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RESUMO

ROCHA, S. P. D. Analise estrutural e funcional da regiao LEE de Escherichia
coli enteropatogénica atipica. 2010. 141f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2010.

Escherichia coli enteropatogénica é capaz de causar uma lesao histopatoloégica no
epitélio intestinal conhecida como attaching-effacing (A/E), induzida por proteinas
codificadas pelo locus of enterocyte effacement (LEE). EPEC é atualmente
classificada em tipica e atipica (aEPEC), baseado na presengca ou auséncia do
EPEC adherence plasmid, respectivamente. Amostras de aEPEC aderem em células
epiteliais cultivadas no padrdao de adesdo denominado localizado-/ike (ALL), mas
algumas amostras podem aderir nos padrdes agregativo (AA) ou difuso (AD). Neste
estudo foi realizada a analise estrutural e funcional da regido LEE de trés amostras
de aEPEC que expressam os padrdes ALL (BA320), AA (Ec292/84) e AD (9100/83),
e de uma amostra ndo aderente (BA4013). Os padrbes de adesdo, bem como a
capacidade de causar a lesdao A/E, foram investigados em células epiteliais
intestinais (Caco-2, T84 e HT29) e nao intestinais (HEp-2 e HelLa). Os padrbes de
adesao de todas as amostras foram reprodutiveis, independente da origem das
células epiteliais. Quanto a capacidade de causar a lesdao A/E in vitro, detectada
através do teste fluorescent actin-staining (FAS), houve variacdo dependente da
linhagem celular e a positividade s6 foi detectada em algumas linhagens celulares
apdés a adesdo das amostras ALL (HEp-2, HeLa e HT29) e AD (HelLa). Nao foi
detectada a fosforilagdo do receptor Tir expresso pelas amostras FAS positivas (ALL
e DA) apo6s a adesao em células HEp-2 e HelLa, demonstrando que nenhuma das
amostras utiliza a via NcK de formacéo da lesdo A/E in vitro. A presenca de espFu
foi pesquisada através da PCR com auxilio dos iniciadores tccP e tccP2. Somente o
gene tccP foi detectado na amostra ALL, indicando que essa amostra utiliza a via
EspFu na formacdo da lesdo A/E in vitro. Os 31 genes da regido LEE foram
detectados através de experimentos de PCR ou slot-blot, confirmando que a
estrutura de LEE estava intacta em todas as amostras. Ensaios de PCR em tempo
real, na presenca e auséncia de células Hela, microarray e imunodetecgéo
mostraram a expressdo dos cinco operons de LEE em todas as amostras. Estes
resultados indicaram um papel suplementar de fatores ndo codificados em LEE no
estabelecimento da lesdo A/E pelas amostras FAS negativas (AA e nao aderente),
uma vez que a regiao LEE dessas amostras foi detectada e estava sendo expressa.
Um plasmideo que expressa a proteina EspFu foi entdo introduzido em todas as
amostras, mostrando que essa proteina ndo influencia no estabelecimento dos
padrées de adesdo e na capacidade de causar a lesdo A/E das amostras ALL, AA e
AD. A amostra AA, embora tenha a sua regido LEE funcional, ndo foi capaz de
causar A/E in vitro, o que pode ocorrer in vivo através de uma via nao mediada por
NcK ou EspFu. Por outro lado, a amostra ndo aderente passou a expressar o padrao
ALL e foi capaz de causar a lesdo A/E. Desta forma, além do envolvimento no
estabelecimento da lesdo A/E, EspFu desempenhou um papel indireto na adeséo
celular de uma amostra de aEPEC.

Palavras-chave: Escherichia coli. Diarreia. Interacéo celular.



ABSTRACT

ROCHA, S. P. D. Structural and functional analysis of LEE region of atypical
enteropathogenic Escherichia coli. 141 p. PhD thesis (Biotechnology) — Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2010.

Enteropathogenic Escherichia coli is capable to cause a histopathological lesion on
the intestinal epithelium called attaching-effacing (A/E), triggered by proteins
encoded by the locus of enterocyte effacement (LEE). EPEC is currently classified as
typical and atypical (aEPEC), based on the presence or absence of the EPEC
adherence plasmid, respectively. aEPEC strains express the adherence pattern on
cultured epithelial cells known as localized adherence-like (LAL), but aggregative
(AA) or diffuse (DA) adherence patterns may be expressed by some strains. In this
study, we analyzed structurally and functionally the LEE region of three aEPEC
strains displaying LAL (BA320), AA (Ec292/84) and DA (9100/83), and one
nonadherent strain (BA4013). The adherence characteristics as well as the ability to
cause A/E were investigated in intestinal (Caco-2, T84 and HT29) and non-intestinal
(HEp-2 and HelLa) epithelial cells. The adherence patterns of all strains were
reproducible, independent of the epithelial cell line. Regarding the capacity to cause
the A/E lesion in vitro, detected by the fluorescent actin-staining (FAS) assay, there
was variation depending on the cell line origin, and positive results were detected
only in some cell lines after the contact of the LAL (HEp-2, HeLa and HT29 cells) and
DA (Hela cells) strains. The phosphorylation of Tir, expressed by the FAS-positive
strains (LAL and DA), was not detected after adherence to HEp-2 and Hela cells,
demonstrating that none of the strains uses the NcK pathway in the establishment of
the A/E lesion in vitro. The presence of espFu was searched by PCR using the
primers tccP and tccP2. Only tccp was detected in the LAL strain, indicating that this
strain uses the EspFu pathway in the establishment of the A/E lesion in vitro. The 31
genes of LEE were detected by PCR or slot-blot assays, suggesting that the LEE
structure was intact in all strains. Real time PCR, in the presence and absence of
HelLa cells, microarray and immunodetection assays showed the expression of the
five LEE operons in all strains. These results indicated a supplemental role of non
LEE-encoded factors in the establishment of the A/E lesion in vitro by the FAS-
negative strains (AA and non adherent), since the LEE region of these strains was
detected and functional. An EspFu-expressing plasmid was then introduced in all
strains, demonstrating no influence of this protein neither in the adherence patterns
nor in the capacity to cause A/E of the LAL, AA and DA strains. The AA strain,
although harboring a functional LEE region, was incapable to cause A/E in vitro,
which may occur in vivo by a pathway not mediated by NcK or EspFu. On the other
hand, the previously nonadherent strain expressed the LAL pattern and was able to
cause A/E in vitro. Therefore, in addition to the establishment of the A/E lesion,
EspFu was shown to play a role in cell adhesion of one aEPEC strain.

Key words: Escherichia coli. Diarrhea. Cellular interaction.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 Doenca diarreica

A diarreia infecciosa € considerada um dos grandes problemas de saude publica
mundial, sendo responsavel por mais de dois milhdes de mortes a cada ano,
particularmente entre criancas abaixo de cinco anos de idade (BRYCE et al., 2005).
De acordo com dados do Ministério da Saude, foram registrados 17.763.546 casos de
doencas diarreicas agudas no Brasil, no periodo de 2000 a 2007 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2008). Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), Escherichia coli é
0 agente infeccioso bacteriano mais frequente nas formas endémicas da diarreia
infantil em todo o mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002). Varios estudos
epidemiologicos também mostram a E. coli como o principal agente causal da doenca
diarreica infecciosa no Brasil (NATARO; KAPER, 1998; TRABULSI; KELLER,;
GOMES, 2002; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; HERNANDES et al., 2009).

1.2 Escherichia coli

E. coli é, provavelmente, a espécie bacteriana mais diversificada em seus
aspectos bacteriolégicos, ecolégicos e de patogenicidade. Individuos dessa espécie
sao encontrados na microbiota normal dos intestinos do homem e de outras espécies
animais. Estdo também presentes numa vasta gama de ambientes terrestres e
aquaticos (MARTINEZ; TRABULSI, 2008). Algumas variedades de E. coli estao
associadas a estados patolégicos no homem e em animais domésticos. No homem
as infecgbes causadas por E. coli podem ser intestinais e extra-intestinais, dentre as
quais destacam-se as infeccbes urinarias, as sepses e as meningites de recém-
nascido (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Quanto as infec¢oes intestinais, as E.
coli sao usualmente classificadas em seis categorias ou patétipos, de acordo com
suas caracteristicas de viruléncia, interagbes com células epiteliais cultivadas e
manifestacdes clinicas que causam. Esses patétipos sdo: E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli produtora da toxina de Shiga (STEC),
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E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli que adere
difusamente a células epiteliais (DAEC) (NATARO; KAPER; MOBLEY, 2004). Embora
essa classificacao continue sendo usada, é evidente que alguns patétipos incluem
grupos bastante distintos. Assim, as EPEC e as EAEC foram subdivididas em tipicas
e atipicas (KAPER, 1996; HARRINGTON et al.,, 2006). Além disso, as E. coli
enterohemorragicas (EHEC) constituem um grupo das STEC (NATARO; KAPER,;
MOBLEY, 2004).

1.2.1 EPEC

O termo EPEC foi criado para designar os sorogrupos de E. coli associados a
diarreia, distinguindo-os assim dos sorogrupos encontrados em individuos normais ou

em pacientes com processo de infeccdo extra-intestinal (NETER et al., 1955).

Com base na tipagem do antigeno somatico O, que corresponde a porcao
polissacaridica do lipopolissacarideo da membrana externa, e do antigeno H, que
corresponde as proteinas flagelares, foi proposto um esquema de classificagdo onde
foram definidos sorogrupos (O) e sorotipos (O:H) de E. coli (KAUFMAN, 1947), os
quais sdo de grande importancia no diagnéstico e em estudos epidemioldgicos
(NATARO; KAPER, 1998).

Devido a associacao epidemiolégica de certos sorogrupos de E. coli com
diarreia, a OMS definiu EPEC como pertencente a um dos seguintes sorogrupos:
026, 055, 086, 0111, O114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142 e 0158
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1987). Esses sorogrupos também séao
conhecidos como sorogrupos classicos de EPEC (TRABULSI; KELLER; GOMES,
2002).

As amostras de EPEC podem ser tipadas, de forma complementar, com relacao
ao antigeno H, determinando entdo os sorotipos. Varios estudos sobre as
caracteristicas fenotipicas e genotipicas dos diversos sorotipos que compdem 0s
sorogrupos O classicos de EPEC mostraram que cada sorogrupo € composto por
diferentes patotipos de E. coli diarreiogénicas (tEPEC, aEPEC, EHEC e EAEC), e que

18



essas caracteristicas sao clonais e associadas aos antigenos flagelares (CAMPOS;
FRANZOLIN; TRABULSI, 2004).

Conforme mencionado anteriormente, as EPEC podem ser subclassificadas em
tipicas (tEPEC) e atipicas (aEPEC). Essa classificacdo baseia-se na presenca ou
auséncia do plasmideo EPEC adherence factor (pEAF), respectivamente, e auséncia
dos genes stx, que codificam as toxinas Shiga de STEC (KAPER, 1996). O plasmideo
pEAF contém os genes envolvidos na biogénese de uma adesina fimbrial
denominada bundle-forming pilus (BFP), além da sequéncia genética referente ao
fragmento sonda EAF e do operon per (plasmid encoded regulator), o qual codifica
um complexo regulador dos genes de viruléncia de EPEC (TOBE et al., 1999). O
fragmento sonda EAF é criptico, sendo utilizado de forma complementar na
identificacdo de EPEC (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002). Porém, a melhor
definigdo para diferenciar aEPEC de tEPEC ¢é a de Trabulsi; Keller; Gomes (2002), os
quais acrescentam a definicido de Kaper (1996) a necessidade de se verificar a
expressao de BFP, ja que existem relatos de amostras de EPEC que ndo reagem
com a sonda para a deteccdao do pEAF, mas expressam BFP, e de amostras que
reagem com essa sonda genética, mas ndao expressam BFP (BORTOLINI et al.,
1999; GHILARDI et al., 2003; ABE et al., 2009).

EPEC foi até a década de 1990 o patégeno bacteriano mais prevalente em
casos de diarreia em criancas até 2 anos de idade de paises em desenvolvimento
(NATARO; KAPER, 1998). Uma vez que o diagnéstico de EPEC baseava-se na
aglutinacdo da cepa de E. coli isolada de fezes com antissoros contra os 12
sorogrupos O classicos e/ou na deteccdo do fragmento sonda EAF (CHEN;
FRANKEL, 2005), dados epidemioldgicos precisos sobre a prevaléncia de aEPEC em
relagdo a tEPEC sao escassos anteriormente a proposi¢cao desses grupos por Kaper
(1996).

Desde a década de 1990 tem ocorrido uma significativa diminuicdo da
prevaléncia de tEPEC em paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil, da mesma
forma que ocorreu em paises desenvolvidos a partir da década de 1960 (TRABULSI;
KELLER; GOMES, 2002; CHEN; FRANKEL, 2005; OCHOA et al., 2008). Atualmente
tEPEC é raramente isolada em nosso meio, enquanto aEPEC estda entre os
enteropatdégenos bacterianos mais prevalentes (SCALETSKY et al., 1999; GOMES et
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al., 2003; ORLANDI et al.,, 2006; ARAUJO et al.,, 2007; BUERIS et al., 2007;
SCALETSKY et al., 2009; MORENO et al., 2010). aEPEC é considerada um patégeno
emergente, associado a diarreia aguda e persistente, afetando criancas e adultos em
varias regides do mundo (NATARO; KAPER, 1998; TRABULSI; KELLER; GOMES,
2002; HERNANDES et al., 2009).

As tEPEC sao bastantes homogéneas em suas propriedades de viruléncia, pois
expressam basicamente os fatores de viruléncia codificados pela ilha de
patogenicidade denominada locus of enterocyte effacement (regido LEE) e pelo
plasmideo pEAF (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002), além de pertencerem aos
sorogrupos classicos de EPEC. Os sorotipos mais frequentes, dentre os sorogrupos
classicos, sdo: O111ab:H2, O111ab:HNM, O55:H6, O55:HNM, O119:H6, O127:H86,
0127:H40, O142:H6, O142:H34 e 086:34 (CAMPOS; FRANZOLIN; TRABULSI,
2004; TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002).

Os sorotipos de aEPEC podem pertencer ou ndo aos chamados sorogrupos O
de EPEC, diferindo dos sorotipos de tEPEC basicamente pelos antigenos H. Os
principais sorotipos de aEPEC pertencentes aos sorogrupos classicos sao: O26:H11,
0O55:H7, 0O55:H34, 086:H8, O111:H9, O111:H25, O119:H2, O125ac:H6 e O128:H2
(HERNANDES et al., 2009; TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002). Entretanto, os
relatos epidemiolégicos nos quais as amostras de aEPEC foram sorotipadas,
claramente demonstram que a maioria delas pertencem a sorotipos que ndo fazem
parte dos sorogrupos classicos ou nao sao tipaveis (HERNANDES et al., 2009). Vieira
et al. (2001) identificaram 35 sorotipos entre 59 amostras de aEPEC estudadas,
porém um numero relativamente grande de antigenos O e H n&o puderam ser
determinados. Essa grande diversidade de sorotipos, incluindo amostras nao tipaveis,
também foi encontrada por outros autores (DULGUER et al., 2003; GOMES et al.,
2004; ROBINS-BROWNE et al., 2004; FRANZOLIN et al., 2005; JENKINS et al.,
2006; ARAUJO et al., 2007; AFSET et al., 2008; ABE et al., 2009; SCALETSKY et al.,
2009).

Estudos epidemiolégicos realizados no Brasil (SCALETSKY et al., 1999;
ORLANDI et al., 2006; ARAUJO et al., 2007; BUERIS et al., 2007; SCALETSKY et al.,
2009; MORENO et al., 2010) e em outros paises (AFSET et al.,, 2004; ROBINS-
BROWNE et al., 2004; SARANTUYA et al., 2004; COHEN et al., 2005) mostraram
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associacdo de aEPEC com diarreia aguda da crianga. Também existem alguns
relatos de aEPEC como agente de diarreia persistente (AFSET et al., 2004; NGUYEN
et al., 2006) e do seu isolamento de pacientes adultos e com HIV/AIDS (GASSAMA-
SOW et al., 2004; GOMES et al., 2004).

Além da associagdo com diarreia endémica, aEPEC também foi associada a
surtos de diarreia, como os descritos na Finlandia, EUA, Japado e Reino Unido
(VILUANEN et al., 1990; HEDBERG et al., 1997; YATSUYANAGI et al., 2002;
JENKINS, et al., 2003; YATSUYANAGI et al., 2003).

Até o momento ndo foi descrito nenhum fator de viruléncia exclusivo das
aEPEC, ao contrario, todos os fatores de viruléncia encontrados tém sido comuns a
outros patétipos de E. coli diarreiogénicas. No entanto, a maioria dos relatos sobre
fatores de viruléncia de aEPEC publicados até o presente momento avaliou apenas a
presenca de genes que codificam toxinas e adesinas.

Com relacédo as toxinas, astA (que codifica a toxina termo-estavel EAST-1 de
EAEC), ehxA (que codifica a enterotoxina de EHEC) e hly (que codifica a a-
hemolisina) sdo os genes mais frequentemente detectados em aEPEC (PELAYO et
al., 1998; VIEIRA et al., 2001; DULGUER et al., 2003; GOMES et al., 2003; ROBINS-
BROWNE et al., 2004; AFSET et al., 2006; SCALETSKY et al., 2009). A expressao de
enterohemolisina foi detectada em algumas dessas amostras (PELAYO et al., 1998;
VIEIRA et al., 2001; NUNES et al., 2003). Genes que codificam outras toxinas de E.
coli diarreiogénicas, tais como pet (que codifica a enterotoxina Pet de EAEC) e cat
(que codifica a toxina citoletal distensora) também foram encontrados em aEPEC,
embora em baixas prevaléncias (GOMES et al., 2003; AFSET et al., 2006;
SCALETSKY et al., 2009). O papel dessas toxinas na patogénese de aEPEC nao
esta estabelecido, embora alguns desses marcadores tenham sido encontrados em
associacao estatistica com diarreia (DULGUER et al., 2003; AFSET et al., 2006;
SCALETSKY et al., 2009).

Diversos genes que codificam adesinas descritas em outros patétipos de E. coli
diarreiogénicas, especialmente em EHEC, ja foram detectados em aEPEC: Ipf (long
polar fimbriae), iha (Vibrio cholerae IrgA homologue adhesin), efal (EHEC factor for
adherence 1), toxB (proteina ToxB envolvida na adesédo), /da (locus for diffuse
adherence), paa (porcine A/E-associated protein), sfa (fimbria S), pap (fimbria P) e
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afa (adesina afimbrial da familia Dr). Esses genes foram encontrados em diferentes
prevaléncias e em alguns relatos foi encontrada associacao estatistica com diarreia
(VIEIRA et al., 2001; BADEA et al., 2003; DULGUER et al., 2003; GOMES et al.,
2003; ROBINS-BROWNE et al., 2004; AFSET et al., 2006; SCALETSKY et al., 2009;
TORRES et al., 2009; VIEIRA et al., 2010). O papel das adesinas codificadas por
esses genes na adesao de aEPEC ainda ndo esta estabelecido, nem mesmo foi

determinado se essas adesinas sdo expressas nessas amostras.

A fimbria E. coli common pilus (ECP) esta presente em muitos isolados de E.
coli diarreiogénicas e parece agir em conjunto com a fimbria BFP durante a interagéao
de tEPEC com a célula hospedeira (RENDON et al., 2007; SALDANA et al., 2009).
Recentemente, Scaletsky et al. (2010) descreveram o achado do gene ecpA, que
codifica a pilina dessa fimbria, em amostras de aEPEC (SCALETSKY et al., 2010).

Duas novas adesinas responsaveis pelo estabelecimento da adesao difusa in
vitro foram caracterizadas em amostras de aEPEC dos sorotipos O26:H11 (adesina
codificada pelo locus for diffuse adherence) e O55:H7 (adesina AfaE1) (KELLER et
al., 2002; SCALETSKY et al.,, 2005). Essas duas adesinas sao afimbriais e o
envolvimento de ambas na adesao in vitro foi evidenciado através de experimentos

de mutagénese.

A capacidade de invadir linhagens celulares in vitro, apresentada por algumas
amostras de aEPEC, foi descrita por varios autores (SCALETSKY et al., 1996; ROSA
et al., 2001; HERNANDES et al., 2008; SAMPAIO et al., 2009; YAMAMOTO et al.,
2009). No entanto, essa caracteristica parece ser amostra dependente (PELAYO et
al., 1998; ROBINS-BROWNE et al., 2004) e o papel desse mecanismo de viruléncia
na patogénese de aEPEC ainda nao foi estabelecido (HERNANDES et al., 2009).

Recentemente foi descrita a hipersecrecao de muco em alca ligada de ileo de
coelho e em cultura de células intestinais humanas HT29-MTX, induzida por amostras
de aEPEC (VIEIRA et al., 2010). Essa producado de muco aumentada aparentemente
favorece a multiplicagdo bacteriana e pode ser um mecanismo complementar de

viruléncia usado por aEPEC para infectar o hospedeiro.
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1.3 Lesao attaching and effacing

A adeséo intima de EPEC ao epitélio intestinal desencadeia uma cascata de
sinais transmembréanicos e intracelulares, culminando na formacado de uma lesao
especifica denominada lesao attaching and effacing (A/E) (CROXEN; FINLAY, 2010).
Essa lesao é caracterizada pelo apagamento das microvilosidades locais e acumulo
de actina polimerizada e outros componentes do citoesqueleto da célula eucaribtica
no local da adesdo bacteriana, formando uma estrutura semelhante a um pedestal
com a EPEC em sua superficie (ROTHBAUM et al., 1982; MOON et al., 1983).

Esta lesdo pode ser observada in vitro, utilizando-se cultura de células epiteliais,
em ex vivo, utilizando-se in vitro organ culture (IVOC) de intestino humano e in vivo,
utiizando patégenos que produzem esta lesdo em animais como a rabbit
diarrheagenic E. coli (RDEC). E aceito que a patogénese da diarreia causada por
EPEC, pelo menos em parte, é consequéncia direta da lesdo A/E (NATARO; KAPER,
1998; CROXEN; FINLAY, 2010).

