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RESUMO

A espéecie Escherichia albertii compreende o mais novo membro do género
Escherichia e é responsavel por casos esporadicos, bem como surtos de diarreia em diversos
paises do mundo, incluindo o Brasil. Uma das principais caracteristicas de viruléncia observada
em isolados classificados como pertencentes a especie E. albertii ¢ a formagdo da lesédo
attaching and effacing (AE), que é caracterizada pela aderéncia intima da bactéria as células
epiteliais, destruicdo das microvilosidades e formacdo de uma estrutura semelhante a um
pedestal rico em F-actina e outros elementos do citoesqueleto eucariotico. Estudos anteriores,
realizados com o protétipo brasileiro de E. albertii 1551-2, mostraram que esse patdgeno possui
a capacidade de recrutar F-actina para a formacdo da lesdo AE utilizando tanto a via Nck-
dependente, que requer a fosforilacdo do residuo de Tirosina Y474 na proteina receptora Tir,
quanto a via Nck-independente, que utiliza a proteina adaptadora TccP (Tir-cytoskeleton
coupling protein). Estudos anteriores identificaram um novo subtipo de TccP no isolado de E.
albertii 1551-2 (denominado TccP3), cujo papel na formagdo da lesdo AE se mostrou
minoritario. Analises posteriores do genoma do isolado de E. albertii 1551-2 revelaram que,
além de TccP3, esse isolado alberga um gene com potencial para codificar um novo TccP.
Frente ao exposto, nossos objetivos foram avaliar a relagdo desse novo TccP com os subtipos
de TccP ja descritos até 0 momento, bem como a participacdo dessa nova proteina na formacao
da lesdo AE pela via independente de Nck. Uma arvore de méaxima verossimilhanca foi
construida comparando as sequéncias de aminoacidos dos diferentes subtipos de TccP e a
sequéncia do novo TccP encontrado no isolado 1551-2. Posteriormente, foram realizadas a
mutagénese e complementacdo in trans do gene responsavel por codificar essa nova proteina a
partir do mutante 1551-2AtccP3. Sequenciamento Sanger e Immunoblotting foram realizados
para confirmacdo da mutagénese e complementacdo, respectivamente. Em desfecho, foram
realizados testes quantitativos de FAS (Fluorescent actin staining) em células MEF (Mouse
Embrionic Fibroblast) desprovidas de Nck e infectadas com as bactérias empregadas neste
estudo. A nova proteina TccP identificada nesse estudo, esta localizada em um clado diferente
na arvore de maxima verossimilhanca e apresentou identidade inferior a 80% se comparada
com outros subtipos de TccP. Tais resultados indicam, portanto, se tratar de um novo subtipo
de TccP, denominado neste estudo de TccP4. A delecdo do gene tccP4 foi confirmada por
sequenciamento bem como pela producdo da proteina recombinante TccP4-Myc no isolado
complementado por Immunoblotting com o soro anti-Myc. Os testes quantitativos mostraram
que 64,7% das bactérias selvagens aderidas eram capazes de recrutar F-actina para a formacéo
do pedestal caracteristico da lesdo AE, enquanto, apenas 5,0% dos isolados de E. albertii
mutados em tccP4 (1551-2AtccP3/AtccP4) mostraram esse fendtipo, sendo essa diferenca
considerada significativa pelo teste de ANOVA (P < 0.0001). A complementagdo in trans
restaurou a capacidade do isolado 1551-2AtccP3/AtccP4 (pTccP4) em recrutar F-actina em
porcentagens semelhantes as observadas com o isolado selvagem (64,7% vs. 52,6%; P =
0.3846). Tais evidéncias vém a corroborar o papel da proteina adaptadora TccP4 no
recrutamento de F-actina, pela via Nck-independente, para a formagéo da lesdo AE durante o
estabelecimento do processo infeccioso por E. albertii.

Palavras chaves: E. albertii, lesdo AE, viruléncia e TccP4.



ABSTRACT

The Escherichia albertii species comprises the newest member of the genus
Escherichia and is responsible for sporadic cases, as well as outbreaks of diarrhea, in several
countries worldwide. One of the main virulence features observed in this pathogen is the
formation of the attaching and effacing (AE) lesion, characterized by intimate adherence of the
bacteria to the epithelial cells, effacement of the microvilli, and formation of a pedestal-like
structure that is rich in F-actin and other eukaryotic cytoskeleton elements. Previous studies
carried out with the Brazilian prototype strain of E. albertii 1551-2 showed this pathogen has
the capacity to recruit F-actin for the AE lesion formation using both the Nck-dependent
pathway, which requires the phosphorylation of the Tyrosine residue 474 in the Tir receptor
protein, as well as the Nck-independent pathway, which uses the TccP (Tir-cytoskeleton
coupling protein) adaptor protein. In a recently published study a novel TccP, named TccP3,
was identified in the 1551-2 genome. However, TccP3 was not considered essential for F-actin
polymerization during AE lesion formation in infected cells. Despite TccP3, genomic analyses
have identified a gene-encoding an additional TccP adaptor protein in the E. albertii 1551-2
isolate. Thus, our main objectives were to evaluate the association of this novel adaptor protein
with the other TccP proteins described so far, as well as to evaluate the participation of this
novel TccP in the AE lesion formation in a Nck-independent pathway. A maximum likelihood
tree was constructed comparing the amino acid sequences of the different TccP and the
sequence of the novel TccP uncovered in the 1551-2 isolate. Subsequently, mutagenesis and in
trans complementation of the gene responsible for encoding this novel adaptor protein were
performed in the 1551-2AtccP3 mutant background. Sanger sequencing and Immunoblotting,
with anti-Myc serum, were performed to confirm mutagenesis and complementation,
respectively. Further, quantitative FAS (Fluorescent actin staining) assays were performed in
MEF (Mouse Embryonic Fibroblast) cells lacking Nck (-/-), infected with the distinct bacteria
to be evaluated. The novel TccP protein identified in this study occupied an exclusive clade in
the maximum likelihood tree and showed less than 80% identity compared to other TccP
proteins. These results indicate that it is a novel TccP, which was termed TccP4 in the present
study. The tccP4 gene deletion in the 1551-2AtccP3 mutant background was confirmed by
sequencing, and the production of the TccP4-Myc recombinant protein in the complemented
isolate was demonstrated by Immunoblotting. Quantitative FAS assays showed that 1551-2 and
1551-2AtccP3 were very efficient in the AE lesion formation, since 72.7% and 74.57% of
adherent bacteria co-localized with polymerized F-actin in the MEF infected cells, respectively.
On the other hand, only 2.4% of the E. albertii 1551-2 lacking tccP4 (1551-2 AtccP3/AtccP4)
preserved this ability, with this difference being considered very significant (P < 0.0001).
Complementation restored the ability of the 1551-2AtccP3/AtccP4 (pTccP4) to recruit F-actin
as efficiently as the wild-type (72.7% vs. 71.74%; P = 0.9944). In conclusion, our data led to
the identification of a novel TccP, named TccP4. Moreover, we showed that TccP4 is crucial
for F-actin recruitment, in the Nck-independent pathway, during AE lesion formation in host
cells infected by this pathogen.

Keywords: E. albertii, AE lesion, virulence and TccP4
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INTRODUCAO

O primeiro isolado de Escherichia albertii (isolado 19982), do qual se tem
conhecimento na literatura, foi obtido de uma crianca de nove meses de idade com diarreia em
Bangladesh. Tendo por base suas caracteristicas bioguimicas, esse isolado foi, a época,
classificado como Hafnia alvei (Albert et al., 1991). Posteriormente, no mesmo pais, outros seis
isolados com as mesmas caracteristicas foram obtidos de criangas com diarreia, mostrando,
assim, a circulacdo desse patogeno em Bangladesh (Albert et al., 1992). Albert e colaboradores
mostraram que esses isolados de Hafnia alvei eram capazes, assim como os isolados de
Escherichia coli enteropatogénica (EPEC), de induzir nas células epiteliais infectadas a
formagdo da lesdo attaching and effacing (AE) (Albert et al., 1992). Com base em
caracteristicas bioquimicas e genéticas, esses isolados de Hafnia alvei produtores da lesdo AE
foram reclassificados em uma nova espécie denominada Escherichia albertii (Huys et al.,
2003).

Os principais sintomas associados as infe¢fes do trato gastrointestinal por E. albertii
compreendem: desidratacdo leve, diarreia aquosa, distensdo abdominal, febre e vémito, sendo
0 periodo de incubacdo estimado entre 12 e 24 horas. Além de sua associacdo com casos
esporéadicos de diarreia (Ooka et al., 2012), surtos causados por E. albertii também j& foram
relatados, principalmente em estudos conduzidos no Japdo (Asoshima et al., 2014; Konno et
al., 2012; Ooka et al., 2012; Ooka et al., 2015). E. albertii ja foi isolada de varios produtos
alimenticios, incluindo carne processada e frango (Asoshima et al., 2014; Maeda et al., 2015;
Wang et al.,2016), bem como sua ocorréncia ja foi relatada em sistemas de tratamento e
distribuicdo de dgua potavel (Maheux et al., 2014).

Além das doencas do trato gastrointestinal, um estudo descreveu a capacidade de E.
albertii de causar bacteremia, indicando a possibilidade desse patdgeno em acessar 0
hospedeiro humano através de portas de entradas alternativas, visto que a paciente em questao
ndo havia tido contato prévio com humanos e aves infectadas, e também ndo apresentou
historico de diarreia (Inglis et al., 2015). Embora a prevaléncia de E. albertii no Brasil ainda
seja um assunto que requer mais pesquisas, um estudo conduzido pelo Instituto Adolfo Lutz
investigou um total de 5.047 pacientes com diarreia, entre os anos de 2011 e 2016, mostrando
que E. albertii foi identificada em apenas 0,2% dos pacientes incluidos nesse estudo (Ori et al.,
2019), a importancia desses dados ¢ evidenciada pela dificuldade de diferenciacéo de E. coli e
E. albertii.

