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RESUMO

CORREA, Gabriel de Barros. Serino protease Pet (Plasmid-encoded toxin) de
Escherichia coli inativa proteinas do sistema complemento. 2020. 49 p.
Trabalho de Concluséo de Curso (Especializacdo em Biotecnologia para a Saude —
Vacinas e Biofarmacos) — Centro de Formacdo de Recursos Humanos para o
SUS/SP; Instituto Butantan, S&o Paulo, 2020.

A Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC) € uma bactéria Gram-negativa
facultativa relacionada a casos de diarreia aguda e persistente em criancas e
adultos. Este patétipo € caracterizado pelo padrdo de aderéncia agregativa as
células epiteliais e é considerado um patégeno emergente. Um dos seus fatores de
viruléncia é a Plasmid-encoded toxin (Pet), uma proteina autotransportadora do
grupo das SPATEs (Serino Proteases Autotransportadoras de Enterobacteriaceae),
gue desempenha um papel importante na patogenicidade da EAEC. O gene pet é
albergado pelo pAA2 e, apesar de ser um fator de viruléncia tipico da EAEC, Pet
também estd presente em outros patétipos de Escherichia coli. O sistema
complemento € um importante mecanismo da imunidade inata. Este sistema
funciona em cascata e pode ser ativado apds a invasdo de patdégenos. Foi
demonstrado na literatura que proteases produzidas por bactérias patogénicas
apresentam atividade proteolitica contra componentes do sistema complemento,
promovendo evasdao do sistema imunolégico. Considerando esses fatores,
investigamos se Pet apresenta acdo proteolitica sobre os componentes do sistema
complemento C3, C3b, C4, C4b e C5. O sobrenadante do clone minimo HB101
(pCEFN) foi utilizado nos ensaios proteoliticos. Os sobrenadantes foram incubados
com os componentes do complemento por 5 e 24 horas a 37°C. Produtos de
degradacdo foram analisados por Western Blot utilizando anticorpos primarios
especificos produzidos. Além disso, ensaios proteoliticos utilizando um inibidor de
serino proteases, ensaios proteoliticos com os fatores | e H e ensaios de resisténcia
ao soro humano pré-tratado com Pet foram realizados. De acordo com os resultados
obtidos, verificamos que Pet degradou todos o0s componentes do sistema
complemento testados, podendo interromper as trés vias de ativacdo da cascata,
Pet por si s6 é capaz de degradar os componentes do sistema complemento e a
Escherichia coli HB101 sobreviveu ao soro humano pré-tratado com a Pet. A toxina
Pet pode ser, portanto, um importante fator de viruléncia relacionado a resisténcia ao
soro, que pode contribuir para que as Escherichia coli causem infeccbes
extraintestinais e sepse.

Palavras-chave: Escherichia coli. Patogenicidade bacteriana. Sistema

Complemento. Evaséo Bacteriana.
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1 INTRODUGCAO

Escherichia coli € uma bactéria gram-negativa facultativa que coloniza o trato
gastrointestinal de criancas horas apds o nascimento (KAPER; NATARO; MOBLEY,
2004). Essas bactérias fazem parte da microbiota e raramente causam doencas,
com excecdo de pacientes imunossuprimidos ou quando transpdem a barreira
gastrointestinal. Entretanto, ao longo da evolucédo, as Escherichia coli adquiriram
fatores de viruléncia e tornaram-se patogénicas, sendo capazes de causar doencas
em individuos saudaveis (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

S&o reconhecidos seis patotipos diarreiogénicos, cada um com seu distinto
perfil clinico, epidemiolégico e patogénico: Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC),
Escherichia coli Enteroinvasiva (EIEC), Escherichia coli Enteropatogénica (EPEC),
Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC), Escherichia coli Difusamente Aderente
(DAEC) e Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC) (HARRINGTON; DUDLEY;
NATARO, 2006).

InfeccOes extraintestinais por Escherichia coli também s&o comuns. Cepas
isoladas de sitios extraintestinais foram denominadas EXPEC (extraintestinal
pathogenic E. coli) (RUSSO; JOHNSON, 2000) e divididas em grupos de acordo
com seu sitio de isolagdo, incluindo as Escherichia coli Uropatogénicas (UPEC),
Escherichia coli Associadas a Meningite Neonatal (NMEC) e Escherichia coli
Causadoras de Sepse (SEPEC) (DALE; WOODFORD, 2015).

1.1 Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC)

Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC) (Figura 1) é definida como
“Escherichia coli que nédo secreta LTs (heat-labile enterotoxins) ou STs (heat-stable
enterotoxins), e se adere em células HEp-2 (Human Epithelial type 2 cells) em um
padrdo conhecido como padrdo de aderéncia agregativa. O padrdao de adeséao
agregativo das EAEC se caracteriza por uma configuragdo de tijolos empilhados”
(KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).
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Figura 1 — Padrdo de aderéncia agregativa de Escherichia coli Enteroagregativa
(EAEC) em células HEp-2

L~ -

Fonte: NAVARRO-GARCIA et al., 2010.

O padrdo de aderéncia de EAECs a células HEp-2 (Human epithelial type 2 cells) € conhecido como
aderéncia agregativa, no qual as bactérias aderem umas as outras em uma configuracao de 'tijolos
empilhados'. As setas brancas indicam as células epiteliais, enquanto que a seta preta indica o
aglomerado de EAECs.

A EAEC foi descrita primeiramente em 1985 e foi associada a diarreia em
criangas no Chile (NATARO et al.,1987). Diferentes cepas foram testadas em
voluntarios e apenas uma delas, a 042, isolada de uma criangca com diarreia aguda
no Peru, causou diarreia nos voluntarios. Por conta de sua capacidade de causar
infeccdo, comecou a ser considerada como a cepa padrdo de EAEC (NATARO et
al., 1995).

Diversos estudos descrevem as EAECs associadas a casos de diarreia aguda
e persistente em criancas e adultos de paises desenvolvidos e subdesenvolvidos,
diarreia do viajante e surtos de intoxicacdo alimentar (NAVARRO-GARCIA; ELIAS,
2011). Além disso, também foram relacionadas a casos de colonizacdo

assintomética, causando inflamacgdes intestinais cronicas que levam a desnutricdo e
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deficiéncia no crescimento e desenvolvimento da crianca (NAVARRO-GARCIA,;
ELIAS, 2011). Por conta disso, este patétipo comecou a ser classificado como um
patogeno emergente (NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011).

A infeccdo por EAEC (Figura 2) geralmente consiste em trés etapas:
aderéncia a mucosa intestinal pelas fimbrias de aderéncia agregativa; aumento na
producdo de muco levando a formacdo de um extenso biofilme na superficie dos
enterdcitos; secrecdo de toxinas e inducdo da resposta inflamatoria (JENKINS,
2018).

