
contetdo génico (HERNANDES et al. 2020). Esta anélise revelou um conjunto de 31
genes que foram exclusivamente identificados em isolados do sorotipo O2:H16 (n = 6).
Entre esses, se destaca um gene (provisoriamente denominado 282 _14 25 77) cuja
anotacdo revelou ser responsavel por codificar uma proteina AT (Tabela 3). Tanto a
analise da sequéncia de nucleotideos (Nucleotide BLAST), como a analise da sequéncia
deduzida de aminoacidos (Protein BLAST), revelaram se tratar de um gene capaz de

codificar uma proteina AT ainda ndo caracterizada.
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Tabela 3. Clusters de genes exclusivos ao sorotipo O2:H16 de Escherichia coli
enteropatogénica atipica. Fonte: Hernandes et al. 2020.

Identificagdo do NUmero de isolados

cluster de genes de aEPEC Anotagao
196 16 11 30 1 proteina hipotética
196 16 11 31 1 proteina hipotética
196 16 1 109 1 proteina hipotética
196 16 49 2 6 proteina da familia DNA (citosina-5-)-metiltransferase
196 16 56 2 7 proteina da familia fago integrasse
282 14 12 17 3 proteina hipotética conservada
282_14 13 10 3 proteina hipotética
282 14 25 43 1 proteina da familia DNA (citosina-5-)-metiltransferase
282 14 25 44 1 proteina de dominio AAA ATPase
282 14 25 77 6 proteina de dominio autotransportador de membrana externa
BA92 15 31 1 proteina hipotética conservada
BA92 3 110 1 proteina putativa de membrana
BA92 3 111 1 lipoproteina putativa
BA92 3 112 1 proteina hipotética
BA92 3 138 1 proteina hipotética conservada
BA92 3 139 1 proteina da familia do gene D de controle tardio de fago
BA92 3 140 1 proteina hipotética
BA92_3 141 1 proteina hipotética conservada
BA92_3 143 1 proteina hipotética conservada
BA92_3 144 1 proteina hipotética
BA92_3 145 1 proteina hipotética
BA92_3 146 1 proteina hipotética
BA92_3 150 1 proteina hipotética
BA92_3 151 1 proteina da familia ativadora transcricional perC
BA92_3 152 1 proteina hipotética
BA92_3 153 1 proteina hipotética conservada
BA92_3 154 1 proteina da familia beta
BA92_3 155 1 proteina hipotética
BA92_3 156 1 proteina hipotética
BA92_3 157 1 proteina hipotética
BA92 67 5 1 proteina hipotética conservada
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2. OBJETIVO

Caracterizar molecular e funcionalmente uma nova proteina autotransportadora
identificada em um isolado de Escherichia coli enteropatogénica atipica do sorotipo
0O2:H16.
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3. MATERIAL E METODOS:

3.1 Isolado de aEPEC 0O2:H16 utilizado no presente estudo

O isolado bacteriano utilizado no presente estudo para a caracterizacdo do gene
282 _14 25 77, bem como da nova proteina codificada por esse gene, foi o isolado de
aEPEC BA92 (sorotipo O2:H16), obtido durante o desenvolvimento de um estudo
epidemioldgico realizado em Salvador, BA (BUERIS et al. 2007). Esse isolado foi
posteriormente sequenciado (accession number: P1JZ00000000) em um estudo
recentemente publicado pelo nosso grupo de pesquisa (HERNANDES et al. 2020).
Durante o desenvolvimento deste projeto o gene 282_14 25 77 foi renomeado como

ema, codificando a proteina Extracellular Matrix-binding Autotransporter (Ema).

3.2 Caracterizacdo in silico da sequéncia deduzida de aminoacidos da proteina Ema

A sequéncia de nucleotideos do gene ema presente na amostra de aEPEC BA92
(sorotipo O2:H16), foi traduzida em sequéncia de aminoacidos utilizando o software CLC
Main Workbench 7 (Qiagen, NW, Alemanha) e sua massa molecular foi calculada
empregando a ferramenta disponivel no site ExXPASy
(https://web.expasy.org/compute_pi/) (GASTEIGER et al. 2003). O peptideo sinal,

necessario para o transporte da proteina do citoplasma até o espago periplasmatico da
célula bacteriana, foi deduzido com o auxilio do site SignalP 6.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/) (TEUFEL et al. 2022), e os
dominios passageiro e translocador da proteina Ema foram analisados utilizando-se os
bancos de dados Pfam e InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) (MISTRY et al. 2021;
PAYSAN-LAFOSSE et al. 2022).

Para avaliar a similaridade da sequéncia de aminoacidos deduzida a partir da

sequéncia do gene ema com a sequéncia de aminoacidos de outras proteinas ATS
previamente descritas na literatura (Tabela 4), foi utilizado o software MEGA1l
(TAMURA, STECHER e KUMAR, 2021) em conjunto com o algoritmo ClustalW
(LARKIN et al. 2007) para alinhamento. Em seguida, foi utilizada a ferramenta 1Q-TREE
1.6.12 (NGUYEN et al. 2015) em conjunto com o algoritmo ModelFinder
(KALYAANAMOORTHY et al. 2017) para encontrar o melhor modelo para a criagdo
da arvore de méxima verossimilhanca. O modelo que obteve melhor pontuagdo BIC
(SCHWARZ, 1978), AIC (AKAIKE 1998) e AlCc (SUGIURA, 1978) foi PMB
(Probability Matrix from Blocks, VEERASSAMY SMITH e TILLIER, 2003) com os


https://web.expasy.org/compute_pi/
https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/
https://www.ebi.ac.uk/interpro/
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parametros +F+G4 e Gamma shape alpha = 7,1547. Para o célculo da méaxima
verossimilhanca, este modelo e estes parametros foram utilizados em conjunto com o
algoritmo UFBoot2 (HOANG et al. 2017) utilizando 1000 bootstraps. Com o resultado
obtido, a arvore foi visualmente construida utilizando o resultado em formato Newick
gerado pelo 1Q-TREE como entrada na ferramenta online iTOL (https://itol.embl.de/)
(LETUNIC e BORK, 2021).

Tabela 4. Sequéncias de aminoacidos de proteinas ATs que foram empregadas para
determinar a similaridade da proteina Ema com adesinas ATs e SPATEs previamente
descritas. (continua)

Proteinas AT Protein identification

Adesinas AT da familia AIDA-I

AIDA-I EI149574.1
Antigen 43 YP_026164.1
Calcium-binding antigen 43 homologue — Cah AAG55356.1
EHEC autotransporter encoding gene (Eha) — EhaA AAG54657.1
EhaB AAG54720.1
EhaC AAG57362.1
EhaD AAG57760.1
EhaJ WP_137526983.1
Toxigenic invasion loci A (TibA) AADA41751.1
APEC autotransporter gene (AatA) ADJ53351.1
Uropathogenic E. coli autotransporter (Upa) — UpaB AANT78907.1
UpaC AAN78956.1
UpaD AANT79747.1
UpaE AANS81345.1
UpaF AANS82103.1
UpaH ACX47353
Upal ABG70270.1
Adesinas AT triméricas (TAA)

EhaG AlG71007.1
UpaG AAN82860.1
Upal ABG71675.1
EibG BAF32938.1
STEC autoagglutinating adhesin (Saa) AAZ76520.1

STEC AT contributing to biofilm formation (Sab)
Adesinas AT inversas

WP_011310120.1

Factor adherence E. coli (FdeC) ADE88959.1
Yeel ACB16711.1
Inverseautotransporter (IAT) — latA ACB19099.1
latB ACB17431.1
latC ACB17037.1
latD ACB20062.1

Intimin

WP_000627890.1



https://itol.embl.de/
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Tabela 4. Sequéncias de aminoéacidos de proteinas ATs que foram empregadas para
determinar a similaridade da proteina Ema com adesinas ATs e SPATEs previamente

descritas. (continuacao)

SPATEs

Sat VWQ04413.1
SigA WP_175055659.1
Pet SJK83553.1
Pic ALT57188.1
SepA WP_175283799.1
Tsh QEG96830.1
Vat WP_170836563.1
EatA WP_175284389.1
EspP NP_052685.1
EspC WP 133142151.1

3.3 Deteccdo do ponto de insercdo do gene ema no cromossomo do isolado selvagem
BA92

Com a finalidade de elucidar a localizagdo do gene ema no genoma do isolado
selvagem BA92, o DNA deste isolado foi comparado ao DNA de uma O2:H16 que nédo
possui 0 gene. Para tanto, foi utilizado o sequenciamento de short reads obtidos em
Illumina HiSeq 4000 (Illumina, CA, EUA) paraa BA92 e o isolado IAL 5132, dados que
foram obtidos previamente em um estudo do nosso grupo (HERNANDES et al. 2020).
Além disso, para a BA92 foi realizado também sequenciamento de long reads, obtidos
através de MinlON (Oxford Nanopore Technologies, OX4, Inglaterra). A montagem
hibrida do genoma da BA92 foi realizada através do programa Unicycler (WICK et al.
2017). O genoma foi anotado com o auxilio da ferramenta Prokka (SEEMANN, 2014) e
o resultado foi representado visualmente com a ferramenta Easyfig (SULLIVAN, PETTY
e BEATSON, 2011).

Posteriormente, para melhor compreender o mecanismo de inser¢ao de ema junto
aos 19 genes que 0 seguem e que nao apareceram no isolado 1AL 5132, foi realizada uma
analise pelo programa PHASTER (ARNDT et al. 2016).

3.4 Predicéo do arranjo molecular da proteina Ema

Para realizar a predi¢do da maneira como a nova proteina autotransportadora se
organiza, foi utilizado 0 caderno online ColabFold
(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.i
pynb) (MIRDITA et al. 2022).



https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb
https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb
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3.5 Clonagens do gene ema

Foram realizadas as seguintes clonagens: (1) utilizando apenas a porc¢ao do gene
responsavel por codificar o dominio passageiro (1350 pb) da proteina no vetor de
expressdao pET-28a (Merck, DA, Alemanha), permitindo assim a producdo de uma
proteina recombinante carregando uma cauda de polihistidina, para que a proteina
expressa pudesse ser posteriormente purificada por cromatografia de metais imobilizados
(IMAC); e (2) outra contendo o gene ema no vetor de expressao pBAD/Myc-His A
(Invitrogen, Vilnius, Lituania). Como controle dos ensaios, foram utilizadas as bactérias
MS427(pBAD) como controle negativo e MS427(pCO4), que carrega o gene responsavel
pela sintese do antigeno 43 (flu), como controle comparativo (Tabela 5).

Tabela 5. Lista de plasmideos e cepas empregados nos ensaios deste trabalho.