A lesdo AE, que compreende uma das principais ferramentas de viruléncia identificada

em isolados de E. albertii até 0 momento, é caracterizada pela aderéncia intima da bacteria as
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células epiteliais, destruicdo das microvilosidades e formacdo de uma estrutura semelhante a
um pedestal rico em F-actina e outros elementos do citoesqueleto eucariético (Moon et al.,
1983). A grande maioria dos genes responsaveis por codificar proteinas que participam da
formacdo da lesdo AE estdo localizados em uma ilha de patogenicidade (PAI), denominada
locus of enterocyte effacement, regido LEE, formada por um conjunto de 41 genes organizados
em cinco operons policistronicos (LEE1, LEE2, LEE3, LEE4 e LEES5), dois operons
bicistronicos (espG-rorfl e grlA-griR) e quatro genes individuais (etgA, cesF, map, escD)
(Gaytan et al., 2016; McDaniel et al., 1995) (Figura 1). A clonagem da regido LEE em um
background de E. coli K12, demonstrou a capacidade de causar a lesdo AE semelhante ao
isolado selvagem de EPEC (McDaniel et al., 1997). Surpreendentemente, 0 mesmo
experimento foi realizado, porém clonando a regido LEE de EHEC no mesmo background de
K-12 e ndo houve restauracdo na capacidade de recrutar F-actina (ELLIOT; YU; KAPER,

1999), sugerindo assim, que EPEC e EHEC promoviam a leséo AE por mecanismos diferentes.
LEEI _LEE2 LEE3 LEES LEE4

A
\ 4
A

5 kb
Unknown function ® Sorting platform Secretion regulators
Effectors ® Export apparatus ATPase complex
m Transcriptional regulators PG-lytic enzyme Intimin
u Chaperones m Needle complex ® Translocators

Figura 1. Estrutura Genética da Regido LEE da Escherichia coli enteropatogénica tipica E2348/69. Fonte:
Gaytan et al., 2016 PMID: 27818950.

Os genes localizados nos operons LEE1, LEE2 e LEE3 codificam o aparato do sistema
de secrecdo do tipo 3 (SST3) (Figura 2) responsavel pela translocagéo de proteinas efetoras do
citoplasma da célula bacteriana para o citoplasma da celula hospedeira eucariotica. O translocon
do SST3 é formado por proteinas codificadas por genes localizados no operon LEEA4,
destacando-se as proteinas EscF (que forma a agulha do SST3), EspA (proteina que recobre a
proteina EscF) e as proteinas EspB e EspD que s&o sinergicamente responsaveis pela formacéo

do poro de translocacao nas células epiteliais hospedeiras. A regido LEES alberga o gene eae
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(E. coli attaching and effacing) que codifica a adesina autotransportadora inversa intimina
(Jerse et al., 1990), bem como o gene tir (translocated intimin receptor), que codifica o receptor

da intimina, translocado para as células hospedeiras através do SST3 (Kenny et al., 1997).

EscN
/ EscQ
Esin / EscD
rTITeTIT T ..
LLLLELELE é&&é&%&b

Peptideoglicano

R T
BLALNALLL

=
LA,

Figura 2. Representacéo esquematica do SST3. Fonte: Prépria (Nao publicado).

A compreensdo das etapas envolvidas no recrutamento de F-actina e formacdo do
pedestal caracteristico da lesdo AE durante as infeccBes causadas por EPEC e E. coli
enterohemorragica (EHEC) despertou o interesse de pesquisadores por varios anos, sendo que
até o presente momento, duas vias de inducdo da lesdo AE foram caracterizadas. Na primeira
via, descrita tendo por base o isolado protétipo de EPEC E2348/69, a interacdo Tir-Intimina
provoca a fosforilagdo do residuo de tirosina 474 (Y474) do dominio C- terminal de Tir; esse
residuo apresenta sitio de ligacdo para as proteinas adaptadoras Nck (non-catalytic region of
tyrosine kinase) presentes nas células do hospedeiro. Subsequentemente a essa interacédo, ocorre
0 recrutamento e ativagdo da proteina N-WASP (Neural Wiskott-Aldrich syndrome protein),
iniciando a polimerizacdo da actina atraves da ativacdo do complexo proteico Arp2/3 (Actin
related protein 2/3), o que promove a formagéo do pedestal (Devinney et al., 2001; Kenny,
1999).
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Em contrapartida, a proteina Tir produzida por EHEC do sorotipo O157:H7, nédo
apresenta o residuo de Yazs, sendo assim incapaz de recrutar F-actina, para a formacgdo do
pedestal utilizando uma via dependente de Nck. Estudos mostraram, que isolados de EHEC do
sorotipo O157:H7 utilizam o SST3 para secretar para a célula hospedeira, juntamente com a
proteina Tir, uma proteina adaptadora que ficou conhecida como Tir-cytoskeleton coupling
protein (TccP) (Garmendia et al., 2004), ou EspFu, devido a sua homologia com a proteina
efetora EspF (Campellone; Robbins; Leong, 2004). Ao ser translocada para o citoplasma da
célula hospedeira, TccP se liga ao Tir via proteinas eucaridticas da familia IRTKS, o que resulta
na ativacdo de N-WASP e Arp2/3, recrutando F-actina, em uma via independente de Nck
(Garmendia et al., 2004) (Figura 3).

EHEC O157:H7

b “ il

Y .‘.‘ Y

474

5

Nek /G e

/ IRTKS/IRSpS3
WIP

—N
(Prol WBD )
s’ R

are

Polymerized
Host Actin

Figura 3. Vias de Recrutamento de F-actina. A via 1 necessita do recrutamento e ativagao da proteina eucariética
Nck. A via 2 independe de Nck, utilizando uma proteina adaptadora da familia TccP/EspFy. Fonte: Lai et al.,
2013 PMID: 23927593.

Desde os primeiros estudos sobre o potencial patogénico de E. albertii, a capacidade
desse patdgeno de aderir as células epiteliais tem sido notada (Albert et al., 1992). Assim como
as EPEC atipicas (aEPEC), que sdo desprovidas da fimbria bundle-forming pilus (BFP) e,
portanto incapazes de formar o padrdo de aderéncia localizada (AL) caracteristico das EPEC
tipicas (tEPEC), os isolados de E. albertii formam na superficie das células epiteliais infectadas
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microcolOnias bacterianas frouxas, que podem ser observadas apenas em ensaios de aderéncia
realizados com periodos de incubagdo bactéria-célula mais prolongados (6 horas) (Albert et al.,
1992; Hernandes et al., 2006; Lima et al., 2019).

No entanto, um estudo realizado no Brasil com o isolado de E. albertii denominado
1551-2, que foi obtido de uma crianga de 23 meses de idade com um quadro clinico de diarreia
aguda (Vieira et al., 2001), mostrou que esse isolado produzia microcolonias bacterianas
bastante compactas na superficie das células epiteliais infectadas, em ensaios realizados com
periodos estendidos de incubacao (6 horas), sendo esse padrdo denominado de ALs (Hernandes
et al., 2006) para diferenciar do padrdo AL produzido por isolados de tEPEC em ensaios
realizados com 3 horas de incubagdo. Um estudo posterior que caracterizou um total de cinco
isolados de E. albertii, provenientes de criancas brasileiras com diarreia, mostrou que trés
isolados produziam o padrdo AL, enquanto os outros dois isolados produziam o padrdo ALs
(Lima et al., 2019).

O isolado brasileiro de E. albertii 1551-2 foi extensivamente estudado no intuito de
promover a compreensdo de quais adesinas estariam envolvidas na formacdo do padrdo ALse
em células HeLa (Hernandes et al., 2006; Hernandes et al., 2008; Hernandes et al., 2013; Roméo
etal., 2014; Yamamoto et al., 2017). Tendo por base que o isolado de E. albertii 1551-2 alberga
a regido LEE e, portanto, 0 gene eae que codifica a adesina intimina (Hernandes et al., 2006;
Vieiraetal., 2001), esse gene se tornou o primeiro candidato a ser mutagenizado. A mutagénese
no gene eae do isolado 1551-2 fez com que essa bactéria deixasse de produzir o padrdo ALs,
passando assim a aderir as células HelLa no padrdo de aderéncia difusa, refor¢cando assim o
papel da adesina intimina na formacéo do padrdo de aderéncia ALe (Hernandes et al., 2008).
Ensaios quantitativos de aderéncia revelaram uma diminuicdo de aproximadamente 33% no
numero de bactérias associadas as células HeL.a quando comparados o isolado 1551-2 mutado
no gene eae com o isolado selvagem (Hernandes et al., 2013).

Posteriormente, foi demonstrado que o padrdo de aderéncia difusa, produzido pelo
isolado 1551-2 mutado no gene eae, era dependente do translocon do SST3, uma vez que o
mutante do isolado 1551-2 no gene escN (que codifica a ATPase do SST3) ou o0 duplo mutante
nos genes eae/espA, ndo eram mais aderentes as células HeLa (Hernandes et al., 2013). Embora
muitos estudos ainda sejam necessarios para compreender a regulacdo dos fatores de viruléncia
envolvidos na aderéncia de E. albertii as células epiteliais, foi demonstrado que a aderéncia do
isolado 1551-2 as células HelLa é significativamente maior quando o0s experimentos sdo
realizados na presenca de 5% de CO,, comparando-se a experimentos realizados em uma

atmosfera normal (0,03%). No mesmo estudo, observou-se também que a presenca de altas
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concentragOes de glicose altera o padrdo ALs para um padréo hibrido, onde concomitantemente
as microcoldnias compactas caracteristicas do padrdo ALs, foram observadas bactérias aderidas
a superficie abiotica (vidro) em um padréao que se assemelha ao padrao de aderéncia agregativa
(AA), sendo esse padrao hibrido referido como ALes/AA-like (Romao et al., 2014).

Além dos estudos realizados com células HeLa (Hernandes et al., 2008; Hernandes et
al., 2013), foi também evidenciado que o isolado de E. albertii 1551-2 foi capaz de aderir as
células intestinais polarizadas e diferenciadas Caco-2 (Pacheco et al., 2014; Yamamoto et al.,
2017) e T84 (Yamamoto et al., 2009). Interessantemente, estudos realizados com fragmentos
de ileo obtidos de ratos, in vitro organ culture (IVOC), mostraram que a aderéncia as células
desse tecido era completamente dependente de um SST3, uma vez que a muta¢ao no gene escN
foi capaz de reduzir significativamente a capacidade do isolado 1551-2 em aderir a esse
fragmento de tecido (Yamamoto et al., 2017), diferentemente do observado com os mutantes
nos genes eae, tir e fimA (que codifica a pilina da fimbria do tipo I de E. coli).