Figura 2 - Modelo da patogenicidade de EAEC

Biofilm formation

A Y

Cytotoxins and enterotoxins
(including ShET1, Pic, EAST1,Pet)

- )

Fonte: KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004.

As EAECs se aderem ao epitélio do intestino delgado e grosso pelas fimbrias de aderéncia agregativa
(AAFs), aumentando a produ¢éo do muco e, consequentemente, a formacgdo de um extenso biofilme.
Além disso, secretam toxinas e induzem a resposta inflamatoria.

O padrao AA (aderéncia agregativa) esta associado a presenca do plasmideo
de aderéncia agregativa (pAA) e a expressao das fimbrias de aderéncia agregativa
(AAFs). A fimbria AAF/I, expressa pelo pAAL, foi inicialmente descrita na cepa EAEC
17-2. J& a fimbria AAF/Il, expressa pelo pAA2, foi primeiramente detectada na cepa
EAEC 042 (ELIAS et al., 1999). As subunidades fimbriais da AAF/I e AAF/Il sdo 25%
idénticas e ambas sdo responsaveis pela aderéncia observada na EAEC 17-2 e
EAEC 042 (ELIAS et al., 1999).
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O plasmideo pAA apresenta o gene aggR que codifica a proteina reguladora
AggR, responsavel pela expressdo de genes envolvidos na biogénese fimbrial, bem
como outros importantes fatores de viruléncia (HARRINGTON; DUDLEY; NATARO,
2006). A presenca ou auséncia do AggR, portanto, diferencia a EAEC tipica da
EAEC atipica por regular ambos fatores de viruléncia codificados pelo cromossomo
e pelo plasmideo (GUERRIERI et al., 2019). Apesar das cepas tipicas de EAEC
serem caracterizadas como mais virulentas e provaveis a causar diarreia em
humanos do que as cepas atipicas, algumas cepas atipicas também ja foram
relatadas em casos de surtos (GUERRIERI et al., 2019).

1.2 Serino Proteases Autotransportadoras de Enterobacteriaceae (SPATES)

As SPATEs (Figura 3) sdo uma familia de proteinas das enterobactérias
capazes de se autotransportarem para o meio extracelular e apresentarem um
dominio conservado GDSGS, caracteristico de serino proteases (DUTTA et al.,
2002). Estas proteases foram inicialmente identificadas como proteinas secretadas
por espécies patogénicas, como Escherichia coli diarreiogénicas e Shigella, embora

possam ser detectadas ocasionalmente em cepas ndo patogénicas (DAUTIN, 2010).

Figura 3 - Estrutura geral de um membro das SPATES

Cleavage site

v
SPATE GDS6G
58 1048
Signal P. Passenger domain Translocator domain
Fonte: RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014.
As SPATEs s&o reconhecidas por sua organizacdo em comum: possuem uma N-terminal sec-
dependente, um peptideo sinal necessario para a passagem pela membrana interna, um dominio

passageiro (parte funcional da proteina) e um B-dominio C-terminal, ou dominio translocador, que se
insere na membrana externa como um -barril.
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A translocacdo de proteinas em bactérias Gram-negativas envolve a
passagem pela membrana interna, espaco periplasmatico e membrana externa por
meio dos chamados sistemas de secrecdo (HENDERSON; NATARO, 2005). O
Sistema de Secrecdo Tipo Va (Figura 4) inclui as proteinas autotransportadoras
(LEO; GRIN; LINKE, 2012).

Figura 4 - Modelo de autotransporte Tipo Va

outside

3

periplasm

Fonte: LEO; GRIN; LINKE, 2012.

As proteinas séo secretadas pelo sistema de secrecdo geral Sec para o periplasma, onde um
peptideo sinal estendido permite que a proteina se prepare para o autotransporte na membrana
externa com a porgdo N-terminal ainda ligada & maquinaria Sec. O B-barril (BamA) é formado na
membrana externa pela por¢do C-terminal da proteina autotransportadora, onde um “grampo” é
originado dentro do poro. O dominio passageiro comecga a se dobrar da porcdo C-terminal para a
porcdo N-terminal, puxando todo o resto da proteina como consequéncia. Apds a C-terminal do
dominio passageiro passar pelo poro, o desdobramento sequencial da ja exportada C-terminal
completa o processo.

A familia de proteases autotransportadoras foi dividida em duas classes. As
proteases classe 1 apresentam efeitos citotoxicos em cultura de células e atividade
de enterotoxina em tecidos intestinais, como por exemplo EspP (extracellular serine
protease plasmid-encoded), Sat (secreted autotransporter toxin) e Pet (plasmid-
encoded toxin). Ja as proteases de classe 2 apresentam atividade proteolitica em

mucinas e estdo envolvidas na evasdo imune, como por exemplo Pic (protease
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involved in intestinal colonization), PicU (Pic from uropathogenic E. coli), Tsh
(temperature-sensitive hemagglutinin) e Vat (vacuolating autotransporter toxin)
(RUIZ-PERES; NATARO, 2014).

Algumas serino proteases foram descritas em EAEC, sendo elas: Pic, uma
proteina autotransportadora codificada pelo cromossomo, também encontrada no
plasmideo de uma EPEC atipica BA589 (ABREU et al.,, 2016), que apresenta
atividade de mucinase, e Pet, uma proteina autotransportadora que € codificada pelo
pAA e apresenta atividade citotoxica (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

1.3 Plasmid-encoded toxin (Pet)

A toxina Pet (Plasmid-encoded toxin) € uma proteina de 104 kDa, pertencente
ao grupo das Serino Proteases Autotransportadoras de Enterobacteriaceae
(SPATES), a qual tem importante funcdo na patogenicidade da EAEC (NAVARRO-
GARCIA; ELIAS, 2011). A toxina foi detectada e descrita em 1998 em um surto no
México, e € codificada pelo gene pet, presente no plasmideo pAA de EAEC
(ESLAVA et al., 1998).

As EAECs induzem encurtamento e necrose hemorragica das vilosidades e
uma amena resposta inflamatéria com edemas e infiltracbes mononucleares da
submucosa (NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011). Além disso, foi observado que em
culturas de células epiteliais, Pet induz contracdo do citoesqueleto, perda de fibras
de actina e arredondamento e descolamento das células (NAVARRO-GARCIA,;
ELIAS, 2011).

Segundo o estudo de Villaseca et al. (2000), Pet € capaz de degradar
proteinas do citoesqueleto, fodrina e espectrina, que conectam os filamentos de
actina e séo responsaveis pela manutencao do arcabouco celular e estabilidade das
células. A atividade proteolitica da toxina pode, portanto, levar a alteracdo da
membrana celular e, consequentemente, a morte celular. O sitio ativo de serino
protease da toxina € responsavel por esses eventos intracelulares e, portanto, pela
acdo citotoxica de Pet (CANIZALEZ-ROMAN; NAVARRO-GARCIA, 2003).