Plasmideo ou cepa Origem Referéncia
Plasmideos
pET-28a Comercialmente disponivel Comercialmente disponivel
pHO Vetor de expressdo pET-28a com a porcdo Este trabalho
do gene responsavel por codificar o

pBAD/Myc-His A

dominio passageiro de Ema

Comercialmente disponivel

Comercialmente disponivel

pIC Vetor de expressdo pBAD/Myc-His A com Este trabalho
0 gene ema
pCO4 Vetor de expressdo pBAD/Myc-His A com ULETT et al. 2007
0 gene flu
Cepas
BL21(DE3) Comercialmente disponivel Comercialmente disponivel
BL21(DE3)(pET-28a) BL21(DE3) carregando o vetor de Este trabalho
experessdo pET-28a
BL21(DE3)(pHO) BL21(DE3) carregando o vetor de Este trabalho
expressdo pET-28a contendo o0 gene
responsavel por codificar o dominio
passageiro de Ema
MS427 MG1655Aflu KJERGAARD et al. 2000b
MS427(pBAD) MS427 carregando 0 vetor de expressdo WELLS et al. 2008
pBAD/Myc-His A
MS427(pIC) MS427 carregando o vetor de expressdo Este trabalho

pBAD/Myc-His A contendo o gene ema
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As clonagens foram realizadas utilizando a enzima Platinum® Taq DNA
Polymerase High Fidelity (Invitrogen, Vilnius, Lituania) e a enzima GoTag Master Mix
(Promega, Fitchburg, WI, EUA) foi utilizada para deteccdo do gene ema na bactéria
selvagem e no clone obtido. Em ambos os casos, foram utilizados os primers descritos
abaixo na Tabela 6. Para a clonagem do gene ema, foram empregados os primers
Forward-(Xhol) e Reverse-(Kpnl). Para a clonagem do fragmento responséavel por
codificar o dominio passageiro foram utilizados os primers pet28a-Xhol e pet28a-
BamHI. As condicdes utilizadas para amplificacdo do gene ema foram um ciclo de
desnaturacéo de 95 °C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturagédo a 95 °C por
30 segundos, 48 °C por 30 segundos para anelamento e 72 °C por 2 minutos e 30 segundos
para extensdo. Por fim, foi realizada extensdo final de 7 minutos a 72 °C. Para a clonagem,
foi utilizado 94 °C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacéo a 94 °C por 15
segundos, 48 °C para anelamento por 30 segundos e extenséo a 68 °C por 2 minutos e 30
segundos.

Para amplificacdo do dominio passageiro apenas, foi utilizado um ciclo de
desnaturacdo de 95 °C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por
30 segundos, 53 °C por 30 segundos para anelamento e 72 °C por 1 minuto e 30 segundos
para extensdo. Por fim, foi realizada extensdo final de 7 minutos a 72 °C. Para a clonagem,
foi utilizado 94 °C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 15
segundos, 53 °C para anelamento por 30 segundos e extensdo a 68 °C por 1 minuto e 30

segundos.

Tabela 6. Primers empregados para a amplificacdo do gene ema e sua por¢do
correspondente ao dominio passageiro, que foram clonados nos vetores de expressdo
pBAD/Myc-His A e pET-28a, gerando os plasmideos recombinantes plC e pHO

respectivamente.

Primers Sequéncia (5° — 3”)
Forward-(Xhol) CGCGCTCGAGATAATAAGGATTCATTATGCTTAATAAAAAAACAATTGC
Reverse-(Kpnl) CGCGCGGGTACCTTAAAAGAGGACTCGAACACCAG
pET28a-Xhol CGCGCGCTCGAGATGATTCCCTTCAATATCGGTCAAA
pET28a-BamHI CGCGCGGGATCCGCATCATTTACTCAAAATATTACAAAAGG

Os fragmentos amplificados foram purificados utilizando o kit QIAquick® PCR
Purification Kit (Qiagen, NW, Alemanha), e o vetor de expressdo pBAD/Myc-His A foi
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extraido da amostra bacteriana hospedeira (MS1187 — WELLS et al. 2008) utilizando o
kit QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen, NW, Alemanha). A digestdo dos insertos e dos
vetores foi realizada utilizando as enzimas de restricdo Xhol e BamHI (Invitrogen,
Vilnius, Lituania) para o pET-28a (Figura 2) e Xhol e Kpnl (Invitrogen, Vilnius, Lituania)
para o pBAD (Figura 3), conforme recomendacdo dos fabricantes. A ligacdo dos
fragmentos de DNA digeridos foi realizada com a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen,

Vilnius, Lituania) gerando os plasmideos recombinantes pHO e pIC, respectivamente.

Hind Hi(173)
Sal K179)

Sac 1(190)
EcoR 1(192)

BamH I(198) h Bam H I

Bpu1102 1(80)
Dra llI(5127)

Pvu |(4426)
Sgf 1(4426)

|
Sma (4300) Miu I(1123)
Bel I(1137)
Cla I(4117)

Nru 1(4083) BstE l1(1304)

pET-28a(+)

Apa 1(1334)
(5369bp)

(zsgL-g11) 02

BssH 11(1534)
EcoR V(1573)
Hpa 1(1629)

Eco57 1(3772)

AwN 1(3640)

BssS 1(3397) PshA 1(1968)
BspLU11 1(3224) Bgl 1(2187)
Sap 1(3108) Fsp 1(2205)

Bst1107 1(2995) Psp5 11(2230)
Tth111 1(2959)

Figura 2. Mapa ilustrativo do vetor de expressdo pET-28a e localizacdo dos sitios
reconhecidos pelas enzimas de restricdo Xhol e BamHlI.

Xhol Kpnl

pBAD/Myc-His
A,B,C
4.1 kb

Figura 3. Vetor de expressao pBAD/Myc-His A e regido de restricdo das enzimas Xhol
e Kpnl.
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Para o preparo das células competentes para a clonagem com o vetor pET-28a, foi
realizado o processo de preparo de células quimiocompetentes e posterior transformagéo
por choque térmico (SAMBROOK, FRITSCH E MANIATIS 1989). A hospedeira E. coli
BL21(DE3) foi cultivada em 50 ml de caldo lisogenia (LB) sob agitacdo de 250 rpm a 37
°C até atingir a densidade optica DOsoonm 0,6. O indculo foi transferido para um tubo
conico de 50 ml e incubado em banho de gelo por 30 minutos. Em seguida, o tubo foi
centrifugado a 2057 x g por 15 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi descartado. O
sedimento obtido foi entdo lavado com 50 ml de uma solucéo gelada de cloreto de célcio
100 mM e incubado em banho de gelo por 20 minutos.

Foi realizada nova centrifugacéo e lavagem, dessa vez utilizando 25 ml de cloreto
de célcio 100 mM. Apds uma nova centrifugacédo, o sedimento foi ressuspendido em 2 ml
de solucéo de cloreto de calcio 100 mM contendo 15% de glicerol. Aliquotas de 100 pl
dessa suspensdo bacteriana foram feitas em microtubos de 1,5 ml e rapidamente
congeladas em banho de etanol (70%) e gelo seco, para posterior armazenamento a -80
°C até 0 momento do uso.

Para a transformacdo, 2 ul do vetor contendo o fragmento do gene responsavel
por codificar o dominio passageiro de Ema foi adicionado a 50 pl da aliquota de célula
quimiocompetente. O tubo com a mistura foi entdo incubado em banho de gelo por 30
min, em seguida a 42 °C por 95 segundos e novamente em banho de gelo por 2 minutos.
A mistura foi entdo recuperada em 500 pl de caldo LB e incubada a 37 °C sob agitacéo
de 250 rpm por uma hora. Apds esse periodo de incubacdo, os transformantes foram
selecionados em placas de agar LB contendo canamicina (50 pg/ml), para posterior
selecdo de coldnias com o gendtipo de interesse para a realizacdo dos testes propostos
neste trabalho.

Para o preparo das células eletrocompetentes, a bactéria MS427 foi inoculada em
caldo LB e incubadas por 18 horas a 37 °C. O crescimento foi diluido na proporg¢éo 1:100
e incubados a 37 °C com agitacdo (aproximadamente 200 rpm) até atingirem DOgoonm
entre 0,5 e 0,8. Apos atingir a DOsoonm esperada, as bactérias foram centrifugadas a 5000
X g a4 °C, seguindo-se duas lavagens com agua gelada, e ap6s uma nova centrifugacdo
0 conteudo precipitado foi ressuspenso em 2 ml de glicerol estéril a 10%.
Aproximadamente, um ml da suspenséo bacteriana foi transferido para um microtubo de
1,5 ml que foi submetido a outra centrifugagdo a 5000 x g a 4 °C por 10 minutos.

O sobrenadante foi descartado e o material precipitado foi ressuspenso com 60 pl

de glicerol estéril (10%) a 4 °C. Posteriormente, foi transferida a quantidade equivalente
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a 50 ng da reacdo de ligagdo em 60 pl da célula competente para um microtubo de 1,5
mL estéril e gelado, o contetdo foi delicadamente homogeneizado, e posteriormente,
transferido para uma cubeta de eletroporagdo de 0,2 cm em gelo. Foi entdo realizada a
eletroporacdo a 2,5 quilovolts (kV) e, em seguida, a solu¢do de LB suplementado com
glicose 2 M e magnésio 2 M foi adicionada a cubeta de eletroporacdo e a reacdo foi
incubada com agitacdo leve (150 rpm) a 37 °C por uma hora.

Ap0s esse periodo de incubacéo, os transformantes foram selecionados em placas
de agar LB contendo ampicilina (100 pg/ml) para posterior selecdo de coldnias com o
genotipo de interesse para a realizagdo dos testes propostos neste trabalho.

As reacdes de PCR para a deteccdo dos genes ema na amostra hospedeira MS427
e 0 gene responsavel pelo dominio passageiro na amostra hospedeira BL21(DE3) foram
realizadas utilizando 7,5 pl de GoTag® Green Master Mix (Promega, Madison, WI,
USA), 5,5 pl de &gua destilada ultra-pura, 1 pl do DNA extraido da bactéria e 0,34 uM
dos primers Forward-(Xhol) e Reverse-(Kpnl) e pET28a-Xhol e pET28a-BamHI
respectivamente. Os géis foram preparados utilizando 1% de agarose (Kasvi, PR, Brasil)
em tampéao Tris-Borato-EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) 1X e corado com
solugdo SYBR Safe (Invitrogen, Vilnius, Lituania).

As bacteérias selecionadas como hospedeiras foram a MS427 (KIEARGAARD et
al. 2000b), que compreende a E. coli K-12 MG1655 deletada no gene flu, responsavel por
codificar a adesina autotransportadora conhecida como Antigeno 43; e a BL21(DE3), que
também compreende uma K-12, sendo comumente utilizada para expressdo de proteinas
recombinantes (KIM et al. 2017). A MS427 foi selecionada por j& possuir 0s mecanismos
necessarios para a producdo de uma proteina autotransportadora e posterior transporte
dessa proteina para o meio extracelular. E importante ressaltar que todos os experimentos
com os clones obtidos a partir da clonagem com a MS427 foram realizados na presenca
de 0,2% de L-arabinose, para induzir a expressdo do promotor araBAD (Peap) localizado
antes do sitio multiplo de clonagem.