Embora todos os estudos focados em entender o processo de aderéncia de isolados de
E. albertii, especialmente o0s realizados com o isolado brasileiro 1551-2, tenham
funcionalmente demonstrado o papel da adesina intimina e do translocon do SST3 (Hernandes
et al., 2013; Yamamoto et al., 2017), é importante destacar que dos 243 isolados de E. albertii
sequenciados até o momento, aproximadamente 91% albergam o gene paa (porcine attaching
and effacing associated) (Gomes et al., 2020), que codifica uma adesina originalmente
identificada e caracterizada em um isolado de EPEC de suino (Batisson et al., 2003). Também
ja foi observada a presenca do gene efal/lifA (EHEC factor for adherence/lymphocyte
inhibitory factor) (Lima et al., 2019), que codificada uma adesina identificada em um isolado
de EHEC do sorotipo O111:HNM (Nicholls et al., 2000).

Além de aderir as células epiteliais, isolados de E. albertii sdo também capazes de
aderir a superficies abidticas, em especial, ao poliestireno (Lima et al., 2019). Estudos com o
isolado 1551-2 mostraram que esse fendtipo é mediado pela produgdo da fimbria do tipo |
(FT1), uma vez que a mutagénese no gene fimA, que codifica a pilina da FT1, impactou
drasticamente a formacgdo de biofilme (Hernandes et al., 2013).

Como mencionado anteriormente, a capacidade de E. albertii em produzir a lesdo AE
foi evidenciada desde os primeiros estudos de patogenicidade bacteriana realizados com esse
patogeno (Albert et al., 1991; Albert et al., 1992). Nos estudos publicados até 0 momento, esse
fenotipo tem sido observado nos seguintes modelos experimentais: células cultivadas in vitro
(Hernandes et al., 2013; Lima et al., 2019; Pacheco et al., 2014; Yamamoto et al., 2009), al¢a
ligada de coelho (Albert et al., 1991; Albert et al., 1992; Gomes et al., 2020) ou IVOC de
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fragmentos do ileo de ratos (Yamamoto et al., 2017). A formacao da lesdo AE, nos modelos
experimentais citados, tem sido evidenciada diretamente através de microscopia eletrénica de
transmissdo ou varredura, buscando-se pelas caracteristicas histopatoldgicas da lesdo AE; ou
indiretamente através do teste de FAS (fluorescent actin-staining) que permite evidenciar o
acumulo de F-actina junto ao sitio de aderéncia bactéria-célula (Knutton et al., 1989). A
capacidade do isolado brasileiro de E. albertii 1551-2 em produzir a lesdo AE nas células
epiteliais infectadas ja foi evidenciada in vitro utilizando varias linhagens celulares, Hela,
Caco-2 e T84 (Hernandes et al., 2006; Hernandes et al., 2013; Pacheco et al., 2014; Yamamoto
etal., 2009) e IVOC de fragmentos do ileo de ratos (Yamamoto et al., 2017); bem como in vivo,

em modelo de alca ligada de coelho (Gomes et al., 2020) (Figura 4).

Figura 4. Microscopia eletrdnica de transmissdo da alga de ileo de coelho infectada com E. albertii 1551-2.
A destruicdo das microvilosidades e a formagdo da estrutura semelhante a um pedestal sdo evidenciadas pelo
asterisco, indicando a capacidade do isolado 1551-2 em induzir a lesdo AE in vivo. Fonte: Gomes et al., 2020
PMID: 32588811.

Inesperadamente, ensaios de interacdo do isolado de E. albertii 1551-2 com células
HeLa mostraram que esse isolado era capaz de invadir essa linhagem celular (Hernandes et al.,
2008), com uma eficiéncia trés vezes maior que o isolado de EPEC JPN15, isolado protétipo
de tEPEC E2348/69 espontaneamente curada do pEAF (EPEC adherence factor plasmid) e,
portanto, incapaz de produzir a fimbria BFP. O isolado de E. albertii 1551-2 alberga o subtipo
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de intimina omicron, e ensaios de mutagénese mostraram que a interagdo intimina-Tir
compreende um processo indispensavel para a internalizagdo desse patdgeno (Hernandes et al.,
2008). Uma vez internalizado, o isolado 1551-2 permanece dentro de vacuolos endociticos
circundados por F-actina polimerizada (Hernandes et al., 2008; Pacheco et al., 2014), e é capaz
de persistir e se multiplicar no ambiente intracelular, em experimentos de invaséo realizados
com células Caco-2, por até 24 horas (Lima et al., 2019; Pacheco et al., 2014).

Semelhante ao observado em células HelLa, a invasdo de células Caco-2 também
depende de um SST3 funcional e da interacdo intimina-Tir (Yamamoto et al., 2017). Outro
aspecto importante a ser mencionado é que o tratamento de células T84 com EDTA
(Ethylenediamine tetraacetic acid), que promove a ruptura das juncGes oclusivas das células
epiteliais, aumenta significativamente o nimero de bactérias internalizadas, demonstrando,
assim, que a porcdo basolateral das células infectadas deva constituir o principal sitio de invasédo
para esse patogeno (Yamamoto et al., 2009).

Até 0 momento, somente a producdo de duas toxinas foi observada em isolados de E.
albertii, sendo essas as toxinas CDT (Cytolethal distending toxin) e Stx (Shiga toxin) (Hyma et
al., 2005; Hinenoya et al., 2019; Gomes et al., 2020). A toxina CDT é produzida por varias
bactérias Gram-negativas e induz a distensdo do ndcleo das células epiteliais infectadas por
prolongar as fases G1 e G2 da mitose, podendo até levar a célula hospedeira a morte (Jinadasa
etal., 2011; Grasso; Frisan, 2015; Taieb et al., 2016; Fedor et al., 2013). O mecanismo de agéo
da toxina Stx estad ligado a inibicdo da sintese proteica nas células eucaridticas infectadas
(Shiga, 1898; O’Brien; LaVeck, 1983). A grande maioria dos isolados de E. albertii produtores
Stx alberga o gene do subtipo stx2f (Hinenoya et al., 2017; Murakami et al., 2014; Ooka et al.,
2012; 59, Ori et al., 2019), muito embora um isolado albergando o subtipo stx2a ja tenha sido
reportado (Brandal et al., 2015).

JUSTIFICATIVA

Em uma reviséo recentemente publicada pelos nossos grupos de pesquisa (Laboratorio
Experimental de Patogenicidade de Enterobactérias - Tania A. T. Gomes do Amaral,
UNIFESP/EPM/Sdo Paulo/SP e Laboratério de Patogenicidade Bacteriana - Rodrigo T.
Hernandes, UNESP/IBB/Botucatu/SP), ficou evidenciado o crescente aumento do interesse
pela compreenséo dos mecanismos de patogenicidade utilizados por isolados de E. albertii para
colonizar, se estabelecer e causar danos ao hospedeiro humano (Gomes et al., 2020). Até o
presente momento, a formacdo da lesdo AE compreende a principal estratégia de viruléncia

empregada por esse patogeno (Hernandes et al., 2013; Yamamoto et al., 2017; Roméo et al.,
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2020; Gomes et al., 2020). Estudos realizados com os prototipos de tEPEC (E2348/69) e EHEC
(EDL933 ou Sakai) mostraram que a formacao da lesdo AE pode ocorrer por duas vias distintas,
sendo uma dependente e outra independente de Nck (Lai et al., 2013), respectivamente.

Um estudo recente dos nossos grupos de pesquisa mostrou que o isolado de E. albertii
1551-2 possui concomitantemente a via Nck-dependente (Hernandes et al., 2008), e uma via de
inducdo da lesdo AE independente de Nck (Roméo et al., 2020) (Figura 1). Embora nesse estudo
uma nova variante de TccP, denominada TccP3, tenha sido descrita, o isolado E. albertii 1551-
2 mutado no gene tccP3 ndo perdeu sua capacidade de recrutar F-actina (Romao et al., 2020)
em experimentos realizados com fibroblastos embrionarios de camundongos desprovidos de
Nck (Jones et al., 2006). Analises posteriores do genoma do isolado de E. albertii 1551-2
(nimero de acesso: CP025317.1), recentemente publicado (Roméo et al., 2018), mostraram
que, além do gene tccP3, esse patogeno alberga um gene responsavel por codificar um novo
subtipo de TccP (AUS64398.1), denominado nesse projeto de tccP4, ainda ndo caracterizado
(T. A. T. Gomes, R. T. Hernandes; T. Ooka & T. Hayashi, dados n&o publicados). Sendo assim,
a avaliacdo da participacdo de TccP4 na inducéo da lesdo AE por uma via independente de Nck
(Figura 5) se torna um alvo de extrema relevancia para 0s nossos grupos de pesquisa, bem como
para laboratérios nacionais e internacionais que tentam melhor compreender 0s mecanismos de

patogenicidade de E. albertii.
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Figura 5. Representacao esquematica da inducdo do recrutamento de F-actina pelas vias dependente (1) e
independente (2) da proteina eucaridtica Nck. O ponto de interrogacéo na figura ilustra a pergunta central do
presente projeto de pesquisa que é estabelecer o papel da proteina bacteriana TccP4 no recrutamento de F-actina

independentemente de Nck. Fonte: Prépria.

OBJETIVO
Frente ao exposto, nossos objetivos foram avaliar a relagéo desse novo TccP, nomeado
de TccP4, com os subtipos de TccP ja descritos até 0 momento, bem como, a participacdo dessa

nova proteina na formacdo da lesdo AE pela via independente de Nck.

MATERIAL E METODOS

Isolado de E. albertii 1551-2

O isolado de E. albertii 1551-2, foi obtido de uma crian¢a de 23 meses de idade com
quadro de diarreia aguda, durante um estudo epidemiologico da Universidade Federal de S&o
Paulo - Brasil, no ano de 1989 (Vieira et al., 2001; Hernandes et al., 2006). O isolado foi
rotineiramente cultivado em Lysogeny Broth (LB) a 37°C e estocado em LB suplementado com
30% de glicerol a -80°C.
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Sequenciamento do genoma completo.