A espectrina, presente nos eritrocitos, e a fodrina, presente na maioria das
células do corpo, sdo alvos intracelulares, portanto, a internalizacdo da Pet é
sugerida. Segundo Betancourt-Sanchez e Navarro-Garcia (2009), as EAECs

secretam a toxina Pet em quantidade suficiente para ser internalizada por ceélulas
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epiteliais. Esse evento é dependente de outros fatores, como adesao. Além disso,
h&d uma importante correlacdo entre a secrecdo e internalizacdo da toxina e 0s
efeitos citotoxicos e morte celular induzida pela EAEC.

No estudo de Nava-Acosta e Navarro-Garcia (2013), foi observado que a
citogueratina 8 (CK8) presente na superficie das células epiteliais € um importante
receptor para a Pet iniciar seus efeitos citotoxicos. De acordo com Navarro-Garcia et
al. (2007b), a internalizacao para clivar a fodrina ocorre por endocitose mediada por
vesiculas revestidas de clatrina. Apés ser internalizada, a toxina chega ao complexo
de Golgi e é transportada de forma retrograda ao reticulo endoplasméatico rugoso
(NAVARRO-GARCIA et al., 2007a).

Embora Pet tenha sido caracterizada em amostras de EAEC, o gene pet
também pode estar presente em amostras de EXPEC e pode ser responséavel por
infeccBes extraintestinais, como infec¢des urinarias (NAZEMI et al., 2011; PARK, et
al., 2009, NUNES et al.,, 2017, ABE et al., 2008), ou levar a quadros de sepse
(HERZOG et al., 2013). Recentemente, foi reportado um caso de Sindrome
Hemolitica Urémica (SHU) na Argentina, decorrente de uma infec¢do por STEC que
albergava fatores de viruléncia de EAEC (Stx-EAEC O59:NM [H19]), dentre eles, o
gene pet (CARBONARI et al., 2019).

1.4 O Sistema Complemento

O Sistema Complemento € um importante mecanismo de defesa contra os
patdgenos, capaz de eliminar fragmentos celulares, células apoptéticas e
microrganismos invasores (RICKLIN et al., 2010). Além da eliminacdo de
microrganismos, 0 sistema complemento participa de diversos outros processos,
como a maturacdo da sinapse, clearance de complexos imunes, angiogénese,
mobilizacdo das HSPCs (Hematopoietic stem-progenitor cells), regeneragdo de
tecidos e metabolizacao de lipidios (RICKLIN et al., 2010).

A ativacdo do complemento pode ocorrer por trés diferentes vias (Figura 5): a
alternativa, a classica e a das lectinas. As proteinas séo clivadas e ativadas em
sequéncia, caracterizando um sistema em cascata. Todas as vias convergem em
C3, a proteina do complemento mais abundante no sangue. A clivagem de C3

resulta na formacao dos seguintes produtos: C3a e Cbha, importantes anafilotoxinas,
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C3b, uma importante opsonina, e o Complexo de Ataque a Membrana (C5b-9),
importante na lise bacteriana (SARMA; WARD, 2011).

Figura 5 - Vias de ativacao do sistema complemento

ALTERNATIVE PATHWAY CLASSICAL PATHWAY LECTIN PATHWAY

Pathogen surfaces, LPS IgG and IgM containing Bacterial surfaces
l + antigen-antibody complexes
+
rpac,org C1qrs —— C1-INH —| MBL, MASPs
C3bB \ /
r Factor D C4,C2
DAF DAF v
C3bBb F——Factor H CR1 |——{C4b,C2a
(C3convertase)  [CR1 C4BP (C3 convertase)
7 lrcs -3
Properdin
stabilzes ¢3nBhCaD C4bC2aC3b
(C5 convertase) » C5 « {C5 convertase)
T l C3a
C3b C3a CSa anaphylatoxin
opsonin anaphylatoxin anaphylatoxin

+ C3b
T C5b opsonin

C6
Carboxypeptidases f: c7

C5bC6C7

C8
fcg

CSbC6C7CB(C9)n f—— CD59
Membrane attack
complex

Fonte: SARMA; WARD, 2011.

As trés vias de ativacdo do complemento: a alternativa, iniciada pelo reconhecimento do patégeno; a
classica, iniciada pelo reconhecimento de IgG e IgM contendo complexos antigeno-anticorpo; e a das
lectinas, iniciada pelo reconhecimento de superficies bacterianas, como MBLs. Importantes
reguladores do sistema complemento séo indicados em caixas. A ativacao do sistema complemento,
por qualquer que seja a via, levard a formacao de C3. Este, por sua vez, acarretard a formacéo de C5
e consequentemente a formagé@o do Complexo de Ataque & Membrana (MAC).

A Via Alternativa, em condi¢des fisiolégicas normais, é a via dominante no
plasma (MERLE et al., 2015). Esta via monitora a invasédo de patégenos mantendo
um baixo nivel de ativacdo por um processo descrito como C3 tick-over
(LACHMANN; HALBWACHS, 1975). Este processo consiste na hidrélise espontanea
de C3, onde seu dominio TED (thioester domain) sofre mudancas estruturais para



17

expor um sitio de ligacéo para o FB (factor B). O complexo C3(H20)B é clivado pela
serino protease FD (factor D), gerando a C3 convertase, que interage e cliva outras
moléculas nativas de C3 em C3a e C3b (MERLE et al., 2015). Estas pequenas
guantidades de C3b geradas pela C3 convertase se ligam em dominios TED de
qgualquer outra superficie adjacente contendo grupos hidroxilas (MERLE et al.,
2015). Por fim, C3b se unira com outros componentes da cascata e dara origem a
C5 convertase, responsavel pelo inicio da via terminal da cascata do sistema
complemento (RICKLIN et al., 2010).

Na Via Cléassica, Cl1q se liga a complexos imunes contendo IgG ou IgM e
CRPs (C-reactive proteins), formando uma estrutura conhecida como um “buqué de
tulipas” (DOBO; KOCSIS; GAL, 2018). Uma mudanca conformacional ocorre quando
Clqg se liga ao antigeno, transmitindo um sinal por meio de CLRs (collagen-like
regions) para induzir a auto ativacdo de C1r, que, subsequentemente, cliva e ativa
Cls (MERLE et al., 2015). A forma ativa de C1s interage com C4 e C2, clivando as
duas moléculas e formando C3 convertase nas proximidades do sitio de ligacdo do
C1; a cascata de ativacdo prosseguira conforme descrito na Via Alternativa (MERLE
et al., 2015).