Para assegurar a integridade dos genes de interesse nos plasmideos recombinantes
a serem obtidos, foi realizado uma PCR para o vetor, cujo produto foi purificado com o
uso de AMPure XP (Beckman Coulter, CA, EUA) utilizando recomendagdes do
fabricante. Este produto purificado foi submetido a sequenciamento Sanger (SANGER,
NICKLEN E COULSON, 1977). Para a PCR e sequenciamento, foram utilizados os

primers indicados nos manuais dos respectivos vetores, conforme descrito na Tabela 7.
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Tabela 7. Primers que foram empregados no sequenciamento dos vetores pIC e pHO
para verificar a integridade dos genes clonados.

Vetor Primers Sequéncia (5” — 3°)
IC pBAD - F ATGCCATAGCATTTTTATCC
pBAD - R GATTTAATCTGTATCAGG
oHO T7 promoter TAATACGACTCACTATAGGG

T7 terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG

3.6 Expressao da proteina recombinante contendo apenas o dominio passageiro da
proteina Ema fusionada a cauda de histidina

Posteriormente, o transformante foi cultivado em meio 2HKII (JENSEN e
CARLSEN, 1990) contendo canamicina (50 ug/ml) sob agitacdo a 150 rpm a 37 °C até
atingirem densidades opticas (DOeoonm) entre 2 e 3. A inducdo foi entdo realizada pela
adicdo de IPTG (isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo - Invitrogen, Vilnius, Lituania) 0,5
mM marcando o tempo zero, onde foi realizada a primeira coleta do sobrenadante. Outra
coleta foi realizada nos tempos 1, 2, 3 e 16 horas enquanto as culturas continuaram sob
agitacdo a 150 rpm a 30 °C.

As culturas foram centrifugadas a 13523 x g por 10 minutos a 4 °C, enquanto a
fracdo insolavel foi ressuspensa em tampéo de lise (Tris HCI 0,1 M, pH 7,0, 5mM EDTA
e 0,1% de deoxicolato de sodio) e lisada em sonicador Bandelin Sonopuls HD 2070
(Bandelin, BE, Alemanha) utilizando ciclo de 90% por 5 minutos com 45% de poténcia.
Os corpusculos de inclusdo foram lavados mais uma vez no mesmo tampdo e depois mais
duas vezes em tampéo Tris HCI 0,05 M e 1 mM de EDTA para retirada do detergente.
Tanto o sobrenadante quanto os corpusculos de inclusdo foram mantidos congelados a -
20 °C até o momento do uso.

Na sequéncia, foram desnaturados com 2-mercaptoetanol (Bio-Rad, CA, EUA) e
tampdo de amostra 2X Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, CA, EUA) a 98 °C por 5
minutos. Em seguida, foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) a 12%, utilizando Tris-Glicina (Tris
[hidroximetil amino metano] 3% e &cido aminoacético 14%) pH 8,3 como tampéo de
corrida. As amostras foram submetidas a tenséo de 80 V até o corante dos tampdes de
amostra alcancar a extremidade do gel. Posteriormente, o gel foi corado por solucéo de
Coomassie Azul Brilhante R (INLAB, SP, Brasil) e descorado em solugéo contendo 30%

etanol e 7% &cido acético em agua destilada.
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A proteina foi detectada nos corplsculos de inclusdo. Portanto, 1 ml desta
suspensdo (1 mg) foi diluido em tampao 50 mM CAPS pH 7 a 12, 1 mM EDTA. A
suspensdo de agregados proteicos foi colocada em compartimentos plasticos que foram
selados, colocados dentro de outros compartimentos plasticos, que foram selados a vacuo
e colocados em vaso de presséo (R4-6-40, High Pressure Equipment, USA). O vaso foi
fechado e pressurizado a 2,4 kbar por 90 minutos com o auxilio de uma bomba (PS-50,
High Pressure Equipment, USA) e um compressor de ar, utilizando-se mistura de 6leo
em agua como fluido de transmisséo.

Ap0s a descompressao, as amostras foram retiradas dos compartimentos plasticos,
centrifugadas a 12000 x g por 15 minutos, dialisadas em membrana contra tampéo
contendo 25 mM Tris pH 7,0 por 18 horas em geladeira com auxilio de agitador
magnétco, novamente centrifugadas e, por fim, estocadas a -20 °C. As amostras obtidas
foram submetidas a SDS-PAGE 12%, coradas por solucdo de Coomassie Azul Brilhante
R (INLAB, SP, Brasil) e descoradas por solugdo contendo 30% etanol e 7% &cido acético

em agua destilada para verificacdo do pH ideal para o redobramento da proteina.

3.7 Purificacao da proteina recombinante contendo apenas o dominio passageiro da
proteina Ema

A proteina foi purificada em coluna cromatografica de niquel de afinidade
HisTrap FF (GE Healthcare, MA, USA). Esta coluna acoplada ao sistema de purificacéo
Akta (GE Healthcare, MA, USA) foi equilibrada com tamp&o contendo 25 mM Tris pH
7,0 e 150 mM NaCl. A eluicéo foi realizada em tampé&o contendo 25 mM Tris pH 7,0,
150 mM NaCl e 1 M de Imidazol) aplicando um gradiente 0 — 1 M de Imidazol (30
minutos, 1 ml/minuto). As fracdes eluidas foram dialisadas contra 25 mM de fosfato de
sodio pH 7,0. Posteriormente, foi realizado SDS-PAGE a 12% conforme o item 4.6 e 0
gel foi corado por Coomassie Azul Brilhante R (INLAB, SP, Brasil) e descorado por

solucgéo contendo 30% etanol e 7% acido acetico em agua destilada.

3.8 Producao de soro em coelho contra a proteina Ema

A proteina purificada obtida foi utilizada para imunizacdo de um coelho seguindo
o protocolo de experimentacdo animal aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais do Instituto Butantan (Protocolo CEUAIB: 9452010316). Um coelho New
Zealand White fémea de 2 kg foi inoculado com 100 pg da proteina Ema em conjunto
com 200 pl de Montanide ISA 50 V2 (lote: 190301019150 - Instituto Butantan, SP,
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Brasil) como adjuvante. Foram realizadas trés imunizagdes com intervalos de 15 dias.
Uma sangria de prova foi realizada 15 dias ap6s a Ultima imunizagdo para titulacdo de
anticorpos especificos. Para isso, foi empregado o seguinte protocolo de ELISA:

Em uma placa de 96 pocos, foi distribuido por po¢o 100 ul contendo 0,5 pg de
Ema diluido em tampéo carbonato de sédio 0,1 M pH 9,6. Esta placa ficou a 4 °C por 18
horas. Em seguida, 0s pogos foram lavados trés vezes com tampdo de lavagem (PBS +
0,05% Tween 20) e bloqueados com 200 ul de solucéo de blogueio (tampé&o de lavagem
+ 10% leite desnatado em pd) por uma hora a 37 °C. Apos lavagem com tampao de
lavagem, foi adicionado 100 pl de tampé&o de diluigéo (PBS + 0,01% Tween-20 + 1% de
leite desnatado em pd) em cada pogo e 100 pl do soro pré-imune foram adicionados ao
primeiro poco. O conteudo foi homogeneizado com pipeta e posteriormente foi realizada
diluicdo seriada. O mesmo procedimento foi realizado para as duas linhas seguinte da
placa de 96 pocos, porém utilizando o soro obtido na sangria de prova. Ap6s incubar por
uma hora a 37 °C, os pogos foram lavados trés vezes com tampédo de lavagem. Em
seguida, 100 pl de solucdo de tampdo de diluicdo contendo anticorpo secundario anti-
rabbit (1:5000) produzido em cabra conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich, HE,
Alemanha) foi adicionada aos pogos e a placa foi incubada por uma hora a 37 °C.

Ap0s este periodo, os pogos foram lavados trés vezes com tampdo de lavagem e a
revelacdo foi feita entre 10 e 15 minutos com solu¢édo de revelacdo. Para o preparo desta
solucdo, foram utilizados 8 mg de dihidrocloreto de o-fenilenediamina (OPD) (Sigma-
Aldrich, HE, Alemanha) como substrato, 20 ml de tampdo citrato-fosfato (Citrato 0,1 M
+ Fosfato 0,2 M, pH 5,0) e 10 pl de H202 30%. Apos este periodo, a reagdo foi
interrompida com 50 pl de solugéo de parada (H2SO4 8N) e a leitura da absorbancia foi
feitaa 492 nm utilizando o aparelho Multiskan EX (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA).

A partir do resultado obtido nesta titulacdo, tornou-se evidente que o esquema
inicial de imunizacéo foi suficiente, prosseguindo entéo para a sangria final. Cerca de 50
ml de sangue foram coletados e transferidos para tubos conicos para centrifuga de 50 ml.
Este sangue foi incubado em estufa a 37 °C por duas horas, centrifugado a 1157 xga 4
°C por 30 minutos e o soro foi coletado e transferido para tubos de 15 ml que foram
novamente centrifugados nas mesmas condigdes. O soro foi mantido a -20 °C até o
momento do uso. Esses experimentos foram realizados no Biotério de Experimentacao
do Laboratério de Bacteriologia do Instituto Butantan sob supervisdo da veterinaria Dra.

Renata Gemio.
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3.9 Adsorc¢éao do soro anti-Ema

Para minimizar ligacGes inespecificas do soro, uma cultura de BL21(DE3)(pET-
28a) foi cultivada por 18 horas em meio LB com canamicina (50 ug/ml) a 37 °C. No dia
seguinte, a cultura foi inoculada em 200 ml de LB com canamicina (50 pg/ml) a 37 °C e
mantida em agitag&o até atingir a DOsoonm entre 0,5 e 0,8, quando foi adicionado 0,5 mM
de IPTG. A cultura retornou para agitacao a 37 °C por 3 horas €, apos este periodo, foram
coletadas aliquotas de 10 ml que foram transferidas para tubos cénicos de centrifuga de
15 ml. Apos centrifugar por 15 minutos a 1157 x g, o sobrenadante foi descartado e os
pellets resultantes foram congelados a -20 °C. O soro obtido no item anterior foi
homogeneizado em um tubo contendo um pellet congelado. Ap6s 12 horas em baixa
agitacdo e temperatura ambiente, o tubo foi centrifugado e o soro foi transferido para um
novo pellet. Ao todo, foram realizados 20 ciclos de adsorcao e ao final desses ciclos o
soro foi filtrado em membrana filtrante de 20 pum acoplada em seringa e mantido a -20
°C.