O isolado bacteriano de E. albertii 1551-2 teve seu genoma completo sequenciado
(Romao et al., 2018), onde se encontra depositado no banco de dados do GenBank (nimero de
acesso: CP025317.1).

Relacoes filogenéticas entre os distintos tipos de TccP
Foram selecionadas 37 sequéncias de aminoacidos dos diferentes tipos de TccP ja
descritos na literatura, sendo 8 TccP, 26 TccP2 e 3 TccP3. Em seguida, a arvore filogenética de
maxima verossimilhanga foi construida utilizando o software MEGA 11 (Tamura; Stecher;
Kumar, 2021), pelo método Bootstrap com 100 replicacfes (Jones; Taylor; Thornton, 1992).
Representantes de cada tipo de TccP foram selecionados e, utilizando a ferramenta
BLAST do NCBI (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins), foi realizado um

blastp, comparando a identidade entre os subtipos de TccP e a proteina investigada.

Polymerase chain reaction (PCR)

A técnica de polymerase chain reaction (PCR) foi empregada para a confirmacéo de
genes que caracterizam o isolado de E. albertii 1551-2. Os primers (tccP3 e tccP4-Flank) foram
desenhados utilizando-se a ferramenta PCR Primer Design Tool
(https://eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/pcr-primer-design/). A tabela 1 descreve 0s
iniciadores forward e reverse referentes a cada gene utilizado na caracterizacdao genotipica do
isolado de E. albertii. Para cada reagdo foi utilizado 7,5 pl de GoTaq Green Master Mix
(Promega, USA), 5,5 ul de H20 livre de nucleases (incluso no GoTaq Green Master Mix) 0,34
uM de cada iniciador e 1 ul do DNA molde. Apds a reagdo, 8 pl foi colocado nos pogos de um
gel de agarose preparado com TBE (Tris-Borato-EDTA) 1X e corado por SYBR Safe
(Invitrogen). Foi realizada eletroforese nas seguintes condicdes: tensdo = 100V; corrente =
400mA e tempo de corrida = 30 minutos. O resultado foi capturado para andlise através de um
transiluminador ultravioleta UVCI-1200 e SmartView Pro Imager System 1200 (Major

Science).
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Tabela 1. Iniciadores de caracterizacdo genotipica de E. albertii 1551-2.

Temperatura
Iniciadores Sequencias (5° —> 3°) Referéncia
de Anelamento

eae omicron-F  AGCGTTAGCAATGCCGCAGTTGAT

_ 60°C Blanco et al.,
eae omicron-R  CAACGGTAATTGTTGTTTCC 2006
EAOG7-F ACCACGACATAAAGCCACCG
EAOg7-R GGAGCAGGGGGTATACATTCAG 50°C Ookaet al., 2019
tccP4-Flank-F  AAAAAAACCTCCACCGCC
tccp4-Flank-R  AAGCCAGGTTAAACATATCAGG 55°C Presente estudo
tocP3-F GCAAAAAGTGTCACTAACCCC
tccP3-R TGAGATGCTTCATTTGATACCG S0°c Presente estudo

Construcéo de mutantes ndo polares no gene tccP4

A mutagénese no gene tccP4 foi realizada empregando-se o sistema Lambda Red,
descrito por Datesenko & Wanner (2000), baseando-se na recombina¢do homoéloga dos genes
de interesse com um gene de resisténcia ao antimicrobiano zeocina. O plasmideo pKOBEG foi
introduzido no isolado mutante 1551-2AtccP3, adquirido do trabalho de Roméo et al., 2020
(Tabela 2), e a expressdo dos genes que codificam proteinas envolvidas no evento de
recombinacdo homdloga foi induzida pela adicdo de 0,1% de L-arabinose (Sigma, EUA).

Nesse procedimento, o isolado 1551-2AtccP3 foi inoculado em caldo LB e incubado
a 37°C, overnight. O crescimento bacteriano foi diluido 1:100 e novamente incubado a 37°C
com agitacdo (200 xg) até atingir DOgoonm entre 0,5 e 0,8. Em seguida, as bactérias foram
incubadas em banho de gelo por 30 min e, apds esse periodo, levadas a centrifugacdo (15min,
5000 xg e 4°C) duas vezes e lavadas com agua ultrapura gelada. Uma ultima centrifugacéo foi
realizada (10min, 5000 xg e 4°C) ¢ o contetido precipitado foi ressuspenso em 60 pL de glicerol
estéril gelado na concentracao de 10%. A proxima etapa foi acrescentar 50 ng do pKOBEG em
60 uL da suspencao de células competentes, para um microtubo de 1,5 mL estéril e gelado. O
contetdo do microtubo foi transferido para uma cubeta de eletroporagéo 0,2 cm de espaco entre
os eletrodos (Bio Rad, EUA); dessa maneira, foi realizada a eletroporacdo de fato (2,5 kV, 200
Q e 25 uF). Posteriormente, uma solugdo de LB suplementada com glicose 2 M e magneésio 2
M foi adicionada a cubeta de eletroporagdo e a mesma incubada a 37°C com agitagdo (250 rpm)
por uma hora. Apds esse periodo, os transformantes foram selecionados em placa de LB
contendo apramicina (100 pg/mL), sendo que as colbnias resultantes foram utilizadas no

proximo passo da mutagénese.
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Os iniciadores tccP4-zeo-F/tccP4-zeo-R (Tabela 2), foram construidos com cerca de

50 pares de bases homologas ao gene de interesse, na regido 5 e cerca de 20 pares de bases

homologas ao gene de resisténcia, na regido 3’, e utilizados para amplificagdo do gene de

resisténcia a zeocina, nas seguintes condic¢des: 95°C/5 min, 35 ciclos: (95°/30 s, 50°C/30 s,

72°C/1 min), e extensdo final de 72°C/7 min. Os produtos amplificados foram separados por

eletroforese em gel de agarose, as bandas recortadas do gel, e 0 DNA extraido com o Kit

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAgen, Alemanha) uma segunda reacéo de PCR foi realizada e,

purificado com o Kit QIAquick Gel Purification Kit (QIAgen, Alemanha), em seguida, inserido

no mutante de E. albertii 1551-2AtccP3 contendo o plasmideo pKOBEG, por eletroporacédo

(2,5kV, 200 Q e 25 pF). Os transformantes foram selecionados em agar LB contendo zeocina

(60 pg/mL), e submetidos @ PCR com os primers tccP4-F/tccP4-R para verificagdo do evento

de delecéo do(s) gene(s) de interesse (Tabela 1).

Tabela 2. Plasmideos e

complementac&o.

isolados utilizados nos experimentos de mutagénese e

Construcdes Caracteristicas Referéncia
pKOBEG Plasmideo contendo o operon lambda red e o gene de resisténcia Chaveroche et al., 2000
a apramicina
pKC471 Vetor com epitopo Myc fusionado Campellone; Robbins;
Leong, 2004

1551-2AtccP3

MC4160 malTA224

Isolado deletado no gene tccP3

Isolado contendo o cassete de resisténcia a zeocina

Romao et al., 2020
Chaveroche et al., 2000

Tabela 3. Iniciadores utilizados para constru¢do ou complementacdo dos mutantes no gene

tccP4.
Iniciadores Sequencias (5° — 3°) Anelamento Referéncia
tccP4-zeo-F ATGATTAAGGGCATTATTTCTTTTTTTTCTGGTATTC
CTCGCGGCATAACGTCATCGCTTGCATTAGAAAGG . Bresente estudo
tccP4-zeo-R TTACAGCTTCATATCTGGATGAAGTGCACCATTTAA
CACCGGCGGTGGCGGAATGATGCAGAGATGTAAG
tccP4-F ACCACGACATAAAGCCACCG
0
tccP4-R GGAGCAGGGGGTATACATTCAG 67°C Presente estudo
tccP4-Xbal-F CTCTCTTCTAGAAATGAATATCGCAACATACCAA
0
tccp4-BamHI-R  CGCGCGGATCCCAGCTTCATATCTGGATGAAGT 55°C Presente estudo
ampli-zeo-F GTCATCGCTTGCATTAGAAAGG .
_ 550G Pichon et al.,
ampli-zeo-R GAATGATGCAGAGATGTAAG 2009
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Complementagéo in trans no gene tccP4

Para a complementacdo do mutante no gene tccP4, um segmento de DNA, que se inicia
100 pb antes do primeiro codon (ATG) até o ultimo codon antes do cddon de terminacgéo, foi
amplificado com os primers tccP4-Xbal-F e tccP4-BamHI-R clonados nos sitios Xbal e BamHI
do vetor pKC471 (Campellone; Robbins; Leong, 2004) (Tabela 3). Esse plasmideo
recombinante albergando o gene tccP4 foi chamando de pTccP4. Sendo assim, a expressao do
gene tccP4 é controlada por seu promotor nativo, e a proteina recombinante produzida pelo
isolado complementado foi fusionada ao epitopo Myc, permitindo assim a sua deteccdo com

um soro monoclonal anti-Myc (1:200; clone 9E40 sc-40, Santa Cruz Biotechnology, EUA).

Sequenciamento do gene tccP4 do isolado selvagem e mutante no gene tccP4

Para a confirmacdo da mutagénese, dessa vez utilizando uma metodologia mais
precisa, foi realizado o sequenciamento Sanger do isolado selvagem (1551-2), bem como do
isolado mutado no gene tccP4 (1551-2AtccP3/AtccP4). O sequenciamento foi realizado em
parceria com o Instituto de Biotecnologia (IBTEC), unidade complementar da UNESP —
Botucatu/SP.

As amostras enviadas para sequenciamento tiveram seu DNA extraido pelo método de
fervura e, em seguida, realizada a PCR com os iniciadores tccP4-Flank-R/tccP4-Flank-F,
descritos na Tabela 1. A préxima etapa foi purificar essa reacdo de PCR com o Kit QlAquick
Gel Purification Kit (QIAgen, EUA) e determinar a concentragdo de DNA no Nanodrop 2000c
(ThermoFisher Scientific, EUA).

Em seguida, foram adicionados, em microtubos de 0,2 mL, 10 uL do produto
purificado e 5 pL do iniciador forward, totalizando 15 puL. O mesmo processo foi realizado
com o iniciador reverse. Desse modo, foi obtido um total de quatro microtubos de 0,2 mL com
15 uL cada, dois para cada amostra enviada para sequenciamento. Seguindo-se o protocolo
sugerido pelo servigo de sequenciamento do IBTEC, foram enviados produtos de PCR com
500-1000 pb em uma concentragéo de 10-20 ng/uL.