Na Via das Lectinas, as PRMs sdo MBLs (mannose-binding lectin), colectinas
e as ficolinas estdo envolvidas na ativacdo do sistema complemento (MERLE et al.,
2015). As colectinas contém dominios de carboidratos que reconhecem padrdes de
acucar que estdo raramente presentes em proteinas e superficie de células, mas
estdo frequentemente expressas em bactérias, virus e células debilitadas. J4 as
ficolinas estdo associadas as proteinas MASPs, que sdo capazes de se ligar a
grupos acetila na superficie bacteriana (MERLE et al., 2015). Apos a ligacao,
MASPs associados as MBLs ou ficolinas séo ativadas, resultando na clivagem de C4
e C2 (MERLE et al., 2015). As isoformas resultantes de ambos os processos de
clivagem, culminardo na formacéo de C3 convertase, que clivara C5 e dara inicio a
via terminal e, consequentemente, a formacédo do MAC (RICKLIN et al., 2010).

Nas trés vias de ativacdo do sistema complemento, importantes fatores sao
necessarios para sua regulacdo, contribuindo para o auto reconhecimento e
prevenindo ataques as proprias células humanas (RICKLIN et al., 2010). Dentre
eles, ha: o FH (factor H) e seu homélogo FHL-1 (factor H-like protein 1), que agem
nas C3 convertases da via alternativa ou como cofator para a degradacdo de C3b
mediada pelo FI (factor I) (RICKLIN et al., 2010); o C4BP (C4b-binding protein), que
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apresenta efeitos similares ao FH nas vias classicas e das lectinas (RICKLIN et al.,
2010); o Clinh (C1 Inhibitor), que se liga e inativa ambos Clr e C1s, levando a
dissociacdo do complexo C1 e liberando C1qg e complexos covalentes inativos entre
Clinh e C1r ou Cl1s (MERLE et al., 2015).

1.5 Evaséo do sistema complemento pelas Escherichia coli

As bactérias Gram-negativas apresentam alguns mecanismos para escapar
do sistema complemento, como por exemplo: modificacdo das moléculas de LPS,
expressao de proteinas que inibem a formagcdo do MAC e “sequestro” dos
reguladores do complemento para resistir a lise bacteriana mediada pelo MAC
(BERENDS et al., 2014). Como observado por Lee e Tesh (2019), a toxina Stx2a, de
Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC), se liga ao FH e outras moléculas
relacionadas. O FH é essencial a clivagem de C3b em iC3b mediada pelo FI. Essa
ligacado retarda a clivagem da cadeia a de C3b, prejudicando a capacidade do FH de
interagir com superficies celulares, levando a inativacdo tardia de C3b e uma
atividade de C3 convertase prolongada.

Escherichia coli podem possuir fatores de viruléncia capazes de clivar
componentes do sistema complemento. A serino protease Pic reduziu
significantemente a ativacdo do complemento pelas trés vias, degradando
componentes como C3, C3b, C4 e C2. Além disso, a adicdo dos Fatores | e H as
reacbes potencializou a degradacdo de C3 pela proteina Pic, inativando o
componente (ABREU et al. 2015). No estudo de Orth et al. (2010), foi observado que
a serino protease EspP, de Escherichia coli Enterohemorragica, foi capaz de
degradar os componentes C3, C3b e C5. Uma vez que Pet é uma SPATE,
resolvemos investigar se esta toxina poderia interagir com o sistema complemento e

inativa-lo, por meio da clivagem de seus componentes.
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1.6 Justificativa

Embora a toxina Pet tenha sido caracterizada em EAEC, o gene codificador
da proteina também pode ser encontrado em isolados de Escherichia coli
extraintestinais. Além disso, h& casos de EAEC que causam infecgcbes
extraintestinais reportados na literatura que atingem o sistema urinario, bem como a
corrente sanguinea. Dessa forma, o presente estudo visou investigar se a toxina
poderia ser um fator de viruléncia relacionado a evasdo do sistema complemento,

bem como a resisténcia ao soro humano.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O presente estudo teve como objetivo investigar a atividade proteolitica de Pet sobre
0s componentes C3, C3b, C4, C4b e C5 do sistema complemento, bem como o

papel desta toxina na resisténcia ao soro humano.

2.2 Especificos

e Testar a inibicdo da degradacao dos componentes do sistema complemento com

o inibidor de serino proteases, PMSF;

e Verificar se a presenca do Fator | € necessaria para a degradacdo de

componentes do sistema complemento pela proteina Pet;

e Analisar a atividade bactericida do Soro Humano Comercial quando pré-tratado

com a proteina Pet.
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3 METODOLOGIA

3.1 Componentes do sistema complemento, anticorpos e soro humano

comercial

Para a realizacdo dos testes, foram utilizadas proteinas purificadas do
complemento (C3, C3b, C4, C4b, C5, fator H e fator I) e seus anticorpos especificos
(Complement Technology), soro adsorvido com HB101 contendo anti-Pet
(gentilmente cedido pela Dra. Roxane Maria Fontes Piazza, Instituto Butantan,
Laboratério de Bacteriologia, Sdo Paulo, Brasil), anticorpos secundarios anti IgG de
cabra e anti IgG de coelho (Sigma-Aldrich) e Soro Humano Comercial (Sigma-
Aldrich).

3.2 Proteina Pet

O clone minimo HB101 (pCEFN) foi usado como produtor da Pet e a proteina
concentrada liofilizada foi gentiimente cedida pelo Dr. Fernando Navarro-Garcia
(Departamento de Biologia Celular, Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del IPN - CINVESTAV-IPN, México). A obtencéo e purificacdo da Pet no
clone minimo é descrita no trabalho de Eslava et al. (1998). Pet liofilizada foi
ressuspendida com agua Milli-Q para se obter concentragdo de 1 pg/pL. Apés a
ressuspensdo, 5 pL da amostra foram desnaturadas a 98°C por 5 minutos com
sample buffer (7,5 mL de Tris HCI pH 6,8; 3 g de Dodecil Sulfato de Sddio 10%;
0,15g de Bromofenol; 15 mL de Glicerol; 2,1 mL de B-mercapto e g.s.p. 30 mL de
agua Milli-Q) e aplicadas em duplicata em dois géis SDS-PAGE 10%, um para
coloracdo por Coomassie Blue e outro para Coloragéo por Prata, para verificar a
presenca da Pet. Além disso, o Western Blot foi realizado utilizando o soro

especifico anti-Pet para verificar a integridade da proteina.