3.10 Immunoblotting

As bactérias BL21(DE3)(pET-28a) e BL21(DE3)(pHO) foram pré-cultivadas em
3,0 ml de meio LB por aproximadamente 18 horas. No dia seguinte, foram inoculadas em
outros dois tubos na propor¢do 1:100, onde foram mantidas em agitacdo a 37 °C até
atingir DOsoonm entre 0,5 e 0,8. Em seguida, a expressao foi induzida através da adigdo de
0,5 mM de IPTG. Apo6s trés horas, um dos tubos de cada uma das bactérias foi
centrifugado a 2500 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. O contetdo
restante foi ressuspenso em 200 pl de PBS (Tampéo Salina Fosfato pH 7,4) e congelado
até o momento do uso. Apos 18 horas de crescimento, os outros dois tubos também foram
centrifugados, tiveram o sobrenadante descartado e o precipitado foi ressuspenso em
PBS.

Em seguida, uma aliquota desta suspensdo foi adicionada a um microtubo
contendo tampé&o de amostra e submetida a desnaturagdo em banho seco a 98 °C por 5
minutos. As proteinas foram separadas através de SDS-PAGE 12%, conforme descrito
no item 4.6 e posteriormente foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose por
western blot, utilizando o sistema semisseco Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-
Rad, CA, EUA), em tampdao de transferéncia (Tris-Glicina 10X 10%, etanol absoluto
20%) a 10 V por 45 minutos.
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Apbs a transferéncia, as membranas foram bloqueadas por 18 horas a 4 °C com
leite desnatado a 10% em PBS contendo Tween-20 0,05% (PBS-T). No dia seguinte,
foram feitas trés lavagens com PBS-T por 5 minutos, seguido de incubacdo com o
anticorpo primario anti-His (Sigma-Aldrich, HE, Alemanha) produzido em camundongo
na proporc¢ao 1:6000 ou anti-Ema (1:200) em leite desnatado a 10% em PBS-T por uma
hora. Em seguida, foram feitas trés lavagens com PBS-T e a membrana foi incubada com
0 anticorpo secundario anti-mouse (1:4000) (Sigma-Aldrich, HE, Alemanha) produzido
em cabra para His ou anti-rabbit (Sigma-Aldrich, HE, Alemanha) produzido em cabra
para a proteina Ema (1:10000) em leite desnatado a 10% em PBS-T por uma hora. Apds
este periodo, foram realizadas trés lavagens com PBS-T e o resultado foi revelado com o
auxilio do kit SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher
Scientific, MA, EUA) e visualizado no transiluminador Amersham Imager 600 (GE
Healthcare, MA, EUA) ou UVITEC 4.7 Cambridge (Cambridge, GB-CAM, Inglaterra).

3.11 Microscopia eletronica de transmissdo (MET) com imunomarcacgao

Os ensaios de MET foram realizados pela Dra. Cecilia Mari Abe, pesquisadora
cientifica do Laboratério de Bacteriologia do Instituto Butantan. As bactérias
MS427(pBAD), MS427(plC) e BA92 foram previamente cultivadas em LB por 18 h a 37
°C. Apo6s o cultivo, as amostras foram centrifugadas (2348 x g por 5 minutos) e o
sobrenadante foi descartado. Em seguida foram realizadas quatro lavagens com PBS.
Ap0s este procedimento, as bactérias foram fixadas com paraformaldeido a 4% em PBS
pH 7,4 por 30 minutos em temperatura ambiente. Apds cinco lavagens com PBS contendo
soroalbumina bovina (BSA) (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) a 0,2% (PBS-BSA),
as amostras foram bloqueadas na mesma solucdo por 60 minutos em temperatura
ambiente.

Em seguida, as amostras foram novamente lavadas e posteriormente incubadas
com soro pré-imune ou soro anti-Ema, ambos na diluigdo 1:25 por 18 horas a 4 °C. Ap0s
esse periodo, as amostras foram lavadas cinco vezes com PBS-BSA e incubadas com
anticorpo secundario (anti-lgG de coelho produzido em cabra [Bio-Rad, CA, EUA] na
diluicdo de 1:25, conjugado com particulas de ouro coloidal de 10 nm) a temperatura
ambiente por cinco horas.

Ap0s cinco lavagens com PBS-BSA, as preparagdes foram aplicadas sobre telas

de cobre (200 mesh) para microscopia eletrénica (Electron Microscopy Sciences, PA,
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EUA) previamente preparadas com Formvar (Sigma-Aldrich, HE, Alemanha). Apds
secarem em temperatura ambiente, as preparacGes foram analisadas em microscopio
eletrénico de transmissao LEO 906E (Zeiss, BW, Alemanha) a 80 kV no Laboratério de

Biologia Estrutural e Funcional do Instituto Butantan.

3.12 Teste de autoagregacao

O potencial de autoagregacdo mediado pela proteina Ema foi avaliado de acordo
com o descrito por Kjeergaard e colaboradores (2000a), com algumas modificacdes. As
bactérias foram cultivadas em tubo falcon com 40 ml de caldo Brain Heart Infusion (BHl,
Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) acrescido de 0,2% de L-arabinose. Como controle
positivo, foi utilizada a bactéria MS427(pCO4). Apos incubacdo a 37 °C sob agitacdo de
150 a 200 rpm por 18 horas, o conteudo foi centrifugado a 5000 x g por 10 minutos. O
pellet resultante foi ressuspenso em 10 ml de caldo BHI acrescido de 0,2% de L-
arabinose. Posteriormente, 200 pul de cada cultura foram transferidos para placa de 96
pogos, tendo sua DOeoonm ajustada proxima a 1, correspondendo ao To do experimento de
autoagregacao.

ApOs este ajuste, 5 ml foram transferidos paras tubos estéreis de vidro que foram
mantidos na bancada durante todo o periodo experimental (duas horas). A cada 20
minutos, 200 ul foram cuidadosamente coletados do topo de cada cultura bacteriana e
tiveram sua DOsoonm medida. Ao final dos ensaios, uma aliquota de 10 ul do fundo do
tubo foi coletada e pipetada em uma lamina de microscopia, que foi fixada por calor e
posteriormente corada por 4°,6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI; Thermo Fisher Scientific,
MA, EUA) (1:500 em PBS) e mantidas sob o abrigo de luz por 20 minutos. Em seguida,
as laminas foram lavadas 10 vezes mergulhando-as em agua destilada, secas com auxilio
de papel absorvente e levadas ao microscépio de fluorescéncia BX60 (Olympus, Kanto,
Japdo) para observacao dos agregados bacterianos.

Para leitura da densidade Optica, foi utilizado o leitor BioTek Epoch 2 em conjunto
com o programa Gen5 (Agilent, CA, EUA). Ao todo foram realizadas nove replicatas
deste experimento. Para andlise estatistica, foram realizados ajustes de regressdes
polinomiais de segundo grau para todas as repeticdes para cada grupo e posteriormente

foram realizadas analises de variancias referentes a cada parametro.
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3.13 Producéo de biofilme em superficie de poliestireno

O teste de formacao de biofilme foi realizado de acordo com de Oliveira-Garcia e
colaboradores (2003), com algumas modificacdes. Em cada po¢o da microplaca de 96
pocos foram adicionados 200 ul de caldo LB contendo 2% de D-manopiranosideo
(Sigma-Aldrich, HE, Alemanha), 0,2% de L-arabinose, 100 pg/ml de ampicilina ¢ 10 pl
de suspensdo bacteriana cultivada em caldo LB a 37 °C por 18 horas. Apds 24, 48 e 72
horas de incubacdo a 37 °C, cada poco foi lavado uma vez com 200 ul de PBS e foi
adicionado 200 ul de formaldeido a 3%. Apds uma hora, foi realizada uma lavagem
adicionando 200 pl de &gua destilada.

Entdo, foi adicionado 200 ul de cristal violeta a 1% em cada poc¢o. Depois de 20
minutos, os pocos foram lavados com agua destilada até que ndo houvesse mais corante
saindo dos pogos e a placa foi seca em temperatura ambiente, para entdo adicionar 200 pl
de metanol por 10 minutos. A leitura foi realizada em leitor ELISA BioTek Epoch 2 com
0 programa Gen5, na densidade 6ptica de 570 nm. Como controles, foram utilizadas
MS427(pC0O4), EAEC 042 (controle positivo) e E. coli HB101 (controle negativo). Tanto
a 042 quanto a HB101 foram incubadas sem ampicilina.

Os ensaios fenotipicos quantitativos de autoagregacdo e formacdo de biofilme
foram realizados em triplicatas técnicas e triplicatas bioldgicas que foram realizadas em
dias distintos. Para avaliacdo dos dados, foi realizado uma ANOVA seguida por teste de

Tukey. Foram considerados significativos os resultados de P < 0,05.

3.14 Producéo de biofilme em superficie de vidro

A metodologia para producdo de biofilme em poliestireno foi adaptada com
algumas modificacdes para a avaliacdo da producdo de biofilme em laminulas de vidro.
Laminulas de vidro autoclavadas foram inseridas em placas de poliestireno de 24 pogos
estereis. Posteriormente, 950 pl de caldo LB contendo 2% de D-manopiranosideo, 0,2%
de L-arabinose e 100 pg/ml de ampicilina. Em seguida, 50 pl do crescimento bacteriano
em caldo LB por 18 horas foram adicionados aos po¢os. As placas foram entéo incubadas
a 37 °C por 24, 48 e 72 horas. Apds este periodo, os pocos foram lavados uma vez com 1
ml de PBS, seguido de fixacdo com 1 ml de formaldeido a 3% por uma hora.

Em seguida, os pocgos foram lavados com agua destilada e as laminulas foram
transferidas para uma nova placa de 24 pocos, a fim de evitar que o biofilme produzido
nas paredes dos pocos interfira na leitura. Nesta nova placa, as laminulas foram coradas

com 1 ml de cristal violeta a 0,1% por 20 minutos. Em seguida, foram lavadas com agua
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destilada até remover todo o corante ndo aderido e a placa foi deixada para secar em
temperatura ambiente.

Ap0s este periodo, o corante foi ressuspenso com acido aceético glacial 33% por
10 minutos e a leitura da DOs7onm foi realizada em leitor ELISA BioTek Epoch 2 com o
auxilio do programa Genb5. Para avaliagdo dos dados, foi realizado uma ANOVA seguida
por teste de Tukey. Foram considerados significativos os resultados de P < 0,05.

3.15 Ensaios de interacéo da proteina Ema com componentes de matriz extracelular

Para avaliar a interacdo da proteina Ema com componentes de matriz extracelular
foram realizados ensaios de ELISA. Os componentes de matriz colageno tipo I, IlI,
(Corning, NI, EUA), IV e V, fibronectina celular e plasmatica, laminina, fibrinogénio e
vitronectina (Sigma-Aldrich, HE, Alemanha) (1ug/poc¢o) diluidos em PBS foram
imobilizados em placas de 96 pocos a 4 °C por 18 horas. Os pogos foram lavados trés
vezes com PBS-T (0,05%) entre cada etapa que se segue. Os sitios ndo especificos de
ligacdo foram bloqueados usando 100 pl de BSA 1% por duas horas a 37 °C. Apos 0
blogqueio, os componentes foram incubados com 100 ul da proteina recombinante a 0,1
uM em PBS por uma hora e 30 minutos a 37 °C. Apo6s lavagens, os pogos foram incubados
com o soro anti-Ema (1:1000) por uma hora a 37 °C.