Todo processo que leva a formacao da lesdo A/E pode ser divido em quatro
fases (CLARKE et al., 2003). Primeiramente as interacées com a célula hospedeira
sdao mediadas por BFP, EspA e flagelo. No segundo estagio, ocorre o apagamento
das microvilosidades e moléculas efetoras, cujos genes estao presentes em LEE e
também fora da ilha de patogenicidade, sdo secretadas para o interior da célula
hospedeira através do sistema de secregao do tipo trés (SST3). No terceiro estagio, a
bactéria perde os filamentos de EspA e ocorre uma adesao intima da bactéria ao
enterécito, mediada pela interagdo intimina-Tir, provocando acumulo de actina
polimerizada e outros componentes do citoesqueleto neste local da adesao.
Finalmente, estas alteracdes no citoesqueleto vao levar a formagao de uma estrutura
semelhante a um pedestal, no qual encontra-se a EPEC aderida. Um esquema
dessas etapas descritas por Clarke et al. (2003) esta apresentado na figura 1. Estas
alteracoes nos enterdcitos levam ao desbalanco eletrolitico que culmina na diarreia
(CROXEN; FINLAY, 2010).
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Figura 1- Representacao esquematica dos estagios da patogénese de EPEC. 1: adesao
no enterdcito; 2: apagamento das microvilosidades e translocacdo das
proteinas efetoras; 3: adesao intima e rearranjo do citoesqueleto; 4: formacao
do pedestal.

FONTE: Clarke et al, 2003.

Knutton et al.(1989), observaram que os pedestais formados por patdégenos que
causam a lesdo A/E possuiam alta concentracdo de filamentos de actina
polimerizada. Entdo, desenvolveram um teste denominado fluorescent-actin staining
(FAS), onde a faloidina marcada com isotiocianato de fluoresceina liga-se a actina
filamentosa em cultura de células epiteliais, abaixo de cada bactéria aderida. O teste
de FAS constitui-se em um recurso importante no diagnéstico de EPEC e de outras
bactérias capazes de produzir esta lesao histopatolégica, tais como EHEC, RDEC,
Escherichia albertii e Citrobacter rodentium (CROXEN; FINLAY, 2010).

Como aEPEC nado expressa a fimbria BFP, a interagdo com as células
hospedeiras e a formacdo da lesdao A/E é tardia (apdés 3h de interagcdo) em
comparacao com tEPEC (antes de 3h de interacao) (BUERIS, 2008). Sendo assim, a
adesdo de aEPEC ¢ inicialmente mediada por EspA, seguida pela intera¢do intimina-
Tir quando a adesdo se torna intima. A participacao de outras adesinas encontradas
em aEPEC, bem como do flagelo, ndo podem ser descartadas nessa etapa da
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patogénese (GIRON et al., 2002; KELLER et al., 2002; SCALETSKY et al., 2005;
SALDANA et al., 2009; SAMPAIO et al., 2010).

1.4 Regiao LEE

llha de patogenicidade (PAI) € um conjunto de genes adquiridos por
transferéncia horizontal, os quais codificam produtos que contribuem para viruléncia.
As PAls possuem algumas caracteristicas: estdo presente em algumas amostras ou
espécies relatadas mas ndo em outras; os genes constituintes sdo adquiridos por
transferéncia horizontal; a sua insercdo é adjacente ao locus de RNAt; o seu
conteudo de guanina/citosina (G+C) é diferente do core do genoma da bactéria
hospedeira; conferem ao hospedeiro bacteriano um distinto feno6tipo de viruléncia
(PALLEN; WREN, 2007).

A formacdo da lesdao A/E requer o produto de varios genes, 0s quais estao
localizados em uma PAIl de 35,5 kb, denominada regiao LEE (McDANIEL et al.,
1995). Essa regidao foi primeiramente descrita na amostra de tEPEC E2348/69
(sorotipo O127:H6), mas também esta presente em EHEC, RDEC, E. albertii, e C.
rodentium (CROXEN; FINLAY, 2010). O contetudo de G+C da regiao LEE (38,3%) da
amostra proto6tipo de tEPEC E2348/69 é menor do que o do cromossomo de E. coli
(50,8%), indicando que a presenca dessa ilha é resultado de uma transferéncia
horizontal de genes (FRANKEL et al., 1998). Nessa amostra, LEE est4 inserida na
regido equivalente ao minuto 82 do cromossomo de E. coli K12, adjacente ao locus
selC (McDANIEL et al., 1995), o qual corresponde ao mesmo sitio de insercao de
uma das PAl em amostras de E. coli uropatogénicas (UPEC) (HACKER et al., 1997).
Em algumas amostras de EPEC, LEE esté localizada no minuto 94 do cromossomo,
adjacente ao locus pheU e ainda ha evidéncias de um terceiro sitio de insercdo, com
localizagdo ainda ndo conhecida (SPERANDIO et al.,, 1998). Este terceiro sitio
provavelmente seja em pheV, encontrado primeiramente em amostras de EHEC de
origem bovina (RUMER, et al., 2003).

Conforme mostrado na figura 2, os genes que fazem parte da regidao LEE estao
organizados em cinco operons principais de fungdes conhecidas: LEE1, LEE2, LEES,

LEE4 e LEE5 (MELLIES et al., 1999; SANCHES-SANMARTIN et al., 2001).
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Figura 2- Representacado esquematica da organizacao genética da regidao LEE de EPEC.
FONTE: Garmendia, Frankel e Crepin, 2005.

O operon LEE5 contém os genes eae (EPEC attaching and effacement), tir
(translocated intimin receptor) e cesT, os quais codificam, respectivamente, a
intimina, uma adesina de membrana externa responsavel pela adesao intima a célula
epitelial; o seu receptor Tir, 0 qual € translocado para a célula epitelial; e CesT, a
chaperonina das proteinas Tir e Map (Mitochondrial-associated protein) (SANCHES-
SANMARTIN et al., 2001; CREASEY et al., 2003a).

A intimina € uma proteina de membrana externa de 94 kDa, necesséria para a
inducao da lesdo A/E. Essa proteina, como anteriormente referido, é codificada pelo
gene eae e atua tanto mediando a adeséo intima da bactéria a célula epitelial (JERSE
et al., 1990), como na inducao da fosforilacdo de proteinas e na organizacdo dos
filamentos de actina polimerizada, culminando na formacao da lesdo A/E (FINLAY et
al., 1996). Estudos das proteinas da familia das intiminas demonstram que, do
mesmo modo que as invasinas, a atividade de ligacdo a célula hospedeira esta
localizada nos 280 residuos de aminoacidos da porcao carboxi-terminal, também
conhecida por Int280 (FRANKEL et al., 1994). Com base na variagao antigénica do
dominio de ligacdo da intimina a célula hospedeira, ja foram caracterizados pelo
menos 29 tipos e subtipos de intimina (GARRIDO et al., 2006; MORA et al., 2009),
sendo que cinco subtipos sdo mais comuns: a, B, v, 6 e ¢ (ADU-BOBIE et al., 1998;
OSWALD et al.,, 2000). Hernandes et al. (2008), demonstraram que a intimina do
subtipo o (6micron), expressa por uma amostra de aEPEC, é responsavel pela

capacidade dessa amostra aderir de forma localizada e de invadir células Hela.
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Entretanto, o fen6tipo de invasdo de aEPEC parece ser um processo complementar e
caracteristico de apenas algumas amostras (YAMAMOTO et al., 2009).

A montante do gene eae, localizam-se os operons LEE1, LEE2 e LEE3, que
contém os genes que codificam as proteinas que compdem o SST3, conforme
apresentado na figura 3. O primeiro gene de LEE1 é ler (LEE encoded regulator), o
qual codifica uma proteina reguladora que ativa todos os operons de LEE (MELLIES
et al., 2007). Além de ler, em LEE1 também estao localizados os genes escR, S, T e
U, e cesAB. Em LEE2 localizam-se os genes sepZ, escJ, sepD, escC e cesD. Os
genes escV, sepQ e espH localizam-se em LEE3 (GARMENDIA; FRANKEL;
CREPIN, 2005).

Na porcao a jusante do gene eae esté localizado o operon LEE4, o qual contém
0s genes que codificam as seguintes proteinas secretadas pelo SST3: SepL, EspA,
EspD, EspB, EscF, EspF (SEKIYA et al., 2001) e a chaperonina CesD2 (NEVES et
al., 2003). Além dos genes que codificam estas proteinas, outra ORF foi sequenciada
na regido LEE4, denominada orf29, cujo produto ainda nao foi caracterizado
(ELLIOTT et al., 1998).

EPEC utiliza o SST3 para injetar proteinas efetoras na membrana plasmatica e
citoplasma das células infectadas (LEE, 1997). Pelo menos nove proteinas, cujos
genes entdo na regiao LEE, foram encontrados no sobrenadante de cultura: EspA,
EspB, EspD, EspF, EspG, EspH, SepZ, Map e Tir (GARMENDIA et al., 2005). O
SST3 consiste, tipicamente, das proteinas Esc que formam um poro conectando as
membranas da bactéria e da célula hospedeira (Figura 3). As funcdes de apenas
algumas destas proteinas sdo conhecidas em detalhes. Através da anadlise da
sequéncia dessas proteinas, deduz-se por homologia que EscN esta envolvida na
conversao de energia para a secrecao, EscD, R, S, T e U participam da formagéo do
poro na membrana interna da bactéria, Escd forma um canal na regido
periplasmatica, conectando as membranas internas e externas, e EscC forma um
poro na membrana externa (GAUTHIER; 2002). EscF se projeta da célula hospedeira
formando uma estrutura do tipo “agulha”, na qual EspA liga-se diretamente,
recobrindo esta “agulha”, formando entdo uma organela filamentosa, ou seja, um
canal através do qual as proteinas sdo secretadas para a célula hospedeira
(DANIELL et al., 2001; GAUTHIER; 2002).
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EspB e D sao translocadas via SST3 para a membrana da célula hospedeira,
onde formam um poro, através do qual as proteinas sao translocadas para a célula
eucaridtica (GAUTHIER; 2002). EspB também possui atividade efetora. EspB
citosolico localiza-se na regiao de adesao bacteriana (TAYLOR et al., 1998), altera a
morfologia da célula reduzindo o numero de fibras de estresse (TAYLOR et al., 1999)
e se liga a componentes do citoesqueleto (KODAMA et al., 2002; KNAPPSTEIN et
al., 2004.)

EspF, que ¢é secretada para o interior da célula hospedeira, atua
desestabilizando as jun¢des oclusivas do epitélio intestinal (MCNAMARA et al., 2001),
na inducdo da apoptose da célula hospedeira (CRANE et al.,, 2001) e se liga a
mitocéndria, causando desestabilizacdo do potencial de membrana mitocondrial,
liberando citocromo ¢, provocando assim o inicio da morte da mitocdndria
(NOUGAYREDE et al., 2004). Map atua na mitocondria da célula hospedeira
causando uma disfuncao no potencial de membrana mitocondrial (KENNY; JEPSON,
2000) e também provoca transtornos nas fungdes da barreira intestinal e alteragdes
nas juncoes oclusivas (DEAN; KENNY, 2004). EspG induz a fragmentacao dos
microtubulos e a degradacgéao da tubulina (TOMSON et al., 2005). Apo6s a secrecgao,
EspH localiza-se na membrana da célula hospedeira, modulando a estrutura da
actina do citoesqueleto, afetando a filopoidia e formacao do pedestal (TU et al., 2003).
SepZ é secretada e translocada para a célula hospedeira, localizando-se no sitio de
adesao bacteriana na regiao do pedestal, entretanto sua funcao nao foi estabelecida
(KANACK et al., 2005).

Muitas proteinas secretadas pelo SST3 necessitam de chaperoninas para se
estabilizarem e prevenir interacdes prematuras no citoplasma da bactéria. Foram
descritas cinco chaperoninas codificadas na regido LEE: CesD, necessaria para
secrecao de EspB e EspD (WAINWRIGHT et al., 1998); CesT, necesséria para a
secrecao de Tir e Map (ELLIOTT et al., 1999; CREASEY et al., 2003a); CesF, que
interage especificamente com EspF (ELLIOTT et al., 2002); CesD2, que atua como
uma segunda chaperonina para EspD (NEVES et al., 2003); e CesAB, que atua como
chaperonina de EspA e EspB (CREASEY et al., 2003b). Todas essas chaperoninas
sao codificadas por genes localizados em LEE (GARMENDIA; FRANKEL; CREPIN,
2005).
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Andlises comparativas entre os genes que codificam as proteinas Esp indicam
que EspA é a mais conservada, enquanto as proteinas EspB e EspD sdo mais
diversas (MAIRENA et al.,, 2004; MOURA et al.,, 2009). Outros autores também
detectaram variantes dos genes espA e espB em amostras de aEPEC (GARRIDO et
al., 2006; AFSET et al., 2006; MOURA et al., 2009)

A proteina Tir é secretada pelo SST3 para o citoplasma da célula hospedeira e
entdo inserida na membrana citoplasmatica desta célula, onde atua como receptor da
intimina (KENNY et al., 1997). Apds a inser¢do na membrana citoplasmatica da célula
eucaridtica, Tir apresenta uma estrutura em forma de grampo composta de trés
regides: um dominio extracelular em forma de alga, que interage com a intimina, um
dominio transmembranico e um dominio citoplasmatico, onde se localizam as regides
amino e carboxiterminal, que pode induzir acimulo de actina polimerizada e de outras
proteinas do citoesqueleto logo abaixo da area de adesao da bactéria (HARTLAND et
al., 1999). Até o momento foram descritos os seguintes alelos do gene fir: a1, 1, B3,
v1, 6, v, o, p) (MORA et al., 2009). Variantes de tir também foram detectados em
aEPEC por outros autores (GARRIDO et al., 2006; VIEIRA et al., 2001; AFSET et al.,
2006; MOURA et al., 2009).
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Figura 3- Representagao esquematica do SST3 de EPEC.
FONTE: Garmendia, Frankel e Crepin, 2005.

Em EPEC a formagdo do pedestal através da ativagdo da via N/WASP
(neuronal Wiskott-Aldrich syndrome protein) e complexo Arp 2/3 (actin-related
protein 2/3), que leva a indugdo do acumulo de actina polimerizada, pode ocorrer
através de trés vias. A primeira caracterizada foi a via da fosforilacdo do aminoéacido
tirosina 474 de Tir (KENNY, 1999; CAMPELLONE; LEONG, 2005), conforme
mostrado na figura 4. A ativacdo de N/WASP por esta via € realizada pela proteina
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adaptadora da célula eucariética denominada Nck (non-catalytic region of tyrosine
kinase adaptor protein), apds interacdo desta proteina com a regido onde se
encontra a tirosina 474 de Tir fosforilada (CAMPELLONE et al., 2002).

QOutra via de formacdo do pedestal foi descoberta na amostra de EHEC
EDL933 (sorotipo O157:H7), na qual a proteina Tir ndo é fosforilada. Essa via é
mediada pela proteina EspFu (CAMPELLONE et al., 2004), também conhecida
como TccP/TccP2 (Tir-cytoskeleton coupling protein) (GARMENDIA et al., 2004;
WHALE et al., 2007). Esta via conta com a participacdo das proteinas IRSp53
(insulin receptor substrate protein of 53 kDa) e/ou IRTKS (insulin receptor tyrosine
kinase substrate), as quais interagem com o conservado motivo asparagina-prolina-
tirosina da regido C-terminal de Tir, fazendo assim a ligacao Tir-EspFu (WEISS et
al., 2009; VINGADASSALOM et al., 2009) (Figura 4). EspFu é secretada pela célula
bacteriana via SST3, mas seu gene esta localizado em um profago inserido no
cromossomo bacteriano fora de LEE (CAMPELLONE et al., 2004; GARMENDIA et
al., 2004; WHALE et al., 2007).

Recentemente, Bai et al. (2008) detectaram a capacidade de uma amostra de
aEPEC do sorotipo O125:H6 em causar a lesdo A/E em bidpsias intestinais,
capacidade nao detectada em células HelLa. Esses autores demonstraram assim a
existéncia de outra via, ainda nao caracterizada, que leva a formacao da lesdo A/E
in vivo, ja que eles também verificaram que esta amostra ndo utiliza as vias Nck e

EspFu.

Algumas amostras de EPEC podem utilizar tanto a via NcK como a via EspFu
(WHALE et al., 2007).

Em outro estudo utilizando a amostra protétipo de tEPEC E2348/69, Shilller et
al. (2007) demonstraram que a colonizagcao em cultura de células Hela € diferente
da colonizagdo em IVOC. Os mutantes E2348/69Atir (mutantes na tirosina 474,
tirosina 454 e tirosina 454/474) nao foram capazes de provocar a lesao A/E em
cultura de células HelLa, mas foram capazes de causar a lesdo em modelo IVOC,
recrutando N/WASP de maneira independente de Nck (SHULLER et al., 2007).
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Figura 4- Representacao esquematica das vias de indugéo da polimerizagao da actina em
EPEC. I- Via Nck. lI- Via EspFu.
FONTE: Adaptado de Campellone e Leong, 2003.

1.4.1 Regulacao de LEE

A regulacao da transcricdo dos genes da regidao LEE é multifatorial, conforme
mostrado na figura 5. Entre os fatores mais importantes destaca-se Ler, que se
localiza no operon LEE1 e esta presente em amostras de EHEC e EPEC. A proteina
Ler é extremamente importante na cascata de regulacao dos genes de LEE, uma vez
que este regulador global de LEE ativa todos os cinco operons desta PAlI (MELLIES
et al., 2007). Em um estudo realizado por Deng et al. (2004), as ORFs 10 e 11 da
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regidao LEE, localizadas entre LEE1 e LEE2, foram descritas como genes que
expressam o repressor (GrIR) e o ativador (GrlA) da regidao LEE, uma mutagdo em
griA resultou na diminuicdo da transcricdo dos genes de LEE1, LEE2 e LEES5,
enquanto o mutante griR resultou na transcricdo de LEE1 aumentada.

Per (plasmid encoded regulator), outro importante regulador, por estar presente
no plasmideo pEAF é encontrado somente em amostras de tEPEC (KAPER,;
NATARO; MOBLEY, 2004). O operon per € formado pelos genes perA, perB, perC e
perD (GOMEZ-DUARTE; KAPER, 1995), mas somente o produto de perC ativa
diretamente LEE1 através de ler (PORTER et al., 2005).

Estudos também sugerem que os genes da regido LEE sdo regulados por
quorum sensing, um sistema de comunicagdo entre bactérias e entre estas e seu
hospedeiro, que é responsavel por ativar e/ou reprimir determinados genes
bacterianos (HUGHES; SPERANDIO, 2008). Sperandio et al. (1999) e Sircili et al.
(2004), mostraram que a proteina quorum sensing E. coli regulator A (QseA), esta

envolvida na ativagdo de LEE1 em EPEC, ativando diretamente este operon.

Conforme observado na figura 5, muitos outros elementos reguladores
enddgenos de E. coli como Factor for Inversion Stimulation (FIS), BipA, Integration
Host Factor (IHF), H-NS e LexA, sao capazes de regular LEE de EPEC (MELLIES et
al., 2007). Em aEPEC, o esquema de regulacdo é semelhante com excecdo da

participacao da proteina PerC, a qual ndo é expressa em aEPEC.
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Figura 5- Representacdo esquematica dos reguladores da regidao LEE de EPEC.
Setas finas com terminagédo triangular representam sinais regulatérios
positivos. Setas finas com terminacdo em tragco representam sinais
regulatérios negativos. Setas grossas soélidas indicam expressdao de
proteinas regulatérias. Circulos ovais escuros indicam proteinas adquiridas
horizontalmente. Circulos ovais transparentes indicam proteinas
enddgenas de E. coli.

FONTE: Mellies et al., 2007.

A regulagao pés-transcricional da secrecao das proteinas de LEE parece estar a
cargo de SepL e SepD (DENG et al., 2005). Estas duas proteinas, cujos genes estao
em LEE, interagem entre si e controlam a hierarquia na secrecdo de proteinas
efetoras e translocadoras no SST3; além disso, os niveis de calcio também parecem

estar envolvidos neste controle juntamente com SepL e SepD (DENG et al., 2005).

1.5 Proteinas efetoras nao codificadas por LEE

O sequenciamento do genoma da amostra E2348/69 revelou a existéncia de
seis PAls, nas quais foram descobertos genes que podem codificar proteinas
secretadas via SST3 que participam da patogenicidade de EPEC (IGUCHI et al.,
2009). Dentre essas proteinas, as que tém funcado conhecida sao: non-LEE effectors
A, B, E e H (NLeA, NLeB, NLeE e NLeH), EspJ, EspC e EspG2. NleA age inibindo a
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secrecao de proteinas da célula hospedeira (KIM et al., 2007) e também participa no
processo de rompimento das jungbes oclusivas do epitélio intestinal
(THANABALASURIAR et al., 2010); NleB estéa ligada a colonizagdo de C. rodentium
em camundongos; NIeE ativa o sistema imunoldgico induzindo a migragao de células
polimorfonucleares (ZURAWSKI et al., 2008); NleH é uma proteina bloqueadora de
apoptose durante a infeccdo de EPEC in vitro (HEMRAJANI, et al., 2010); e EspJ
inibe a fagocitose de macréfagos in vivo (MARCHES et al., 2008).

Na ilha de patogenicidade EspC foram encontrados os genes que codificam
duas proteinas efetoras: EspC, uma serina protease que possui efeito enterotoxico
gue resulta no rompimento da actina do citoesqueleto da célula hospedeira (VIDAL;
NAVARRO-GARCIA, 2006), e EspG2, que provoca rompimento da rede de
microtubulos de células epiteliais intestinais (SHAW et al., 2005).

No cromossomo da EHEC EDL933 foi identificada uma PAl de 23 kb
denominada OI-122 (O island 122), composta de 26 ORFs, incluindo as que
apresentam homologia com os genes de viruléncia pagC, sen, efall/lifA, nleB e nleE
(PERNA et al., 2001). A presenca desses genes foi encontrada em amostras de
aEPEC por alguns autores (AFSET et al., 2006; SCALETSKY et al., 2009; VIEIRA et
al., 2010). Afset et al. (2006) mostraram que as aEPEC sao separadas em dois
grupos de viruléncia: o grupo |, incluindo as amostras isoladas de casos de diarreia e
que albergam a PAI OI-122 e o grupo Il, contendo as amostras isoladas de controles
sadios e que ndo albergam a PAI OI-122. Em outro estudo, realizado no Brasil, a
deteccdo simultdnea dos genes dessa PAl em aEPEC foi estatisticamente associada
com diarreia, identificando amostras com maior potencial patogénico (VIEIRA et al.,
2010).