3.2.1 Coloragéo por Coomassie Blue

O primeiro gel SDS-PAGE 10% (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989)
foi deixado em solucao corante (2,59 de azul Coomassie, 400 mL de etanol, 70 mL
de acido acético e q.s.p. 1L de agua destilada) overnight, sob agitacdo a

temperatura ambiente. Em seguida, o gel foi descorado utilizando-se uma solucdo
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descorante (300 mL de etanol, 70 mL de acido acético e g.s.p. 1L de agua destilada)
sob agitacdo a temperatura ambiente. O gel foi lavado em &gua destilada e

escaneado para armazenamento dos resultados.

3.2.2 Coloragéao por Prata

O segundo gel SDS-PAGE 10% foi deixado em solucéo fixadora (100 mL de
etanol, 25 mL de acido acético, 100 pL de formaldeido 37% e g.s.p. 200 mL de agua
destilada) overnight e sob agitacdo. Em seguida, o gel foi lavado quatro vezes por 20
minutos sob agitacdo com a solucdo de lavagem (100 mL de etanol e 100 mL de
agua destilada), desprezando a solucdo anterior. Apés a lavagem, o gel foi colocado
em tiossulfato de sédio 0,02% por 1 minuto, sob agitacdo, e em seguida lavado trés
vezes por 20 segundos, sob agitacdo, com agua destilada. Ap6s a lavagem com
agua, o gel foi colocado em solucao corante (0,1g de AgNOs, 37,5 uL de formaldeido
37% e 50 mL de agua destilada) por 20 minutos, sob agitacdo, e em seguida lavado
duas vezes por 20 segundos, sob agitacdo, com agua destilada. Apés a nova
lavagem com agua, o gel foi colocado em solucéo reveladora (3g de Na2COs, 25 uL
de formaldeido 37%, 10 uL de tiossulfato de sédio 0,2% e 50 mL de agua destilada)
até as bandas aparecerem nitidamente. A reacdo foi interrompida com solucdo
STOP (100 mL de etanol, 24 mL de acido acético e g.s.p. 200 mL de agua destilada)
e o gel foi lavado em agua destilada e escaneado para armazenamento dos

resultados.

3.2.3 Western Blot

Além das coloracdes por Coomassie Blue e Prata, foi realizado um terceiro
gel SDS-PAGE 10% para realizar um Western Blot e confirmar a presenca da Pet,
bem como verificar a integridade da proteina no concentrado do sobrenadante de
PCEFN1 liofilizado. Em seguida, as bandas do gel foram transferidas para a
membrana de nitrocelulose (GE Healthcare — Life Sciences) pelo sistema semi-seco
Trans-Blot Semi dry (Bio Rad) a 10V por 45 minutos. Apds a transferéncia das
bandas, a membrana de nitrocelulose foi colocada em solug&o bloqueio (20 mL de
tampéo PBS - Phosphate-Buffered Saline: 137 mM de NaCl, 10 mM de fosfato, 2,7
mM de KCI, pH 7,4 - e 5% de leite desnatado) a 4°C overnight e sem agitacao.

Para a imunodeteccdo, a membrana foi lavada com PBS-T (200 mL de

tampéao PBS e 0,05% de detergente Tween® 20) trés vezes por 5 minutos, com
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agitacdo. Apds a primeira lavagem, a membrana foi incubada com o anticorpo
primario (anti-Pet, diluido 1:1.000 em 10 mL de tampdo PBS e 2,5% de leite
desnatado) e colocada em agitacdo por 1 hora. Em seguida, a membrana foi lavada
novamente com PBS-T nas mesmas condi¢des anteriores. Apos a segunda lavagem
a membrana foi incubada com o anticorpo secundario (anti IgG de coelho, diluido
1:10.000 em 10 mL de tampdo PBS e 2,5% de leite desnatado) e colocada em
agitacao por 1 hora. Em seguida, a membrana foi lavada pela ultima vez com PBS-T
nas mesmas condi¢cdes anteriores. Por fim, a membrana foi colocada na solugéo
reveladora DAB (15 mL de tampé&o DAB — 0,05 M de tris, 0,15 M de NacCl, 200 ml de
agua destilada, pH 7,6; 0,01g de diaminobenzidina e 12 ul de H202) até as bandas
aparecerem nitidamente e a reacao foi interrompida com agua destilada. Todas as

incubacdes foram realizadas a temperatura ambiente.

3.3 Obtencao do sobrenadante de cultura de HB101

O sobrenadante de uma Escherichia coli HB101 foi utilizado como controle
negativo (ABREU et al.,, 2015). Para prepara-lo, o pré-inoculo foi realizado em
duplicata, na diluicdo de 1:100 em 3 mL de meio LB (Luria Bertani) e cultivado a
37°C, 250 rpm. Ao fim do dia, o pré-indculo foi transferido para 100 mL de meio LB
1:100, novamente em duplicata, cultivado a 37°C, 250 rpm, overnight.
Posteriormente, foram preparados dois tubos de 50 mL e os mesmos foram
centrifugados a 12.000 g por 10 minutos para coletar o sobrenadante. Por fim, o
sobrenadante foi filtrado em bomba & vacuo e concentrado em Centricon de 100
MWCO. A quantidade de proteinas totais do sobrenadante foi quantificada pelo

método Pierce (Pierce BCA protein — Thermo Scientific).

3.4 Ensaios de clivagem dos componentes do sistema complemento (C3, C3b,
C4, C4b e C5)

Os sobrenadantes de cultura concentrados de HB101 (pCEFN) e Escherichia
coli HB101 (1 pg de proteinas totais) foram incubados por 5 e 24 horas a 37°C com
0s componentes do sistema complemento (0.5 pug para C3, C3b, C4 e C4b, e 1 ug
para C5; diluidos em &gua Mili-Q) e tampdo MOPS  (3-(N-
morpholino)propanesulfonic acid) (125 mM de MOPS; 12,5 pM de ZnSOg4; 250mM
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NacCl; pH 7,5). Como controle negativo, foi realizada uma incubacao apenas entre os
componentes do sistema complemento e o tamp&do MOPS. O volume final para os
tubos foi de 50 pL.

A inibicdo da degradagéo de cada componente foi realizada adicionando-se
um inibidor de serino protease. Para tal, os sobrenadantes de cultivo bacteriano
foram previamente incubados com PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) a 1 mM por
30 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, os sobrenadantes de cultura
da HB101 (pCEFN) e Escherichia coli HB101 (1 pg de proteinas totais) foram
incubados por 5 e 24 horas a 37°C com componentes do sistema complemento (0.5
ug para C3, C3b, C4 e C4b, e 1 pg para C5; diluidos em agua Milli-Q) e tampéao
MOPS. O volume final para os tubos foi de 50 yuL. Os produtos de degradacao foram

analisados por Western Blot.