Immunoblotting

Os isolados bacterianos 1551-2, 1551-2AtccP3, 1551-2AtccP3/AtccP4 e 1551-
2AtccP3/AtccP4 (pTccP4), foram cultivados em 3 mL de caldo LB por 18 horas a 37° C. Apos
este periodo, foram transferidos 100 pl destas culturas em 10 mL de DMEM e esse volume foi
incubado a 37 °C sob agitagdo constante por aproximadamente 6 h. Em seguida, as culturas

foram centrifugadas a 15000 xg por 15 minutos e os sedimentos ressuspensos em 150 ul de
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tampé&o de amostra (60 mM de Tris-HCL 1M pH 6,8, 25% de glicerol, 2% de SDS a 10%, 14,4
mM de 2-mercaptoetanol, 0,1% de azul de bromofenol e agua destilada q. s. p. 10 mL)
armazenados a 4°C. Posteriormente, as suspensdes foram fervidas por 10 minutos, segundo a
metodologia descrita por Laemmli (1970).

As proteinas foram separadas através de SDS-PAGE (transferéncia em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de s6dio) a 12% e, posteriormente, transferidas por
eletroforese para uma membrana de nitrocelulose por eletroforese. As membranas foram
bloqueadas overnight a 4°C com leite desnatado a 10% em PBS, contendo Tween 0,05% (PBS-
T). No dia seguinte, foram feitas trés lavagens com PBS-T, por 5 minutos, seguida de incubacgéo
com o anticorpo primario anti-Myc (Sigma-Aldrich, MO, EUA) na propor¢do 1:5000, 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 o anticorpo secundario anti-mouse (1:4000) (Sigma-Aldrich,
MO, EUA) em leite desnatado a 10% em PBS-T por uma hora. Apos 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).

Curva de crescimento

As curvas de crescimento foram realizadas com o intuito de verificar a viabilidade dos
mutantes gerados. Para isso, todos os isolados, tanto mutante quanto o selvagem, foram
previamente semeadas em caldo LB a 37 °C, durante 18-24 horas. Posteriormente, as culturas
bacterianas foram transferidas individualmente para tubos contendo 30 mL de LB, em uma
diluicdo de 1:50, a mesma utilizada nos testes quantitativos de FAS, e incubadas durante 30
minutos a 37°C. Apos esse periodo, foram realizadas leituras de DO de cada cultura a 600 nm.
Esse procedimento foi repetido a cada 30 minutos, durante 6 horas, em triplicata experimental.

Imunofluorescéncia

As células HelLa foram cultivadas in vitro em placas de 24 pogos por 48 h, mantidas a
37°C em atmosfera de 5% de CO: e, entdo foram infectadas com os isolados (1551-2 e 1551-
2AtccP3/AtccP4 (pTecP4) por 6 h, em mesma atmosfera, e fixadas com formaldeido a 3%.
Apo0s esse periodo, as células foram lavadas trés vezes com PBS e permeabilizadas com Triton
X-100 1% em PBS, por cinco minutos. Em seguida, foram realizadas duas lavagens com PBS

e 0 blogueio foi realizado com BSA 2% em PBS, por uma hora.
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Para a deteccdo da proteina recombinante TccP4-Myc, foi utilizado o anticorpo
primario monoclonal anti-Myc (1:100) (clone 9E40 sc-40, Santa Cruz, Biotechnology, EUA),
produzidos em camundongos, sendo incubado por uma hora. Apds duas lavagens com PBS, as
células foram novamente incubadas por uma hora com o anticorpo secundario Alexa Fluor 568
anti-IGg de camundongo (1:1000), produzido em cabra (Molecular Probes), com FITC-
phalloidin (1:125) (Life Technologies, Carlsbad, EUA) e DAPI (1:500) (Life Technologies,
Carlsbad, EUA) em PBS. As laminulas foram visualizadas com o microscopio de fluorescéncia
Olympus BX60.

Teste de Fluorescence Actin Staining e Quantificacdo dos pedestais de F-actina

Os testes quantitativos de Fluorescence Actin Staining (FAS) foram utilizados para
avaliar a participacdo da proteina TccP4 no recrutamento de F-actina, por uma via independente
de Nck, sendo realizados em fibroblastos embrionarios de camundongos desprovidos da
proteina Nck (MEF Nck -/-), gentilmente cedidos pela Dr. Nina Jones, Department of
Molecular and Cellular Biology, University of Guelph, Canadéa (Jones et al., 2006). O teste de
FAS também foi realizado em células HeLa, como forma de controle, visto que essa linhagem
celular possibilita a polimerizacdo de actina por ambas as vias de recrutamento (Nck
dependente e independente). Foram testados o isolado de E. albertii 1551-2, bem como o0s
isolados mutados e complementados.

Nesse procedimento, primeiro, se fez necessario o teste de adesdo, que foi realizado
seguindo o protocolo descrito por Cravioto et al (1979), com modificacdes. A linhagem celular
MEF Nck (-/-), cultivadas in vitro, foi mantida a 37°C, em atmosfera de 5% de CO2 em meio
DMEM contendo 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Sigma, MO, EUA) e 1% de PenStrep
(10.000 U penicilina + 10 mg estreptomicina/mL) (Sigma, MO, EUA). Apéds a formacédo da
monocamada celular na superficie da garrafa de cultivo, as células foram desprendidas
utilizando-se uma solucdo de tripsina 0,2% (Nova Biotecnologia, SP, BRASIL), seguido de
uma agitagdo manual. Apos o desprendimento celular, a tripsina foi inativada com adigéo de
DMEM suplementado com 10% de SFB e a determinacdo de contagem do ndmero de células
foi realizada utilizando-se uma Camara de Nebauer, a fim de obter uma concentracéo celular
de 4x10* células/mL.

As celulas foram distribuidas em placas de 24 pocos, contendo laminulas de vidro, com
um volume de 1 mL por orificio. Posteriormente, as células foram incubadas por 48 horas a
37°C, em atmosfera de 5% CO», até atingirem um estagio de semi-confluéncia (70 a 80%). Em

seguida, para realizar o teste de interacéo, os isolados bacterianos foram inoculados, a partir do
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crescimento em LB por 18h a 37°C, na diluigdo de 1:50, em placas de 24 pocos contendo as
linhagens celulares utilizadas neste estudo, em meio DMEM acrescido de 2% de SFB e 2% de
D-manose.

Ap0bs o periodo de infeccdo (3 horas), as placas foram lavadas com PBS estéril e
reincubadas por mais 3 horas (periodo de multiplicacdo). Em seguida, as placas foram lavadas
seis vezes com PBS estéril e fixadas com formaldeido a 3%, para em sequéncia ser realizado o
teste de FAS.

As preparacOes foram permeabilizadas com Triton X-100 a 1% (Sigma, Saint Louis,
Missouri, EUA) e incubadas no escuro por 20 min, com faloidina marcada com fluoresceina
(Life Technologies, Carlsbad, EUA), na diluigéo de 1:125, marcando filamentos de actina, e
DAPI (Life Technologies, Carlsbad, EUA) na diluicdo 1:500, marcando &cidos nucleicos tanto
da célula hospedeira quanto da bactéria. As laminulas foram lavadas em PBS, montadas em
glicerol (diluido 1:9 em PBS) e observadas em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX60)
em aumento de 1000x.

Em seguida, foram selecionadas de maneira aleatdria 50 células eucaridticas com a
presenca de bactérias aderidas e, dessa forma foram contadas a quantidade de pedestais
formados (FAS) e a quantidade de bactérias aderidas (DAPI); posteriormente, a relacéo entre
esses dois dados foi estabelecida, possibilitando a quantificagdo desse ensaio.

Os resultados dos ensaios quantitativos de FAS foram apresentados primeiramente
tendo por base a presenca de células infectadas com acimulo evidente de F-actina. O prot6tipo
de tEPEC E2348/69 foi utilizado como controle negativo, enquanto o isolado de EHEC
EDL933 foi utilizado como controle positivo. Todos os isolados foram testados em pelo menos
trés experimentos independentes realizados em duplicata.

Para as andlises estatisticas foram utilizados Kruskal-Wallis para dados néo
paramétricos e ANOVA one way em caso de dados paramétricos, sendo que a diferenca

estatistica foi apontada quando P < 0,05.

RESULTADOS

TccP4: um novo efetor do SST3 crucial na formacgéo da lesdo attaching and effacing em
Escherichia albertii

Analisando a arvore filogenética construida a partir do método de méaxima
verossimilhanga, contendo 38 sequéncias de aminoacidos dos diferentes subtipos de TccP,

encontrados em E. coli e E. albertii e, ja descritos em banco de dados do NCBI, nota-se que as
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proteinas se agruparam em quatro ramos distintos da arvore filogenética (Figura 6). Essa anélise
revelou que a proteina TccP4 representa um novo subtipo de TccP, visto que ela estd contida

em um clado totalmente isolado das demais proteinas.

E. coli ©111:H- 11109 TceP2

E. coli O111:H- GEI1.03 TecP2
E. coli O111:H2 CB03447 TccP2
* E. coli 026:H11 ED411 TccP2
E. coli ©103:H2 11711 TecP2
¢ | E. coli O111:H- TecP2

E. coli 0154:H9 TccP2

E. coli 0103:K+ TccP2

E. coli 0111:H2 CB03454 TccP2
E. coli 0109:H9 TccP2

6 E. coli 0111:H2 CB0O7077 TccP2

E. coli ©26:NM TccP2

3

% [ E. coli 026:H11 CBO1027 TecP2

E. coli 026:H11 CB00225 TecP2 chl)z
E. coli 0103:H2 12009 TccP2

E. coli 026 EC740/01 TccP2

3 || E- coli 026:H11:K60 TecP2

p—

E. coli NT:H40 TecP2

E. coli 051:H- TccP2

53 |1 E. coli O26:H11 11368 TccP2
E. coli 0157:H- CB6161 TccP2
E. coli 0157:H7 980938 TccP2
E. coli 013:H11 tccP2

E. coli CWN11 TccP2

69 [ E. coli NT:H19 3632-1 TccP2

E. coli O55:H7 5905 TccP2
E. albertii EAOgG7:H- 1551-2 TeeP3

E. albertii NBRC107761 TccP3 TCCP3

100
E. albertii WO7627 TccP3

—| E. alberiil EAOGT:H- 1551-2 TeoP4 | TecP4

E. coli 0119:H9 ICC199 TccP

E. coli O55:H7 WC211 TccP

10l E coli 0157:H- CB2755 TecP

85 || E. coli O157:H- CB7324 TceP T
ccP

E. coli 055:H7 TB182A TccP
E. coli ©157:H7 980706 TccP
44 | E. coli O157:H7 TW14358 TccP

E. coli ©157:H7 Sakai TecP

Figura 6. Identificacdo de uma nova proteina TccP, nomeada TccP4, em isolado de E. albertti. Observa-se
que a proteina de interesse (AUS64398.1), corresponde a um novo subtipo de TccP, denominado neste estudo de
TccP4. Cada subtipo de TccP esta representado por uma cor distinta, sendo que a proteina TccP4, identificada

neste estudo, esta destacada em vermelho.



