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RESUMO 

A espécie Escherichia albertii compreende o mais novo membro do gênero 

Escherichia e é responsável por casos esporádicos, bem como surtos de diarreia em diversos 

países do mundo, incluindo o Brasil. Uma das principais características de virulência observada 

em isolados classificados como pertencentes à espécie E. albertii é a formação da lesão 

attaching and effacing (AE), que é caracterizada pela aderência íntima da bactéria às células 

epiteliais, destruição das microvilosidades e formação de uma estrutura semelhante a um 

pedestal rico em F-actina e outros elementos do citoesqueleto eucariótico. Estudos anteriores, 

realizados com o protótipo brasileiro de E. albertii 1551-2, mostraram que esse patógeno possui 

a capacidade de recrutar F-actina para a formação da lesão AE utilizando tanto a via Nck-

dependente, que requer a fosforilação do resíduo de Tirosina Y474 na proteína receptora Tir, 

quanto a via Nck-independente, que utiliza a proteína 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 formação da lesão AE se mostrou 

minoritário. Análises 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 relação desse novo TccP com os subtipos 

de TccP já descritos até o momento, bem como a participação dessa nova proteína na formação 

da lesão AE pela via independente de Nck. Uma árvore de máxima verossimilhança foi 

construída comparando as sequências de aminoácidos dos diferentes subtipos de TccP e a 

sequência do novo TccP encontrado no isolado 1551-2. Posteriormente, foram realizadas a 

mutagênese e complementação in trans do gene responsável por codificar essa nova proteína a 

partir do mutante 1551-2tccP3. Sequenciamento Sanger e Immunoblotting foram realizados 

para confirmação da mutagênese e complementação, 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 proteína TccP identificada nesse estudo, está localizada em um clado diferente 

na árvore de máxima verossimilhança 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 deleção do gene tccP4 foi confirmada por 

sequenciamento bem como pela produção da proteína 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 formação 

do pedestal característico da lesão AE, enquanto, apenas 5,0% dos isolados de E. albertii 

mutados em tccP4 (1551-2tccP3/tccP4) mostraram esse fenótipo, sendo essa diferença 

considerada significativa pelo teste de ANOVA (P < 0.0001). A complementação in trans 

restaurou a capacidade do isolado 1551-2tccP3/tccP4 (pTccP4) em recrutar F-actina em 

porcentagens semelhantes às observadas com o isolado selvagem (64,7% vs. 52,6%; P = 

0.3846). Tais evidências vêm a corroborar o papel da proteína adaptadora TccP4 no 

recrutamento de F-actina, pela via Nck-independente, para a formação da lesão AE durante o 

estabelecimento do processo infeccioso por E. albertii. 

Palavras chaves: E. albertii, lesão AE, virulência 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 1551-2tccP3 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 1551-2tccP3 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 

1551-2tccP3 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 tccP3/tccP4) 

preserved this ability, with this difference being considered very significant (P < 0.0001). 

Complementation restored the ability of the 1551-2tccP3/tccP4 (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 



 

 

SUMÁRIO 

INTRODUÇÃO .............................................................................................................. 12 

JUSTIFICATIVA .......................................................................................................... 19 

OBJETIVO ...................................................................................................................... 21 

MATERIAIS E MÉTODOS .......................................................................................... 21 

Isolado de E. albertii 1551-2 ................................................................................................ 22 

Sequenciamento do genoma completo ............................................................................... 22 

Relações filogenéticas entre os distintos subtipos de TccP  .............................................. 22 

Polymerase chain reaction (PCR) ....................................................................................... 22 

Construção de mutantes não polares nos genes tccP4 ...................................................... 23 

Complementação in trans no gene tccP4 ........................................................................... 25 

Sequenciamento do gene tccP4 do isolado selvagem e mutante no   

gene tccP4 ............................................................................................................................. 25 

Immunoblotting ............................................................................................................... 25 