Apds este periodo, segundo anticorpo anti-lgG de coelho produzido em cabra
conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich, HE, Alemanha) na diluicdo de 1:5000 foi
adicionado e incubado por uma hora a 37 °C. A revelagéo foi feita entre 10 e 15 minutos
com solucéo de revelacdo usando 8 mg de OPD (Sigma-Aldrich, HE, Alemanha) como
substrato, 20 ml de tampao Citrato-Fosfato e 10 pl de H202 30%, e interrompida com 50
I de solucéo de parada (H2SO4 8N). A leitura da absorbancia foi feita a 492 nm utilizando
o aparelho Multiskan EX (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). Os ensaios foram
realizados com duas replicatas técnicas e trés replicatas bioldgicas. Para analise
estatistica, foi realizado uma ANOVA seguida de teste de Dunnett.

Visando calcular a constante de dissociagdo de Ema com as formas de
fibronectinas, foi realizada uma curva dose-resposta utilizando o mesmo procedimento
descrito acima, porém imobilizando apenas fibronectina celular e plasmatica (1 pg/poco)
na placa de 96 pogos. Em seguida, ao invés de incubar com 1 pg de Ema, foi realizada
uma diluic&o seriada da proteina partindo de 2 a 0,125 uM. Neste ensaio, 1 g de fetuina

diluida em PBS foi utilizada como controle negativo. A fetuina foi obtida por expressédo
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heter6loga pelo Laboratdrio de Bacteriologia do Instituto Butantan sob supervisédo da Dra.
Angela Silva Barbosa.

Para posterior analise do dominio de maior interacdo para ligacdo com Ema, foi
realizado o procedimento descrito acima substituindo as fibronectinas celular e
plasmaética por 1 pg dos dominios F30 (dominio de ligacdo a heparina e fibrina — HBD)
e F45 (dominio de ligacdo a gelatina e coldgeno — GBD) (Sigma-Aldrich, HE, Alemanha).
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas gerais da proteina Ema

A sequéncia analisada pelo CLC Main Worbench 7 mostrou que a proteina Ema
possui 733 aminodcidos, e anélise pelo Expasy mostrou que sua massa molecular predita
tem aproximadamente 79 kDa. Para o fragmento da proteina contendo apenas o dominio
passageiro e a cauda de histidina, estes valores foram de 456 aminoacidos e
aproximadamente 48,3 kDa respectivamente.

A andlise pelo SignalP mostrou que a clivagem do peptideo sinal deve ocorrer
entre as posi¢des 21 e 22 da proteina (probabilidade = 97,55%) (Figura 4).
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Figura 4. Analise do SignalP mostrando o provavel ponto de clivagem do peptideo sinal,
responsavel pela passagem da proteina Ema do citoplasma para o espaco periplasmatico
bacteriano através do sistema de secrecéo Sec.

4.2 Localizacdo do gene ema no genoma do isolado selvagem BA92

Através da montagem hibrida do genoma da BA92 utilizando short e long reads
e comparando este genoma com o isolado selvagem IAL 5132 (aEPEC O2:H16 sem o
gene ema), nota-se que este gene esta localizado no cromossomo bacteriano do isolado
BA92 em um profago inserido downstream a sequéncia de DNA que codifica 0 RNA
transportador do amino&cido treonina e, apds ema, existem outros 19 genes totalizando
17014 pb que n&o aparecem no cromossomo do isolado IAL 5132 (Figura 5 e Tabela 8).
De acordo com o programa PHASTER, o score de integridade deste profago foi 70, numa

escala gue vai até 100.
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Figura 5. Ponto de insercdo do gene ema no cromossomo do isolado de E. coli
enteropatogénica atipica (aEPEC) BA92. Através da comparacdo do genoma de um
isolado de aEPEC do sorotipo O2:H16 com o gene ema com outra aEPEC O2:H16 que
ndo possui ema em seu genoma, foi possivel detectar que ema se insere downstream a
sequéncia de DNA que codifica 0 RNA transportador do aminoacido treonina e integra
um profago, totalizando 20 genes compreendendo 17014 pb. A escala de cinza indica o

percentual de identidade genética entre as sequéncias.

Tabela 8. Anotacdo realizada pelo Prokka dos 19 genes contidos na regido gendmica
contendo o gene ema presente no isolado BA92.

Gene Anotacao
pinQ_3 Proteina da familia recombinase
Locus 3 Proteina de cauda de fago
Locus 4 Proteina de montagem de fibra de cauda
Locus 5 Proteina hipotética
Locus 6 Transposase da familia IS1
Locus 7 Transposase da familia 1S1
Locus 8 Transposase da familia IS1
Locus 9 Proteina hipotética
Locus 10 Proteina hipotética
Locus 11 Proteina hipotética
Locus 12 Proteina hipotética
Locus 13 Proteina hipotética
Locus 14 Proteina hipotética
traJ Tral
ybaQ 2 Regulador transcricional YbaQ tipo HTH putativo
Locus 17 Proteina hipotética
Locus 18 Proteina hipotética
Locus 19 Proteina hipotética

Locus 20 Proteina hipotética
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4.3 Similaridade com outras proteinas ja descritas na literatura

Comparagdes com os bancos de proteinas Pfam e InterPro mostraram similaridade
com o dominio translocador, conservado entre as autotransportadoras, repeticdes AIDA-
| caracteristico das proteinas da familia AIDA-I e o dominio pertactina, também

comumente encontrado em proteinas da familia AIDA-I (Figura 6).

Dominio Pertactina

Peptideo Repetigdes AIDA InterPro IPRO04899 Dominio translocador (B-barril)
sinal InterPro IPR030930 Pfam PF03212 InterPro IPRO05546 — 465-733
121 50-82  125-154 176-208 309-425 Pfam PF03797 — 472-709

213-241

Figura 6. Dominios proteicos encontrados na proteina Ema. Andlise pelo InterPro
mostrou semelhancas entre dominios presentes na sequéncia da proteina Ema com outros
ja descritos na literatura. As repetices AIDA e o dominio pertactina sdo comumente
encontrados em proteinas da familia AIDA-I. O dominio pB-barril € comumente
encontrado na literatura para proteinas autotransportadoras.

No filograma construido comparando a proteina Ema com outras ja descritas na
literatura, a nova proteina se situou mais relacionada as proteinas da familia AIDA-I
(Figura 7), sugerindo assim que ela também seja integrante desta familia de proteinas

autotransportadoras.
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Figura 7. Arvore de maxima verossimilhanca comparando a nova proteina
autotransportadora Ema com outras proteinas autotransportadoras ja descritas na
literatura. A analise mostra que Ema esta muito relacionada as proteinas da familia AIDA-
I. Os nodulos nos ramos indicam bootstraps > 80%. Azul = AIDA-I; Verde = Adesinas
autotransportadoras triméricas; Roxo = Autotransportadoras inversas e Vermelho =
SPATESs. Arvore calculada utilizando 1Q-TREE empregando o modelo de substituicio
PMB+F+G4, Gamma shape alpha = 7.1547 e o parametro ultrafast bootstrap com 1000
bootstraps. Os dados resultantes em formato Newick foram utilizados para construir a

arvore na ferramenta online iTOL.

4.4 Predicdo do arranjo molecular da nova proteina autotransportadora
De acordo com a predicdo, a proteina é estruturalmente organizada como uma
autotransportadora convencional da familia Va, tendo um dominio translocador (j3-barril)

C-terminal e um dominio passageiro N-terminal bem evidentes (Figura 8).
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Figura 8. Predicdo do arranjo estrutural da proteina Ema realizado no caderno ColabFold.
Em (A), a coloracdo indica o gradiente das regides amino-terminal — em azul — para
carboxi-terminal — na cor vermelha; em (B), o gradiente de coloracdo indica a
confiabilidade da predicao da estrutura através de sua pontuacdo IDDT (local Distance
Difference Test), onde azul indica as regiGes mais provaveis de corresponderem ao

modelo real e vermelho indica as estruturas com menor confiabilidade.

4.5 Verificacdo da presenca do gene ema no genoma da BA92 por reacdo em cadeia
da polimerase (PCR)

Conforme evidenciado na analise eletroforética em gel de agarose apresentada
na Figura 9, houve amplificacdo por PCR do fragmento correspondente ao gene ema
usando o DNA do isolado selvagem BA92 como molde (Figura 9A). O mesmo ocorreu
para o fragmento responsavel por codificar o dominio passageiro da nova proteina

autotransportadora (Figura 9B).
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose (1%) corado por solucdo SYBR Safe para
analise dos produtos de amplificacdo correspondentes ao gene ema completo e de seu
dominio passageiro, usando o DNA do isolado selvagem BA92 como molde. (A)
amplificacdo do gene ema completo (~2,2 kb), marcador de peso molecular: HighRanger
1kb DNA Ladder (Norgen Biotek, ON, Canada); (B) amplificacdo da regido responsavel
por codificar o dominio passageiro do gene ema (~1,3 kb), marcador de peso molecular:
1 kb ladder plus M1191 (Sinapse, SP, Brasil).

4.6 Expressao e purificacdo da proteina recombinante contendo apenas o dominio
passageiro de Ema

A proteina recombinante foi produzida agregada em corpusculos de incluséo,
como pode ser observado na figura 10. Apesar de ter seu peso predito de
aproximadamente 48,3 kDa, observa-se que a proteina apresentou mobilidade
eletroforética relativa maior, ou seja, aproximadamente 51 kDa. De acordo com o que foi
publicado por Guan e colaboradores (2015), a quantidade de aminoacidos acidicos
interfere na migragao eletroforética da proteina analisada por SDS-PAGE. De acordo com
a funcgdo proposta por estes autores, tem-se:

y =276,5x — 31,33
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onde y = diferenca do peso observado em eletroforese de SDS-PAGE e x = porcentagem
de aminoécidos acidicos da proteina, ou seja, propor¢do de aspartatos e glutamatos.

Segundo o ProtParam (https://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam), o dominio

passageiro da proteina possui 5,9% (27/456) de aspartato e 4,6% (21/456) de glutamato.
Aplicando estes valores a funcéo:
y =276,5*%10,5 - 31,33
y =2871,92 Da
Somando este valor ao peso predito do dominio passageiro, tem-se:
48354,61 Da + 2871,92 Da = 51226,53 Da
Este resultado é mais fiel a mobilidade eletroforética relativa observada nos ensaios de
SDS-PAGE.