1.6 Formas de interacao com células epiteliais in vitro

As tEPEC aderem na superficie da célula hospedeira formando um grupo
compacto de bactérias em uma ou mais areas da superficie celular, o que caracteriza
0 padrao de adesao localizada (AL), apés 3h de interacdo com células epiteliais
cultivadas (SCALETSKY et al., 1984). A fimbria BFP € a responsavel pela formacao

da microcolbnia bacteriana compacta, promovendo e estabilizando a interconexao
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entre as bactérias (GIRON et al.,, 1991). Também foi observada a participacao da
fimbria ECP na formagdo da compacta microcolénia bacteriana (SALDANA et al.,
2009).

As aEPEC podem aderir ou ndo a células epiteliais em cultura. As aderentes
expressam caracteristicamente o padrao de adesao localizada-/ike (ALL), onde as
bactérias aderentes formam grupos menos compactos que o padrdo AL, em uma ou
mais areas da superficie da célula hospedeira, somente apés 6h de interacao
bactérias-células epiteliais (RODRIGUES et al., 1996). O padrdao ALL é o mais
comumente encontrado em aEPEC (PELAYO et al., 1998; SCALETSKY et al., 1999;
VIEIRA et al., 2001; DULGUER et al., 2003; GOMES et al., 2004; ROBINS-BROWNE
et al., 2004; ABE et al., 2009).

Algumas amostras de aEPEC podem expressar o padrdao de adesao localizada
em ensaios de 6h (AlLg), onde as bactérias aderentes formam um grupo mais
compacto que o do ALL, em uma ou mais areas da superficie da célula hospedeira,
observado somente ap6s 6h de interagdo com as células epiteliais (VIEIRA et al.,
2001; HERNANDES, et al., 2008; ABE et al., 2009).

Além destes padrdes de interacdo, algumas amostras de aEPEC podem
expressar os padroes de adesao agregativo (AA), difuso (AD) ou indeterminado/nao
caracteristico (SCALETSKY et al., 1999; VIEIRA et al., 2001; DULGUER et al., 2003;
NUNES et al., 2003; GOMES et al., 2004; ROBINS-BROWNE et al., 2004; ABE et al.,
2009; ABE et al., 2009, SCALETSKY et al., 2010).

O padrao AA é caracterizado por bactérias aderentes de forma semelhante a
tijolos empilhados, formando agregados na laminula e na superficie da célula
eucaribtica e é usado para caracterizar o patétipo EAEC (NATARO et al., 1987). No
padrdao AD, que caracteriza o patétipo DAEC, as bactérias aderem difusamente por
toda a superficie celular (SCALETSKY et al., 1984). A principio os padrées AA e AD
definem os patétipos EAEC e DAEC, respectivamente (NATARO; KAPER, 1998).
Entretanto, amostras de E. coli diarreiogénicas pertencentes a outros patétipos
podem expressar esses padrdes, tais como ETEC, EHEC e aEPEC (SILVA et al.,
1996; DOS SANTOS et al., 2007; HERNANDES et al.,, 2009). Desta forma,
atualmente a determinacdo do padrdo de adesdo de uma amostra de E. coli
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diarreiogénica deve ser avaliado em conjunto com determinantes de viruléncia para a

definicao do patétipo a que essa amostra pertence.

A julgar pela presenga do gene eae, as aEPEC transportam a regido LEE e,
consequentemente, deveriam ser capazes de aderir a células epiteliais cultivadas e
causar a lesdao A/E. Entretanto, isto nem sempre acontece, conforme verificado em
alguns estudos nos quais a lesdo A/E nao foi detectada in vitro apds infeccao de
células HelLa ou HEp-2 (RODRIGUES et al., 1996; VIEIRA et al., 2001; GHILARD et
al., 2003; ABE et al., 2009). Estes achados sugerem que a regiao LEE de certas
amostras parece nao se expressar, total ou parcialmente, tornando-as incapazes de
desempenhar seu papel patogénico. Desta forma, torna-se relevante analisar a regiao
LEE, do ponto de vista estrutural e funcional, de amostras de aEPEC que expressam
diferentes fenétipos de interacdo com células epiteliais cultivadas, capazes ou ndo de
causar a lesao A/E in vitro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Andlise estrutural e funcional da regidao LEE de trés amostras de aEPEC que
expressam os padrdes ALL, AA e AD e de uma amostra ndao aderente.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar a expressao dos padrdes de adesdo dessas amostras em linhagens

celulares epiteliais intestinais e ndo intestinais cultivadas.

e Verificar a capacidade de formacao da lesdo A/E in vitro dessas amostras em

linhagens celulares epiteliais intestinais e ndo intestinais cultivadas.

e Pesquisar a presenca dos genes da regidao LEE, analisar a expressdao dos
operons LEE1, 2, 3, 4 e 5 e das principais proteinas codificadas em LEE

envolvidas no estabelecimento da lesdo A/E dessas amostras.
e Verificar os fenotipos de adesédo e formacgédo da lesdao A/E in vitro dessas

amostras apds a transformagdo com um plasmideo que expressa a proteina

EspFu.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Meios de cultura e solucoes

Os meios de cultura utilizados para o cultivo e manutencdo das amostras
bacterianas, assim como as solucbes utilizadas nas diversas técnicas descritas a
seqguir, foram preparados de acordo com Sambrook et al. (1989), exceto quando

indicado.

3.2 Amostras bacterianas

Foram selecionadas para este estudo quatro amostras de aEPEC, utilizando
como critério de escolha os seus padrdes de adesdo em células HEp-2: BA320
(sorotipo O55:H7), que apresenta o padrao ALL (ABE et al., 2009); 9100-83 (sorotipo
O55:H7), que apresenta o padrao AD (RODRIGUES et al., 1996; BANDO et al.,
2009); Ec292/84 (sorotipo O125ac:H6), que apresenta o padrao AA (do VALLE et al.,
1997) e BA4013 (sorotipo O88:HNM), nao aderente (NA) (ABE et al., 2009).

Essas amostras foram previamente isoladas de casos de diarreia aguda e
caracterizadas como pertencentes ao patétipo aEPEC por apresentarem o gene eae e
nao apresentarem o plasmideo EAF e os genes de viruléncia que caracterizam os
outros patétipos de E. coli diarreiogénicas (BUERIS et al., 2007; DO VALLE et al.,
1997; RODRIGUES et al., 1996). Os padrbes de adesdo e os subtipos de intimina
(BA320 intimina gama1l; Ec292/84 intimina alfa; 9100-83 intimina alfa; BA4013
intimina beta1), também foram previamente determinados (ABE et al., 2009; BARROS
et al., 2008; DO VALLE et al., 1997; RODRIGUES et al., 1996).

A amostra protétipo de tEPEC E2348/69 (LEVINE et al., 1978) foi empregada
como controle positivo nos experimentos da PCR e slot-blot para deteccao dos genes
da regidao LEE. As amostras de EHEC C7-88 e C1520-77 (sorotipo O157:H7) foram
empregadas como controles positivos nos experimentos da PCR para detec¢do dos
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genes sitx1 e stx2, respectivamente (MAIRENA et al., 2004). A amostra de EHEC
EDL933 (sorotipo O157:H7) foi utilizada como controle positivo na deteccdo do gene
espFu/tccp e a amostra LB9 (sorotipo O111ab:H2) como controle positivo na detecgéao
do gene tccp2 (CAMPOS et al., 1994; WELLS et al., 1983). Como controle negativo
nas reagbes da PCR, slot-blot e ensaios de adesdao em células epiteliais foi
empregada a amostra de E. coli DH5a (SAMBROOK et al, 1989).
As amostras de E. coli E2348/69 (LEVINE et al., 1978), 042 (VIAL et al., 1988) e
C1845 (BILGE et al., 1989) foram utilizadas como controles dos padrées localizado,
agregativo e difuso, respectivamente, nos ensaios de adesdo em células epiteliais
cultivadas. Nos experimentos de immunoblotting a amostra de E. coli E2348/69
(LEVINE et al., 1978) foi utilizada como controle positivo e as seguintes amostras
como controle negativo: CVD206 (E2348/69 mutante em eae) (DONNENBERG;
KAPER, 1991), EPEC Atir (E2348/69 mutante em tir) (KENNY et al., 1997), UMD872
(E2348/69 mutante em espA) (KENNY et al., 1996), UMD864 (E2348/69 mutante em
espB) (DONNENBERG et al., 1993), UMD870 (E2348/69 mutante em espD) (LAl et
al., 1997).

Todas as amostras foram mantidas a -80 °C em caldo Luria Bertani (LB)
acrescidos de 15% de glicerol.

3.3 Testes de interacao em cultura de células epiteliais humanas

Os ensaios de interacdo em cultura de células epiteliais foram realizados pela
Dra. Cecilia M. Abe (Laboratério de Bacteriologia, Instituto Butantan).

3.3.1 Testes de adesao

Testes de interagdo com células HEp-2, HeLa, Caco-2, T84 e HT29 foram
realizados segundo a metodologia descrita por Cravioto et al. (1979), ap6s 3 e 6h de

interacao bactéria-célula.
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As linhagens celulares HEp-2 e Hela foram cultivadas em garrafas de 50 ml
(Nunc, Dinamarca) contendo 12 ml de Meio Minimo Essencial de Eagle, modificado
por Dulbeco (DMEM; Cultilab, Brasil), contendo antibiéticos (penicilina 1000 U/ml e
estreptomicina 1 mg/ml; Sigma-Aldrich, EUA), acrescido de 10% de soro fetal bovino
(SFB; Cultilab) e mantidas por 2 a 3 dias a 37 °C sob atmosfera de 5% de CO.. Apés
o periodo de incubacdo, as células foram transferidas para placas de 24 orificios
(Nunc) contendo laminulas de vidro, em uma concentracéo de 5 x 10* células/ml, e
incubadas por 48h sob as mesmas condicdes. As células Caco-2, T84 e HT29 foram
cultivadas em Meio Minimo Essencial de Eagle (MEM; Cultilab), MEM/F12 (Cultilab) e
DMEM (Cultilab) respectivamente, acrescidos de 5 mM de galactose e de 10% de
soro fetal bovino (SFB; Cultilab,), e mantidas por 10 a 12 dias a 37 °C sob atmosfera
de 10% de O2 e 90% de CO,, em placas de 24 orificios (Nunc) contendo laminulas de
vidro.

Para a realizacdo dos ensaios de adesdo, as amostras bacterianas foram
inoculadas em 3 ml de caldo de soja tripticaseina (TSB), sendo em seguida incubadas
a 37 °C por 18h em condicoes estaticas. Uma aliquota de 40 pl da cultura bacteriana
foi adicionada a cada orificio da placa contendo a monocamada de células,
previamente lavadas por 5 vezes com tampao salina fosfato (PBS) 1x (cloreto de
sbédio 137 mM ; cloreto de potassio 2,7 mM; fosfato de sddio dibasico 4,3 mM; fosfato
de potassio monobasico 1,5 mM) pH 7,4, e acrescidas de 960 ul de meio DMEM sem
antibiético, contendo 2% de SFB e 1% de D-manose. Ap6s incubacao por 3 ou 6h a
37 °C, as placas foram novamente lavadas por 5 vezes com PBS 1x. Nos ensaios de
6h, apds as trés primeiras horas de incubacao, as placas foram lavadas por 5 vezes
com PBS 1x, acrescidas de 1 ml de meio DMEM sem antibiético (2% de SFB e 1% de
D-manose), e incubadas por mais 3h a 37 °C. Em seguida, as placas foram
novamente lavadas por 5 vezes com PBS 1x e fixadas com metanol absoluto, por 30
min a temperatura ambiente. Apds a fixacdo, as células foram coradas por 5 min com
corante eosina-azul de metileno em solucdo segundo May-Grinwald (Merck,
Alemanha), diluido na razdo 1:2 em tampao Sorensen (fosfato de potassio
monobasico 8,6 mM; fosfato de sédio dibasico 28,6 mM). Em seguida, esse corante
foi desprezado sendo entdo acrescentada a solugdo corante azul-eosina-azul de
metileno segundo Giemsa (Merck) diluida na razdo 1:3 em tampao Sgrensen, por 20

min. Apos lavagem para retirada do excesso de corante, as laminulas foram secas a
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temperatura ambiente e montadas em I|aminas para microscopia com Entellan
(Merck). As laminas foram analisadas através de microscopia Optica, em aumento de

1.000 vezes.

3.3.2 Teste de FAS (fluorescent actin staining)

O teste de deteccdo do acumulo de actina apds contato bactéria-célula em
ensaios de 3 e 6h, foi realizado segundo a metodologia descrita por Knutton et al.
(1989). O cultivo das células HEp-2, HelLa, Caco-2, T84 e HT29, bem como os
ensaios de adesao a células epiteliais in vitro, foram realizados como descrito no item
3.3.1. Apds o periodo de incubagéo e lavagens com PBS 1x, as células foram fixadas
com p-formaldeido 4% em PBS 1x, por 18h a 4 °C. As células foram novamente
lavadas com PBS 1x e em seguida permeabilizadas pela adi¢gdo de Triton X-100 0,5%
em PBS 1x, por precisamente 4 min. Apds novas lavagens, foram adicionados 5 pg/ml
de isotiocianato de faloidina (Sigma-Aldrich, EUA) diluido em PBS 1x. As placas foram
incubadas por 20 min sob abrigo de luz e novamente lavadas com PBS 1x, por trés
vezes de 5 min. Em seguida, as laminulas foram removidas da placa, secas com
papel de filtro e fixadas sobre laminas de vidro com a utilizacdo de Mowiol
(Calbiochem, EUA) adicionado do agente “anti-fading” Dabco (Sigma-Aldrich) onde foi
acrescentado iodeto de propidio (Molecular Probes, EUA) em uma concentracao final
de 1:1000. As laminas foram mantidas por cerca de 20h a 4 °C, e em seguida,
observadas através de microscopia confocal em aumento de 1.000 vezes, utilizando o
microscépio LSM 510 Meta (Zeiss, Alemanha) e os filiros BP500-530IR (488 nm) e
LP560 (543 nm).

3.3.3 Microscopia de imunofluorescéncia

A fosforilagao de Tir foi verificada através de um ensaio de imunofluorescéncia,
de acordo com o protocolo descrito por Hernandes et al. (2008).

42



O cultivo das células HEp-2 e HeLa, bem como os ensaios de adesao a células
epiteliais in vitro, foram realizados como descrito no item 3.3.1. Ap6s 0 ensaio de
adesdo as laminulas foram fixadas com p-formaldeido 4%, permeabilizadas com
Triton X-100 0,1% (Sigma-Aldrich) em PBS 1x e tratadas com anticorpo monoclonal
anti-fofostirosina clone PT66 (Sigma-Aldrich) na diluicdo de 1:50, por 18h a 4 °C. Apds
sucessivas lavagens, foi adicionado o anticorpo de cabra IgG anti-camundongo
conjugado com isotiocianato de fluoresceina (Sigma-Aldrich) na diluicdo 1:25 e
incubados por 2h, a temperatura ambiente. Apds trés lavagens com PBS 1X, as
preparacées foram montadas em laminas com auxilio de Mowiol (Calbiochem) e

examinadas em microscépio de epifluorescéncia (Zeiss), em aumento de 1.000 vezes.

3.4 Deteccao das sequéncias de DNA através de reac6es em cadeia da
polimerase (PCR)

Para cada ensaio da PCR foram utilizados 25 pmol de cada um dos iniciadores,
1 U de Tag DNA-Polimerase (Invitrogen, EUA), 1,5 mM de cloreto de magnésio, 200
UM da mistura de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 5 ul do tampéao de reacéo de
PCR 10x concentrado (Invitrogen) e agua deionizada estéril para um volume final de
50 ul. Como DNA molde foram utilizados lisados bacterianos preparados da seguinte
forma: uma algada do crescimento bacteriano em agar LB foi ressuspensa em 300 pl
de agua estéril e submetida a fervura durante 10 min e imediatamente colocada no
gelo. Dois ul desse lisado foram transferidos para tubos de polipropileno de 0,5 ml
contendo a mistura da reacdo de PCR, os quais foram transferidos para o
termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems, EUA). As
sequéncias dos iniciadores e os ciclos de amplificacao utilizados neste estudo estdo

apresentados nas Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1- Sequéncia de iniciadores, fragmentos amplificados e ciclos de amplificagéo das
reacdes de PCR para a deteccéo dos genes viruléncia de EPEC e EHEC

Iniciador Sequéncia dos iniciadores Ciclo de amplificacao Amplicon Referéncia
(pb)

Eae ‘eae1) CTGAACGGCGATTACGCGAA 30 x: 1 min 94°C; 1 min 50°C; 917 ARANDA et al., 2004
‘eae2) CCAGACGATACGATCCAG 1 min 72°C

bfpA 'F) GGTCTGTCTTTGATTGAATC 30 x: 1 min 94°C; 1 min 55°C; 485 ELIAS et al., 2002
‘R) TTTACATGCAGTTGCCGCTT 1 min 72°C

stx1 'F) AGCTGAAGCTTTACGTTTTCGGG 30 x: 1 min 94°C; 1 min 62°C; 590 TSEN; JIAN, 1998
‘R) TTTGCGCACTGAGAAGAAGAGA 1 min 72°C

stx2 'F) TTTCCATGACAACGGACAGCAGTT 30 x: 1 min 94°C; 1 min 62°C; 694 TSEN; JIAN, 1998
‘R) ATCCTCATTATACTTGGAAAACTCA 1 min 72°C

perA 'F) AACAAGAGGAGAATTTAGCG 30 x: 1 min 94°C; 1 min 56°C; 770 Este estudo (N° de
‘R) CTTGTGTAATAGAATAATCGC 1 min 72°C acesso no GenBank:

AF022236)

EAF 'F) GGCTGCATTACCCAATATCAAG 30 x: 1 min 94°C; 1 min 60°C; 1035 FRANK E et al., 1994

‘R) GACCGAGAATGGCAGGGGAA 1 min 72°C

(F) iniciador forward, (R), iniciador reverse.

Tabela 2- Sequéncia de iniciadores, fragmentos amplificados e ciclos de amplificacao
das reagdes de PCR para deteccao dos genes da regiao LEE, do seu sitio de insercao
e dos genes tccP e tccP2

Iniciador Sequéncia dos iniciadores Ciclo de amplificacao Amplicon (pb) Referéncia

espG (F) GTTAATAATTGTGGGTGTG 30 x: 1 min 94°C; 1 min 58°C; 1.307 Este estudo®
(R) GTTTAAAACACCCGCTATAA 1 min e 30 seg 72°C

Ler (F) TAAGGATAAGGTCGCTAATAG 30 x: 1 min 94°C; 1 min 60°C; 478 Este estudo
(R) TTTATTATTTCGTCTTCCAGC 1 min 72°C

cesAB (F) TGTGATGCGGCAATTAGGA 30 x: 1 min 94°C; 1 min 56 °C; 465 Este estudo
(R) TCACCTAGCCATTCATCA 1 min 72°C

escR (F) ATTATCTTAGCATTATTCAGG 30 x: 1 min 94°C; 1 min 52°C; 821 Este estudo
(R) CGTTTGCACACATAATTGAA 1 min 72°C 52

escS (F) ATTCATTCTTGTTGGAGGCT 30 x: 1 min 94°C; 1 min 56 °C; 360 Este estudo
(R) AATGATGATACTATGACCGTC 1 min 72°C

escT (F) ACTTCTCGTCGATAATATTTG 30 x: 1 min 94°C; 1 min 56 °C; 880 Este estudo
(R) CTTTTTGTTACATCGCCCTT 1 min 72°C

escU (F) TGACATAATTGATAGATCGTT 30 x: 1 min 94°C; 1 min 52°C; 1.130 Este estudo
(R) ACGCAATGAAAATATATAAAAC 1 min 72°C

cesD-interno® (F) TTACTCTGTATTACCTAAC 30 x: 1 min 94°C; 1 min 50°C; 456 Este estudo
(R) ATGAGCAGGAAATTTAGC 1 min 72°C

escC (F) GAAATCATAAATATCCTCTAG 30 x: 1 min 94°C; 1 min 52°C; 1.626 Este estudo
(R) ACACTTGTTTTCTGATATAG 1 min e 30 seg 72°C

continua
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continuacao

sepD-interno
escd

sepZ
escV-interno
escN

sepQ

espH

cesF

Map

Tir

tir (map-cesT)
cesT

Eae

escD

sepL

espA

espD

espB

cesD2

escF
espFinterno
griR

griA

cest-interno

(F) TTACACAATCGTCCTATATC
(R) ATGAACAATAATAATGGCATAG

(F) TTGCTATGCCATTATTATTTGT
(R) CAACATCGGTTACAAAATTAG

(F) CCATTACCTCTCTATTTTTA
(R) ACCAGGTAAATGTCTAAAT

(F) CATCATGAATAAACTCTTAAATA

(R) TCATGCTCTGAAATCATTTAC

(F) AGGTTGGGAATAATATCG
(R) TCGAGTTTACCATCCACC

(F) AAATGTAGTAACGGAATCAT
(R) CACCTCCCTATATAACGC

(F) GAATAATACCACAATCGCATAC
(R) ATCGTCCCCAGAACAGAAAC

(F) CATCCAGTCCATATTATCAC
(R) GTTATAAGAATGACAGGACTA

(F) ATAGTTTTATTTATTCGTTTT
(R) TATAGAGACCTTTTTGCAT

(F) TAGTAATATAAAGGAACGTG
(R) AACCTCAACTAAATACTCAC

(F) GATAGAACAAGTCTCACAAG
(R) TCATTAAATGAATATGATCC

(F) CAGCATGGGTAACTCTTGAA
(R) CCACCACAATGAGTTAGAATG

(F) ACTCATTCTAACTCATTGTGG
(R) AGATACATTTTAGCCGGAC

(F) CACACAATAAAAAACCCTCC
(R) AGCTTCCTTTCTACTCTATTC

(F) GAATAGAGTAGAAAGGAAGC
(R) ATACCTCTTCATAATCTTTC

(F) AAGAAAGATTATGAAGAGG
(R) ACCTCACAGACTGGATAT

(F) AAACCTATTAACGAGTGC
(R) TTCATAATAAACGCCTCTT

(F) AGTGAATATCCGTATTGTC
(R) TCAAGATAGTAATTAAACAC

(F) ACAGCCCGTGATCTTAC
(R) GCGTTTTACCTACTTCACC

(F) ATTTTATTAACTTCTTGAGGG
(R) GCCCACACCAGTATCTTA

(F) TGGAATTAGTAACGCTGCTT
(R) TCTTCGATTGCTCATAGGC

(F) TTGATATTGCTTATGGATAG
(R) TTCCATTTTCCATATTCTTTT

(F) ACAGGAATGCCACAAGTTTA
(R) ACAAAACCCTTAAATATAGCT

(F) ATGTCATCAAGATCTGAACT
(R) TTATCTTCCGGCGTAATA

30 x: 1 min 94°C; 1 min 56 °C;
1 min 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 56 °C;
1 min 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 50°C;
1 min 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 56°C;
2 min 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 58°C;
1 min e 30 seg 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 58°C;
1 min 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 58°C;
1 min 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 56 °C;
1 min 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 52°C;
1 min 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 52°C;
2 min 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 52°C;
2 min 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 58°C;
1 min 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 58°C;
3 min 72°C 58