Curva de crescimento .......................................................................................................... 26 

Imunofluorescência ............................................................................................................... 26 

Teste de Fluorescence Actin Staining e Quantificação    

dos pedestais de F-actina .................................................................................................... 27 

RESULTADOS ............................................................................................................... 28 

TccP4: um novo efetor do SST3 crucial na formação da lesão attaching and    

effacing em Escherichia albertii ......................................................................................... 28 

Construção de mutantes no gene tccP4 e complementação in trans .......................... 33 

A proteína recombinante TccP4-Myc colocaliza com o acúmulo de F-actina    

promovido por E. albertii 1551-2 ......................................................................................... 38 

TccP4 é crucial para o recrutamento de F-actina por E. albertii 1551-2 ....................... 39 

Quantificação dos pedestais de F-actina em células MEF desprovidas de Nck ............ 43 

DISCUSSÃO ..................................................................................................................... 44 

CONCLUSÃO ................................................................................................................. 46 

REFERÊNCIAS .............................................................................................................. 47 

 

 

 

 

 



 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1. Estrutura genética da região LEE da Escherichia coli    

enteropatogênica típica E2348/69 ………………….................................................................... 13 

Figura 2. Representação esquemática do SST3 .............................................................................. 14 

Figura 3. Vias de recrutamento de F-actina ……………………………………………………... 15 

Figura 4. Microscopia eletrônica de transmissão da alça de íleo de coelho infectada    

com E. albertii 1551-2 .................................................................................................................... 18 

Figura 5. Representação esquemática das vias de indução do recrutamento de F-   

actina pelas vias dependente (1) e independente (2) da proteína eucariótica Nck ……………… 21 

Figura 6. Identificação de uma nova proteína TccP, nomeada TccP4, em isolado de    

E. albertti ………………………………………………………………………………………... 29 

Figura 7. Comparação da sequência de aminoácidos de TccP4 de E. albertti 1551-2    

com outras sequências de TccP conhecidas ……………………………………………………... 32 

Figura 8. Confirmação das principais características genotípicas do isolado    

selvagem de E. albertii 1551-2 e seus derivados ………………………………………………… 34 

Figura 9. Confirmação da troca alélica entre o gene tccP4 e ble ………………………………… 35 

Figura 10. Comparação entre o sequenciamento do isolado 1551-2 selvagem (A) e    

duplo mutante 1551-2tccP3/tccP4 (B) na região do gene tccP4 ……………………………... 36 

Figura 11. Immunoblotting com anticorpos α-Myc …………………………………………….. 37 

Figura 12. Curva de crescimento dos isolados utilizados neste estudo. …………......................... 38 

Figura 13. Ensaio de imunofluorescência demonstrando a produção da proteína recombinante    

TccP4-Myc pelo isolado 1551-2tccP3/tccP4(pTccP4) e a colocalização das bactérias aderidas às    

células HeLa com a polimeração de F-actina ........................................................................................ 39 

Figura 14. Controles bacterianos utilizados no teste de FAS ……………………………………. 40 

Figura 15. Detecção da polimerização de F-actina pelo isolado selvagem de E. albertii   

1551-2 e seus derivados em células HeLa infectadas. ............................................................................ 41 

Figura 16. Detecção da polimerização de F-actina pelo isolado selvagem de E. albertii    

1551-2 e seus derivados em células MEF Nck (-/-) infectadas. ………………………………...……… 42 

Figura 17. A proteína TccP4 é crucial para a formação da lesão AE em células infectadas    

por E. albertii 1551-2 ………………………………………………………………………... 43 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1. Iniciadores de caracterização genotípica de E. albertii 1551-2 ………………….............. 23 

Tabela 2. Iniciadores utilizados para construção ou complementação dos    

mutantes no gene tccP4 ..................................................................................................................... 24 