3.4.1 Western Blot

Foram realizados dois géis SDS-PAGE 10% para cada componente do
complemento, contendo 10 pL/well de reacdo e 5 pL/well de peso molecular
Kaleidoscope (Bio Rad). Em seguida, as bandas do gel foram transferidas para a
membrana de nitrocelulose utilizando-se o sistema semi-seco Trans-Blot Semi dry
(Bio Rad) a 10V por 45 minutos. Apés a transferéncia das bandas, a membrana de
nitrocelulose foi colocada em solucéao bloqueio (20 mL de tampé&o PBS e 5% de leite
desnatado) a 4°C overnight e sem agitacao.

Para a imunodeteccdo, a membrana foi lavada com PBS-T (200 mL de
tampdo PBS e 0,05% de detergente Tween® 20) trés vezes por 5 minutos, com
agitacdo. Apos a primeira lavagem, a membrana foi incubada com o anticorpo
especifico para cada componente (diluidos 1:5000 para anti-C3, 1:2500 para anti-C4
e 1:2000 para anti-C5 em 10 mL de tampao PBS e 2,5% de leite desnatado) e
colocada em agitacéo por 1 hora. Em seguida, a membrana foi lavada novamente
com PBS-T nas mesmas condicdes anteriores. Apdés a segunda lavagem a
membrana foi incubada com o anticorpo secundario (anti IgG de cabra, diluido
1:10.000 em 10 mL de tampédo PBS e 2,5% de leite desnatado) e colocada em
agitacdo por 1 hora. Em seguida, a membrana foi lavada pela ultima vez com PBS-T
nas mesmas condi¢des anteriores.

Por fim, as membranas foram reveladas por ECL (enhanced

chemiluminescent — Thermo Scientific). Foram homogeneizados 500 pL de stable
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peroxide e 500 pL de luminol em uma placa, e em seguida a membrana foi tratada
por 1 minuto com a solucdo. Posteriormente, a membrana foi revelada por

guimiluminescéncia em transiluminador (Uvitech — UVI-1D).

3.5 Ensaios proteoliticos com reguladores negativos do sistema complemento

Para verificar se a degradacdo dos componentes do sistema complemento
por Pet dependeria de um cofator, novas incubagdes foram realizadas contendo os
Fatores | e H importantes reguladores negativos do sistema complemento. O
componente C3b foi utilizado por apresentar padrdo de degradacéo conhecido pelos
fatores H e | (CASTIBLANCO-VALENCIA et al., 2012). Foram realizadas uma reagao
contendo C3b e os dois fatores (0.5 pug para C3b e Fator I, e 0.25 pg para Fator H),
uma reacao contendo apenas C3b como controle, uma reacdo contendo C3b e Pet
(0.5 nug para C3b e 1 ug para Pet) e, por fim, uma reacdo contendo C3b, Pet e 0
Fator H (0.5 pg para C3b, 1 ug para Pet e 0.25 pg para Fator H). O tampdo MOPS
foi utilizado em todas as reacdes e as incubacdes foram feitas por 5 horas a 37°C. O
volume final para os tubos foi de 20 pL. Os Produtos de degradacdo foram

analisados por Western Blot.

3.5.1 Western Blot

A eletroforese em gel SDS-PAGE e a transferéncia para membrana de
nitrocelulose foram realizadas conforme o item 3.4.1. Para a imunodeteccgéo, a
membrana foi lavada com PBS-T (200 ml de tampao PBS e 0,05% de detergente
Tween® 20) trés vezes por 5 minutos, com agitacdo. Apds a primeira lavagem, a
membrana foi tratada com o anticorpo primario (anti-C3, diluido 1:5000 em 10 mL de
tampéo PBS e 2,5% de leite desnatado) e colocada em agitacdo por 1 hora. Em
seguida, a membrana foi lavada novamente com PBS-T nas mesmas condi¢cdes
anteriores. Ap0s a segunda lavagem a membrana foi tratada com o anticorpo
secundario (anti IgG de cabra, diluido 1:10.000 em 10 mL de tampéo PBS e 2,5% de
leite desnatado) e colocada em agitacdo por 1 hora. Por fim, as membranas foram

reveladas utilizando-se ECL, conforme descrito no item 3.4.1.
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3.6 Atividade bactericida do soro humano pés tratamento com o sobrenadante

da proteina Pet

Para verificar o papel de Pet na evasao do sistema complemento, foi
realizado um ensaio de resisténcia a atividade bactericida do soro humano. Para tal,
as bactérias Escherichia coli HB101 foram incubadas com o soro humano comercial
em diferentes condi¢cbes. O pré-indculo bacteriano foi preparado em caldo LB e
incubado a 37°C por 18 h. Ao fim deste periodo, um novo cultivo 1:50 em caldo LB
(Luria Bertani) foi incubado a 37°C/ 250 rpm, até que o cultivo atingisse a densidade
Optica 0,5 a 600 nm. O calculo da quantidade necessaria de Pet para inativacdo das
moléculas do complemento foi baseado na relacdo enzima/substrato observada
entre Pet e C3 nos ensaios proteoliticos (2:1) e na concentracdo sérica de C3 no
soro humano normal (1500 pg/mL).

Em seguida, 20 yL do inéculo da cepa foram adicionados aos microtubos
preparados de forma que o volume final de cada microtubo foi de 200 YL e a
concentracgédo final de soro nos tubos que o continham foi de 50%. O contetudo dos
trés microtubos (Tabela 1) foi homogeneizado e o0s microtubos contendo soro
humano sem tratamento (NHS), soro inativado pelo calor (IHS) e soro pré-tratado
com Pet (Pet IHS) foram incubados a 37°C por 60 min. Imediatamente apés a adicédo

do inéculo, 20 uL do microtubo controle (tempo 0) foram coletados.

Tabela 1 — Disposi¢cédo dos microtubos

NHS IHS Pet IHS
Soro 100 uL 100 uL 100 uL
Inéculo 20 uL 20 uL 20 yL
MOPS 80 L 80 pL 30 uL
Pet - - 50 uL
V. final da 200 uL 200 uL 200 pL
reacao

Aos 30 e 60 min de incubacéo, 20 pL do conteudo dos microtubos NHS, IHS e
Pet IHS foram coletados, diluidos de forma seriada em PBS 0,01M estéril (10> 104,

10°% e 10®) e semeadas em Agar MacConkey pelo método da microdiluicdo em
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placa. Todas as placas de 4gar MacConkey foram incubadas a 37°C por 18 h e as
colonias foram contadas para determinar a quantidade de UFC/mL. Os resultados

foram plotados em um gréafico “tempo de incubagdo x UFC/mL”, utilizando-se o

programa Prisma.
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4 RESULTADOS

4.1 Detecgdo da proteina Pet no sobrenadante do clone minimo HB101
(pCEFN)

Para verificar a integridade da proteina Pet no sobrenadante do clone minimo
HB101 pCEFN, realizou-se a eletroforese seguida por coloracdo de prata e
Coomassie, bem como o Western Blot utilizando os anticorpos anti-Pet. Foram
observadas bandas com peso de 104 kDa, que corresponde ao peso molecular de
Pet nos géis de prata e Coomassie (Figura 6 a e b). A presenca da proteina foi

confirmada por Western Blot, conforme demonstrado na figura 6c.