30 x: 1 min 94°C; 1 min 58°C;
1 min e 30 seg 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 54°C;
1 min 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 54 °C;
1 min 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 52°C;
1 min e 30 seg 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 52°C;
1 min 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 60°C;
1 min 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 52°C;
1 min 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 64°C;
1 min 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 50°C;
1 min 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 52°C;
1 min 72°C

30 x: 1 min 94°C; 1 min 54 °C;
1 min 72°C

455

639

369

2.031

1.488

1.061

676

430

735

1.728

2300

575

2.894

1.351

1.184

653

1.258

1.069

562

294

604

495

560

471

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

continua
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conclusédo

map-interno (F) ATGTTTAGTCCAACGGCAAT 30 x: 1 min 94°C; 1 min 58°C; 611 Este estudo
(R) CCTACAGCCGAGTATCCT 1 min 72°C

ler-interno (F) GCATGCGGAGATTATTTA 30 x: 1 min 94°C; 1 min 52°C; 389 Este estudo
(R) GTTAAATATTTTTCAGCGGT 1 min 72°C

eae-interno eae1 CTGAACGGCGATTACGCGAA 30 x: 1 min 94°C; 1 min 50°C; 917 ARANDA et al., 2004
eae2 CCAGACGATACGATCCAG 1 min 72°C

selC (F) GGTGCTGAGACCGATAACGCAT 30 x: 1 min 94°C; 1 min 59°C; 900 Este estudo
(R) TTTTGATGGAGTGGTAGCCGTT 1 min 72°C

pheU (F) AATCTCGGCTCAAGGGTAAGTT 30 x: 1 min 94°C; 1 min 59°C; 1.000 Este estudo
(R) CACATCGGCTGGCGGAAGATAT 1 min 72°C

pheV (F) GGCATCGCTGGGGATTGGTATT 30 x: 1 min 94°C; 1 min 63°C; 1.200 Este estudo
(R) AATCTGCCACAACAACGCCTGC 1 min 72°C

tccP (F) ATGATTAACAATGTTTCTTCACTT 30 x: 1 min 94°C; 1 min 60°C; 1.000 GARMENDIA et al.,2005
(R) TCACGAGCGCTTAGATGTATTAATGCC 1 min e 30 seg 72°C

tccP2 (F) ATGATAAATAGCATTAATTCTTT 30 x: 1 min 94°C; 1 min 60°C; entre 700 WHALE et al., 2007
(R) TCACGAGCGCTTAGATGTATTAAT 1 min e 30 seg 72°C e 1.800

% As sequéncias dos iniciadores descritos neste estudo foram baseadas na sequéncia da regido LEE da tEPEC
E2348/69 (N° de acesso no GenBank: AF022236); ° Sequéncia do inciador desenhada na regido interna do
respectivo gene da tEPEC E2348/69; (F) iniciador forward; (R), iniciador reverse.

Apos a amplificagdo dos fragmentos, 12 ul de cada reagédo foram analisados
através de eletroforese em gel de agarose. Os géis de agarose foram preparados
por aquecimento, dissolvendo-se a agarose (Invitrogen) em tampao TAE 1x (tris-
acetato 40 mM; acido etilenodiaminotetracético 2 mM) nas concentracdes finais de
0,7% ou 1%, conforme indicado. As amostras de DNA analisadas foram misturadas
a 2 uL de tampao de amostra para DNA 6x (azul de bromofenol 0,25%; xileno cianol
0,25%; glicerol 30%) e como marcador de tamanho foi utilizado o 1kb DNA ladder
(Invitrogen). A corrida eletroforética foi realizada sob voltagem de 80 V em tampao
de TAE 1x. Apds o encerramento da corrida, os géis foram corados em solucao de
brometo de etidio a 0,5 pg/ml, observados em transiluminador de luz ultravioleta
UVP (Upland, EUA) e fotografadas com auxilio do sistema de imagem Alphaimager
(Alpha Innotech, EUA).
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3.5 Sequenciamento dos genes ler, sepZ, escV, espA, eae, map e cest

O sequenciamento total e/ou parcial dos genes ler, sepZ, escV, espA, eae,
map e cest, das amostras de aEPEC deste estudo, bem como da amostra protétipo
de tEPEC E2348/69, foram realizados utilizando iniciadores foward e reverse
descritos na tabela 2. Apds a amplificagdo dos respectivos fragmentos, obtidos
conforme descrigao no item 3.4, os mesmos foram analisados através de eletroforese
em gel de agarose (item 3.4) e purificados do gel utilizando-se o QIAquick Gel
Extraction kit (Qiagen, EUA), segundo recomendacgdes do fabricante. As reacdes de
sequenciamento foram realizadas no Centro de Estudos do Genoma Humano do
Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo. As duas fitas de DNA foram
sequenciadas em ftriplicatas para todas as amostras. Foi utilizado o sequenciador
automatico MegaBACE 1000 (Amersham Pharmacia Biotech, EUA) e as reagdes de
sequenciamento foram realizadas de acordo com o protocolo do fabricante, utilizando
0 kit APBiotech DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing, a enzima Thermo
Sequenase™ || DNA Polimerase e os iniciadores especificos (Tabela 2). As
sequéncias obtidas para cada uma das amostras foram alinhadas através do
programa Bioedit e foram comparadas com as sequéncias listadas no
EMBL/GenBank utilizando o programa Blastn.

3.6 Alinhamento multiplo e construcao da arvore filogenética

As sequéncias resultantes dos sequenciamentos dos genes ler, sepZ, escV,
espA, eae, map e cest foram exportadas para o programa Bioeditv 7.0.9.0 (HALL.,
1999) e o alinhamento multiplo foi realizado através do método Clustal. O
refinamento do alinhamento foi realizado através do programa GeneDoc v. 2.7.0
(NICHOLAS; NICHOLAS, 1997). Sequéncias homologas das amostras de tEPEC
E2348/69 (N° de acesso no GenBank: AF022236) e EHEC O157:H7 Sakai (N° de
acesso no GenBank: BAO000007.2) foram obtidas do banco de dados do

EMBL/GenBank.
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Depois de alinhadas, as regibes conservadas das sequéncias foram
concatenadas na seguinte ordem: ler, sepZ, escV, map, cest, eae e espA, de acordo
com a posicao destes genes na regiao LEE da amostra E2348/69, gerando um
supergene. O alinhamento do supergene foi exportado no formato PHYLIP,
formatacao utilizada pelos programas de inferéncia filogenética do programa
PHYLIP v.3.5 (FELSENSTEIN, 1993). A analise de maxima parcimdnia foi utilizada
para a construcao da arvore baseada em 1.000 alinhamentos gerados pelo método
de bootstrap.

3.7 Deteccao dos genes de LEE através de slot-blot

Para verificar a presenga dos genes de LEE n&o detectados através da
técnica da PCR (item 3.4), foi empregada a técnica de slot-blot do DNA gendmico
das amostras deste estudo hibridizado com sondas genéticas amplificadas a partir
da amostra prototipo de tEPEC E2348/69.

3.7.1 Extracao do DNA genémico

As amostras bacterianas foram cultivadas em 3 ml de caldo LB, estatico, por
18h a 37°C. Em seguida, 1 ml de cada cultivo foi inoculado em 50 ml de caldo LB,
submetido a agitacdo constante de 150 rpm a 37 °C por 18h. Cada cultivo de 50 ml
foi centrifugado a 6.800 g, durante 20 min a 4 °C e o sedimento foi ressuspenso em
5 ml de tampéo TEL (tris (hidroximetil) aminometano hidrocloreto 50 mM; &cido
etilenodiaminotetracético 50 mM; lisozima 1mg/ml; pH 8,0). Apds incubagéo a 37 °C
por 30 min, foram adicionados 500 ul de dodecil sulfato de sédio (SDS) a 10% e 14,4
Ml de solugéo de proteinase K (Invitrogen) a 20 mg/ml, seguido de incubacgéo por 30
min a 65 °C. Apds esse periodo, foram adicionados 675 ul de cloreto de s6dio 5 M e
423 ul de tampao CTAB (brometo de cetiltrimetil-amonio 10%; B-mercaptoetanol
0,4%; cloreto de sodio 4,1%), seguido de incubacao por 20 min a 65 °C. Apds duas
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lavagens com 6,5 ml de cloroférmio-alcool isoamilico na proporgédo de 24:1, foi
realizada centrifugacdo a 6.800 g durante 30 min a 4 °C. O sobrenadante foi
removido com auxilio de uma pipeta Pasteur e transferido para um tubo de 15 mle a
precipitacdo do DNA foi realizada com 8 ml de isopropanol a -20 °C durante 2h. O
DNA precipitado foi removido para um microtubo de 2 ml e centrifugado a 16.000 g
durante 5 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado e o
precipitado lavado com 1,5 ml de etanol 70% e submetido a centrifugacao de 16.000
g por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado seco a
temperatura ambiente. Apds a secagem, o precipitado foi ressuspenso em 300 ul de
tampdo TE (tris (hidroximetil) aminometano hidrocloreto 10 mM; acido
etilenodiaminotetracético 1 mM; pH 8,0) e 1,2 yl de RNAse (10 mg/ml) (Invitrogen) e
o material foi incubado por 1h a 37 °C. O DNA foi precipitado com 9 ul de acetato de
sédio 3 M e 600 ul de etanol absoluto gelado (-20 °C), centrifugado a 16.000 ¢
durante 5 min a 4 °C, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi lavado com
600 ul de etanol 70% e novamente centrifugado sob as mesmas condicoes. Apos a
retirada do sobrenadante, o precipitado foi seco e ressuspenso com 500 ul de
tampéo TE. As extragbes de DNA genémico foram submetidas a eletroforese em gel
de agarose a 0,8% (item 3.4), quantificadas por comparacdo com o marcador high
DNA mass ladder (Invitrogen) e mantidas a 4 °C até o momento do uso.

3.7.2 Preparo e marcacao das sondas de DNA

Os produtos amplificados dos genes espH, sepQ, escd, cesF, espB, escF,
griA, cesD2, espG, espD e espF foram empregados como sonda para deteccao da
sua presenca no genoma das amostras deste estudo. Essas sequéncias foram
amplificadas pela PCR (item 3.4) tendo como molde o DNA da amostra E2348/69 e
os iniciadores listados na tabela 2. Apés eletroforese em gel de agarose, os produtos
amplificados foram purificados, utilizando o illustra GFX PCR DNA and gel band
purification kit (GE Healthcare, EUA), e quantificados utilizando o marcador low DNA
mass ladder (Invitrogen). A marcacao das sondas foi realizada com o kit ECL Nucleic
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Acid Labelling and Detection System (GE Healthcare), utilizando 600 ng de cada

fragmento, conforme instrugdes do fabricante.

3.7.3 Transferéncia do DNA para membranas de nylon, hibridacao com sondas
genéticas e deteccao do sinal de quimioluminescéncia

Foram transferidos 1.000 ng de DNA genémico de cada amostra e 400 ng da
sonda controle positivo para membranas de nylon carregadas positivamente
Hydond-N+ (GE Healthcare) por sistema a vacuo Hoefer (GE Healthcare). As
reacdes de hibridacdo com as sondas foram realizadas utilizando-se o kit ECL
Nucleic Acid Labelling and Detection System (GE Healthcare), conforme instrucoes
do fabricante. Em seguida, as membranas foram expostas a filmes de Raio-X
Amersham Hy (GE Healthcare) durante 15 min em cassetes apropriados para a
exposicao de filmes de Raio-X. Apds esse periodo, os filmes foram revelados em
camara escura com auxilio do revelador e fixador (Kodak, EUA), segundo
recomendacgdes do fabricante.

3.8 Extracao de RNA

3.8.1 Extracoes das amostras bacterianas cultivadas na presenca de células
HelLa

Para este ensaio, o teste de adesao em células HelLa (descrito no item 3.3.1)
foi realizado com algumas modificacdes. As células HelLa foram cultivadas em
garrafas para cultivo celular de 75 cm? (TTP, Suica) contendo 15 ml de DMEM
acrescido de 10% de SFB e antibidticos (penicilina 1000 U/ml e estreptomicina 1
mg/ml; Sigma-Aldrich), sob atmosfera de 5% de CO,, até que atingissem 100% de

confluéncia. No momento do teste, 0 meio de cultivo celular foi substituido por 15 ml
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de DMEM, acrescido de 2% de SFB, e o teste de adeséao foi realizado em triplicatas
para cada amostra de aEPEC nas garrafas de cultivo. Em cada garrafa foram
acrescidos 0.5 ml dos in6culos bacterianos [amostras E2348/69, BA320, Ec292/84,
9100/83 e 4013(pKC471)] obtidos em TSB incubados a 37 °C durante 18h em
condigdes estéticas. As garrafas foram entdo incubadas a 37 °C sob atmosfera de
5% de CO, durante 3h. Em seguida, o meio de cultura foi desprezado e foram
acrescidos 15 ml de DMEM, acrescido de 2% de SFB, seguido de nova incubacao
por 3 h sob as mesmas condicdes. Apos o total de 6h de interacdo bactérias-células
Hela, o meio de cultivo foi desprezado, as monocamadas celulares foram lavadas
com PBS 1x por cinco vezes e incubadas com 3 ml de Triton X-100 (Sigma-Aldrich)
durante 5 min a temperatura ambiente. Com ajuda de um raspador celular (Becton
Dickson, EUA) o volume contido nas garrafas foi homogeneizado e transferido para
tubos de polipropileno de 15 ml (Falcon, Becton Dickson). Esses volumes foram
entdo centrifugados a 4.000 g durante 30 min a 4 °C. Os sedimentos obtidos dessa
centrifugacdo foram utilizados para a extragdo de RNA com auxilio do RiboPure
bacteria RNA isolation kit (Ambion, EUA), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. A pureza e quantificagdo do RNA obtido para cada amostra foi realizada
no aparelho NanoDrop (ThermoScientific, EUA), através de leituras de absorbancias
em comprimentos de onda de 260 e 280 nm.

3.8.2 Amostras bacterianas cultivadas em DMEM

As amostras E2348/69, BA320, Ec292/84, 9100/83 e BA4013 foram
inicialmente cultivadas em 3 ml de caldo LB a 37 °C por 18h em condi¢6es estaticas.
Em seguida, esses cultivos bacterianos foram diluidos em 30 ml de DMEM na
proporcdo de 1:100, em tripilicatas, e incubados aerobicamente a 37 °C e em
condicOes estaticas, até que cada cultura atingisse a absorbancia de 1.0 em
comprimento de onda de 600 nm. Para isso, os cultivos foram monitorados através
de leituras de absorbancia no espectrofotometro Ultrospec 2100 Pro (GE
Healthcare) em intervalos de 15 min. Em seguida, os 30 ml de cada um desses
cultivos foram entao centrifugados a 4.000 g durante 30 min a 4 °C. Os sedimentos
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obtidos da centrifugacédo foram utilizados para a extracdo de RNA com auxilio do
RiboPure bacteria RNA isolation kit (Ambion, EUA), de acordo com as
recomendagdes do fabricante. A pureza e quantificagdo do RNA obtido para cada
amostra foi realizada no aparelho NanoDrop (ThermoScientific, EUA), através de
leituras de absorbancias em comprimentos de onda de 260 e 280 nm.

3.9 Analise da transcricao dos genes da regiao LEE através de DNA microarray

Para esses experimentos foram utilizados os RNAs das amostras BA320,
BA4013, Ec292/84 e 9100-83 extraidos de acordo com o item 3.8.2. As reacdes
descritas a seguir foram realizadas seguindo as instrucbées do manual Prokaryotic
Sample and Array Processing (Affymetrix, EUA). A partir dos RNAs, os cDNAs foram
sintetizados através da seguinte reacdo contendo 10 ul de RNA total (0,33 pg/ul), 10
Ul (75 ng/uL) random primers (Invitrogen), 2 ul poly-A RNA control (Affymetrix) e 8 pl
de agua DNase RNase free (Ambion). A reacao foi submetida ao ciclo de 10 min a
70 °C e 10 min a 25 °C em termociclador PTC-200 Thermo Cycler (MJ Research,
EUA). Foram adicionados a esta reagéo 12 pl de 5X first strand buffer (Affymetrix), 6
ul Dithiothreitol (DTT) (100 mM) (Invitrogen), 3 uL dNTP (10 mM) (Invitrogen), 1,5 pl
(20 U/ul) SUPERase (Affymetrix), 7,5 ul (200 U/ul) SuperScript Il (Affymetrix). A
reacao foi submetida ao ciclo de 25 °C 10 min, 37 °C 60 min, 42 °C 60 min, 70 °C 10
min em termociclador PTC-200 Thermo Cycler (MJ Research). Para a remoc¢éao do
RNA foram adicionados a reacdo 20 pl de hidroxido de sodio 1N e a reagao foi
incubada a 65 °C por 30 min, adicionando-se entdao 20 pl de cloreto de sédio 1N
para a neutralizacdo. A reacdo foi purificada utilizando-se o kit MinElute PCR
Purification Columns (Qiagen, EUA) e a pureza e quantificacao foi realizada com
auxilio do aparelho NanoDrop (ThermoScientific). Para a fragmentacao do cDNA foi
preparada a seguinte reacao: 2 ul 10x DNase | Buffer (Invitrogen), 8 ul cDNA (4 ug),
8 pl DNase | (0,6 U/ug) (Invitrogen EUA) e 2 uL de agua DNase RNase free
(Anbiom), esta reagéo foi incubada em termociclador PTC-200 Thermo Cycler (MJ
Research) a 37 °C por 10 min e 98 °C por 10 min. Nessa fragmentacao, 200 ng de
cDNA digerido apresentaram mobilidade eletroforética na faixa entre 50 pb e 200 pb

52



em gel de agarose de gradiente entre 4% e 20% de concentracao (Biorad, EUA).
Para a marcacdo 3 terminal do cDNA fragmentado, foi preparada a seguinte
reacdo: 10 pl 5x reaction buffer (Affymetrix), 2 ul (7,5 mM) GeneChip DNA Labeling
Reagent (Affymetrix), 10 ul (2 pg) cDNA fragmentado e 26 pl de dgua DNase
RNase free (Anbiom), a reacao foi incubada a 37 °C por 60 min e entao interrompida
com 2 pul de acido etilenodiaminotetracético 0,5 M. Para verificar a eficiéncia da
marcacao, a seguinte reagao foi realizada: 5 pl (200 ng) cDNA fragmentado e
marcado € 5 ul (2 mg/ml em PBS1x) de NeutrAvidin (Sigma-Aldrich), foram
incubados por 5 min a 25 °C e essa mistura foi submetida a eletroforese em gel de
agarose de gradiente entre 4% e 20% de concentracdo (BioRad), durante 1h em
voltagem constante de 150 V em cuba vertical BioRad (BioRad), utilizando o tampé&o
TAE 1x. Apds a eletroforese, para a verificacao correta da marcagdo, o gel foi
corado com SYBR Gold 1x (Invitrogen). As amostras marcadas foram entédo
enviadas ao Core Affymetrix University of Texas Southwestern Medical Center at
Dallas, para as reacbes de hibridizacdo no E. coli chips Affymetrix (Affymetrix), o
qual contém os genomas de trés E. coli patogénicas e de uma E. coli K12: E. coli
EDL933 (No. de acesso no GenBank: NC002655), E. coli Sakai (No. de acesso no
GenBank: NC002695), E. coli CFT073 (No. de acesso no GenBank: NC004431) e E.
coli MG1655 (No. de acesso no GenBank: NC000913). As amostras EDL933 e
Sakai sdo E. coli enterohemorragicas, a CFT073 é uma E. coli uropatogénica e a
MG1655 é uma E. coliK12.

Os resultados de cada amostra foram comparados com a amostra BA320,
cultivada em DMEM, através do programa GeneChip Operating Software (Affymetrix)
e lidos no programa Array Sorter 2.

3.10 Quantificacao da transcricao dos operons de LEE através da PCR em
tempo real

Os iniciadores ler, escC, escV, eae, espA e rpoA, usados nas reacoes da
PCR em tempo real, foram descritos por Walters e Sperandio (2006) e encontram-se
listados na tabela 3.
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Tabela 3- Iniciadores empregados nos ensaios da PCR em tempo real

Iniciadores Sequéncias

ler (F) CGACCAGGTCTGCCCTTCT

ler (R) GGGCGGAACTCATCGAAA

escC (F) GCGTAAACTGGTCCGGTAGGT
escC (R) TGCGGTAGAGCTATTAAAGGCAAT
escV (F) TCGCCCGGTCCATTGA

escV (R) CGCTCCCGAGTGCAAAA

espA (F) TCAGAATCGCAGCCTGAAAA
espA (R) CGAAGGATGAGGTGGTTAAGCT
eae (F) GCTGGCCTTGTTTGATCA

eae (R) GCGGAGGAGTGACTTCAGCACTT
rpoA (F) GCGCTCATCTTCTTCCGAAT

rpoA (R) CGCGGTCGTGGTTATGTG

As reacbes da PCR em tempo real foram realizadas utilizando a reacéao de
Unico passo no sistema de deteccao ABI 7500 (Applied Biosystems). Para cada 20
Ul de reagéo foram adicionados: 10 pl de 2x SYBR master mix (Applied Biosystems);
0,1 ul de MultiScribe reverse transcriptase (Applied Biosystems); 0,1 pl de Rnase
inhibitor (Applied Biosystems); 6 ul de agua DNase RNase free (Ambion); 2 ul do
mix de iniciadores (foward e reverse) na concentragéo final de 50 nM e 2 pl de RNA
(item 3.8) na concentracao final de 100 ng. As condi¢des da reagdo foram: um ciclo
de 48 °C por 30 min, um ciclo a 95 °C por 10 min, 40 ciclos a 95 °C por 15 seg e 60
°C por 1 min. O gene rpoA (maior subunidade da RNA polimerase) foi utilizado como
controle endégeno.