Tabela 3. Plasmídeos e isolados utilizados nos experimentos de mutagênese e    

complementação ……………………………………………………………………………………. 24 

Tabela 4. Similaridade das sequências de aminoácidos entre as proteínas TccP,    

TccP2, TccP3 e TccP4 de cepas de EHEC, EPEC e E. albertii 1551-2 ............................................. 31 

Tabela 5. Características genotípicas e perfil de resistência dos isolados de E.    

albertii utilizados neste estudo ……………………………………………………………………. 33 

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 

INTRODUÇÃO 

O primeiro isolado de Escherichia albertii (isolado 19982), do qual se tem 

conhecimento na literatura, foi obtido de uma criança de nove meses de idade com diarreia em 

Bangladesh. Tendo por base suas características bioquímicas, esse isolado foi, à época, 

classificado como Hafnia alvei (Albert et al., 1991). Posteriormente, no mesmo país, outros seis 

isolados com as mesmas características foram obtidos de crianças com diarreia, mostrando, 

assim, a circulação desse patógeno 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 enteropatogênica (EPEC), de induzir nas células epiteliais infectadas a 

formação da lesão attaching and effacing (AE) (Albert et al., 1992). Com base em 

características bioquímicas e genéticas, esses isolados de Hafnia alvei produtores da lesão AE 

foram reclassificados em uma nova espécie denominada Escherichia albertii (Huys et al., 

2003). 

Os principais sintomas associados às infeções do trato gastrointestinal por E. albertii 

compreendem: desidratação leve, diarreia aquosa, distensão abdominal, febre e vômito, sendo 

o período de incubação estimado entre 12 e 24 horas. Além de sua associação com casos

esporádicos de diarreia (Ooka et al., 2012), surtos causados por E. albertii também já foram 

relatados, principalmente em estudos conduzidos no Japão (Asoshima et al., 2014; Konno et 

al., 2012; Ooka et al., 2012; Ooka et al., 2015). E. albertii já foi isolada de vários produtos 

alimentícios, incluindo carne processada e frango (Asoshima et al., 2014; Maeda et al., 2015; 

Wang et al.,2016), bem como sua ocorrência já foi relatada em sistemas de tratamento e 

distribuição de água potável (Maheux et al., 2014).  

Além das doenças do trato gastrointestinal, um estudo descreveu a capacidade de E. 

albertii de causar bacteremia, indicando a possibilidade desse patógeno em acessar o 

hospedeiro humano através de portas de entradas alternativas, visto que a paciente em questão 

não havia tido contato prévio com humanos e aves infectadas, e também não apresentou 

histórico de diarreia (Inglis et al., 2015). Embora a prevalência 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 incluídos nesse estudo (Ori et al., 

2019), a importância desses dados é evidenciada pela dificuldade de diferenciação de E. coli e 

E. albertii.

A lesão AE, que compreende uma das principais ferramentas de virulência identificada 

em isolados de E. albertii até o momento, é caracterizada pela aderência intima da bactéria às 
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células epiteliais, destruição das microvilosidades e formação de uma estrutura semelhante a 

um pedestal rico em F-actina e outros elementos do citoesqueleto eucariótico (Moon et al., 

1983). A grande maioria dos genes responsáveis por codificar proteínas que participam da 

formação da lesão AE estão localizados em uma ilha de patogenicidade (PAI), denominada 

locus of enterocyte effacement, região LEE, formada por um conjunto de 41 genes organizados 

em cinco operons policistrônicos (LEE1, LEE2, LEE3, LEE4 e LEE5), dois operons 

bicistrônicos (espG-rorf1 e grlA-grlR) e quatro genes individuais (etgA, cesF, map, escD) 

(Gaytán et al., 2016; McDaniel et al., 1995) (Figura 1). A clonagem da região LEE em um  

background de E. coli K12, demonstrou a capacidade de causar a lesão AE semelhante ao 

isolado selvagem de EPEC (McDaniel et al., 1997). Surpreendentemente, o mesmo 

experimento foi realizado, porém clonando a região LEE de EHEC no mesmo background de 

K-12 e não houve restauração na capacidade de recrutar F-actina (ELLIOT; YU; KAPER, 

1999), sugerindo assim, que EPEC e EHEC promoviam a lesão AE por mecanismos diferentes. 