31

A similaridade entre as sequéncias de aminoécidos dos diferentes subtipos de TccP
mostrou que a proteina identificada apresenta menos 80% de identidade com as sequéncias de
aminoéacidos dos tipos de TccP (TccP, TccP2 e TccP3) ja descritas (Tabela 4), indicando se
tratar de uma proteina diferente; sendo denominada nesse estudo, TccP4.

Na figura 7, é possivel observar o alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos
subtipos de TccP. A proteina TccP4 apresenta regifes parcialmente conservadas, quando
comparadas com outros subtipos de TccP anteriormente descritos como funcionais (TccP e
TccP2), e apresenta trés regides repetidas ricas em prolina (PRR). Os aminoacidos marcados
em preto representam regides conservadas entre as sequéncias alinhadas; em cinza, indica

regides parcialmente conservadas e, em branco regies ndo conservadas.



Tabela 4. Similaridade das sequéncias de aminoacidos entre as proteinas TccP, TccP2, TccP3 e TccP4 de cepas de EHEC, EPEC e E. albertii 1551-2
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Subtipos de TccPbe

Subtipos de ] N° de
Isolados® Protein ID . N° de PRR¢Y TccP TccP 2 TccP3  TccP 4
TccP aminoacidos i
Sakai ICC199 B171 11368 1551-2  1551-2
Sakai NP_310742.1 337 6
TccP
ICC99 ABB16333.1 290 5 94%
TeeP 2 B171 BBL40755.1 297 5 70% 78%
cc
11368 WP_061317672.1 250 4 73% 66% 95%
TccP 3 1551-2 AUS68249.1 156 1 54% 55% 49%  50%
TccP 4 1551-2 AUS64398.1 227 3 60% 41% 51%  53% 47%

21solados: 1551-2 (E. albertii EAOg7:H"), Sakai (EHEC 0157:H7), ICC199 (EPEC O119:H6), B171 (EPEC O111:H-), e 11368 (EHEC 026:H11).

A porcentagem equivale a similaridade entre a sequéncia de aminoacidos alinhados.

‘Similaridade de alinhamento alta (>80%), indicado em vermelho, representa o mesmo subtipo de TccP.

dRegides repetidas ricas em prolina.
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Sequéncia sinal do Sistema de secrecdo do tipo 111
27\ P PiEVOINE O SRIFT.PDVAQRLVQHLAEHGIQPARNMAEHT PPAPNWPAPPTL.PVONEQSRPLPDVAQRLVQHLAEHGIQPA
ANMAEHT PPAPNWIZA PPIREVOIYEQSRIFT. PDVAQRLVQHLAEHGTIQPARSMXEHI PPAPNWPAPXPPVONEQSRPLPDVAQRLVQHLAEHGIQPA
ANMAEHTIPPAPNWIFAP TIZ% T QNEQSRIFT.PDVAQRLVQHLAEHGI QPARNMAEHT PPAPNWPAPTPPVONEQSRPLPDVAQRLVQHLAEHGIQPA
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IHENKISFINNMTECIPPAPDRIFAPPIPSVIINGAYKlg- - NMGPHLROHPAAHGAKPERNMTECIPPAPDRPAPPPPVLNGASHP--NMGSHLROHPAAHGAKPE

A 4

a

PRR1 (47 aa) PRR2 (45 aa ou 47 aa)

RSMAEHTPPAPNWPAP PPPVONEQSRPL PDVAQRLMOHLAEHGTQPARNMAEHT PPAPNWPAPTPPVONEQSRPLPDVAQRLMOHLAEHGTQPARNMAEH
RSMAEHXPPAPNWPAPSPPVONEQSRPLPDVAQRLVQHLAEHGTQPARSMAEHT PPAPNWPAPTPPVONEQSRP———— === === == ——— ===
RNMAEHT PPAPNWPAPTPPTONEQSRPLPDVAQRLVQHLAEHGIQPARNMAEHT PPAPNWPAPTPPVONEQSRP— === == ==—— === === == ——————
RNMAEHT PPAPNWRAP TPBVONEQSRE — — - ——— = — = — === = — = = = = — o o o o -

o
»

PRR3 (45 aa ou 47 aa) PRR4
IPPAPNWPAPTPPVQONEQSRPLPBVAQRLMOHLAEHGINTSKRS 337
————————————————————— LPRVAQRLVQHLAEHGINTSKRS 290
————————————————————— LPRVAQRLVQHLAEHGINTSKRS 297
————————————————————— LPBVAQRLMQHLAEHGINTSKRS 250
————————————————————— LPRTAQRLIDHLAEHGIKTSRNS 156
——————————————————————— BMK[,————————————————— 227

PRR5 PRR6 (parcial)
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93
93
100
100
100
100

193
193
200
200
133
196

Figura 7. Comparacédo da sequéncia de aminoacidos de TccP4 de E. albertti 1551-2 com outras sequéncias de TccP conhecidas. Os aminoacidos marcados em preto e cinza indicam regifes

conservadas e parcialmente conservadas, respectivamente, entre os subtipos de TccP. A sequéncia sinal do sistema de secrecdo do tipo 111 esta indicado pela seta cinza. As regifes repetidas ricas

em prolina (PRR) e a repeticdo parcial estdo indicados pelas setas preta e seccionada, respectivamente.
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Construcao de mutantes e complementacao in trans no gene tccP4

Com o intuito de verificar se a proteina TccP4 tem papel critico no recrutamento de F-
actina pela via Nck-independente, uma técnica de mutagénese empregando-se o sistema
Lambda Red foi realizada. O isolado 1551-2AtccP3 foi utilizado para a delecdo do gene tccP4,
resultando em um duplo mutante (1551-2AtccP3/AtccP4). A complementacdo in trans no gene
tccP4 foi realizada utilizando o vetor pTccP4.

O isolado mutante 1551-2AtccP3/AtccP4 e seu complementado 1551-
2AtccP3/AtccP4(pTecP4), que foram obtidos nesse estudo, tiveram suas caracteristicas
genotipicas confirmadas por PCR, onde foi possivel observar a perda do gene tccP4 e sua
presenca, no caso da complementada. Desta forma, também foi confirmada a manutencéo de
caracteristicas genotipicas antes presentes no isolado selvagem 1551-2, de modo a assegurar a
identidade dos isolados derivados da selvagem 1551-2 (Figura 8 e Tabela 5).

Tabela 5. Caracteristicas genotipicas e perfil de resisténcia dos isolados de E. albertii utilizados

neste estudo

Genes Antimicrobianos®
Isolados tccP3  tccP4  ble  eae omicrom  wzxo7? Nal Clo Zeo Kan
20 pg/mL 30 ug/mL 60 pg/mL 50 pg/mL
1551-2 + + - + + R S S S
1551-2AtccP3 - + - + + R R S S
1551-2AtccP3/AtccP4 - - + + + R R R S
1551-2AtccP3/AtccP4 - + + + + R R R R

(pTccP4)

2: antigeno O.

b: Acido Nalidixico (Nal), Cloranfenicol (Clo), Zeocina (Zeo), Canamicina (Kan).
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Figura 8. Confirmacéo das principais caracteristicas genotipicas do isolado selvagem de E. albertii 1551-2 e
seus derivados. A figura 8 corresponde aos resultados da reacdo de amplificacdo dos genes: tccP3 (A), tccP4 (B),
ble (C), eae subtipo omicron (D) e wzxor (E). Peso Molecular: 100pb ladder M1061 (Sinapse inc., Flérida, EUA).
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Com o objetivo de confirmar a correta inser¢do do gene ble (que confere resisténcia a
zeocina), substituindo o gene tccP4, novas reaces de PCR foram realizadas combinando os
iniciadores tccP4-flank-F/ampli-zeo-R e ampli-zeo-F/tccP4-flank-R, conforme ilustrado na
figura 9A

1551-2AtccP3

/ \ tccP4-Flank-F tccP4-Flank-R
—_— -

1551-2AtccP3/AtccP4

ampli-zeo-F tccP4-Flank-R
—_— P
I— ble —|

~ —_— —

é B teccP4-Flank-F ampli-zeo-R

g

F
23 tccP4-Flank-F ampli-zeo-F ampli-zeo-F tccP4-Flank-F
& E tccP4-Flank-R ampli-zeo-R ampli-zeo-R

tccP4-Flank-R
L BN

1 2

——— 965 pb
825 pb
«——559pb

Figura 9. Confirmacéo da troca alélica entre o gene tccP4 e ble. Representacdo esquematica das diferentes
reacOes de PCR utilizadas para confirmar a delecdo do gene tccP4 e a correta inser¢do do gene ble no genoma do
isolado de E. albertii 1551-2AtccP3 (A). A figura B corresponde aos resultados das reacdes de PCR, sendo 1)
1551-2AtccP3 e 2) 1551-2AtccP3/AtccP4. Peso Molecular: 100pb ladder M1061 (Sinapse inc, Flérida, EUA).