A colecdo de dados foi analisada utilizando-se o programa ABI Sequence
Detection 1.3 (Applied Biosystems). Os dados foram normalizados aos niveis do
gene rpoA e analisados usando um comparativo critico threshold (Cr) como descrito
no manual Applied Biosystems Bulletin number 2. Os dados obtidos foram
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apresentados como as diferencas (n-fold) dos niveis de expressao quando
comparados com os niveis da amostra BA320 ou E2348/69 e as barras de erro
representam os valores dos desvios padrées do valor AACr. A significancia
estatistica foi determinada pelo teste t de Student e o valor de p menor que 0.05 foi

considerado significante.

3.11 Analise da expressao de genes localizados em LEE por immunoblotting

3.11.1 Extracao de proteinas totais e secretadas

As proteinas totais das amostras E2348/69, CVD206, EPEC Atir, Ec292/84,
9100-83, BA320 e BA4013 foram obtidas a partir do cultivo aerébico em DMEM a
37°C na absorbancia de 1.0 em 600 nm de comprimento de onda. Em seguida, 3 ml
das culturas foram centrifugados em microtubos a 10.000 g por 5 mina 4 °C e o
sobrenadante foi descartado. O precipitado foi congelado a -20°C.

As proteinas secretadas das amostras E2348/69, UMD872, UMDB864,
UMD870, Ec292/84, 9100-83, BA320 e BA4013 foram obtidas de acordo com o
protocolo descrito por Jarvis et al (1995), com algumas modificagdes. As amostras
foram cultivadas estaticamente durante 18h em caldo LB e ent&o diluidas 1:100 em
50 ml de DMEM, em seguida foram aerobicamente cultivadas a 37 °C até atingirem
a absorbancia de 1.0 em 600 nm de comprimento de onda. Em seguida, as culturas
foram centrifugadas a 10.000 g por 5 min a 4 °C e 15 ml do sobrenadante foram
filtrados em filtros de 0,20 um (Millipore, EUA) e aos filtrados foi adicionado 1 mM do
inibidor de protease fluoreto de a-toluenosulfonila (PMSF) (Sigma-Aldrich). Em
seguida, 10 ml dos filtrados foram concentrados até 200 ul com auxilio do sistema
de filtragem Amicon Ultra (Millipore) e congelados a -20 °C.
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3.11.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE) e imunodeteccao

Todas as proteinas foram analisadas através de SDS-PAGE em condicbes
desnaturantes, segundo o protocolo descrito por Laemmli et al. (1970). Os extratos
de proteinas totais (item 3.11.1) e 15 pl das proteinas secretadas (item 3.11.1) foram
homogeneizados no tampao de corrida (tris (hidroximetil) aminometano hidrocloreto
0,25 M; dodecil sulfato de sédio 8%; glicerol 80%; azul de bromofenol 0,04%; pH
6,8) acrescido de B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) na propor¢do de 1:20. Em
seguida, foram aquecidas a temperatura de 100 °C por 5 min e submetidas a SDS-
PAGE na concentracao de 12% para as proteinas totais e 10% para as proteinas
secretadas. Como padrao de massa molecular foi utilizado o Protein Mixture (GE
Helthcare). A corrida eletroforética ocorreu em corrente constante de 60 V por
aproximadamente 3h em tampao Tris-Glicina (tris (hidroximetil) aminometano
hidrocloreto 3%; dodecil sulfato de sddio 1%; glicina 14%).

Apbés a corrida, as proteinas secretadas separadas nos géis foram
transferidas para membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) (Millipore) e as
proteinas totais separadas nos géis foram transferidas para membrana de
nitrocelulose Hybond-C Extra (GE Helthcare), segundo Towbin et al. (1970), durante
1h a 60 V, utilizando o aparato de transferéncia (BioRad) e tampéao de transferéncia
(tris (hidroximetil) aminometano hidrocloreto 250 mM pH 8,3; glicina 192 mM,;
metanol 20% v/v). As membranas foram bloqueadas por 2h com solucao de bloqueio
(solucao de leite em p6 desnatado Molico (Nestlé, Brasil) 5% em PBS 1x). Apds este
periodo, as membranas contendo as proteinas totais foram incubadas com soro de
coelho anti-intimina e anti-Tir. As membranas com proteinas secretadas foram
incubadas com soro de coelho anti-EspA, anti-EspB e anti-EspD durante 2h; os
respectivos soros foram diluidos 1:100 em solucao de leite em pd desnatado Molico
(Nestlé) diluido em PBS 1x. As membranas foram lavadas 3 vezes com PBS/Tween
a 0,05% e mantidas sob agitacao por 1h com o soro anti-imunoglobulina de coelho
produzido em cabra e conjugado a peroxidase (Zymed), diluida 1:5000 em solucao
de leite em p6 Molico-PBS 1x. Apés mais 3 lavagens com PBS/Tween a 0,05%, as
membranas foram lavadas com solugédo reveladora (3,3-diaminobenzidina, 5 ug;
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peroxido de hidrogénio, 150 ul; PBS/Tween 20 — g.s.p. 30 ml). Os soros anti-intimina
e anti-EspA foram gentilmente cedidos pela Dra. Roxane Fontes Piazza (Laboratério
de Bacteriologia, Instituto Butantan). Os soros anti-tir, anti-EspB e anti-EspD pelo Dr.
Gad Frankel (Imperial College of London, Londres, Reino Unido).

3.12 Transformacao de EPEC atipica com o plasmideo pKC471

3.12.1 Preparo das células competentes

Para a eletroporacao do plasmideo pKC471 (CAMPELLONE et al., 2004), as
amostras Ec292/84, 9100-83, BA320 e BA4013 eletrocompetentes foram preparadas
conforme descricdo a seguir. As células foram cultivadas durante 18h a 37 °C de
forma estatica em 3 ml de caldo LB, diluidas 1:100 num volume final de 100 ml de
caldo LB e submetidas a cultivo a 37 °C, sob agitacdo constante de 300 rpm até
atingirem a absorbancia de 0.6 em comprimento de onda de 600 nm. As células
bacterianas foram colocadas em banho de gelo durante 30 min, transferidas para um
tubo de centrifugacdo pré-resfriado e centrifugadas a 4.000 g por 15 min sob
refrigeracao de 4 °C. Os sobrenadantes foram descartados e os sedimentos foram
lavados duas vezes com 25 ml de agua MilliQ estéril resfriada a 4 °C. As células
foram gentilmente ressuspensas em 30 ml de glicerol 10% resfriado a 4 °C e
centrifugadas a 5.000 g por 10 min sob refrigeracdo a 4 °C. Aos sedimentos
bacterianos foram adicionados 300 pl de glicerol resfriado a 4 °C para ressuspender
gentilmente as células bacterianas. As suspensdes foram aliquotadas em microtubos

pré-resfriados em volumes de 50 ul e imediatamente congeladas a -80°C.
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3.12.2 Transformacao bacteriana e selecao dos clones

O plasmideo pKC471, que expressa a proteina EspFu foi extraido da amostra
hospedeira E. coli DH5a com auxilio do Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen), a partir de
200 ml de cultura de caldo LB contendo canamicina (50 pug/ml). Apés a extracao, o
plasmideo foi quantificado utilizando-se aparelho NanoDrop (ThermoScientific),
através da leitura de absorbancia em comprimento de onda de 260 nm.

Para a eletroporacéo, 100 ng do plasmideo pKC471 foram adicionados a 50
ul das aEPEC eletrocompetentes (item 3.12.1) descongeladas em banho de gelo. O
eletroporador GenePulser (BioRad) foi ajustado para 2,5 kV, 25 uF e pulso de 200 Q.
Apo6s o pulso, foram adicionados 950 pl de meio de cultivo SOC (cloreto de s6dio 10
mM; cloreto de potassio 2,5 mM; cloreto de magnésio 10 mM; sulfato de magnésio
20 mM; glicose 20 mM; triptona 20%; extrato de levedura 0,5%) e essa suspensao
foi incubada a 37 °C sob agitacao de 250 rpm durante 1h. A suspensao foi semeada
em volumes de 50 pl, 100 pl e 200 pl em agar LB acrescido de canamicina (50
ug/ml) e cultivadas por 18h a 37 °C. Duas colbnias de cada placa foram
selecionadas, cultivadas em 3 ml de caldo LB acrescido de canamicina (50 pg/ml),
durante 18h a 37 °C sob agitacdo de 250 rpm. Em seguida, a presengca do
plasmideo pKC471 foi confirmada nos transformantes através da extracado de DNA
plasmidial, com auxilio do Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen), usando como controle a
amostra hospedeira do plasmideo pKC471 E. coli DH5a. Em seguida, os
transformantes foram armazenados em tubos de congelamento com glicerol 50% e
mantidos a -80 °C. Como controle negativo, as amostras de aEPEC selvagens foram
semeadas em agar LB acrescido de canamicina (50 pg/ml) e cultivadas por 18h a 37
°C. As amostras de aEPEC que receberam o plasmideo pKC471 foram
denominadas de Ec292/84(pKC471), 9100-83(pKC471), BA320(pKC471) e
BA4013(pKC471).
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4 RESULTADOS

4.1 Confirmacao do genétipo de aEPEC

Inicialmente foi realizada a confirmacdao do genétipo eae+/bfpA-/stx1-/stx2-
/perA-, sonda EAF-, das quatro amostras de aEPEC deste estudo (Ec292/84,
9100/83, BA320 e BA4013). Os resultados das reacbes da PCR (Tabela 4)
confirmaram que todas as amostras apresentavam o perfil genético de aEPEC, uma
vez que foi detectada a presenca do gene eae e a auséncia dos genes bfpA, six1,
stx2 e perA, bem como do fragmento sonda EAF.

Além dessa caracterizacdo do perfil genotipico de aEPEC, foi verificada a
presenca ou auséncia da fimbria BFP nessas amostras, através de ensaios de
imunofluorescéncia. Com o emprego de um soro policlonal anti-BFP a auséncia da
expressao de BFP foi confirmada nas quatro amostras selecionadas (Dra. Cecilia M.
Abe, Laboratério de Bacteriologia - comunicacao pessoal).

Desta forma, a colecdo de amostras de E. coli deste estudo, foi confirmada
como aEPEC.

Tabela 4- Pesquisa de sequéncias genéticas associadas aos patétipos EPEC e

EHEC
Amplificacdo por PCR
Amostras eae perA bipA EAF stx1 stx2
BA320 +
Ec292/84 +
9100/83 +
BA4013 +
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4.2 Confirmacao da expressao dos padroes de adesao

Ainda com relacdo a caracterizagdo inicial das amostras de aEPEC
selecionadas, os padrbées de adesdo descritos anteriormente foram novamente
confirmados em células HEp-2 e HelLa, e verificado se 0s mesmos se mantinham

em linhagens intestinais Caco-2, T84 e HT29.

Os resultados obtidos estao apresentados na figura 6 e tabela 5. Os padrdes
previamente descritos das quatro amostras foram confirmados em ensaios de adesao
de 6h em células HEp-2, HelLa, Caco-2, T84 e HT29, ou seja, padrao ALL da amostra
BA320 (Figura 6A), padrdo AA da amostra Ec292/84 (Figura 6B), padrédo AD da
amostra 9100/83 (Figura 6C) e padrao NA da amostra BA4013 (Figura 6D). O padrao
AL esta exemplificado pela amostra protétipo de tEPEC E2348/69 (Figura 6E).

4.3 Verificacao da capacidade de formacao da lesao A/E in vitro

Um teste in vitro indicativo da formacao da lesdo A/E foi desenvolvido com
base na deteccado do acumulo de actina polimerizada que ocorre na area de adesao
da bactéria (KNUTTON et al., 1989). Neste teste, denominado fluorescent-actin
staining (FAS), a faloidina marcada com isotiocianato de fluoresceina liga-se a

actina filamentosa em cultura de células epiteliais, abaixo de cada bactéria aderida.

As quatro amostras de aEPEC deste estudo foram submetidas ao teste de
FAS em ensaios de interacdo de 6h com as células HEp-2, HelLa, Caco-2, T84 e
HT29. Esses resultados estdo apresentados na figura 7 e tabela 5. A amostra
BA320 foi positiva para o teste de FAS nas linhagens celulares HelLa, HEp-2 e HT29
(Figura 7A), no qual se observa o acumulo de actina logo abaixo da adesao
bacteriana, e negativa para as linhagens T84 e Caco-2 (Figura 7A). A cepa 9100/83
foi FAS positiva somente na linhagem celular HeLa (Figura 7C) e negativa nas
demais linhagens (Figura 7C). As outras amostras Ec292/84 (Figura 7B) e BA4013
(Figura 7D) nao causaram acumulo de actina polimerizada na superficie celular. A
amostra protétipo de tEPEC E2348/69 foi utilizada como controle positivo (Figura
7E).
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Hela

HEp-2

Caco-2

T84

HT29

(A) BA320 (B) Ec292/84 (C) 9100/83 (D) BA4013 (E) E2348/69

Figura 6- Padrdes de interacdo das amostras de aEPEC deste estudo com células epiteliais cultivadas HelLa, HEp-2,
Caco-2, T84 e HT29, apds 6h de incubacao. As células foram fixadas com metanol, coradas com solugao de
MayGrinwald/Giemsa e visualizadas através de microscopia Optica sob aumento de 1000x. (A): amostra
BA320 (padrao localizado-like); (B): amostra Ec292/84 (padrdo agregativo); (C): amostra 9100/83 (padrao
difuso), (D): amostra BA4013 (n&o aderente) e (E): controle de adesao, amostra protétipo de tEPEC E2348/69
(padréao localizado).

61



Hela

HEp-2

Caco-2

T84

HT29

(A) BA320 (B) Ec292/84 (C) 9100/83 (D) BA4013 (E) E2348/69

Figura 7- Teste de FAS com células HelLa, HEp-2, Caco-2, T84 e HT29 apds 6h de interagcdo das amostras de aEPEC
deste estudo. As células foram coradas com isotiocianato de faloidina e iodeto de propidio e visualizadas
através de microscopia de fluorescéncia sob aumento de 1000x. (A): amostra BA320; (B): amostra Ec292/84;
(C): amostra 9100/83, (D): amostra BA4013 e (E): amostra protétipo de tEPEC E2348/69 (controle positivo).
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Tabela 5- Resultados dos ensaios de adesdo, FAS e de deteccado da fosforilagdo de Tir das amostras de aEPEC deste estudo em

diferentes linhagens celulares in vitro, apos 6h de contato células-bactérias

Linhagens celulares

Hela HEp-2 Caco-2 T84 HT29

Amostras Padrao Teste Tir @ Padrao Teste Tir?® Padrao Teste Padrao Teste Padrao Teste

Adeséo FAS Adeséo FAS Adeséao FAS Adeséao FAS Adeséao FAS
Amostras aEPEC
BA320 ALL + - ALL + - ALL - ALL - ALL +
Ec292/84 AA - - AA - - AA - AA - AA -
9100/83 AD + - AD - - AD - AD - AD -
BA4013 NA - - NA - - NA - NA - NA -
Amostras Controles
E2348/69 AL + + AL + + AL + AL + AL +
DH5a NA - - NA - - NA - NA - NA -

AA, adesdo agregativa; AD, adesdo difusa; AL, adesdo localizada; ALL, adesdo localizada-like; NA, ndo aderente; NT, néo testada.
4Ensaio de deteccao da fosforilagdo de tirosina da proteina Tir, através de imunofluorescéncia.
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4.4 Pesquisa dos genes tccP/tccP2

A presenca dos genes fccP e tccP2 foi verificada nas amostras de aEPEC
deste estudo. A amostra BA320 apresentou amplificacdo somente para o gene tccP

(Figura 8). As demais amostras ndao apresentaram amplificacdo para tccP ou tccP2
(Figura 8).

1000pb

Figura 8- Eletroforese em gel de agarose (0,8%), apds coloragdo com brometo de etidio,
dos produtos amplificados referentes ao gene tccP empregando os iniciadores
tccP(F) e tccP(R). Linha 1: 1 Kb DNA ladder (Invitrogen). Linha 2: EHEC EDL933
(controle positivo). Linha 3: E. coli DH5a (controle negativo). Linha 4: amostra

Ec292/84. Linha 5: amostra 9100/83. Linha 6: amostra BA320. Linha 7: amostra
BA4013

4.5 Deteccao da fosforilacao de Tir

Todas as amostras de aEPEC deste estudo foram negativas para o teste de

fosforilacdo da proteina Tir, em contato bactérias-células HeLa e HEp-2, conforme
mostrado na figura 9.
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(A) BA320 (B) Ec292/84 (C) 9100/83 (D) BA4013 (E) E2348/69

h -----
- - -- --

Figura 9- Teste de fosforilagdo da proteina Tir, apés 6h de interacdo das amostras de aEPEC deste estudo com células HelLa e HEp-2.
As células foram coradas com isotiocianato de fluoresceina e visualizadas através de microscopia de fluorescéncia sob
aumento de 1000x. (A): amostra BA320; (B): amostra Ec292/84; (C): amostra 9100/83, (D): amostra BA4013 e (E): amostra
protoétipo de tEPEC E2348/69 (controle positivo).
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4.6 Analise estrutural dos genes da regidao LEE

Ap6s a confirmagao da classificacdo da amostras como aEPEC e dos seus
padrées de adesdo em células epiteliais cultivadas, iniciou-se a segunda etapa deste
estudo, que consistiu-se na analise estrutural da regido LEE.

Inicialmente foi verificada a localizacdo da insercdo da regido LEE no
cromossomo dessas amostras. Conforme verificado por Sperandio et al. (1998) e
Rumer et al. (2003), a regido LEE pode estar inserida em EPEC em trés sitios
adjacentes aos genes de RNAt selC, pheV e pheU.

Conforme apresentado na tabela 6, foi verificado através da PCR que as
amostras EC292/84, 9100/83 e BA320 apresentaram provavel insercao de LEE em
selC e a amostra BA4013 em pheV, uma vez que nao apresentaram amplificacéo
para os respectivos genes de RNAt.

Tabela 6- Determinacdo do sitio de insercdo da regidao LEE das amostras deste

estudo
Amplificagado do gene
Amostras pheU pheV selC
BA320 + +
EC292/84 + +
9110-83 + +
BA4013 + - +

Em seguida, a integridade da regido LEE dessas amostras foi verificada
através da pesquisa da presenca de 31 genes dessa ilha de patogenicidade. A

padronizacao das reacdes da PCR para esses genes foi realizada com a amostra de
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tEPEC E2348/69, conforme apresentado na figura 10, uma vez que todas as

sequéncias dos iniciadores foram baseadas na sequéncia de LEE dessa amostra.

PM 0102 03040506 070809101112 13 14

3000 —» : “
20— .

=, .
1000 —» u"‘
) - -
500—* - = -

-.. .. of

L

PM 1516 17 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

w03 e Huu

— ¥
= o
500 —» - -

Figura 10- Andlise em eletroforese em gel de agarose (1%), apds coloragdo com brometo
de etidio, dos produtos amplificados através de PCR referentes a deteccao dos
genes da regiao LEE da EPEC E2348/69, utilizando os iniciadores apresentados
na Tabela 2 e o DNA da amostra E2348/69 como molde. PM, 7 Kb DNA Ladder
(Invitrogen, EUA); Amplicons dos genes: 1, espG; 2, ler; 3, cesAB; 4, escR; 5;
escS; 6, escT; 7, escU, 8, griR; 9, grlA; 10, cesD; 11, escC; 12, sepD; 13, escJ,
14, sepZ; 15, escV; 16, escN; 17, sepQ; 18, espH; 19, cesF; 20, map; 21, tir; 22,
cesT, 23, eae; 24, escD; 25, sepL; 26, espA; 27, espD; 28, espB; 29, cesD2; 30,
escF; 31, espF.

Os iniciadores designados pela terminacao “interno”, descritos na tabela 2,
foram desenhados na regido interna do gene, pois seus respectivos iniciadores das
regides intergénicas nao resultaram em amplificacdes nos ensaios de padronizacédo
com a amostra E2348/69 (cesD, sepD, escV e espF), ou ndo amplificaram todas as
amostras para os sequenciamentos (ler, map, cest e eae). Ja o iniciadores tifmap-
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cest) foram desenhados na regido final do gene map (foward) e na regido inicial do
gene cest (reverse), para serem utilizados na amplificacdo do gene tir. Os demais
iniciadores foram desenhados na regiao intergénica do respectivo gene da regiao
LEE da tEPEC E2348/69, com o objetivo inicial de utilizar alguns destes iniciadores

também nas reacdes de sequenciamento.

Os resultados da deteccédo desses genes estdo apresentados na tabela 7.

Tabela 7- Pesquisa da presenca de 31 genes da regido LEE nas amostras deste
estudo

Amostras

Iniciador Ec292/84 9100/83 BA320 BA4013

espG
ler

ler-interno
cesAB
escR
escS
escT
escU

griR
griA

cesD-interno
escC
sepD-interno
escJ
sepZ
escV-interno
escN
sepQ
espH
cesF
map
map-interno
tir(map-cesT)
tir
cesT
cesT-interno
eae
eae-interno
escD
seplL
espA
espD
espB
cesD2
escF
espF-interno

+

D o+ o+ o+ o+ +

o+ o+ 4

o+ o+ o+ F o+ o+ A+ o+ + A+ o+ +
+ o+ o+

+ + + + + + o+ + o+ o+ o+ o+

+ + + + + + + + + o+ + o+ o+ o+ 4+ o+

+
+
1

+ +
+ +
+ +
+ +

+ +
+ +

+ 4+ + + + + o+ o+
+ o+ + o+
+ + + +

+ + 4+ + + + + + + o+ 4+

+ o+
+ o+ o+
c
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O genes que nao apresentaram amplificacdo nas reacées da PCR (escd,
cesF, espB, escF, grlA, espH, sepQ), espD, cesD2, espG e espF), em pelo menos
uma das amostras de aEPEC, tiveram suas presencgas confirmadas através de slot
blot . Conforme se observa na figura 11, todas as quatro amostras de aEPEC foram
positivas nos ensaios de hibridizacdo para a detec¢cdo dos 11 genes de LEE
testados.