Figura 6 - Deteccdo da Pet por coloracbes de Coomassie (A), Prata (B) e Western
Blot (C)
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As coloragfes de Coomassie (A) e Prata (B) foram realizadas para verificar a presenca da proteina
Pet; as setas indicam bandas de peso molecular proximos a 104 kDa, peso descrito para a Pet na
literatura. Além disso, um Western Blot (C) foi realizado utilizando o soro especifico anti-Pet para
verificar a integridade da proteina; novamente, a seta indica uma banda de peso molécula proximo a
104 kDa.
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4.2 Pet degrada os componentes do sistema complemento C3, C3b, C4, C4b e
C5

Para verificar a degradagcédo dos componentes do sistema complemento pela
proteina Pet, realizou-se a eletroforese seguida por Western Blot utilizando
anticorpos especificos para cada componente.

Na figura 7, observa-se o padrdo de degradacdo obtido no teste realizado
com C3. Em 5 horas, observa-se o aparecimento de um produto de degradacao de
aproximadamente 75 kDa, enquanto que em 24 horas, observa-se o0 aparecimento
de produtos de degradacdo de aproximadamente 75 e 37 kDa. Em ambos o0s
tempos de incubacao, nota-se desaparecimento total da cadeia a. Nao foi possivel

observar degradacfes espontaneas da molécula.

Figura 7 - Degradacdo de C3 apoOs a incubacdo com sobrenadante de HB101
pCEFN
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Para a realizacdo dos ensaios proteoliticos, um gel SDS-PAGE 10% contendo bandas das reacdes
foi transferido para uma membrana de nitrocelulose. ApoOs a transferéncia, a membrana foi incubada
com anticorpos especificos e revelada por ECL (enhanced chemiluminescent) em um transiluminador.
A molécula de C3 possui duas cadeias, a cadeia a de 115 kDa e a cadeia B de 75 kDa. Marcados em
vermelho, observa-se o aparecimento de produtos de degradacéo especificos de C3 na incubacao
com o sobrenadante de HB101 (pCEFN) que n&o aparecem na incubacdo com sobrenadante de
Escherichia coli HB101 e no controle negativo. Além disso, observa-se que o padrao de degradacdo
em 24h foi mais intenso do que em 5h, onde um produto de degradacao de 37 kDa foi detectado
apenas em 24h de incubacdo. Em ambos os tempos, houve desaparecimento total da cadeia a e a
deteccdo de um produto de degradacédo de aproximadamente 75 kDa.
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Na figura 8, observa-se o padrdo de degradacdo obtido no teste realizado
com C3b. Em 5 horas, observa-se o aparecimento de produtos de degradacdo de
aproximadamente 75 e 37 kDa, enquanto que em 24 horas, observa-se o
aparecimento de produtos de degradacdo de aproximadamente 75, 50 e 37 kDa.

Né&o foi possivel observar degradacdes espontdneas da molécula.

Figura 8 - Degradacdo de C3b apoOs a incubacdo com sobrenadante de HB101
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Para a realizacao dos ensaios proteoliticos, um gel SDS-PAGE 10% contendo bandas das reacdes
foi transferido para uma membrana de nitrocelulose. Apds a transferéncia, a membrana foi incubada
com anticorpos especificos e revelada por ECL (enhanced chemiluminescent) em um transiluminador.
A molécula de C3b possui duas cadeias, a cadeia a de 105 kDa e a cadeia B de 75 kDa. Marcados
em vermelho, observa-se o aparecimento de produtos de degradacdo especificos de C3b na
incubacdo com o sobrenadante de HB10l1 (pCEFN) que ndo aparecem na incubacdo com
sobrenadante de Escherichia coli HB101 e no controle negativo. Novamente, observa-se que o
padrdo de degradacdo em 24h foi mais intenso do que em 5h, sendo possivel detectar alguns
produtos de degradagdo que ndo aparecem em 5h de incubacéo e o produto de degradacdo de 37
kDa foi detectado com maior intensidade. Embora ndo tenha sido observado desaparecimento da
cadeia a, nota-se que hd uma diferenca de tamanho da banda em comparagédo com 0s outros grupos,
sugerindo uma possivel degradagao.

Na figura 9, observa-se o padrdo de degradacdo obtido no teste realizado
com C4. Em 5 horas, observa-se o aparecimento de um produto de degradacao de
aproximadamente 50 kDa, enquanto que em 24 horas, observa-se o0 mesmo produto

de degradacdo de aproximadamente 50 kDa. Neste caso, foi possivel observar
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produtos inespecificos, provenientes da degradacdo espontanea de C4, que nédo

estao relacionados a incubacdo com o sobrenadante de HB101 (pCEFN).

Figura 9 - Degradacdo de C4 apoOs a incubacdo com sobrenadante de HB101
pCEFN
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Para a realizacdo dos ensaios proteoliticos, um gel SDS-PAGE 10% contendo bandas das reacgdes
foi transferido para uma membrana de nitrocelulose. Apés a transferéncia, a membrana foi incubada
com anticorpos especificos e revelada por ECL (enhanced chemiluminescent) em um transiluminador.
A molécula de C4 possui trés cadeias, a cadeia a de 85 kDa, a cadeia  de 71 kDa e a cadeia y de 33
kDa. Marcados em vermelho, observa-se o aparecimento de produtos de degradacgdo especificos de
C4 na incubacdo com o sobrenadante de HB101 (pCEFN) que ndo aparecem na incubacdo com
sobrenadante de Escherichia coli HB101 e no controle negativo. Observam-se também produtos de
degradacéo inespecificos que aparecem tanto na presenca do sobrenadante do clone minimo quanto
nos outros grupos. Neste caso, estes produtos sdo provenientes da degradacdo esponténea de C4 e
ndo estao relacionados a presenga da Pet na incubacao.