M 0 1h 2h 3h 16h CI

51 kDa

Figura 10. Analise por SDS-PAGE (12%) do conteudo proteico presente na cultura do
isolado BL21(DE3)(pHO) em diferentes tempos apds inducgdo por 0,5 mM de IPTG. As
canaletas 0, 1, 2, 3 e 16 indicam os intervalos de tempo em horas em que uma aliquota do
sobrenadante de cultura foi coletada apds inducédo com 0,5 mM de IPTG. Os corpusculos
de inclusdo (CI) (pellet da cultura) foram coletados apenas 16 horas apés a indugdo por
IPTG. Os resultados mostram que o dominio passageiro da proteina Ema fusionado a
cauda de histidina ndo foi secretado, mas sim produzido agregado em corpusculos de
inclusdo. M = marcador de massa molecular — Recombinant Unstained Protein Ladder
(14-98 kDa) (Novus Biologicals, CO, EUA). Gel corado por Coomassie Azul Brilhante
R.


https://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam
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A curva de pH apds o redobramento em diferentes pH mostrou que a melhor
condicdo para ressolubilizar a proteina foi em pH 10 (Figura 11), de acordo com a
espessura e intensidade observada da banda. A partir desta amostra, a proteina foi
submetida a cromatografia de metais imobilizados por afinidade, gerando a curva
apresentada na Figura 12. A partir desta purificacdo, foram geradas fracGes de 1 ml da

proteina purificada.

pH

M 7 8 9 10 11 12 Cl

kDa
98

66,2

<+— 51 kDa

45

31

Figura 11. Analise por SDS-PAGE (12%) do dominio passageiro da proteina
recombinante Ema fusionada & cauda de histidina ap6s sua ressolubilizagdo em alta
pressdo em diferentes pH. Os dados mostram que o pH 10 foi a melhor condigéo
encontrada para a ressolubilizacdo em alta pressdo da proteina recombinante, devido a
espessura e intensidade da banda observada. M = marcador de massa molecular —
Recombinant Unstained Protein Ladder (14-98 kDa) (Novus Biologicals, CO, EUA); pH
= pH utilizado no tampao antes de submeter a proteina a alta presséo; Cl = corpusculo de

inclusdo. Gel corado por Coomassie Azul Brilhante R.
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Figura 12. Curva de absorbancia do processo de purificacdo do dominio passageiro
recombinante da proteina Ema fusionada a cauda de histidina, através de cromatografia
de afinidade de metais imobilizados utilizando coluna de niquel. A proteina foi purificada
em coluna cromatogréfica de afinidade HisTrap FF (GE Healthcare, MA, USA). Esta
coluna acoplada ao sistema de purificacio Akta (GE Healthcare, MA, USA) foi
equilibrada com tampé&o contendo 25 mM Tris pH 7,0 e 150 mM NaCl. A eluigéo foi
realizada em tampéo contendo 25 mM Tris pH 7,0, 150 mM NaCl e 1M de Imidazol)
aplicando um gradiente 0 — 1 M de Imidazol (30 minutos, 1 ml/minuto).

Estas fracbes foram analisadas por SDS-PAGE 12% e submetidas a um
immunoblotting utilizando soro anti-His para confirmacdo da identidade das mesmas
(dados ndao mostrados). Apds a confirmacdo da reatividade com o soro anti-His, este
primeiro lote de proteinas foi utilizado para produzir em coelho o soro policlonal contra
a proteina Ema. O soro obtido foi empregado em um novo immunoblotting contra os
lisados totais das bactérias BL21(DE3)(pET-28a) e BL21(DE3)(pHO) em diferentes
intervalos de tempo de indu¢do com 0,5 mM IPTG (Figura 13).
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Figura 13. Immunobloting de detec¢do do dominio passageiro da proteina Ema fusionada
a cauda de histidina em extratos de cultura em caldo LB de BL21(DE3)(pET-28a) e
BL21(DE3)(pHO). Os extratos foram coletados apos 3 e 18 h da inducdo com 0,5 mM de
IPTG. Para a imunodeteccdo, apés corrida eletroforética (SDS-PAGE a 12%), o conteldo
proteico foi transferido para uma membrana de nitrocelulose pela técnica de Western
Blotting, seguido do immunoblotting com o soro anti-Ema (1:500) como anticorpo
primario e o soro anti-lgG de coelho produzido em cabra (1:2000) como anticorpo
secundario. F13 a 16 indicam fracOes coletadas da Figura 11. A reatividade do soro foi
detectada pelo sistema de quimioluminescéncia ECL. M = marcador de massa molecular
(kDa) — Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad, CA, EUA).

Posteriormente, um novo lote de purificacdo foi produzido da mesma maneira e
as fracGes mais concentradas foram homogeneizadas e distribuidas em aliquotas de 200
ul. Estas fracbes foram analisadas por SDS-PAGE (12%) juntamente com uma curva de
diferentes concentracdes de BSA para verificacdo do rendimento da purificacdo,
estimando a concentragdo da proteina recombinante obtida (Figura 14). Em seguida, um

novo immunoblotting foi realizado utilizando os soros anti-His e anti-Ema (Figura 15).
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Figura 14. Analise por SDS-PAGE (12%) comparando o rendimento de trés aliquotas
distintas da homogeneizacao das fragdes da purificacdo de Ema obtidas no novo lote de
purificacdo utilizando curva de BSA como referéncia. As quantidades de BSA utilizadas,
da esquerda para direita, foram: 0,2, 0,4, 0,8 e 1,6 ug. M = marcador de massa molecular
(kDa) — Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad, CA, EUA).

Figura 15. Immunobloting de detec¢do do dominio passageiro da proteina Ema fusionada
a cauda de histidina em trés aliquotas distintas da homogeneizacdo da solucédo
concentrada do dominio passageiro de Ema purificado. O contetdo proteico foi
transferido para uma membrana de nitrocelulose pela técnica de Western Blotting,
seguido de immunoblotting com o soro (A) anti-His (1:6000) como anticorpo primario e
anti-1gG de camundongo (1:4000) conjugado com peroxidase produzido em cabra como
secundario; e (B) anti-Ema (1:500) como anticorpo primario e soro anti-IgG de coelho
produzido em cabra (1:2000) como anticorpo secundario. A proteina recombinante foi
detectada com ambos os soros. A reatividade do soro foi detectada pelo sistema de
guimioluminescéncia ECL. M = marcador de massa molecular (kDa) — Precision Plus
Protein Dual Color Standards (Bio-Rad, CA, EUA).
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4.7 Confirmacgdo da presenca de Ema na superficie bacteriana por MET com
Imunomarcacao

A producao da proteina Ema na superficie das bactérias foi confirmada quando os
isolados selvagem BA92 e MS427(pIC) foram incubados com o soro anti-Ema adsorvido,
conforme evidenciado pela deposi¢cdo das particulos de ouro coloidal (10 nm)
complexadas a anti-IgG de coelho produzido em cabra, visualizadas como marcagdes
pretas em formato esférico (Figura 15). Por outro lado, quando o isolado controle negativo
MS427(pBAD) foi incubado com este soro, ndo houve deposicao das particulas de ouro,
indicando a auséncia de Ema na sua superficie. Quando incubadas com o soro pré-imune
do coelho, nenhum dos isolados apresentou marcacdo na sua superficie, indicando a

especificidade do antissoro (Figura 16).
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BA92 (selvagem) MS427(pBAD) MS427(plC)

Soro pré-imune

Soro anti-Ema

Figura 16. Microscopia eletronica de transmissdo (MET) com imunomarcacdo mostrando a presenca da proteina Ema na superficie bacteriana. As
setas indicam a deposicdo das particulas de ouro coloidal (10 nm) na superficie dos isolados selvagem BA92 e no clone de expressdo de Ema
MS427(plIC), quando incubados com anticorpo primario anti-Ema (1:500) e secundario anti-lgG de coelho produzido em cabra acoplado a
particulas de ouro coloidal (1:2000). N&o foi observada marcacdo na MS427(pBAD), controle negativo de expressao de Ema. Barra = 200 nm.
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4.8 Ensaios de autoagregacao

A proteina Ema promoveu fendtipo de autoagregacdo em tubos que ndo sofreram
agitacdo ao longo de 120 minutos, sendo mais evidente do que o clone carregando o
antigeno 43, utilizado como controle positivo (Figura 17). Foi observada diferenca
estatistica entre a MS427(pBAD) e a MS427(plC) a partir de 20 minutos (P < 0,001). Ao
longo do ensaio, o fendtipo de autoagregacdo foi mais expressivo na MS427(plC) do que
na MS427(pC0O4). Ao término de um ensaio de autoagregacao, foi coletada uma aliquota
do fundo do tubo para coloragdo por DAPI. A microscopia de fluorescéncia revelou que
o0 isolado MS427(pBAD) (Figura 18A) apresentava bactérias dispersas, enquanto 0s
isolados MS427(pIC) e MS427(pCO4) apresentaram agregados bacterianos massivos
(Figura 18B e C).
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Figura 17. Ensaio de autoagregagéo em caldo BHI contendo 0,2% de L-arabinose com
0s isolados MS427 carreando o gene que codifica Ema, MS427(plC), bem como os
isolados controles, MS427(pBAD) e MS427(pC0O4), que alberga o gene responsavel por
codificar o antigeno 43 clonado no vetor de expressao pBAD/Myc-His A. A = leitura da
DO realizada ap0s agitacao dos tubos a cada 20 minutos; B = leitura da DO realizada sem
a agitacdo dos tubos. Em B, foi observada diferenca estatistica entre MS427(pBAD) e
MS427(plC) a partir do tempo de 20 minutos (P < 0,001).
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Figura 18. Ensaios de autoagregacdo visualizados por microscopia de
imunofluorescéncia. Aliquotas dos sedimentos formados no fundo dos tubos de ensaio
foram coradas com DAPI apds o ensaio de autoagregacgédo de duas horas. Nota-se que, na
amostra portando o plasmideo vazio (A) — MS427(pBAD) — as bactérias ndo se agregam,
enguanto na amostra portando o plasmideo com o gene responsavel por codificar a
proteina Ema (B) — MS427(pIC) — os agregados sdo claramente visiveis, assim como no

controle expressando antigeno 43 (C) — MS427(pCO4). Barra = 10 pm.
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4.9 Producéo de biofilme

A proteina Ema aumentou significativamente (P < 0,0001) a formacéo de biofilme
em placas de poliestireno em 24, 48 e 72 horas quando a bactéria foi cultivada em caldo
LB contendo 0,2% de L-arabinose em relacdo ao controle MS427(pBAD). Néo foi
observada diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle MS427(pCO4)
(Figura 19).
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Figura 19. A proteina Ema promove aumento da producao de biofilme em superficie de
poliestireno. Ensaio realizado em caldo LB com 0,2% de L arabinose e 2% de D-
manopiranosideo com 24, 48 e 72 horas de incubac¢do. O grafico compara os isolados com
vetor vazio — MS427(pBAD), com o vetor contendo o gene ema — MS427(pIC) e com 0
vetor contendo o gene que codifica o antigeno 43 — MS427(pCO4), utilizado como
controle positivo para formacao de biofilme. As barras indicam média das leituras e barras
de erros indicam o desvio padrdo. Os asteriscos indicam diferenga significativa
(P<0,0001) segundo teste de Tukey p6s-ANOVA. ns = Diferenca estatistica ndo

significativa.