Para verificar a similaridade da sequéncia dos genes ler, sepZ, escV, map,
cesT, eae e espA entre as quatro amostras e com os respectivos genes da tEPEC
E2348/69, foram realizadas reacdes de sequenciamento destes genes. A
amplificagdo dos genes espA e sepZ foi realizada com os iniciadores na regiao
intergénica e a amplificacdo dos genes ler, escV, map, cest e eae através dos

iniciadores denominados ‘interno”.

A andlise dos resultados dos alinhamentos dos sequenciamentos obtidos,
mostrados na figura 11, indica que os genes avaliados das quatro aEPEC deste
estudo sdo similares aos respectivos genes da amostra E2348/69 na maior parte da
sequéncia, porém ha uma maior similaridade dos genes das amostras de aEPEC

entre si.
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A

JE2348/69 DH5a EC292/84

9100-83 BA320 BA4013

CONTROLE +
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Figura 11- Filmes de Raio-X expostos a membrana de nylon contendo DNA gendmico apdés hibridizagdo com as sondas
marcadas por quimioluminescéncia. Apdés as exposicoes, os filmes foram revelados e as suas imagens foram
captadas em scanner. A: esquema da localizacdo do DNA gendmico das amostras aplicadas nas diferentes
membranas hibridizadas com diferentes sondas. DNA gendmico da amostra E2348/69 (controle positivo); DNA
genémico da amostra E. coli DH5a (controle negativo); DNA genémico da amostra EC292/84; DNA genémico da
amostra 9100/83; DNA gen6mico da amostra BA320; DNA gendmico da amostra BA4013; Controle positivo da
reacao (produto amplificado usado como sonda na reagdo). B: membrana hibridizada com a sonda espG. C:
membrana hibridizada com a sonda escF. D: membrana hibridizada com a sonda espJ. E: membrana hibridizada com
a sonda cesF. F: membrana hibridizada com a sonda espH. G: membrana hibridizada com a sonda cesD2. H:
membrana hibridizada com a sonda espD. I: membrana hibridizada com a sonda espF. J: membrana hibridizada com
a sonda grlA. K: membrana hibridizada com a sonda sepQ. L: membrana hibridizada com a sonda espB.
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Figura 12- Alinhamento das sequéncias de nucleotideos, total ou parcial, de 7 genes
da regidao LEE. A: ler; B: sepZ; C: escV; D: eae; E: map; F: cest e G:
espA das amostras EC292/64, 9100/83, BA320 e BA4013 com a
sequéncias dos respectivos genes da amostra de tEPEC E2348/69.

Todas as sequéncias obtidas foram comparadas com as sequéncias listadas
no EMBL/GenBank utilizando o programa Blastn. A similaridade entre as sequéncias
e 0s respectivos genes das amostras de tEPEC E2348/69 (O127:H6) e de EHEC
Sakai (O157:H7) foi verificada e esta apresentada na tabela 8. Todos os genes
apresentaram alta similaridade com as amostras E2348/69 e Sakai.
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Tabela 8- Similaridade em porcentagem das sequéncias dos genes das amostras
deste estudo, em comparacao com as sequéncias dos respectivos genes
das amostras de tEPEC E2348/69 e de EHEC Sakai

Genes (N° de pares de bases depositadas no Blastn)
ler (315) sepZ (271) escV (691) eae (441)  espA (575) map (535) cest (422)

Amostras
E2348/69  94-99%  98-100% 96-100% 96-98% 90-99% 84% 94-95%
Sakai 94-99% 84% 96-99% 94-97% 84-87% 83% 94-99%

A porcao conservada das sequéncias de nucleotideos dos sete genes da
regidao LEE sequenciados, foram utilizadas para a andlise da relacdo genética das
amostras deste estudo. A figura 13 mostra 0o esquema do supergene construido
para cada amostra, onde houve uma variacdo de tamanho entre 3.241 e 3.251
nucleotideos. O alinhamento multiplo dos supergenes foi utilizado para a construgéao

de uma arvore filogenética.

ler sepZ escV map cest eae espA

Figura 13- Esquema do supergene construido através da unido da sequéncia dos genes ler,
sepZ, escV, map, cest, eae e espA.

A arvore filogenética apresentada na figura 14 mostra trés grupos
divergentes: o grupo I contém a EHEC (amostra Sakai), o grupo II contém a tEPEC
(amostra E2348/69) e o grupo III somente as quatro aEPEC deste estudo. Todos os

grupos apresentam valores de bootstrap acima de 80%.
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Figura 14- Arvore filogenética das quatro amostras de aEPEC, tEPEC (E2348/69)
e EHEC (Sakai) baseada nos genes ler, sepZ, escV, map, cest, eae, e
espA. Filograma construido utiizando o método de maxima
parcimonia baseado em 1000 réplicas de bootstrap.

4.7 Deteccao da transcricao dos genes da regiao LEE através de microarray de
cDNA

Com intuito de analisar a transcricdo dos genes de LEE, os cDNAs das
aEPEC deste estudo, obtidos apds crescimento das amostras em DMEM, foram
hibridizados em chips de microarray contendo o genoma completo de quatro
amostras de E. coli.

Os resultados da transcricao dos genes da regidao LEE, quando comparados
com a amostra BA320, estdo apresentados na tabela 9. Embora os chips utilizados
apresentassem o genoma completo de 4 E. coli (item 3.6), somente os 31 genes da
regiao LEE foram analisados neste estudo. Apds a hibridizacdo dos chips, verificou-

se que os melhores sinais de fluorescéncia ocorreram com os genes de LEE do
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patovar EHEC EDL933. Desta forma, os resultados apresentados na tabela 9
referem-se aos dados da hibridizacdo com esse patovar.

Conforme se observa na tabela 9, as amostras Ec292/84 e BA4013
apresentaram todos os 31 genes da regido LEE com transcricdo reduzida em
relacdo aos mesmos genes da amostra BA320. Ja a amostra 9100/83 apresentou a
transcricdo da maioria dos genes de LEE reduzidos; os genes sepZ, cesF, map, tir,
cest, eae, espA, espD, espB, apresentaram transcricdo ndo modificada e a
transcricdo do gene espF foi aumentada em relacdo a BA320.

Tabela 9- Niveis de transcricdo dos genes da regido LEE das aEPEC Ec292/84,
9100/83 e BA4013 em comparacdo com a expressdo dos mesmos genes
da aEPEC BA320

Gene Amostra Patovar ®
Ec292/84 9100/83 BA4013
espG R R R EDL933
ler R R R EDL933
cesAB R R R EDL933
escR R R R EDL933
escS R R R EDL933
escT R R R EDL933
escU R R R EDL933
griR R R R EDL933
griA R R R EDL933
cesD R R R EDL933
escC R R R EDL933
sepD R R R EDL933
escd R R R EDL933
sepZ R NM R EDL933
escV R R R EDL933
escN R R R EDL933
sepQ R R R EDL933
espH R R R EDL933
cesF R NM R EDL933
map R NM R EDL933
tir R NM R EDL933
cesT R NM R EDL933
eae R NM R EDL933
continua
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escD R R R EDL933
seplL R R R EDL933
espA R NM R EDL933
espD R NM R EDL933
espB R NM R EDL933
cesD2 R R R EDL933
escF R R R EDL933
espF R A R EDL933

® Patovar: E. coli EHEC EDL933.
R: transcri¢ao reduzida; A: transcricdo aumentada; NM: transcricdo ndo modificada.

4.8 Quantificacao da transcricao dos operons de LEE através da PCR em
tempo real

Através da PCR em tempo real foi realizada a quantificacao da transcrigéo
dos cinco operons da regido LEE. Foram utilizadas duas condi¢cées de cultivo
bacteriano: na presenca e auséncia das células HeLa. Em ambas as situacdes
foram utilizadas duas amostras de EPEC como referéncia na comparacao, a BA320
(aEPEC) e a E2348/69 (tEPEC), em experimentos independentes.

Conforme mostrado na figura 15, os niveis de transcricdo de LEE1 foram
medidos através da quantificacdo da transcricdo do gene ler. Tanto comparando
com a BA320 como com a E2348/69, as amostras apresentaram niveis de
transcricao de ler muitos baixos em DMEM (Figura 15A e 15C) e na presenca de
células HelLa (Figuras 15B e 15D), exceto a BA320 comparada com E2348/69. Os
resultados demonstram aumento significativo na transcricdo de LEE1 na presenca
das células HelLa quando comparado com DMEM, sendo esse aumento de em torno
de 1x10? vezes para a EC292/84 (em ambas as situacdes de comparacdo); 10
vezes para a 9100/83 (em ambas as situacbes de comparagao). Por outro lado,
houve diminuicdo em torno de 1x10* vezes para a BA320 em comparagdo com a
E2348/69.
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Figura 15- Analises da transcricao do operon LEE1 das amostras de aEPEC deste estudo, detectadas através da transcricdo do gene
ler em ensaios da PCR em tempo real. Os niveis de expressao correspondem a valores arbitrarios em relacéo aos niveis de
transcricao do gene ler da amostra de aEPEC BA320 (A e B) e tEPEC E2348/69 (C e D) A: Amostras cultivadas em DMEM.
B: Amostras cultivadas na presenca de células HelLa. C: Amostras cultivadas em DMEM. D: Amostras cultivadas na §g
presenca de células HelLa. Os valores foram significativos para p<0.05.



Na figura 16 observa-se o nivel de transcricdo de LEE2, através da
quantificacao da transcricdo do gene escC. Em comparacao com a BA320, observa-
se que os niveis transcricionais de escC das amostras Ec292/84, 9100/83 e BA4013
foram muito baixos tanto na auséncia (Figura 16A) quanto na presenca das células
Hela (Figura 16B), sendo que no segundo caso o nivel de transcricao foi maior que
no primeiro, cerca de 1x10? vezes para a Ec292/84, e cerca de 5 vezes menor para
a 9100/83. Ja na comparagcdo com a E2348/69, observa-se que o0s niveis de
transcricdo de escC das amostras Ec292/84 e BA4013 foram muito baixos, tanto na
auséncia (Figura 16C) quanto na presenca das células HelLa (Figura 16D), sendo
gue na presenca das células eucaridticas os niveis de transcricbes foram maiores
(1x10® vezes Ec292/84). Ja as outras duas amostras, BA320 e 9100/83,

apresentaram altos niveis de transcricdes em ambas as situacoes.
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Figura 16- Analises da transcricdo do operon LEE2 das amostras de aEPEC deste estudo, detectadas através da transcricdo do gene escC
em ensaios da PCR em tempo real. Os niveis de expressao correspondem a valores arbitrarios em relacdo aos niveis de
transcricao do gene ler da amostra de aEPEC BA320 (A e B) e tEPEC E2348/69 (C e D) A: Amostras cultivadas em DMEM. B:
Amostras cultivadas na presencga de células HeLa. C: Amostras cultivadas em DMEM. D: Amostras cultivadas na presenca de
células HelLa. Os valores foram significativos para p<0.05 e nao significativo para *p:0,9924. 38



Conforme mostrado na figura 17, os niveis de transcricdo de LEE3 foram
medidos através da quantificacdo da transcricdo do gene escV. Na comparacao com
a BA320, tanto na auséncia (Figura 17A) quanto na presenca das células HelLa
(Figura 17B), os niveis de transcricdes das amostras 9100/83, Ec292/84 e BA4013
foram muito baixos. Na comparagdo com a E2348/69, no cultivo somente em DMEM
(Figura 17C) os niveis de transcricdes das amostras 9100/83, Ec292/84 e BA4013
foram muito baixos, sendo a BA320 a Unica a apresentar nivel alto de transcricdo. Ja
na presenca das células HelLa (Figura 17D), todas as trés amostras aderentes
apresentaram altos niveis de transcricbes de escV, sendo que a amostra Ec292/84
apresentou niveis similares ao da E2348/69 (p= 0,2354). Em ambas as situagdes, na
comparacdo com a BA320 e E2348/69, a amostra Ec292/84 apresentou nivel de
transcricdo maior na presenca de células HelLa em relacdo a auséncia destas,
aumento de em torno de 10 vezes (comparacao BA320) e 1x102 vezes (comparacao
com E2348/69); ja a amostra 9100/83 apresentou niveis semelhantes (comparacao
com BA320) e aumento de 10 vezes (comparacdo com E2348/69); a BA320
aumento em torno de 10 vezes (comparagdao com E2348/69).
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Figura 17- Andlises da transcricdo do operon LEE3 das amostras de aEPEC deste estudo, detectadas através da transcricdo do gene
escV em ensaios da PCR em tempo real. Os niveis de expressao correspondem a valores arbitrarios em relacao aos niveis de
transcricao do gene ler da amostra de aEPEC BA320 (A e B) e tEPEC E2348/69 (C e D) A: Amostras cultivadas em DMEM. B:
Amostras cultivadas na presenga de células HeLa. C: Amostras cultivadas em DMEM. D: Amostras cultivadas na presenga de

células HelLa. Os valores foram significativos para p<0.05 e n&o significativo para *p:0,2354.
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Observa-se na figura 18, os niveis de transcricbes de LEE4 através da
quantificacdo da transcricdo do gene espA. Na comparacdo com a BA320, a
amostra Ec292/84 apresentou niveis baixos de transcricdo, tanto na auséncia
(Figura 18A) quanto na presenca das células HelLa (Figura 18B), sendo o valor do
nivel de transcricdo 10 vezes menor na presenca das células HelLa em relacdo a
auséncia destas. A BA4013 também apresentou nivel baixo de transcricdo na
auséncia de células. Ja a amostra 9100/83 apresentou nivel de transcrigdo de espA
maior que a BA320 na auséncia de células HelLa (Figura 18A) e nivel de transcricao
menor na presenca das células (Figura 18B), tendo uma reducao de 1x102 vezes na
presenca das células eucaridticas quando comparado com a auséncia destas. Na
comparacao com a E2348/69, as amostras Ec292/84 e BA4013 apresentaram niveis
préximos aos da E2348/69 no cultivo em DMEM (Figura 18C), ja na presenca das
células HeLa a amostra Ec292/84 apresentou baixo nivel de transcricdo, tendo uma
reducédo de 10 vezes na presenca das células eucariéticas quando comparado com
a auséncia destas. As amostras BA320 e 9100/83 apresentaram altissimos niveis de
transcricao, tanto na auséncia (Figura 18C) quanto na presenca (Figura 18D) das
células eucarioticas, tendo a 9100/83 uma reducao de 1x102 vezes na presenca das
células eucariéticas quando comparado com a auséncia destas, ja a amostra BA320

apresentou niveis semelhantes de transcricdo em ambas situacoes.
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Figura 18- Analises da transcricdo do operon LEE4 das amostras de aEPEC deste estudo, detectadas através da transcricdo do
gene espA em ensaios da PCR em tempo real. Os niveis de expresséao correspondem a valores arbitrarios em relagao
aos niveis de transcricdo do gene ler da amostra de aEPEC BA320 (A e B) e tEPEC E2348/69 (C e D) A: Amostras
cultivadas em DMEM. B: Amostras cultivadas na presenga de células HeLa. C: Amostras cultivadas em DMEM. D:

Amostras cultivadas na presenca de células HelLa. Os valores foram significativos para p<0.05 e nao significativo para

*p: 0,0730.
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Na figura 19 observam-se os niveis de transcricdo de LEES através da
quantificacdo da transcricdo do gene eae. Tanto na auséncia quanto na presenca
das células HelLa (Figura 19A e 19B) todas as amostras apresentaram niveis de
transcricdo menores que a BA320. Na presenca das células eucaribticas a
EC292/84 apresentou transcricdo maior em relacdo a auséncia destas células (cerca
de 1x102 vezes), ja a cepa 9100/83 apresentou niveis semelhantes. Em comparacao
com a E2348/69 na auséncia das células HelLa (Figura 19C), somente a amostra
Ec292/84 apresentou nivel muito baixo de transcricdo. Ja na presenca das células
(Figura 19D) apresentou nivel de transcricao superior ao da E2348/69. Na presenca
das células HeLa a amostra Ec292/84 apresentou elevados niveis de transcricao de
eae, em relacdo a auséncia destas células (cerca de 1x102 vezes), ja a cepa

9100/83 apresentou aumento de 5 vezes e a BA320 niveis semelhantes.
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Figura 19- Analises da transcrigcdo do operon LEE5 das amostras de aEPEC deste estudo, detectadas através da transcricdo do gene
eae em ensaios da PCR em tempo real. Os niveis de expressao correspondem a valores arbitrarios em relagcdo aos niveis
de transcricdo do gene ler da amostra de aEPEC BA320 (A e B) e tEPEC E2348/69 (C e D) A: Amostras cultivadas em
DMEM. B: Amostras cultivadas na presenca de células HelLa. C: Amostras cultivadas em DMEM. D: Amostras cultivadas
na presenca de células HelLa. Os valores foram significativos para p<0.05. 94



4.9 Expressao das proteinas EspA, EspB, EspD, intimina e Tir através de

immunoblotting

Na figura 20 pode-se observar a expressao das proteinas EspA, EspB, EspD,

Intimina e Tir. Todas as aEPEC expressaram as proteinas pesquisadas em

diferentes niveis, destacando-se a baixa intensidade da banda de Tir e EspA da
amostra Ec292/84.

E2348/69 CVD 206 EC292/84 9100-83 BA320 BA4013
v ; I
o4 - abed m P
! : ’ i
E2348/69 2tir EC292/84 9100-83 BA320 BA4013
78kDa . ~— — ,
W Tir
E2348/69 uMD872 EC292/84 9100-83 BA320 BA4013
25kDa " p— EspA
E2348/69 UMD864 EC292/84 9100-83 BA320 BA4013
38kD Py
a - ‘ EspB
E2348/69 UMD870 EC292/84 9100-83 BA320 BA4013
Bitgg, Th.p
s9kba . u w . EspD
“ | A

Figura 20- Immunoblotting para deteccao das proteinas intimina, Tir, EspA, EspB e

EspD, das amostras: EC292/84, 9100/83, BA320, BA4013 e E2348/69
(controle positivo). CVD206, Atir, UMD872, UMD864 e UMD870
(controles negativos). Os extratos protéicos foram separados em gel de
poliacrilamida na concentracdo de 12% (EspA, EspB e EspD) ou 10%
(Intimina e Tir) e transferidos para membrana de PVDF (EspA, EspB e
EspD) ou de nitrocelulose (Intimina e Tir). A imunodetecgéo foi realizada
com os respectivos antissoros na concentragdo de 1:100. O anticorpo
secundario anti-imunoglobulina de coelho produzida em cabra conjugada
a peroxidase foi usado na concentragdo de 1:5000. A revelacdo foi
realizada com 3,3-diaminobenzidina e peréxido de hidrogénio.
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4.10 Analise fenotipica das amostras de aEPEC, contendo espFu/tccP in trans

As amostras Ec292/84(pKC471), 9100/83(pKC471), BA320(pKC471) e
BA4013(pKC471) foram submetidas aos testes de adesao (Figura 21) e FAS (Figura
22), em contato com as células HelLa durante 6h.

Nos testes de adesdo as amostras BA320(pKC471), EC292/84(pKC471) e
9100/83(pKC471) mantiveram o0s mesmos padroes de adesdao das amostras
selvagens, ou seja, ALL (Figura 21A), AA (Figura 21B) e AD (Figura 21C),
respectivamente. Ja& a amostra BA4013(pKC471) apresentou a capacidade de
aderir, expressando o padrao ALL (Figura 21D).

Figura 21- Padrdes de interacdo das amostras de aEPEC deste estudo transformadas
com o plasmideo pKC471, em ensaios de 6h com células HelLa. As células
foram fixadas com metanol, coradas com solugdo de MayGrinwald/Giemsa
e visualizadas através de microscopia éptica sob aumento 1000x. A:
amostra  BA320(pKC471)-padrdo  Localizado-like;  B:  amostra
Ec292/84(pKC471)-padrdo agregativo; C: amostra 9100/83(pKC471)-

padrao difuso, D: amostra BA4013(pKC471)-padréo localizado-like. %6



Observa-se na figura 22 os resultados dos testes de FAS dessas mesmas
amostras de aEPEC contendo o plasmideo que expressa EspFu. As amostras
BA320(pKC471) (Figura 22A), 9100/83(pKC471) (Figura 22C), e BA4013(pKC471)
(Figura 22D) foram positivas para o acumulo de actina no local da adesdo. A
amostra Ec292/84(pKC471), foi negativa no teste de FAS (Figura 22B).

.
.

Figura 22- Teste de FAS com células HelLa (6h de interagéo) das amostras de aEPEC
deste estudo transformadas com o plasmideo pKC471. As células foram
coradas com isotiocianato de faloidina e iodeto de propidio e visualizadas
através de microscopia de fluorescéncia sob aumento de 1000x. A:
amostra BA320; B: amostra EC292/84; C: amostra 9100/83, D: amostra
BA4013. Aumento 1000 vezes.
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Conforme mostrado na figura 23, todas as quatro amostras transformadas
com o plasmideo pKC471 foram negativas no teste de fosforilagdo de Tir em cultura
de células Hela.

Na tabela 10 estdo mostrados os resultados dos testes de adesao e FAS das
amostras de aEPEC transformadas com o plasmideo pKC471, bem como as

respectivas amostras selvagens para fins comparativos.
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(A) BA320(pKC471)  (B) Ec292/84(pKC471)  (C) 9100/83(pKC471) (D) BA4013(pKC471) (E) E2348/69

- -----

Figura 23- Teste de fosforilagdo da proteina Tir das amostras de aEPEC deste estudo com células HeLa e HEp-2, apos 6h de interagéo.
As células foram coradas com isotiocianato de fluoresceina e visualizadas através de microscopia de fluorescéncia sob

aumento de 1000x. (A): amostra BA320(pKC471); (B): amostra EC292/84(pKC471); (C): amostra 9100/83(pKC471); (D):
amostra BA4013(pKC471) e (E): amostra protétipo de tEPEC E2348/69 (controle positivo).
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Tabela 10- Resultados dos ensaios de adesdo, FAS e de detecgdo da fosforilacdo de Tir das amostras de aEPEC deste estudo

(selvagens e transferidas com o plasmideo pKC471) em diferentes linhagens celulares in vitro, ap6s 6h de contato

células-bactérias

Linhagens celulares

Amostras Hela HEp-2 Caco-2 T84 HT29
Padrao Teste Tir? Padrao Teste  Tir* Padrao Teste Padrao Teste Padrao Teste
Adeséo FAS Adeséo FAS Adeséao FAS Adeséao FAS Adeséao FAS
Amostras aEPEC
BA320 ALL + - ALL + - ALL - ALL - ALL +
BA320(pKC471) ALL + - NT NT NT NT NT NT NT NT NT
Ec292/84 AA - - AA - - AA - AA - AA -
Ec292/84(pKC471 ) AA - - NT NT NT NT NT NT NT NT NT
9100/83 AD + - AD - - AD - AD - AD -
9100/83(pKC471) AD + - NT NT NT NT NT NT NT NT NT
BA4013 NA - - NA - - NA - NA - NA -
BA4013(pKC471) ALL + - NT NT NT NT NT NT NT NT NT
Amostras Controles
E2348/69 AL + + AL + + AL + AL + AL +
DH5a NA - - NA - - NA - NA - NA -

AA, adeséao agregativa; AD, adesao difusa; AL, adesao localizada; ALL, ades&o localizada-like; NA, ndo aderente; NT, n&o testada.
®Ensaio de deteccao da fosforilagdo de tirosina da proteina Tir, através de imunofluorescéncia.
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Na figura 24 observa-se os niveis de transcricao dos operons de LEE das
amostras BA4013 e BA4013(pKC471), comparados com 0s mesmos niveis de

transcricdo da amostra BA320.