 

 

Figura 1. Estrutura Genética da Região LEE da Escherichia coli enteropatogênica típica E2348/69. Fonte: 

Gaytán et al., 2016 PMID: 27818950. 

 

Os genes localizados nos operons LEE1, LEE2 e LEE3 codificam o aparato do sistema 

de secreção do tipo 3 (SST3) (Figura 2) responsável pela translocação de proteínas efetoras do 

citoplasma da célula bacteriana para o citoplasma da célula hospedeira eucariótica. O translocon 

do SST3 é formado por proteínas codificadas por genes localizados no operon LEE4, 

destacando-se as proteínas EscF (que forma a agulha do SST3), EspA (proteína que recobre a 

proteína EscF) e as proteínas EspB e EspD que são sinergicamente responsáveis pela formação 

do poro de translocação nas células epiteliais hospedeiras. A região LEE5 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).  

Figura 2. Representação esquemática do SST3. Fonte: Própria (Não publicado). 

A compreensão das etapas envolvidas no recrutamento de F-actina e formação do 

pedestal característico da lesão AE durante as infecções causadas por EPEC e E. coli 

enterohemorrágica (EHEC) despertou o interesse de pesquisadores por vários anos, sendo que 

até o presente momento, duas vias de indução da lesão AE foram caracterizadas. Na primeira 

via, descrita tendo por base o isolado protótipo de EPEC E2348/69, a interação Tir-Intimina 

provoca a fosforilação do resíduo de tirosina 474 (Y474) do domínio C- terminal de Tir; esse 

resíduo apresenta sítio de ligação para as proteínas adaptadoras Nck (non-catalytic region of 

tyrosine kinase) presentes nas células do hospedeiro. Subsequentemente a essa interação, ocorre 

o recrutamento e ativação da proteína N-WASP (Neural Wiskott-Aldrich syndrome protein),

iniciando a polimerização da actina através da ativação do complexo proteico Arp2/3 (Actin 

related protein 2/3), o que promove a formação do pedestal (Devinney et al., 2001; Kenny, 

1999).  
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Em contrapartida, a proteína Tir produzida por EHEC do sorotipo O157:H7, não 

apresenta o resíduo de Y474, sendo assim incapaz de recrutar F-actina, para a formação 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 

proteína Tir, uma proteína adaptadora que ficou conhecida como Tir-cytoskeleton coupling 

protein (TccP) (Garmendia et al., 2004), ou EspFU, devido a sua homologia com a proteína 

efetora EspF (Campellone; Robbins; Leong, 2004). Ao ser translocada para o citoplasma da 

célula hospedeira, TccP se liga ao Tir via proteínas eucarióticas da família IRTKS, o que resulta 

na ativação de N-WASP e Arp2/3, recrutando F-actina, em uma via independente de Nck 

(Garmendia et al., 2004) (Figura 3). 

Figura 3. Vias de Recrutamento de F-actina. A via 1 necessita do recrutamento e ativação da proteína eucariótica 

Nck. A via 2 independe de Nck, utilizando uma proteína adaptadora da família TccP/EspFU. Fonte: Lai et al., 