No ensaio de formacdo de biofilme em laminulas de vidro, ndo foi observada
diferenca significativa em nenhum dos tempos testados (Figura 20) quando 0s grupos
foram comparados entre si. Desta maneira, € possivel afirmar que Ema ndo promove

formagéo de biofilme em vidro.
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Figura 20. A proteina Ema ndo promove aumento da formac&o de biofilme em superficie
de vidro. Ensaio realizado em caldo LB com 0,2% de L arabinose e 2% de D-
manopiranosideo com 24, 48 e 72 horas de incubacéo. O grafico compara os isolados com
vetor vazio — MS427(pBAD), com o vetor contendo o gene ema — MS427(pIC) e com 0
vetor contendo o gene que codifica o antigeno 43 — MS427(pC0O4), utilizado como
controle positivo para formacdo de biofilme em poliestireno. As barras indicam média
das leituras e barras de erros indicam o desvio padrdo. Ndo houve diferenca estatistica
significativa nos ensaios (P > 0,05). Para os calculos, foi utilizado ANOVA seguido de
teste de Tukey.

4.10 Ensaio de ligacdo a componentes da matriz extracelular

Conforme apresentado na figura 21, a proteina Ema se ligou de maneira
significativa ao fibrinogénio (P = 0,0003), fibronectina plasmatica (P < 0,0001),
fibronectina celular (P < 0,0001), colageno tipo I (P = 0,0097), 111 (P <0,0001) e V (P <
0,0001) e laminina (P = 0,0003). Uma vez que a ligacdo de Ema foi expressiva com as
duas formas de fibronectina, uma curva dose-resposta foi conduzida buscando saturar a
ligacdo com esses componentes utilizando diluigdes seriadas de 2 a 0,125 uM de Ema.
Desta maneira, seria possivel calcular a constante de dissociagdo dessa liga¢do. Contudo,
com as diluicBes de Ema utilizadas, ndo foi possivel saturar sua ligacdo com as duas

formas de fibronectina (Figura 22).
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Figura 21. Ensaio de ligacdo a componentes da matriz extracelular utilizando 1 uM da
proteina Ema contra 1 g de cada componente testado. Soro albumina bovina (BSA) foi
utilizado como controle negativo. As barras indicam média das leituras e barras de erros
indicam o erro padrdo. A proteina Ema se liga ao fibrinogénio (P = 0,0003), fibronectina
plasmatica (P < 0,0001), fibronectina celular (P < 0,0001), colageno tipo | (P = 0,0097),
Il (P <0,0001), V (P <0,0001) e laminina (P = 0,0003). Para as andlises estatisticas, foi
utilizado ANOVA seguido de Dunnett.
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0.8 B Fibronectina celular
Fibronectina plasmatica

Figura 22. Curva dose-resposta utilizando diferentes concentracdes de Ema contra 1 ug
de fibronectina celular ou plasmatica. Os dados mostram que o aumento da ligacdo de
Ema as duas formas de fibronectina é proporcional a sua concentragdo. Contudo, 2 g de
Ema ndo foram suficientes para saturar a curva dose-resposta e calcular a constante de
dissociacdo destas ligacdes. Fetuina (1 pg) foi utilizada como controle negativo. As barras
indicam média das leituras e barras de erros indicam o desvio padrao.
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Em seguida, foi realizado um ensaio para verificar qual dominio da fibronectina possuia
maior interagcdo com a proteina Ema. Para tanto, foram testados os dominios F30 e F45,
novamente utilizando dilui¢des seriadas de Ema partindo de 2 pM. Tornou-se evidente
que a ligacdo e muito mais intensa com o dominio F30, correspondente pela regido
aminoterminal da molécula, do que com o dominio F45, que vém logo em seguida em
direcdo a regido carboxiterminal da molécula (Figura 23).
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Figura 23. Curva dose-resposta utilizando diferentes concentracdes de Ema contra 1 ug
dos dominios F30 (dominio de ligacdo a heparina e fibrina — HBD) e F45 (dominio de
ligacdo a gelatina e coldgeno — GBD) da fibronectina. Nota-se que a interacdo da proteina
Ema é muito mais expressiva com o dominio F30, apesar do dominio F45 também
promover ligacdo quando Ema esta em maiores concentragdes. As barras indicam média
das leituras e barras de erros indicam o desvio padréo.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo caracterizou uma nova proteina autotransportadora da familia
AIDA-I codificada pelo gene/ORF 282_14 25 77, identificado no genoma de um isolado
de EPEC atipica do sorotipo O2:H16 (HERNANDES et al. 2020), a qual foi denominada
Extracellular Matrix-binding Autotransporter, ou Ema. Andlises de bioinformatica
mostraram que a regido aminoterminal correspondente ao peptideo sinal de Ema tem 21
aminoacidos. Isso indica que possivelmente esta proteina ndo precisa estar ligada ao
sistema Sec enquanto se desloca no periplasma em direcdo ao complexo Bam, ao
contrario de SPATEs como por exemplo EspP (SZABADY et al. 2004) e Tsh
(SIIBRANDI et al. 2003).

Este tipo de evidéncia reforca a hipdtese de que Ema ndo faz parte da familia das
SPATEs. De acordo com o evidenciado pela microscopia eletrénica de transmissao, Ema
esta ancorada @ membrana externa da bactéria. Por ndo haver evidéncias moleculares de
que a proteina seja trimérica, também ndo poderia pertencer a familia das TAAs. Além
disso, o achado das repetices “AIDA” e dominio “pertactina” na sequéncia de
amino&cidos da proteina reforcam a hipdtese de Ema pertencga a familia AIDA-1 (WELLS
etal. 2007). Analisando a arvore de maxima verossimilhanca, tém-se outro indicio de que
a proteina pertence a familia AIDA-I, uma vez que se situou entre adesinas desta familia.

O envolvimento da proteina Ema nos fenotipos de autoagregacdo bacteriana,
aumento da formacao de biofilme e de ligacdo a componentes da matriz extracelular aqui
representados reforcam a sua classificacdo na familia das proteinas da familia AIDA-I,
uma vez que sao caracteristicas encontradas em membros dessa familia (VO et al. 2017).

O fenotipo de autoagregacdo é muito bem descrito em outras proteinas da familia
AIDA-I, como a propria AIDA-I, TibA, antigeno 43 e Cah (SHERLOCK et al. 2004;
SHERLOCK, VEJBORG e KLEMM, 2005; KIJERGAARD et al. 2000a; TORRES et al.
2002). E importante ressaltar que no caso de Cah, o fenétipo de autoagregacéo bloqueia
a adesdo a células HeLa (TORRES et al. 2002), mas ndo ha registros na literatura a
respeito de um fendmeno semelhante nas outras proteinas citadas. Durante estudos
futuros envolvendo ensaios de adesao e invasdo, este possivel efeito de blogueio deve ser
levado em consideracdo na hora de interpretar os resultados.

No antigeno 43, a autoagregacdo fornece protecdo contra peroxido de hidrogénio
(H202) (SCHEMBRI et al. 2003). Sabe-se que a producdo de antigeno 43 aumenta a

captacdo da bacteria produtora desta proteina por neutrofilos. Estes neutréfilos atacam as
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células internalizadas através da acdo de peroxido de hidrogénio (H202). Logo, as
bactérias produtoras de antigeno 43 podem ser internalizadas pelos neutréfilos e
dispersadas em outro local, permitindo a colonizacdo de sitios distintos evadindo os
mecanismos de defesa do hospedeiro (FEXBY et al. 2007). Como Ema também promove
o fenétipo de autoagregacdo, ensaios de internalizacdo por neutréfilos e ensaios de
susceptibilidade ao H»O> poderdo ser realizados no futuro, buscando elucidar este
potencial de dispersdo para sitios extraintestinais em bactérias produtoras de Ema.

Outro ponto importante sobre autoagregacdo é que ha na literatura registros de
proteinas da familia AIDA-I reconhecendo outras da mesma familia, como o que ocorre
com antigeno 43 e AIDA-1 (SHERLOCK et al. 2004). Da mesma maneira, 0 antigeno 43
também promove formacdo de biofilme interespecifica (KJERGAARD et al. 2000b).
Né&o se pode descartar que estes tipos de interagdes ocorram com Ema.

Assim como a autoagregacdo, o fendtipo de formacdo de biofilme também é
recorrente na literatura em outras proteinas da familia AIDA-I, como a prépria AIDA-I,
antigeno 43, TibA, Cah, EhaD, UpaC e UpaE (SHERLOCK et al. 2004; KIEZERGAARD
et al. 2000b; SHERLOCK, VEJBORG e KLEMM, 2005; TORRES et al. 2002; WELLS
et al. 2008; ALLSOPP et al. 2012 e BATTAGLIOLI et al. 2018). Da mesma maneira,
UpaB, uma adesina autotransportadora identificada em UPEC — CFTO073, também ¢é
responsavel por aumentar a producéo de biofilme em poliestireno (ALLSOPP et al. 2012).

Os biofilmes, além de atuarem como mecanismo de adesdo do microrganismo ao
hospedeiro ou a superficies abioticas, compreendem também um mecanismo de
resisténcia ao estresse ambiental, incluindo desde fatores fisicos, como temperatura e pH,
até fatores quimicos, como a resisténcia aos antimicrobianos e bacteriocinas, sendo um
importante agente de permanéncia da bactéria no hospedeiro ou no meio ambiente. Por
conta dessas propriedades, os biofilmes podem ser associados a infeccdes persistentes
(FLEMMING et al. 2016).

Em casos de cateterismo no trato urinario, ocorre liberacdo de fibrinogénio, que
recobre toda a superficie do catéter (TAMADONFAR et al. 2019). Com isso, bactérias
do género Enterococcus se aderem ao fibrinogénio e formam biofilme, levando a sua
persisténcia no sitio de infeccdo. Isto ocorre devido a producdo da fimbria Ebp
(endocarditis and biofilm-associated pilus), que é capaz de se ligar ao fibrinogénio
(FLORES-MIRELES et al. 2014). E importante ressaltar que Ebp também é capaz de
promover aumento da producéo de biofilme (NALLAPAREDDY et al. 2006). Da mesma
maneira, UpaB, uma adesina autotransportadora identificada em UPEC — CFTO073,
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também é responsavel por aumentar a producéao de biofilme e também é capaz de se ligar
ao fibrinogénio (ALLSOPP et al. 2012).