Como podemos observar na figura 9B, o duplo mutante amplificou nas quatros reagdoes
de PCR realizadas, confirmando dessa maneira que a troca alélica entre o gene ble e 0 gene
tccP4 ocorreu na regido correta. Um sequenciamento Sanger com o fragmento de DNA obtido
com primer desenhados em regides que circundam o gene tccP4 (tccP4-flank-F e tccP4-flank-

R) foi realizado, utilizando a amostra selvagem e o duplo mutante 1551-2AtccP3/AtccP4. Este

862 pb
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método foi outra maneira de provar com alto grau de confiabilidade que o gene tccP4 foi

deletado no duplo mutante (Figura 10).

A) 1551-2

|l!l.‘BA!!AAGGGCIIIITTTCT!!TTTTTCIEGTITTL‘.E!CGCGGCIIIIC
50pb inciais de tccp4

CGCCACCGCCGGTGTTAAATGGTGCACT TCATCCAGATATGAAGCTGTAA| /=
50pb finais de tccpd

B) 1551-2AtccP3/AtccP4

hTGh'.!IAAGBECA!!A'I'!!CT!TI'lIT!‘CTGBIA!TCCTCGCGGCITIACIETCATCGCTTGCLTT!GAAR'
50pb inciais de tccp4
[fecTTcTeoeAaATCccOoABCACGTGTTGACAART TAATCATCGGCATAGTATATCGACATAGTATAATACGACA|
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IAGGTGRGGLICTIARCEATGGCCRRGTTGACCAGTGCCGTTCCGGTGCTCACCGCGCGCGRCGTCGCCBB'

IAGK:GGTCGIGTTC!l'GGRCCG&CCGGCTCGGRTTﬂTCCCGGGAC'l.'TCGTEGRGGRCGACTTCGCCGGTGTGl

IGTCGGGGRCG!CBTEACCCTGTTGATCRBCBGEETCCAGGATCAGGCBBTEDCGGACAACRCCCTBBCGT'

IGGGTGTGGG!GCGCGGCCTGGDCGRGCTGTBCGCCGAGTGGTCGGAGGTCGTG!CCACGAACTTCCGGGB'

ICGCCTCCGGGCCGGCCATGACCGLGITCGECGAGCAGCCGTGGGGGCGGGAG!!CGCCCTGCGCGRCCCG'

IGCCGGCIIC!I'BCBIGCACTTCBTGGCCGABBAGCABGACTGAGIATTCECBBCCGTCTAGACGGCGTE!R'

IAGTTTAGCCGGATAACGCGCCAGATCCGGCTThChTCTCTGCA'l.'CRTchﬂcclccﬂccﬂﬂ'ﬂrrlll?ol

[sT6cACTTCATCCAGATATGAAGCTGTAR I:blessgph
50pb finais de tccp4

Figura 10. Comparacdo entre o sequenciamento do isolado 1551-2 selvagem (A) e duplo mutante 1551-
2AtccP3/AtccP4 (B) na regido do gene tccP4. O sequenciamento desses dois isolados possibilitou evidenciar a
troca alélilca entre o gene ble (amarelo) e o gene tccP4 (azul) no isolado mutante 1551-2AtccP3/AtccP4. Os

nucleotideos em verde correspondem ao fragmento de DNA conservado na mutagénese.

As regides demarcadas em verde indicam os 50 pb iniciais e finais que foram
preservados na realizacdo da mutagénese. A amostra selvagem (1551-2) apresenta 584 pb no
intervalo dessas regides; em contrapartida, a duplo mutante apresenta 559 pb, que corresponde
ao tamanho do gene ble (resisténcia a zeocina) (Sampaio et al., 2009). Dessa maneira,
demonstramos que houve a troca alélica mencionada anteriormente.

A confirmacdo da producdo da proteina recombinante TccP4 fusionada ao epitopo

Myc no isolado complementado 1551-2AtccP3/AtccP4(pTccP4) foi realizada por



38

immunoblotting empregando-se o soro monoclonal anti-Myc (Figura 11). Utilizando a
ferramenta Expasy (https://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_tool), foi possivel
estabelecer a massa molecular da proteina TccP4 em 24 kDa; ja o epitopo de Myc corresponde
a 10 kDa. Sendo assim, a proteina recombinante TccP4-Myc deveria ter massa atdmica de 34
kDa.

A producdo de uma proteina com massa condizente com o esperado para a proteina
recombinante TccP4-Myc foi detectada no ensaio de immunoblotting, empregando-se 0 soro
monoclonal anti-Myc, somente no isolado 1551-2AtccP3/AtccP4(pTccP4), confirmando a

complementacao.

Molecular (kDa)
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Figura 11. Immunoblotting com anticorpos a-Myc. A producdo da proteina recombinante TccP4-Myc (34 kDa)
esta indicada pela seta. Os isolados utilizados foram: 1551-2 (1), 1551-2AtccP3 (2) e 1551-2AtccP3/AtccP4 (3) e
1551-2AtccP3/AtccP4(pTccP4) (4). Nota-se a producédo da proteina recombinante TccP4-Myc somente no isolado
1551-2AtccP3/AtccP4(pTccP4). Massa molecular: Bio-Rad Precision Plus Protein Dual Color Standards.

Para confirmar que os eventos de mutagénese e complementacdo ndo afetaram a
capacidade de replicagéo dos isolados derivados do isolado de E. albertii 1551-2, uma curva de
crescimento foi realizada (figura 12). Os resultados da curva de crescimento mostraram que
todos os isolados utilizados neste estudo apresentaram capacidade de se multiplicar semelhante
ao isolado selvagem 1551-2 (P< 0.05).
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Figura 12. Curva de crescimento dos isolados utilizados neste estudo. Nota-se que ndo ha diferenca estatistica

de crescimento em nenhum dos isolados mutantes quando comparados ao isolado selvagem 1551-2, P > 0,05.

A proteina recombinante TccP4-Myc colocaliza com o acumulo de F-actina promovido
por E. albertii 1551-2

O ensaio de imunofluorescéncia demonstrou que a proteina recombinante TccP4-Myc
(Figura 13E) colocalizava com a presenca de pedestais de F-actina (figura 13D) e a aderéncia
bacteriana (Figura 13F), no isolado 1551-2AtccP3/AtccP4 (pTccP4). O isolado selvagem 1551-
2 desprovido de pTccP4 ndo apresentou a producdo da proteina recombinante (Figura 13B), por

esse motivo foi utilizado como controle negativo.
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(pTccP4)

1551-2AtccP3/AtccP4

Figura 13. Ensaio de imunofluorescéncia demonstrando a producdo da proteina recombinante TccP4-Myc
pelo isolado 1551-2AtccP3/AtccP4(pTccP4) e a colocalizagdo das bactérias aderidas as células HeLa com a
polimeracdo de F-actina. Nota-se a producdo da proteina recombinante TccP4-Myc pelo isolado 1551-
2AtccP3/AtccP4(pTccP4) (13E), mas ndo pelo selvagem 1551-2 (13B). Barra de aumento: 10um.

TccP4 ¢ crucial para o recrutamento de F-actina por E. albertii 1551-2

O teste de FAS foi realizado com a linhagem celular HeLa, como controle dos isolados
bacterianos utilizados neste estudo, visto que essas células possibilitam a formacéao de pedestais
por ambas as vias de recrutamento de actina (Nck dependente e independente). Como esperado,
0s prototipos tEPEC E2348/69 e EHEC EDL933 apresentaram resultados conforme descritos
na literatura (figura 14). E possivel observar que todos os isolados demonstraram capacidade
de causar a lesdo AE no sitio de aderéncia bacteriano, uma vez que ha acimulo de F-actina no
mesmo local de presenga bacteriana (Figura 15).

Na linhagem celular MEF Nck (-/-), os protétipos de tEPEC E2348/69 e a EHEC
EDL933 foram utilizados como controles negativo e positivo, respectivamente. Assim como
em Hela, esses isolados apresentaram resultados ja descritos na literatura (figura 11). Em
relagdo aos demais isolados utilizados neste estudo, foi observado que a mutagéo no gene tccP4
resultou em uma perda substancial na capacidade de recrutar filamentos de actina no sitio de
aderéncia bacteriana. A complementagdo em trans (1551-2AtccP3/AtccP4(pTccP4)), como
visto na figura 16, restaurou a capacidade desse patdgeno em causar a lesdo AE. Desta forma,
todos os dados sugerem que a proteina adaptadora TccP4, tem papel critico na formagéo da

lesdo AE nas células infectadas.
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Figura 14. Controles bacterianos utilizados no teste de FAS. Microscopia de fluorescéncia representando os
controles utilizados, tEPEC E2348/69 e EHEC EDL933, em ensaios realizados em células HeLa e MEF Nck (-/-
). Setas indicam o acimulo de F-actina (FAS) e a presenca de bactéria aderidas (DAPI). Observa-se que o isolado
de tEPEC E2348/69 apresentou inabilidade no acimulo de F-actina pela via Nck independente (F) nas células

MEF Nck (-/-) desprovidas da proteina eucariética Nck. Barra de aumento: 10 pm.
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Figura 15. Detec¢do da polimerizacdo de F-actina pelo isolado salvagem de E. albertii 1551-2 e seus
derivados em células HeL a infectadas. A dupla marcagdo com DAPI e Faloidina possibilitou a visualizacéo das
células bacterianas e eucaridticas (A, C, E e G) e dos filamentos de actina (B, D, F, H) apds ensaios de infecgao
com os isolados de interesse. Todos os isolados testados levaram ao acumulo de F-actina em células HeLa nos

locais de aderéncia bacteriana, conforme indicado pelas setas nos painéis B, D, F e H. Barra de aumento: 10 pm.
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1551-2AtccP3
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1551-2AtccP3/AtccP4

1551-2AtccP3/AtccP4
(pTccP4)

Figura 16. Deteccdo da polimerizacéo de F-actina pelo isolado selvagem de E. albertii 1551-2 e seus derivados
em células MEF Nck (-/-) infectadas. A dupla marcagdo com DAPI (A, C, E e G) e Faloidina (B, D, F e H)
revelou que a auséncia da proteina adaptadora TccP4 no isolado 1551-2AtccP3/AtccP4 (F) resultou na perda da
capacidade desse isolado em recrutar F-actina em células desprovidas da proteina eucariética Nck. As setas
indicam a presenca de bactéria aderida (A, C, E e G), e a correlagdo dessa aderéncia com o acimulo de F-actina

(B, D e H) promovido por esse patégeno. Barra de aumento:10 pm.
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Quantificacao dos pedestais de F-actina em celulas MEF desprovidas de Nck

Para verificar se 0s eventos de mutagénese e complementagdo ndo alteraram a
capacidade dos isolados em aderir as células hospedeiras, foram quantificadas a presenca de
bactérias aderidas (Figura 17B), ndo havendo diferenca estatistica entre os isolados utilizado
neste estudo. A auséncia do gene tccP4 resultou em uma reducéo significante (14,22 vs 1,09;
P < 0,0001) na quantidade de pedestais de F-actina formados pelo isolado mutagenizado
(Figura 17A).