2013 PMID: 23927593. 

Desde os primeiros estudos sobre o potencial patogênico de E. albertii, a capacidade 

desse patógeno de aderir às células epiteliais tem sido notada (Albert et al., 1992). Assim como 

as EPEC atípicas (aEPEC), que são desprovidas da fimbria bundle-forming pilus (BFP) e, 

portanto incapazes de formar o padrão de aderência localizada (AL) característico das EPEC 

típicas (tEPEC), os isolados de E. albertii formam na superfície das células epiteliais infectadas 
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microcolônias bacterianas frouxas, que podem ser observadas apenas em ensaios de aderência 

realizados com períodos de incubação 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 criança de 23 meses de idade com um quadro clínico de diarreia 

aguda (Vieira et al., 2001), mostrou que esse isolado produzia microcolônias bacterianas 

bastante compactas na superfície das células epiteliais infectadas, em ensaios realizados com 

períodos estendidos de incubação (6 horas), sendo esse padrão denominado de AL6 (Hernandes 

et al., 2006) para diferenciar do padrão AL produzido por isolados de tEPEC em ensaios 

realizados com 3 horas de incubação. Um estudo posterior que caracterizou um total de cinco 

isolados de E. albertii, provenientes de crianças brasileiras com diarreia, mostrou que três 

isolados produziam o padrão AL, enquanto os outros dois isolados produziam o padrão AL6 

(Lima et al., 2019).  

O isolado brasileiro de E. albertii 1551-2 foi extensivamente estudado no intuito de 

promover a compreensão de quais adesinas estariam envolvidas na formação do padrão AL6 

em células HeLa (Hernandes et al., 2006; Hernandes et al., 2008; Hernandes et al., 2013; Romão 

et al., 2014; Yamamoto et al., 2017). Tendo por base que o isolado de E. albertii 1551-2 alberga 

a região LEE e, portanto, o gene eae que codifica a adesina intimina (Hernandes et al., 2006; 

Vieira et al., 2001), esse gene se tornou o primeiro candidato a ser mutagenizado. A mutagênese 

no gene eae do isolado 1551-2 fez com que essa bactéria deixasse de produzir o padrão AL6, 

passando assim a aderir às células HeLa no padrão de aderência difusa, reforçando assim o 

papel da adesina intimina na formação do padrão de aderência AL6 (Hernandes et al., 2008). 

Ensaios quantitativos de aderência revelaram uma diminuição de aproximadamente 33% no 

número de bactérias associadas às células HeLa quando comparados o isolado 1551-2 mutado 

no gene eae com o isolado selvagem (Hernandes et al., 2013).  

Posteriormente, foi demonstrado que o padrão de aderência 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 o duplo mutante 

nos genes eae/espA, não eram mais aderentes às células HeLa (Hernandes et al., 2013). Embora 

muitos estudos ainda sejam necessários para compreender a regulação dos fatores de virulência 

envolvidos na aderência de E. albertii às células epiteliais, foi demonstrado que a aderência do 

isolado 1551-2 às células HeLa é significativamente maior quando os experimentos são 

realizados na presença de 5% de CO2, comparando-se a experimentos realizados em uma 

atmosfera normal (0,03%). No mesmo estudo, observou-se também que a presença de altas 
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concentrações de glicose altera o padrão AL6 para um padrão híbrido, onde concomitantemente 

às microcolônias compactas características do padrão AL6, foram observadas bactérias aderidas 

à superfície abiótica (vidro) em um padrão que se assemelha ao padrão de aderência agregativa 

(AA), sendo esse padrão híbrido referido como AL6/AA-like (Romão 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 às 

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 íleo obtidos de ratos, in vitro organ culture (IVOC), mostraram que a aderência às células 

desse tecido era completamente dependente de um SST3, uma vez que a mutação 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 aderência de isolados de 

E. albertii, especialmente os 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 suíno (Batisson et al., 2003). Também 

já foi observada a presença do gene efa1/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 às células epiteliais, isolados de E. albertii são também capazes de 

aderir a superfícies abióticas, em especial, ao poliestireno (Lima et al., 2019). Estudos com o 

isolado 1551-2 mostraram que esse fenótipo é mediado pela produção da fímbria do tipo I 

(FT1), uma vez que a mutagênese no gene fimA, que codifica a pilina da FT1, impactou 

drasticamente a formação de biofilme (Hernandes et al., 2013). 