Ambas as cepas apresentaram niveis semelhantes de transcricdo, cerca de
1x10°, de LEE1 (ler) (Figura 24A). J4 na comparagdo com a BA320, os niveis foram
cerca de 1x10° vezes menores em ambas as cepas (Figura 24A). Na figura 24B,
podemos observar os niveis de transcricao de LEE2 (escC). Os niveis de transcri¢cao
da amostra BA4013(pKC471) foram cerca de 1x10° vezes maiores que da amostra
BA4013 e cerca de 10 vezes menores que da cepa BA320, ja a BA4013 apresentou
cerca de 1x10* vezes menores niveis de transcricdo que da amostra BA320. Os
niveis de transcricido de LEE3 (escV) estdo apresentados na figura 24C. A cepa
BA4013(pKC471) apresentou niveis transcricionais cerca de 10 vezes maiores que
da amostra BA4013 e cerca de 5 vezes menores que da cepa BA320, sendo que a
BA4013 apresentou cerca de 0,5x10? vezes menores niveis de transcricdo que da
cepa BA320. Conforme mostrado na figura 24D, os niveis de transcricao de LEE4
(espA) da cepa BA4013(pKC471) foram semelhantes aos niveis da cepa BA320 e
cerca de 1x10° vezes maiores que o da cepa BA4013. Observa-se na figura 24E os
niveis de transcricdo de LEE5 (eae) da amostra BA4013(pKC471) foram
semelhantes aos niveis da cepa BA320 e cerca de 0,5x10? vezes maiores que o da
cepa BA4013.
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Figura 24- Andlises das transcricbes dos operons LEE1, 2, 3, 4 e 5 das amostras
aEPEC BA4013 (ap6s cultivo em DMEM) e BA4013(pkC471) (apds cultivo
em cultura de células Hela), detectadas através da transcrigdo dos genes
ler, escC, escV, espA e eae em ensaios da PCR em tempo real. Os niveis
de expressao correspondem a valores arbitrarios em relagéo aos niveis de
transcricao dos respectivos genes da amostra de aEPEC BA320. (A):
LEE1, (B): LEE2, (C): LEES3, (D): LEE4 e (E): LEE5. Os valores foram
significativos para p<0.05 e nao significativos para *p: 0.9873.
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5 DISCUSSAO

Alguns estudos sugerem que a regidao LEE de certas amostras de aEPEC nao
sdo expressas, tornando-as incapazes de desempenhar sua patogénese
(RODRIGUES et al., 1996; GHILARD et al., 2003; NUNES et al., 2003; VIEIRA et al.,
2001). A andlise da regido LEE, do ponto de vista estrutural e funcional, e a
verificacdo das vias de sinalizagcdo que levam a formacado do pedestal na célula
hospedeira, sdo pontos essenciais no estudo de amostras de aEPEC que expressam
diferentes fenotipos de interagdo com células epiteliais cultivadas.

O termo EPEC atipica foi primeiramente definido por Kaper (1996) para
classificar amostras de E. coli que possuem 0 gene eae, ndo albergam o plasmideo
PEAF e os genes stx. A verificacdo da presenca ou auséncia de pEAF é realizada
através da reatividade com a sonda genética EAF (TRABULSI; KELLER; GOMES,
2002), a qual corresponde a um fragmento criptico de aproximadamente 1 kb do
pEAF, usado para o diagnéstico de EPEC (NATARO et al., 1985). Entretanto, existem
trabalhos demonstrando a falta de reatividade da sonda EAF em amostras que
expressam BFP e amostras que reagem com a sonda e ndo expressam a adesina
BFP (BORTOLINI et al., 1999; GHILARDI et al., 2003). Desta forma, a melhor
definicdo para aEPEC é a de Trabulsi; Keller, Gomes. (2002), os quais acrescentam a
definicdo de Kaper (1996) a necessidade de se verificar a expressdao de BFP.
Tornando por base esse conceito, as quatro amostras de aEPEC selecionadas para
este estudo, previamente descritas como aEPEC (RODRIGUES et al.,, 1996; DO
VALLE et al.,1997; ABE et al.,, 2009), foram inicialmente analisadas genética e
fenotipicamente para as caracteristicas de aEPEC, confirmando o gendtipo
eae+/bfpA-/stx1-/stx2-/perA-/sonda EAF- e a falta da expressao de BFP.

Uma vez que a selecdo das amostras de aEPEC deste estudo baseou-se no
padrao de interagdo com células epiteliais cultivadas, os padrées de adesao descritos
anteriormente (RODRIGUES et al., 1996; DO VALLE et al.,1997; ABE et al., 2009),
foram novamente avaliados em células epiteliais HEp-2 e HelLa, bem como se os
mesmos se mantinham nas linhagens intestinais Caco-2, T84 e HT29.

O padrao de adesao localizado-/ike foi descrito por Rodrigues et al. (1996).
Estes autores estudaram amostras de EPEC isoladas de pacientes com diarreia e
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que apresentavam um padrdo de adesdo em células HEp-2 semelhante ao
localizado, mas com o aglomerado bacteriano de adesao frouxo e expresso somente
apos 6h de interacao. Este tipo de adesao pdde ser observado na amostra BA320
do presente estudo em todas as linhagens celulares testadas, conforme previamente
descrito por Abe et al. (2009) em ensaio de adesao de 6h com células HEp-2.

O padrao de adesdo agregativo foi descrito por Nataro et al. (1987) como o
padrdao em que as bactérias aderem-se uma as outras, a superficie das células
epiteliais e também a superficie da laminula na auséncia de células, numa
configuracdo que lembra tijolos empilhados. Confirmando dados previamente
descritos (ELIAS et al., 2002; BARROS et al., 2008), este tipo de adesédo pbde ser
observado apds 6h de interacdo da amostra Ec292/84 deste estudo em todas as
linhagens celulares testadas. Assim, este padrao também ndo sofreu variacdo em
linhagens intestinais e ndo intestinais. Em um estudo de caracterizagéo de E. coli do
sorogrupo 0125 isoladas de fezes mostrou que o sorotipo O125ac:H6 é constituido
exclusivamente por amostras de aEPEC (DO VALLE et al.,, 1997). Barros et al.
(2008) verificaram que em seis amostras de aEPEC do sorotipo O125ac:H6, dentre
elas a amostra Ec292/84, ndo ocorreu alteracdo do padrdo de adesao AA e todas
foram negativas nos ensaios de FAS, ambos apds 6h de cultivo em linhagens HEp-
2, Caco-2, T84 e HT29. Ruiz (2009) verificou através de ensaios de mutagénese que
uma proteina de membrana externa de 30 kDa esta envolvida no estabelecimento
do padrao AA da amostra Ec292/84, e que esta proteina é transportada via sistema

de secrec¢do do tipo 2.

O padréao de adesao difuso apresentado pela amostra 9100/83 nos testes de
adesdo nas linhagens celulares intestinais e nao intestinais esta de acordo com o
descrito por trabalhos anteriores utilizando esta amostra em ensaios com células
HEp-2. (RODRIGUES et al. 1996; KELLER et al., 2002). Este padrao foi descrito por
Scaletsky et al. (1984) como a adesdo bacteriana que cobre toda a superficie da
célula HelLa de forma difusa. Segundo Kelller et al. (2002) o padrdao AD da amostra
9100/83 é mediado por uma adesina de 16 kDa, com estrutura fibrilar, denominada
de EPEC Afa por possuir alta similaridade com a adesina Afa de UPEC.

A amostra BA4013 ndo apresentou aderéncia nas linhagens celulares testadas,

tampouco sobre a superficie da laminula, confirmando os achados iniciais de Abe et
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al. (2009) em teste de adesédo apo6s 6h contato bactérias-células HEp-2. Amostras
de aEPEC nao aderentes in vitro ja foram relatadas por outros autores (DULGUER
et al., 2003; GOMES et al., 2004; ROBINS-BROWNE et al., 2004). Como essa
amostra foi isolada de um caso diarreico, ela provavelmente apresentou aderéncia in
vivo para poder colonizar o intestino e provocar a diarreia. A incapacidade de aderir
em células epiteliais cultivadas poderia ser explicada por algumas hipéteses. Essa
amostra pode ter algum problema estrutural e/ou funcional da regido LEE, pois
EPEC adere na célula hospedeira através de EspA e intimina (CLEARY et al., 2004).
Além disso, esta amostra pode conter genes que codificam proteinas relacionadas a
adesao e/ou que codificam proteinas reguladoras deste processo, inseridos em
elementos genéticos méveis, 0os quais durante a passagem da bactéria pelo trato
intestinal possam ter sido perdidos. Também nao se pode afastar a hiptese desta
amostra s6 expressar seus fatores de adesdo apds sinalizacdo com o epitélio
intestinal, tornando-se aderente somente in vivo, o que poderia ser avaliado através
de ensaios de interacdo com mucosa intestinal preservada. Como o teste de adesao
foi realizado durante 6h contato bactérias-células, ndo se pode afastar a
possibilidade desta amostra ser capaz de aderir em intervalo de tempo maior que
este. Culler (2010) estudou a capacidade de formacao de biofilme de amostras de
aEPEC que apresentavam diversos padrées de interagdo com células HEp-2.
Dentre as amostras estudadas, as ndo aderentes apresentaram forte capacidade de
formacao de biofilme apo6s 24h de contato bactérias-células, indicando que essas
amostras aderem em superficies bidticas e abibdticas apds periodos maiores de
incubacao. Estudos de protedmica de adesinas fimbrias e afimbriais com a amostra
BA4013 estdo em andamento no Laboratério de Bacteriologia do Instituto Butantan e
poderao esclarecer os fatores de adesédo dessa amostra.

Portanto, as quatro amostras de aEPEC deste estudo ndo apresentaram
variagcdes nos padrées de adesdo apds contato com as cinco linhagens celulares
avaliadas, entretanto, o numero de amostras analisadas neste estudo foi limitado
para concluir que a expressao destes padroes de adesado é similar em distintas
linhagens celulares. De fato, Vieira et al. (2001) verificaram algumas variacées nos
padrées de adesado de 59 amostras de aEPEC apds interacdo com células Hela e
Caco-2. Moreira et al. (2008) também mostraram variacoes dos padroes de adesao
de amostras de aEPEC do sorotipo O51:H40 ap6s cultivo em células HelLa, Caco-2
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e T84. Estes achados indicam que fatores ambientais e/ou da célula hospedeira
estdo estimulando a expressao destes diferentes padrées de adesao.

A capacidade de induzir o acumulo de filamentos de actina polimerizada no
sitio da adesao bacteriana pode ser detectada através do teste de FAS (KNUTTON
et al., 1989) e é um indicativo da formacao da lesdo A/E in vitro. Por sua vez, a
inducdo do acumulo de actina no local da adesao da EPEC ou EHEC pode ocorrer
através de trés vias de sinalizagao (FRANKEL; PHILLIPS, 2008).

A via de fosforilacdo de Tir foi descoberta no protétipo de tEPEC E2348/69
(KENNY, 1999; CAMPELLONE et al., 2002) e consiste na fosforilagdo da tirosina
474 da regiao C-terminal de Tir, apds a insercdo desta proteina na membrana da
célula hospedeira e a ligagdo desta com a adesina intimina. A fosforilacdo ativa Nck
que ativa N/WASP e Arp2/3, provocando o acumulo de actina polimerizada na
regiao e, consequentemente, a formacdo do pedestal. Esta via ndo ocorreu nas
amostras de aEPEC estudadas, indicando que ha auséncia da tirosina nesta regiao
da proteina Tir, ou ndo ocorre fosforilacdo desta tirosina pelas fosforilases destas

células hospedeiras, ou ainda, que este evento ocorre somente in vivo.

Na segunda via, descoberta na EHEC EDL933, a proteina Tir ndo ¢ fosforilada
apds contato com a intimina (CAMPELLONE et al., 2004; GARMENDIA et al., 2004).
Esta amostra contém um profago inserido em seu cromossomo, o qual possui uma
sequéncia génica denominada espFu/tccP. A proteina EspFu é secretada via SST3
para o interior da célula eucariética e tem papel parecido com o de Nck. EspFu nao
interage diretamente com Tir, a interacdo se da através das proteinas
IRSpS3/IRTKS, em conjunto ou separadamente (VINGADASSALOM et al., 2009;
WEISS et al., 2009). Portanto, estas proteinas se ligam a Tir e ativam EspFu, que
por sua vez ativa N/'WASP e o complexo Arp2/3, provocando o acumulo de actina
polimerizada na regido e formacao do pedestal. Esta via foi utilizada pela amostra
BA320 (ALL) quando em contato com as linhagens celulares HelLa, HEp-2 e HT29.
Em duas linhagens intestinais, Caco-2 e T84, esta amostra foi incapaz de provocar
acumulo de actina polimerizada abaixo do foco da adesao bacteriana, indicando
provavel nao interacdo entre Tir e IRSp53/IRTKS, ou EspFu e IRSp53/IRTKS ou
entre EspFu e N/WASP. Outra hipotese é que estas duas linhagens celulares

cultivadas possam estar secretando fatores que impecam a formagcdo do SST3
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bacteriano. O gene espFu/tccP parece nao ser prevalente em aEPEC, com excecao
das amostras do sorotipo O55:H7. Garmendia et al. (2005) estudaram a prevaléncia
deste gene em 264 amostras de aEPEC usando os iniciadores fccP e verificaram
amplificacdo em 25 amostras, sendo 15 destas do sorotipo O55:H7. A amostra
BA320 (ALL) do presente trabalho também pertence a esse sorotipo.

A aEPEC deste estudo que expressa o padrao AD (9100/83) foi capaz de
induzir acumulo de actina polimerizada abaixo do foco da adesdo somente quando
em contato com as células HeLa. Como esta amostra nao apresentou amplificacao
de espFu quando utilizados os iniciadores fccP/tccP2, é possivel que o gene espFu
desta aEPEC seja uma nova variante e que os iniciadores néao o tenha reconhecido,
assim sendo, a proteina EspFu interage somente com elementos da via de formacao
do pedestal da célula HelLa. Esta hipotese é corroborada pelos estudos de Ooka et
al. (2007) e Garmendia et al. (2005), que encontraram variacoes de 0,6 kb a 2 kb e
0,5 kb a 1,3 kb para este gene, utilizando os iniciadores tccP2 e tccP,
respectivamente, em amostras de aEPEC, tEPEC e EHEC. Também nao se pode
descartar a possibilidade de que fatores liberados pelas células hospedeiras estejam
inibindo a formagéo do SST3 nas linhagens celulares cultivadas onde nao houve

acumulo de actina polimerizada no local da adesao.

A terceira via de sinalizacao foi descoberta em aEPEC por Bai et al. (2008), os
quais detectaram a capacidade de uma amostra de aEPEC (sorotipo O125:H6) em
causar a lesdo A/E somente em bidpsias intestinais cultivadas, demonstrando assim
a funcionalidade da regido LEE dessa amostra. Entretanto, apés a translocacao de
Tir para a célula eucaridtica ndo ocorreu a sua fosforilacdo e nem ativagédo de
N/WASP por Nck e/ou EspFu (TccP/TccP2), diferindo do comportamento de
amostras de EPEC. Dessa forma, as etapas de ativagao da polimerizacéo da actina
nessa amostra do sorotipo O125:H6 sdo mediadas por proteinas ainda nao
caracterizadas. Este evento, provavelmente, ocorreu com a amostra que expressou
padrao AA do presente estudo (Ec292/84), uma vez que pertence ao sorotipo
O125ac:H6, o que pode explicar a ndo observacdo da lesdo A/E in vitro. Outra
hipétese é que o SST3 desta amostra ndo esteja sendo montado por algum
problema estrutural e/ou funcional da regido LEE.
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A amostra ndo aderente BA4013 foi incapaz de provocar acumulo de actina em
todas as linhagens celulares cultivadas in vitro testadas, justamente por ndo interagir
com estas células epiteliais cultivadas, conforme demonstrado por Abe et al. (2009)
em teste de FAS de 6h usando células HEp-2.

Em resumo, as amostras de aEPEC deste estudo, ap6s ensaios de FAS com
linhagens epiteliais intestinais e nado intestinais, foram classificadas como FAS
positivas (amostras que expressam os padroes ALL e DA) e FAS negativas (amostra
que expressa o padrdao AA e amostra nao aderente).

Como as proteinas expressas pelos genes da regidao LEE estao envolvidas na
formagéo da lesdo A/E (HERNANDES et al., 2009), a regido LEE das aEPEC FAS
negativas poderia apresentar alguma mutagéo e/ou problemas na expressao génica
e nao induzir a polimerizagdo da actina. Para isso foram realizadas analises

estruturais e funcionais de cada regido LEE das aEPEC deste estudo.

Primeiramente, na andlise estrutural, foi verificada a provavel insercdo de LEE
no cromossomo bacteriano das quatro aEPEC em estudo. Dos trés sitios de insercao
descritos até o momento (MCDANIEL et al., 1995; SPERANDIO et al., 1998; RUMER,
et al., 2003), as amostras BA320 (ALL), Ec292/84 (AA) e 9100/83 (AD) apresentaram
provavel insercao em selC e a BA4013 (NA) em pheV. Essa determinacao do local de
insercdo é provavel, devido ao fato de que os iniciadores utilizados permitirem a
pesquisa da integridade desses genes, ou seja, indicam se 0 gene estd ou nao
interrompido pela insercdo de algum elemento genético. Para confirmagdo da
insercao dessas ilhas nos genes de RNAt pesquisados seria necessario utilizar uma
PCR com um iniciador foward que anelasse na sequéncia do gene de RNAt e um
reverse que anelasse na sequéncia do inicio da regido LEE. Uma vez que as
extremidades da regido LEE dessas quatro amostras ndo estdo sequenciadas, nao foi
possivel adotar esta estratégia. Mesmo assim, estes resultados indicaram a presenca
da regido LEE nestas amostras.

Gartner e Schmidt (2004) realizaram o sequenciamento total da regiao LEE de
duas amostras de aEPEC que aderem no padrdao AD. Eles mostraram que LEE esta
inserida em selC em uma amostra e em pheU na outra. Também verificaram que a

PAI é altamente conservada em relagcdo ao tamanho e organizacao dos genes em
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comparacdo com outros patdégenos que causam lesao A/E, sendo que cada PAI
possui 41 ORFs e destas 31 sdo genes.

As quatro amostras de aEPEC deste estudo foram analisadas quanto a
presenca dos 31 genes de LEE, sendo que deste total, 11 genes nao foram
amplificados em pelo menos uma das cepas estudadas. Este fato poderia explicar a
auséncia da lesdo A/E nas amostras Ec292/84 (AA) e BA4013 (NA). Por outro lado,
esses resultados negativos podem indicar a falta de homologia dos oligonucleotideos
iniciadores com a regido onde nao ocorreu a amplificagcdo, pois estes foram
desenhados tendo como molde a regido LEE da amostra tEPEC E2348/69. Este fato
também explicaria porque ndo houve amplificacdo para alguns genes das amostras
gue induziram a lesdo A/E. Em seguida, a presenca dos genes ndo amplificados foi
pesquisada através da hibridizagdo com sondas genéticas, confirmando a presenca
de todos os 11 genes nas quatro amostras estudadas e indicando problemas no
anelamento dos iniciadores por divergéncias nas sequéncias de LEE dessas
amostras com relacédo a tEPEC E2348/69.

Dentro da analise estrutural, também foi realizado o sequenciamento parcial ou
total dos seguintes genes de LEE: ler, sepZ, escV, map, cest, eae e espA . A alta
similaridade entre 0os genes sequenciados das amostras avaliadas e os respectivos
genes das amostras tEPEC E2348/69 e EHEC Sakai também confirmam a presenca
da regidao LEE nas amostras de aEPEC deste estudo. A geracdo de uma arvore
filogenética utilizando estas sequéncias mostrou que a regido LEE possui uma
diversidade genética distinta entre os pat6tipos, entretanto a regido LEE de aEPEC
apresentou maior proximidade com a PAIl de tEPEC do que EHEC, pelo menos com
relacdo a esses genes sequenciados. Em estudos realizados por Reid et al. (2000) e
Bando et al. (2009), a andlise das sequéncias dos genes housekeeping demonstrou
que aEPEC do sorotipo O55:H7 e EHEC O157:H7 possuem uma origem clonal
comum. Entretanto, no presente estudo as amostras do sorotipo O55:H7 (BA320 e
9100/83) e EHEC O157:H7 (Sakai) ndo apresentaram a mesma origem clonal,
mostrando que a regido LEE ndo possui a mesma histéria evolutiva reconstruida
com base nas sequéncias dos setes genes considerados.

A amostra 9100/83 (AD) deste trabalho foi primeiramente descrita por

Rodrigues et al. (1996) como pertencente ao sorotipo O55:H7, através da
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determinacdo sorolégica dos antigenos O e H. Porém, Bando et al. (2009)
mostraram que esta amostra ndo apresenta a origem clonal comum dos sorotipos de
aEPEC O55:H7 e EHEC O157:H7, tendo como base andlises de genes
housekeeping pela técnica de multilocus sequence typing. Isso foi explicado por
esses autores através da analise do perfil de restricdo do gene da flagelina (fliC), a
qual mostrou que essa sequéncia codifica o antigeno flagelar H6. Novas andlises de
determinacao sorolégica do antigeno H dessa amostra estdo sendo realizadas em
centros de referéncia e a novo sorotipo dessa amostra deve ser descrito
posteriormente como O55:H6. E interessante o fato de uma amostra de aEPEC
pertencer a um dos sorotipos mais prevalentes de tEPEC em nosso meio
(TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002; CAMPOS; FRANZOLIN; TRABULSI, 2004).