Um grafico relacionando a quantidade de pedestais de actina e a aderéncia bacteriana
foi construido, mostrando que o isolado selvagem 1551-2 e o mutante 1551-2AtccP3 foram
eficientes na formacéo da lesdo AE, com 72,7% e 74,57% de bactérias aderidas colocalizadas
com a polimeracdo de F-actina em células MEF Nck (-/-) infectadas (Figura 17C). Por outro
lado, apenas 2,4% dos isolados de E. albertti desprovidos do gene tccP4 preservaram essa
habilidade. A complementacdo in trans restaurou esse fenotipo, com eficiéncia semelhante ao
isolado selvagem (72,7% vs. 71,74%; P = 0,9944).
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Figura 17. A proteina TccP4 é crucial para a formacgdo da lesdo AE em células infectadas por E. albertii
1551-2. As figuras A, B e C representam o nimero total de bactérias aderidas (A), a quantificacdo do nimero de
pedestais de F-actina (B), bem como a relacéo entre formacéo de pedestais e nimero de bactérias aderidas (C) dos
quatros isolados utilizados neste estudo. O ensaio quantitativo de FAS demonstrou ndo haver diferenca estatistica
na aderéncia bacteriana em células MEF Nck(-/-) entre os isolados avaliados. Por outro lado, o isolado mutante
1551-2AtccP3/1551-2AtccP4 apresentou uma reducdo de 96.7% na capacidade de causar a lesdo AE nas células

infectadas. ns = non-significant, **** p < 0,0001.
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DISCUSSAO

O recente reconhecimento de E. albertii como um patégeno intestinal vem trazendo a
luz vérias discussbes de como essa bactéria € capaz de colonizar e causar danos as células
hospedeiras, culminando com o estabelecimento da doenca diarreica. Assim como os isolados
de EPEC, E. albertii é capaz de se aderir intimamente as células epiteliais do hospedeiro, e
induzir mudangas na composi¢do estrutural do citoesqueleto eucariético, ocasionando uma
lesio AE (MOON et al., 1983). Um estudo, conduzido por Donnenberg e colaboradores,
demonstrou que a proteina codificada pelo gene eae era essencial para a patogenicidade dessa
bactéria (Donnenberg et al., 1993). Analogamente, isolados de E. albertii também albergam
esse gene (Hernandes et al., 2006; Vieira et al., 2001), sugerindo que esses dois patdgenos
possam compartilhar ferramentas de viruléncia no estabelecimento da doenca diarreica.

Estudos anteriores demonstraram que o protétipo brasileiro de E. albertii 1551-2, alvo
deste estudo, albergava um residuo de tirosina equivalente a Ya7s, presente na proteina Tir,
secretada por tEPEC (Hernandes et al., 2008). Além do mais, ensaios realizados em células
HelLa demonstraram a colocalizacdo do acumulo de F-actina com a proteina Tir fosforilada,
sugerindo que esse isolado recrutava F-actina pela via Nck dependente.

O sequenciamento completo desse protétipo (Romao et al., 2018) revelou um novo
tipo de TccP, nomeado de TccP3 (Romado et al., 2020). Nesse mesmo estudo, foi demonstrada
a capacidade da 1551-2 de recrutar F-actina pela via independente de Nck. Para isso, foram
realizados ensaios de interacdo bacteriana com células MEF Nck (-/-). No entanto, como
também mostrado nesse estudo, o isolado mutagenizado no gene tccP3 ndo perdeu a capacidade
de recrutar F-actina, sugerindo que a proteina TccP3 ndo desempenhasse um papel para o
estabelecimento desse fenotipo.

Dessa maneira, com analises gendmicas do prototipo brasileiro de E. albertii 1551-2,
identificamos um gene que codifica uma nova variante de TccP/EspFu, denominada no presente
estudo de TccP4. E importante ressaltar que a sequéncia de aminoacidos da proteina TccP4 tem
uma similaridade inferior a 80% com os outros tipos de TccP identificados até o presente
momento (TccP, TccP2 e TccP3), sugerindo que essa proteina deveria ser classificada como
um novo membro da familia TccP/EspFu.

Os ensaios de interacdo bacteriana com células MEF Nck (-/-) nos permitiu observar
0 papel da proteina TccP4 no recrutamento de F-actina independentemente da proteina Nck. O
prototipo de tEPEC E2348/69, utilizado como controle negativo nos testes com células MEF
Nck (-/-), foi incapaz de recrutar F-actina da célula eucaridtica, uma vez que esse é um evento

dependente do recrutamento de Nck, que se da apds a fosforilagdo do residuo de tirosina na
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posicdo 474 (Y 74) do receptor translocado Tir, levando a ativacdo de N-WASP e do complexo
Arp 2/3 (Devinney et al., 2001; Kenny, 1999). Como mencionado anteriormente, a proteina
eucaridtica Nck é ausente na linhagem celular MEF Nck (-/-), o que explica a inabilidade do
isolado tEPEC E2348/69 em recrutar F-actina nesse cenario. Em contrapartida, o isolado de
EHEC EDL933 recrutou F-actina nos sitios de interagdo com as células MEF Nck (-/-). Isso
pode ser explicado pelo fato desse isolado utilizar da via independente de Nck, uma vez que a
proteina Tir secretada por esse patdgeno ndo apresenta o residuo Yz4. Sendo assim, 0 motivo
NPY ss8, localizado na porcéo C-terminal de Tir, é crucial no recrutamento de F-actina pela via
Nck-independente, juntamente com a proteina adaptadora TccP/Espfu que é secretada por esse
isolado pelo sistema de secrecdo do tipo 3.

A analise da sequéncia de aminoacidos de TccP4 possibilitou observar a presenca de
trés regides repetidas ricas em prolina (PRR). Essa é uma observacdo importante uma vez que
Garmendia e colaboradores sugeriram que a presenca, de pelo menos, uma regido N-terminal e
duas PRR sdo necessarias para desencadear a polimerizacdo de F-actina em células epiteliais
infectadas. (Garmendia et al., 2006). O papel desempenhado pelas PRR, deve-se a presenca do
motivo PxxP, que apresenta alta afinidade com o dominio SH3 de IRTKS/IRSp53 (insulin
receptor tyrosine kinase substrate). A proteina eucaridtica IRTKS/IRSp53 serve como um elo
de ligacdo entre a proteina adaptadora TccP/EspFu e o receptor Tir, no processo de
recrutamento de F-actina que ocorre nas células eucarioticas infectadas por patégenos que séo
capazes de induzir a lesdo AE pela via Nck-independente (Aitio et al., 2010).

As sequéncias de aminoacidos dos dominios SH3 formam uma espécie de bolsbes de
ligacdo de peptideo, e a seletividade dessa interagdo ¢ determinada pelo ‘“bolso de
especificidade”, onde o reconhecimento especifico do dominio SH3 de IRTKS depende da
presenca e posicionamento correto de dois motivos PxxP consecutivamente (Aitio et al., 2010).
Sendo assim, interacdo entre 0s motivos PxxP com o dominio SH3 de IRTKS estabelece uma
ponte entre TccP e o Tir bacteriano, possibilitando o desencadeamento em cascata do processo
de recrutamento de F-actina. O segmento rico em prolina da proteina TccP/EspFy da EHEC
O157:H7 abriga dois motivos PxxP, que estdo sublinhados na sequéncia a seguir:
2IIPPAPNWPAPPPP*® (Aitio et al., 2010). Em TccP4, esses dois motivos PxxP sdo
conservados (>’ IPPAPDRPAPPPP®), sugerindo que a presenca de aminoacidos com alta
afinidade ao dominio SH3 indica o potencial de TccP4 em se ligar a proteina eucariotica
IRTKS, no recrutamento de F-actina, para formacédo de pedestal.

A insercdo da proteina TccP na célula eucaridtica hospedeira, pelo sistema de secre¢édo

do tipo 3 bacteriano, possibilita ativar proteinas pertencentes a familia WASP (Wiskott-Aldrich
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syndrome protein) que séo partes essenciais da cascata de polimerizagédo de F-actina durante a
formagéo da leséo AE. Em um trabalho publicado por Cheng e colaboradores (2008), foi
demonstrado que uma sequéncia de 27 aminoacidos da regido N-terminal dos PRRs apresenta
alta afinidade pelo dominio central GBD (GTPase binding domain) de N-WASP. Essa interacdo
leva a ativacdo de proteinas pertencentes a familia WASP e, posteriormente, a ativagdo do
complexo Arp 2/3, culminado na formagcéo dos pedestais de F-actina. E importante ressaltar
que, na proteina TccP4 do protétipo brasileiro de E. albertii 1551-2, o primeiro PRR contém
essa sequéncia de 27 aminoacidos que, teoricamente, apresenta alta afinidade pelo dominio
central GBD de N-WASP, enquanto os outros dois PRRs ndo apresentam os dois primeiros
aminoacidos dessa sequéncia N-terminal. Apesar dessa diferenca, a proteina TccP4 mostrou-se
colocalizando com o acumulo de F-actina e ser essencial para a formacao do pedestal.

Sendo assim, observamos que a proteina identificada neste estudo apresenta residuos
de aminoédcido parcialmente conservados, quando comparada com outros TccPs, gerando
evidéncias das possiveis interacdes de TccP4 com proteinas eucarioticas no recrutamento de F-

actina na formacao de pedestal.

CONCLUSAO

Nossos dados levaram a identificacdo de uma nova proteina, aqui nomeada como
TccP4. Além disso, foi demonstrado que TccP4 é crucial para o recrutamento de F-actina, pela
via Nck-independente, durante a formacao da lesdo AE em células hospedeiras infectadas por

E. albertii, podendo contribuir na patogénese desse microrganismo.
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