Em conjunto, o fendtipo de ligacdo ao fibrinogénio observado nos ensaios de
ligacdo a componentes da matriz extracelular, juntamente com o fenétipo do aumento da
producdo de biofilme, indicam que Ema possua ndo apenas um papel na colonizagéao e
permanéncia em superficies abidticas, como também seja um possivel fator de viruléncia
para patdgenos que causam infec¢Bes extraintestinais.

No caso de AIDA-I, aah que esta imediatamente downstream ao gene aidA
codifica a proteina heptosiltransferase (AAH — autotransporter adhesion
heptosyltransferase). Esta proteina modifica a adesina AIDA-1 madura adicionando
aproximadamente 19 residuos de heptose. Sem esta modificacdo, a proteina é produzida
e transportada para o meio extracelular normalmente, porém, perde a capacidade de se
aderir a células (BENZ e SCHMIDT 2001). TibA também é modificada por uma proteina
proxima, TibC, que é produzida como um dodecamero capaz de glicosilar até seis TibA
simultaneamente. Este tipo de alteracdo na conformacdo de TibA permite que esta
proteina promova adesdo a células epiteliais (YAO et al. 2014; COTE,
CHARBONNEAU e MOUREZ, 2013).

E importante notar que a comparagéo do genoma do isolado selvagem BA92 com
os short reads do genoma do isolado IAL 5132 (O2:H16 sem o gene ema) mostrou, além
do ponto de insercdo do gene ema no cromossomo da BA92, que o gene esta contido em
um profago composto por outros 19 genes além de ema. Considerando que no presente
estudo as possiveis funcdes de Ema foram caracterizadas de maneira isolada, é necessario
realizar estudos com estes outros 19 genes para investigar a presenca de algum tipo de
regulador ou mecanismo semelhante aos encontrados em AIDA-I e TibA flanqueando o
gene da nova proteina, levando a modificacdes estruturais pds-traducionais que alterem
sua funcionalidade final.

Na arvore de maxima verossimilhanca, dentre as proteinas autotransportadoras
selecionadas para este estudo, TibA aparece como sendo a proteina mais
filogeneticamente relacionada a Ema. TibA é capaz de promover tanto adesdo quanto
invasdo de células do epitélio intestinal humano (LINDENTHAL e ELSINGHORST,
2001). Estudos envolvendo ensaios de aderéncia e invaséo a células deverdo fornecer

mais informacdes a respeito dessa proximidade com TibA.



60

Outra caracteristica importante de Ema evidenciada neste estudo foi a sua
capacidade de se ligar a diversas moléculas de matriz extracelular, o que permitiu nomeéa-
la: Extracellular Matrix-binding Autotransporter.

O colageno do tipo | é a proteina mais abundante no corpo humano,
correspondendo a aproximadamente 30% de todas as proteinas do corpo. E encontrado
em tecidos 6sseos, tenddes, pele, ligamentos e musculos (SMITH e RENNIE, 2007). A
capacidade observada de Ema se ligar a uma proteina que é vastamente distribuida pelo
corpo humano sugere que este fenotipo seja um facilitador da colonizacéo do hospedeiro.
O fendtipo de ligacdo do colédgeno do tipo | j& foi observado em uma outra
autotransportadora da familia AIDA-1, UpaE (BATAGLIOLI et al. 2018).

Foi observada também ligacdo de Ema com a molécula de colageno do tipo I,
um componente importante da parede de vasos sanguineos e do epitélio do trato
gastrointestinal (BYERS et al. 2017). Ja foi demonstrado na literatura que a E. coli
0157:H7 produz mais biofilme em superficie abidtica contendo colédgeno do tipo 1l
imobilizado do que na superficie sem esse componente (CHAGNOT et al. 2013). Esses
dois fenotipos sugerem uma possivel contribuicdo de Ema na colonizacdo e persisténcia
no sitio intestinal, onde a patologia das DECs se desenvolve.

O colageno do tipo V foi um dos componentes da matriz extracelular ao qual Ema
apresentou ligacdo. Esse tipo de colageno aparece na literatura sendo isolado pela
primeira vez a partir de placenta humana (BURGESON et al 1976). Posteriormente, é
descoberta sua presenca como componente de tenddes de embrido de galinha (JIMENEZ
YANKOWSKI e BASHEY, 1978), osso e cartilagem (RHODES e MILLER, 1978),
pulmdo (MADRI e FURTHMAYR, 1979), musculo esquelético (BAILEY,
SHELLSWELL e DUANCE, 1979), pele de rato (DEYL, MACEK e ADAM, 1979),
cornea (POSCHL e VON DER MARK, 1980), membrana basal da musculatura lisa renal
de rato e matriz extracelular associada (MARTINEZ-HERNANDEZ, GAY e MILLER
1982).

Dada esta diversidade de sitios que possuem colageno do tipo V e os resultados
obtidos nos ensaios de ligagdo a componentes da matriz extracelular, em conjunto com
os dados que sugerem que Ema possa atuar como invasina e sua possivel capacidade de
disseminacdo no hospedeiro atraves da internalizacdo por neutrofilos, é sugestivel que
Ema possa ter papel na aderéncia a esses sitios fora do intestino. Dessa forma, é reforcado
o0 argumento de que ensaios futuros buscando elucidar seu papel na colonizacédo de sitios

extraintestinais.
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Ema também apresentou ligagdo a fibronectina, o que ja foi observado em outros
estudos com outras proteinas da familia AIDA-I, como UpaB (ALLSOPP et al. 2012) e
UpaE (BATTAGLIOLI et al. 2018). Contudo, nestes estudos ndo foi elucidado o papel
desse fenotipo na patogenicidade, além de ndo ser especificado se 0s ensaios foram
realizados com a forma celular ou plasmaética da fibronectina.

Sabe-se que, ao contrério das bactérias gram-positivas, a fibronectina dificulta a
aderéncia de E. coli quando recobre a superficie de células epiteliais (ABRAHAM,
BEACHEY e SIMPSON, 1983; SIMPSON, HASTY e BEACHEY, 1985). Ja foi
demonstrado que E. coli capaz de se ligar a fibronectina tem sua capacidade de colonizar
fibroblastos significativamente reduzida ao ser pré-incubada com fibronectina
(FROMAN et al. 1984). Portanto, a capacidade de se ligar a fibronectina pode facilitar a
colonizacdo de sitios que possuam fibronectina exposta.

Ja foi demonstrado na literatura que Streptococcus pyogenes produtor da proteina
de membrana M1 é capaz de invadir células pulmonares (A549 — ATCC CCL-185)
quando estas sdo incubadas com laminina ou fibronectina (CUE et al. 1998). Dessa
maneira, a interacdo por estas moléculas gera a hipotese de que Ema possa atuar como
uma invasina e desempenhar um importante papel na colonizacdo de tecidos
extraintestinais, além de ser uma possivel ferramenta de persisténcia. Se estes resultados
se concretizarem em estudos futuros, Ema se tornaria ainda mais préxima de TibA, uma
vez que esta também é uma AIDA-I que atua como invasina.

A laminina ndo é um componente que fica diretamente exposto na superficie do
epitélio celular. Logo, bactérias capazes de se ligarem a ela precisam antes vencer a
integridade celular para conseguirem utiliza-la de alguma forma. Dessa maneira, a
laminina ndo deve atuar como um fator importante na colonizacdo inicial do tecido por
bactérias capazes de se ligarem a ela. Contudo, existem bactérias, como Helicobacter
pylori, que sdo capazes de produzir urease, que degrada ureia em amonia e uma citotoxina
vacuolante (WADSTROM, HIRMO e BOREN, 1996). Esses compostos lesionam as
células, eventualmente destruindo-as e expondo a membrana basal. Com isso, a laminina
fica exposta. Assim, as bactérias capazes de se ligarem a laminina ocupam os sitios de
ligagdo dela que seriam utilizados pelas células epiteliais na reconstrugédo do tecido
lesionado (LJUNGH, MORAN e WADSTROM, 1996).

Levando em consideracdo que as EPEC sdo capazes de reorganizar o citoesqueleto
da célula hospedeira, causando lesdes que comprometem a integridade do epitélio, é

possivel estimar que ap6s a adesdo e formacéo de lesdo A/E, Ema possa ser um importante
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fator para a persisténcia da bactéria no tecido hospedeiro. Da mesma maneira, se as
especulacbes a respeito de Ema ser forem confirmadas experimentalmente, a sua
capacidade de ligacdo a laminina poderia proporcionar um sitio seguro para a bactéria
evadir ao sistema imunolégico do hospedeiro antes mesmo de realizar a lesdo A/E. Além
disso, UpaE que também é uma AIDA-I, promove ligacdo a laminina (BATTAGLIOLI
et al. 2018), dado que fortalece o argumento de que Ema faz parte desta familia de
autotransportadoras.

Apesar de varios dados sugerirem que Ema possa ser uma invasina por ter diversas
semelhangas com outras ja descritas, € importante considerar esse achado com cautela.
Se nada na biologia faz sentido senéo sob a luz da evolugédo, o fator “acaso” nao deve ser
esquecido. Estruturas biologicas e até mesmo seres vivos diferentes podem
ocasionalmente convergirem evolutivamente por conta de mutacGes aleatdrias,
principalmente se houverem pressoes seletivas semelhantes.

E incabivel, nos dias atuais, conceber a ideia de que um organismo simples ou
complexo, conscientemente e propositalmente desenvolveu ao longo de dezenas de
milhares de anos uma estrutura bioldgica para uma finalidade especifica. Se os futuros
ensaios de invasdo evidenciarem que Ema € de fato uma invasina, estudos evolutivos
poderdo ser realizados para entender quando essa estrutura surgiu e quais eram as
possiveis pressdes seletivas. Do contrario, é possivel especular que Ema possa ser um
estagio inicial de uma estrutura que, dentro de alguns milhares de anos, podera ao acaso,
se tornar uma invasina.

Por fim, existem ensaios em fase inicial de execucdo buscando encontrar Ema em
outros grupos de E. coli patogénica na colecdo do Laboratério de Patogenicidade
Bacteriana do Instituto de Biociéncias da Unesp de Botucatu. Até 0 momento, o gene ema
ja foi encontrado em um isolado de E. coli causador de mastite clinica bovina e em uma

UPEC, o que fortalece sua relacdo com as proteinas Upa, descritas em UPEC.
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6. CONCLUSAO

A nova proteina autotransportadora Ema € uma adesina ndo fimbrial da familia
AIDA-I que participa dos fenodtipos de autoagregacdo, formacdo de biofilme em
poliestireno e ligacéo ao fibrinogénio, fibronectina celular e plasmatica, colagenos do tipo
I, Il e V e laminina. Contudo, seu potencial patogénico intestinal e extraintestinal ainda

ndo foi completamente elucidado e estudos futuros devem resolver essas questdes.
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