Como a regidao LEE estava estruturalmente conservada nas amostras de aEPEC
em estudo, foi entao verificado se a falta da inducao da formacao do pedestal pelas
amostras FAS negativas estaria relacionada a problemas de expressao dos genes

que compdem a ilha de patogenicidade.

Para se ter uma visdo geral da transcricdo de todos os genes de LEE, a
primeira abordagem utilizada foi a de verificar os niveis de transcricdo das aEPEC,
hibridizando os cDNA destas amostras em chips de microarray contendo o genoma
de trés E. coli patogénicas e uma nao patogénica. Apds a hibridizacao, os niveis de
transcricdo das aEPEC Ec292/84 (AA), 9100/83 (AD) e BA4013 (NA) foram
comparados com o0s niveis da amostra BA320 (ALL). Foi escolhida a aEPEC BA320
para essas comparacoes ao invés da tEPEC E2348/69, pois a primeira ndo possui o
plasmideo pEAF, é positiva no ensaio de FAS, apresenta a regido LEE integra e o
padrao de adesdao ALL. Ja a tEPEC carreia o plasmideo pEAF, que contém os
genes que codificam o regulador Per e a fimbria BFP, e apresenta o padrao de
adesdao AL apds 3h de interacdo (HERNANDES et al., 2009). Bueris (2008)
demonstrou que ha um atraso na formacao da lesdo A/E em amostras de aEPEC
que expressam o padrao ALL, quando comparadas com amostras de tEPEC, e que
a expressao de Tir, intimina e EspA ocorre apds 3 a 4h de contato da bactéria com
células HEp-2. Portanto, tEPEC ndo seria o controle ideal nos experimentos de
expressao das aEPEC deste estudo.
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A amostra 9100/83 (AD), que induziu a formacgéo do pedestal somente quando
em contato com células HelLa, apresentou a maioria de seus genes de LEE com
transcricdo reduzida, nove genes com transcricdo ndo modificada € um com
transcricdo aumentada. Estes dados poderiam explicar por que esta amostra nao
induziu a formacgéao do pedestal no local da adesdo em quatro das cinco linhagens
celulares. Porém, como estes resultados de microarray foram obtidos apds o cultivo
bacteriano na auséncia de células hospedeiras, eles sdo somente um indicativo do
que pode estar ocorrendo com a regiao LEE desta amostra, tornando-se necessario
outro teste com o cultivo bacteriano em contato com as células hospedeiras para

conclusdes mais concretas.

Ja as duas cepas que nado induziram a formacao da lesdo A/E em todas as
linhagens celulares (Ec292/84 e BA4013) apresentaram todos os genes de LEE com
transcricdo reduzida em relacdo a amostra BA320 (ALL), corroborando os achados
dos ensaios de FAS. Porém, estes resultados de microarray também precisariam ser
validados com outros testes de andlise de expressdo na presenca e auséncia das
células hospedeiras.

A segunda abordagem para a analise funcional foi a determinacédo dos niveis
de transcricdo dos operons de LEE, utilizando a técnica da PCR em tempo real. Esta
metodologia quantitativa foi utilizada em duas situacdes: apds crescimento
bacteriano em DMEM, resultados que validam ou n&o os de microarray, e ap0s 6h
de contato bactérias-células epiteliais cultivadas. Em ambas as situagdes as cepas
BA320 (ALL) e E2348/69 (tEPEC) foram utilizadas como referéncia na comparacao,
em experimentos independentes, com intuito de verificarmos as diferengas de
transcricao dos operons de LEE de aEPEC e tEPEC.

Como representante de LEE1 nas reacées da PCR em tempo real foi escolhido
ler, o primeiro gene deste operon. Em geral, as amostras apresentaram niveis de
transcricdes de ler muitos baixos em todas as situacdes testadas, excetuando-se a
BA320 (ALL) em comparagdo com a E2348/69 (tEPEC) em DMEM, onde a
expressao de ler foi maior. Isso se deve ao fato de que a transcricdo do gene /er,
que é o regulador global de LEE (MELLIES et al., 1999), ocorre nas primeiras horas
de multiplicacao celular (LEVERTON; KAPER, 2005). Apés a proteina Ler se ligar ao

promotor dos operons de LEE ela ndo se desliga rapidamente e uma pequena
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quantidade de proteina é necessaria para a ativacao dos operons (YERUSHALMI et
al., 2008). Como a extracdo do RNA foi realizada apds 6h de cultivo bacteriano na
presenca de células HelLa e entre 5 e 6h em DMEM, era de se esperar niveis de
transcricdo baixos de ler. Em um trabalho sobre a expressao temporal dos genes de
viruléncia de tEPEC in vitro, Leverton; Kaper (2005) também verificaram que ha uma
significativa diminuicdo da transcricdo de ler da amostra E2348/69 apés 5h na
presenca ou auséncia de células HEp-2, quando comparado com 10 minutos iniciais
da infeccao. Conforme descrito anteriormente, a amostra BA320 (ALL) apresentou
niveis maiores de expressao de ler, quando comparada a E2348/69 somente apos o
cultivo em DMEM. A hipotese para esse fato é de que existem fatores secretados
pela célula eucaribtica que ativam proteinas regulatérias da BA320 que inibem a
transcricdo de ler e/ou estimulam a degradacdo do RNAm nesta amostra.

Para as analises de LEE2 foi escolhido como representante o quarto gene
desse operon: escC. Durante a formagéao do SST3, a proteina EscC forma um poro
na membrana externa bacteriana, no qual se liga EscF na superficie e EscJ na parte
inferior do poro (GARMENDIA; FRANKEL; CREPIN, 2005). Os niveis de transcri¢cao
de LEE2 foram maiores que os de LEE1, em todas as situa¢des estudadas. Quando
comparada a auséncia e presenca das células Hela, os niveis de transcricdo na
presenca das células hospedeiras foram significativamente maiores para todas as
amostras em todas as situacdes, levando a crer que existem fatores secretados
pelas células HelLa influenciando na ativacao deste operon. Leverton; Kaper (2005)
tentaram analisar a transcricdo de LEE2 da amostra de tEPEC E2348/69, na
presenga e auséncia das células HEp-2, porém nado obtiveram resultados
consistentes e reprodutiveis para este operon analisando escJ. Esses autores
justificaram essa deficiéncia através da possibilidade de que proteinas regulatérias
pudessem estar agindo no promotor deste operon, dificultando a sua transcricao,
fato que nao foi observado por este trabalho usando os iniciadores para o gene
escC.

Os niveis de transcricdo de LEE3 foram analisados através de escV, o primeiro
gene deste operon, e os resultados foram semelhantes aos de LEE2. A proteina
EscV, juntamente com EscR, S, T e U, formam um poro na membrana interna
bacteriana, no qual se liga Escd na parte superior do poro, durante a formagcao do

SST3 (GARMENDIA; FRANKEL; CREPIN, 2005). Como ambos os operons LEE2 e
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LEE3 codificam a maioria das proteinas que formam o SST3, os niveis de
transcricdo deles tém que ser semelhantes para que haja a formacao correta do

sistema, como de fato observado com as amostras do presente trabalho.

A andlise da transcricdo do operon LEE4, representado por espA, o segundo
gene deste operon, apresentou 0os maiores niveis de transcricdo de todos os
operons em todas as condi¢des, destacando-se as amostras BA320 (ALL) e 9100/83
(AD) com altissimos niveis de transcricdo. EspA forma uma estrutura semelhante a
uma agulha, formada pela sua polimerizacdo na superficie da bactéria
(GARMENDIA; FRANKEL; CREPIN, 2005). Portanto, durante a infeccdo de EPEC
h& um alto nivel de expressao desta proteina para a formacgéao do polimero durante a
formacao do SST3. Leverton; Kaper (2005), também verificaram que ocorreu
aumento significativo da transcricdo de espA da tEPEC E2348/69, apds 5h de
infeccdo em relacdo a 10 minutos, tanto na presenca quanto na auséncia de células
HEp-2, porém em niveis menores que os observados nas aEPEC deste estudo.
Como aEPEC nao possui o plasmideo pEAF e, consequentemente, nao expressa as
proteinas reguladoras Per e a fimbria BFP (KAPER, 1996), provavelmente o primeiro
contato destas aEPEC com as células hospedeiras seja através de EspA,
necessitando-se assim niveis maiores de expressdo desta proteina em relacao a
tEPEC. J4 a amostra que expressa o padrdo AA apresentou niveis muito baixos de
transcricdo de LEE4. Como esta amostra nao induziu a formacao do pedestal, o
SST3 dela pode nao estar sendo corretamente montado, ou o intervalo de 6h é
insuficiente para que haja transcricao ideal deste operon, ou ainda, esta amostra ndo
induz formacgao da lesdo A/E in vitro conforme demonstrado por Bai et al.(2008) em

uma amostra de aEPEC do sorotipo O125:H6.

Quanto a LEES5, os niveis de transcricdo foram medidos através de eae, o
terceiro gene deste operon. No geral, as amostras tiveram niveis de transcricdo com
valores préximos aos das amostras BA320 (ALL) e E2348/69 (tEPEC), exceto a
amostra Ec292/84 (AA) quando cultivada em DMEM, que apresentou niveis
menores de transcricdo. O gene eae codifica a adesina intimina que permite o
contato intimo da bactéria com a célula do hospedeiro (GARMENDIA; FRANKEL;
CREPIN, 2005). Knutton et al. (1997) estudando a tEPEC E2348/69 através de
microscopia de imunofluorescéncia e de transmissao eletrdnica, verificaram que o

nivel de expressao da intimina € quase nulo apés 6h de infeccado quando comparado
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com 3h de contato com células HEp-2. Através da PCR em tempo real, Leverton;
Kaper (2005) verificaram que a mesma tEPEC em contato com as células HEp-2
apresentou uma diminuicdo da transcricdo de eae apds 5h em relacdao a 3h de
interacao bactéria-célula hospedeira, mas o nivel de transcricdo nao foi nulo. Como
as aEPEC comecam a expressar o padrdo de adesdo caracteristico e a lesdo A/E
somente apds 3 a 4h de interacdo com as células hospedeiras (BUERIS, 2008), era
de se esperar que a transcricdo de eae das amostras deste estudo fosse maior que
a da tEPEC em 6h de interacdo, cujo padrao de adesao e lesdo A/E ocorre apds 3h
de interacdo. Ja a amostra que expressa o padrao AA apresentou comportamento
distinto, com niveis de transcricao de eae mais altos na presenca das células Hela,
indicando que fatores secretados pela célula hospedeira podem estar ativando
proteinas reguladoras do operon LEE5 nesta amostra.

A maioria dos achados da PCR em tempo real mostrou maiores niveis de
transcricdo apoés cultivo bacteriano em contato com as células Hela, o que indica a
participacao de fatores ambientais e/ou elementos secretados por estas células na
ativacdo e/ou repressdo de elementos reguladores da regido LEE. E possivel que
LEE das aEPEC deste estudo esteja sendo ativada por QseA, uma proteina do
sistema quorum sensing, de maneira dependente ou independente de ler. Além
disso, varias outras proteinas, tais como IHF, FIS, BipA, LexA, H-NS, GrlA e GrIR
podem direta ou indiretamente regular LEE em EPEC (MELLIES; BARRON;
CARMONA, 2007). IHF é uma proteina histona-like que se liga ao DNA e esta
envolvida na regulagdo da transcricdo de varios genes de E. coli, dentre eles a
ativacao da transcricao de ler (GOOSEN; VAN DE PUTTE, 1995; LI et al., 2004). FIS
também é uma proteina histona-like que tem a capacidade de alterar a topologia do
DNA e esta envolvida na ativacdo da transcricdo de LEE1 e LEE4 (GILLE et al.,
1991; GOLDBERG et al., 2001). BipA, uma proteina que se liga ao ribossomo e tem
atividade de GTPase, ativa indiretamente a transcricdao de ler (GRANT et al., 2003).
A proteina LexA, do sistema de reparo SOS de E. coli, esta envolvida na ativacao de
LEE2 e LEE3 (MELLIES; HAACK; GALLIGAN, 2007). H-NS, uma proteina da célula
bacteriana que se liga a sequéncias de DNA préximas de promotores, reprime a
transcricdo dos operons LEE1, 2, 3 e 5 (BUSTAMAMTE et al., 2001; DORMAN,
2004). As proteinas GrlA e GrIR, presentes na regido LEE entre os operons LEE1 e
LEE2, ativa e reprime LEE1, respectivamente (DENG et al., 2005). Desta forma, a
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regulacao dos genes de LEE é bastante complexa e constituida por uma ampla rede
de ativadores e repressores. No presente estudo estes aspectos ndo foram
abordados e na literatura ndo ha relatos de andlise desses sistemas regulatérios em
aEPEC.

No que diz respeito a comparacao entre aEPEC e tEPEC, as amostras BA320
(ALL) e 9100/83 (AD) tiveram, na maioria dos resultados da PCR em tempo real,
niveis de transcricbes iguais ou superiores aos da tEPEC E2348/69, tanto na
auséncia quanto na presenca das células HelLa. Como ja foi discutido, aEPEC
apresenta um atraso na adesao e formacao da lesdo A/E em relacao a tEPEC, tendo
assim, um retardo na transcricdo de seus genes envolvidos nesta patogénese
(BUERIS, 2008).

Foram também realizados ensaios de immunoblotting com intuito de averiguar
a expressao de algumas proteinas de LEE4 (EspABD) e LEE5 (intimina e Tir). Todas
as aEPEC avaliadas expressaram as referidas proteinas, corroborando assim os
achados de microarray e PCR em tempo real. Barros et al. (2008) constataram que a
amostra Ec292/84 (AA) apresenta forte expressdo de EspA em ensaios de
immunoblotting, com a extracao desta proteina apdés 18h de cultivo em DMEM. No
presente estudo foi verificado que esta mesma amostra apresentou fraca expressao
de EspA, pois a extracdo desta proteina foi realizada apés 6h de cultivo bacteriano
em DMEM, indicando que esta amostra necessita de um tempo maior que as 6h
para expressao ideal dos genes de LEEA4.

Portanto, os achados deste estudo através dos experimentos de microarray,
PCR em tempo real e immunoblotting mostraram que as regides LEE das aEPEC
deste estudo sao funcionais. Contudo, a amostra Ec292/84 (AA) é negativa no
ensaio de FAS e a BA4013 nao adere in vitro. A negatividade desses fendtipos
poderia estar relacionada a sinalizacdo com a célula hospedeira durante a formacéao
da lesdo A/E. Para isso, as quatro amostras de aEPEC deste estudo foram
transformadas com um plasmideo que expressa o gene espFu. As amostras que
foram positivas nos ensaios de FAS (BA320 e 9100/83) também foram
transformadas com o intuito de usa-las como controles e também para verificar se

uma expressao maior de EspFu alteraria o fen6tipo de adesédo dessas amostras.
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Primeiramente, as quatro amostras de aEPEC transformantes foram
submetidas aos ensaios de interagdo com células HelLa, a mesma linhagem epitelial
dos ensaios da PCR em tempo real. As amostras aderentes continuaram aderindo
nos seus respectivos padrdes, indicando que nao houve influéncia de EspFu nos
estabelecimento dos padrdes de adesao destas amostras, apds 6h de cultivo com as
células Hela. Ja o transformante BA4013(pKC471) da amostra nao aderente
apresentou capacidade de aderir, expressando o padrdo ALL. Bielaszewska et al.
(2007) relataram a perda do gene stx durante a passagem de uma amostra de
EHEC do sorotipo O26:H11 pelo intestino de pacientes. E possivel que a mesma
situacao tenha ocorrido com a amostra BA4013 (NA), ja que espFu esta localizado
em um profago, da mesma forma que o gene stx em EHEC (BIELASZEWSKA et al.,
2007; CAMPELLONE et al., 2004; OGURA et al., 2007).

Os transformantes BA320(pKC471), 9100/83(pKC471) e BA4013(pKC471),
provocaram acumulo de actina polimerizada no local da adesdo em células Hela,
confirmando dados da literatura da participacdo de EspFu no processo de formacgéo
do pedestal de actina polimerizada (CAMPELLONE et al., 2004; GARMENDIA et al.,
2004). Ja o transformante da amostra Ec292/84 (O125ac:H6) nao induziu acumulo
de actina polimerizada no local da adesao in vitro, confirmando que EspFu néo
participa do processo de formacdo do pedestal, conforme observado por Bai et

al.(2008) em uma outra amostra desse mesmo sorotipo.

EspFu nao influenciou na fosforilacao de sitios de tirosina da proteina Tir dos
transformantes das aEPEC estudadas, conforme indicado pelos ensaios de
imunofluorescéncia para deteccdo da fosforilacdo de Tir. EspFu nao se liga
diretamente a Tir durante o processo de sinalizacdo que leva a formacdo do
pedestal, tendo como intermediarios no processo as proteinas IRTKS e IRSp53
(VINGADASSALOM et al., 2009; WEISS et al., 2009).

O fato do transformante BA4013(pKC471) ter aderido em células HelLa foi
inusitado e cabe salientar que esses resultados foram reprodutiveis em varios
ensaios independentes e realizados em diferentes laboratérios. Por esse motivo foi
realizado um ensaio da PCR em tempo real, apés 6h de contato bactérias-células
Hela, para verificar se EspFu estaria influenciando na expresséao dos genes de LEE.
De modo geral, com excecdo de LEE1, o transformante BA4013(pKC471)
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apresentou niveis de transcricdo muito maiores que a amostra selvagem nao
aderente BA4013, indicando influéncia direta e/ou indireta de EspFu na ativacdo da
transcricdo de LEE2, 3, 4 e 5. Portanto, provavelmente, a amostra tornou-se
aderente através de EspA (LEE4) e intimina (LEES), conforme demonstrado pelos
niveis de transcricdo destes operons, proximos aos da BA320 (ALL). Porém, como
os testes envolvendo a amostra transformante foram realizados somente na
presenca das células hospedeiras, ndo se pode descartar a hipbétese de que
elementos secretados por estas células estejam induzindo a ativacao de proteinas
regulatérias de LEE. Esta hip6tese e outras, como interacdo de EspFu em outros
sitios da célula bacteriana serdo pesquisados pelo nosso grupo. A amostra BA4013
(sorotipo O88:HNM) é imovel e apds a introducao do pKC471 a mesma passou a
apresentar motilidade no teste classico para determinacao deste fenétipo (dados nao
apresentados). As vias de regulacédo da expressao dos operons flgA-L, fIhA-D e fliA-
R, responsaveis pela expressdao do flagelo bacteriano (IINO et al, 1988) no
transformante BA4013(pKC471) nao foram investigadas neste estudo. A
participacdo do flagelo no processo de adesdo de EPEC foi relatada em alguns
estudos (GIRON et al., 2002; SAMPAIO et al., 2009) e esta também pode ser uma
via de adesao ativada no transformante BA4013(pKC471).

O gene espFu possui 1140 pb, localiza-se no profago CP-933U e foi
inicialmente caracterizado como ORF Z3072 no sequenciamento do genoma da
amostra EHEC EDL933 (PERNA et al.,, 2001). A proteina EspFu tem massa
molecular de 42 kDa e é secretada pelo SST3, provavelmente com ajuda de uma
chaperonina desconhecida. Sequéncias repetidas de 47 aminoacidos, com dominios
ricos de prolina, aparecem seis vezes na sequéncia de EspFu e é local da ligacao e
ativacdo de N-WASP (CAMPELLONE et al., 2004; GARMENDIA et al., 2004). O
dominio SH3, das proteinas IRSp53 e IRTKS, se liga a regido C-terminal de EspFu
(VINGADASSALOM, et al.,, 2009). Portanto, s6 ha relatos na literatura da
participacao de EspFu na formacgéao do pedestal e interagdo com proteinas da célula
hospedeira (N/WASP, IRSp53 e IRTKS). As proteinas IRSp53 e IRTKS sao
homélogas e membros da uma familia de proteinas, que assim como N/WASP,
participam da transdugéo de sinais durante a polimeriza¢do da actina em células de
mamiferos (VINGADASSALOM, et al., 2009). Portanto, a comprovacao da ativagéao
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indireta da transcricdo de eae, tir e/ou do operon fli por EspFu necessita de estudos

complementares.

Em recente revisdo, Frankel; Phillips (2008) discutiram as possiveis vias de
formacao do pedestal da lesdo A/E in vivo, in vitro e ex vivo, induzidos por EHEC,
tEPEC, aEPEC e C. rodetium. Esses autores deixam claro que em termos de
pressao seletiva e sobrevivéncia € muito mais vantajoso para essas bactérias
somente aderir @ mucosa intestinal, ao invés de também induzir o acimulo de actina
e formacédo do pedestal, sugerindo que estes eventos sao independentes in vivo.
Como todos os ensaios do presente trabalho foram realizados in vitro, ndo se pode
chegar a esta mesma conclusao, sendo necessario para isto a realizacao de ensaios
em modelos utilizando fragmentos de intestino humano (IVOC) ou em alca ligada de
ileo de coelho.
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6 CONCLUSOES

1. A expressao dos padrdes de adesao das aEPEC deste estudo foi reprodutivel
em todas as linhagens celulares epiteliais avaliadas, independentemente da

origem intestinal ou ndo intestinal.

2. A capacidade de causar a lesdo A/E in vitro foi dependente da linhagem
celular empregada para as amostras que expressaram os padroes ALL e AD;
indicando que a inducdo deste fendtipo in vitro pode ser dependente da
sinalizacao com a célula hospedeira.

3. As amostras de aEPEC que foram capazes ou nao de formar lesdo A/E in

vitro, apresentaram a regido LEE estruturalmente conservada e funcional.

4. A expressdo da proteina EspFu nao alterou os padrbes de adesdo das
amostras de aEPEC em células Hela.

5. A amostra que expressou o padrao AA foi incapaz de formar a lesdo A/E in

vitro, mesmo expressando EspFu in trans.
6. A expressao de EspFu in trans, na amostra ndo aderente, promoveu a adesao

desta amostra, provavelmente, através da ativacao indireta da expressao de

EspA e intimina.
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