Como mencionado anteriormente, a capacidade de E. albertii em produzir a lesão AE 

foi evidenciada desde os primeiros estudos de patogenicidade bacteriana realizados com esse 

patógeno (Albert et al., 1991; Albert et al., 1992). Nos estudos publicados até o momento, esse 

fenótipo 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), alça 

ligada de coelho (Albert et al., 1991; Albert et al., 1992; Gomes et al., 2020) ou IVOC de 
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fragmentos do íleo de ratos (Yamamoto et al., 2017). A formação da lesão AE, nos modelos 

experimentais citados, tem sido evidenciada diretamente através de microscopia eletrônica de 

transmissão ou varredura, buscando-se pelas características histopatológicas da lesão AE; ou 

indiretamente através do teste de FAS (fluorescent actin-staining) que permite evidenciar o 

acúmulo de F-actina junto ao sítio de aderência bactéria-célula (Knutton et al., 1989). A 

capacidade do isolado brasileiro de E. albertii 1551-2 em produzir a lesão AE nas células 

epiteliais infectadas já foi evidenciada in vitro utilizando várias linhagens celulares, HeLa, 

Caco-2 e T84 (Hernandes et al., 2006; Hernandes et al., 2013; Pacheco et al., 2014; Yamamoto 

et al., 2009) e IVOC de fragmentos do íleo de ratos (Yamamoto et al., 2017); bem como in vivo, 

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

Figura 4. Microscopia eletrônica de transmissão da alça de íleo de coelho infectada com E. albertii 1551-2. 

A destruição das microvilosidades e a formação da estrutura semelhante a um pedestal são evidenciadas pelo 

asterisco, indicando a capacidade do isolado 1551-2 em induzir a lesão AE in vivo. Fonte: Gomes et al., 2020 

PMID: 32588811. 

Inesperadamente, ensaios de interação 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 eficiência três vezes maior que o isolado de EPEC JPN15, isolado protótipo 

de tEPEC E2348/69 espontaneamente curada do pEAF (EPEC adherence factor plasmid) e, 

portanto, incapaz de produzir a fímbria BFP. O isolado de E. albertii 1551-2 alberga o subtipo 
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syndrome protein) que são partes essenciais da cascata de polimerização de F-actina durante a 

formação da lesão AE. Em um trabalho publicado por Cheng e colaboradores (2008), foi 

demonstrado que uma sequência de 27 aminoácidos da região N-terminal dos PRRs apresenta 

alta afinidade pelo domínio central GBD (GTPase binding domain) de N-WASP. Essa interação 

leva à ativação de proteínas pertencentes à família WASP e, posteriormente, a ativação do 

complexo Arp 2/3, culminado na formação dos pedestais de F-actina. É importante ressaltar 

que, na proteína TccP4 do protótipo brasileiro de E. albertii 1551-2, o primeiro PRR contém 

essa sequência de 27 aminoácidos que, teoricamente, apresenta alta afinidade pelo domínio 

central GBD de N-WASP, enquanto os outros dois PRRs não apresentam os dois primeiros 

aminoácidos dessa sequência N-terminal. Apesar dessa diferença, a proteína TccP4 mostrou-se 

colocalizando com o acúmulo de F-actina e ser essencial para a formação do pedestal. 

Sendo assim, observamos que a proteína identificada neste estudo apresenta resíduos 

de aminoácido parcialmente conservados, quando comparada com outros TccPs, gerando 

evidências das possíveis interações de TccP4 com proteínas eucarióticas no recrutamento de F-

actina na formação de pedestal. 

 

CONCLUSÃO 

Nossos dados levaram a identificação de uma nova proteína, aqui nomeada como 

TccP4. Além disso, foi demonstrado que TccP4 é crucial para o recrutamento de F-actina, pela 

via Nck-independente, durante a formação da lesão AE em células hospedeiras infectadas por 

E. albertii, podendo contribuir na patogênese desse microrganismo. 
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