Na figura 10, observa-se o padrdo de degradacéo obtido no teste realizado
com C4b. Em 5 horas, observa-se o aparecimento de um produto de degradacéo de
aproximadamente 50 kDa, enquanto que em 24 horas, observam-se produtos de
degradacdo de aproximadamente 50, 37 e 25 kDa. Neste caso, também foi possivel
observar produtos inespecificos provenientes da degradacdo espontanea do
componente C4b utilizado, que ndo estdo relacionados a incubacdo com o
sobrenadante de HB101 (pCEFN).
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Figura 10 - Degradacdo de C4b apos a incubacdo com sobrenadante de HB101
pCEFN
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Para a realizacdo dos ensaios proteoliticos, um gel SDS-PAGE 10% contendo bandas das reacdes
foi transferido para uma membrana de nitrocelulose. Apés a transferéncia, a membrana foi incubada
com anticorpos especificos e revelada por ECL (enhanced chemiluminescent) em um transiluminador.
A molécula de C4b possui trés cadeias, a cadeia a de 75 kDa, a cadeia B de 72 kDa e a cadeia y de
33 kDa. Marcados em vermelho, observa-se o0 aparecimento de produtos de degradacéo especificos
de C4b na incubacdo com o sobrenadante de HB101 (pCEFN) que ndo aparecem na incubacdo com
sobrenadante de Escherichia coli HB101 e no controle negativo. Novamente, observa-se que a
degradacdo em 24h foi mais intensa que em 5h, com o aparecimento de produtos de degradacdo que
s6 aparecem em 24h. Observam-se também produtos de degradacéo inespecificos que aparecem
tanto na presenca do sobrenadante do clone minimo quanto nos outros grupos. Neste caso, estes
produtos séo provenientes da degradacdo espontdnea de C4b e néo estéo relacionados a presenca
da Pet na incubacgéo.

Na figura 11, observa-se o padrédo de degradacé&o obtido no teste realizado
com C5. Em 5 horas, observa-se o aparecimento de um produto de degradacao de
aproximadamente 75 kDa, enquanto que em 24 horas, nao foi possivel observar
produtos de degradagéao. Em ambos os tempos de incubacdo, nota-se
desaparecimento total da cadeia a. N&o foi possivel observar degradacdes

espontaneas da molécula.
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Figura 11 - Degradacdo de C5 apds a incubagdo com sobrenadante de HB101
pCEFN
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Para a realizacdo dos ensaios proteoliticos, um gel SDS-PAGE 10% contendo bandas das reacdes
foi transferido para uma membrana de nitrocelulose. Apos a transferéncia, a membrana foi incubada
com anticorpos especificos e revelada por ECL (enhanced chemiluminescent) em um transiluminador.
A molécula de C5 possui duas cadeias, a cadeia a de 112 kDa e a cadeia 3 de 74 kDa. Marcados em
vermelho, observa-se o aparecimento de produtos de degradacdo especificos de C5 na incubacéo
com o sobrenadante de HB101 (pCEFN) que ndo aparecem na incubagdo com sobrenadante de
Escherichia coli HB101 e no controle negativo. Em ambos os tempos, houve desaparecimento total
da cadeia a.

4.3 Inibicdo da degradacao dos componentes do complemento por PMSF

Para confirmar que as degradacfes observadas nos primeiros ensaios foram
causadas pela Pet, um segundo ensaio foi realizado com PMSF que inibe a acdo de
serino proteases.

Na figura 12, observa-se o padrédo de degradacéo obtido no teste realizado
com C3. Em 5 horas, ndo foi possivel observar produtos de degradacdo, enquanto
gue em 24 horas, observa-se produtos de degradacdo de aproximadamente 50 e 37
kDa apenas na presenca do sobrenadante de HB101l (pCEFN). Em ambos os
tempos de incubagdo, novamente nota-se desaparecimento total da cadeia a na

presenca do sobrenadante de HB101 (pCEFN). Nenhum outro produto de



34

degradacgéo especifico foi observado nas incubagbes com sobrenadante de HB101
(pCEFN) tratado com PMSF, sobrenadante de Escherichia coli HB101,

sobrenadante de Escherichia coli HB101 tratado com PSMF e no controle negativo.

Figura 12 — Inibicdo da degradac&o de C3 por PMSF
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Para a realizagdo dos ensaios proteoliticos, um gel SDS-PAGE 10% contendo bandas das reacgfes
foi transferido para uma membrana de nitrocelulose. Apos a transferéncia, a membrana foi incubada
com anticorpos especificos e revelada por ECL (enhanced chemiluminescent) em um transiluminador.
A ordem das incubacdes consiste em: sobrenadante de HB101 (pCEFN), sobrenadante de HB101
(pCEFN) tratado com PMSF, sobrenadante de Escherichia coli HB101, sobrenadante de Escherichia
coli HB101 tratado com PSMF e o controle negativo. Marcados em vermelho, observa-se o
aparecimento de produtos de degradacdo especificos de C3 na incubacdo com o sobrenadante de
HB101 (pCEFN) que ndo aparecem nas outras incubacdes, confirmando o papel da Pet na
degradacéo da molécula.

Na figura 13, observa-se o padrédo de degradacéo obtido no teste realizado
com C3b. Em 5 horas, nao foi possivel observar produtos de degradacdo, enquanto
gue em 24 horas, observa-se produtos de degradacéo de aproximadamente 50 e 37

kDa apenas na presenca do sobrenadante de HB101 (pCEFN). Nenhum outro
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produto de degradacéo especifico foi observado nas incubacdes com sobrenadante
de HB101 (pCEFN) tratado com PMSF, sobrenadante de Escherichia coli HB101,

sobrenadante de Escherichia coli HB101 tratado com PSMF e no controle negativo.

Figura 13 - Inibicdo da degradacdo de C3b por PMSF
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Para a realizagdo dos ensaios proteoliticos, um gel SDS-PAGE 10% contendo bandas das reacgfes
foi transferido para uma membrana de nitrocelulose. Apos a transferéncia, a membrana foi incubada
com anticorpos especificos e revelada por ECL (enhanced chemiluminescent) em um transiluminador.
A ordem das incubacdes consiste em: sobrenadante de HB101 (pCEFN), sobrenadante de HB101
(pCEFN) tratado com PMSF, sobrenadante de Escherichia coli HB101, sobrenadante de Escherichia
coli HB101 tratado com PSMF e o controle negativo. Marcados em vermelho, observa-se o
aparecimento de produtos de degradacgédo especificos de C3b na incubacdo com o sobrenadante de
HB101 (pCEFN) que nao aparecem nas outras incubacbes, confirmando o papel da Pet na
degradacéo da molécula.

Na figura 14, observa-se o padrdo de degradacéo obtido no teste realizado
com C4. Em 5 horas, observa-se produtos de degradacdo de aproximadamente 75,
50 e 20-10 kDa, enquanto que em 24 horas, observa-se produtos de degradacéo de
aproximadamente 75, 50, 37, 25 e 20-10 kDa. Os produtos de degradacédo foram

observados apenas na presenca do sobrenadante de HB101 (pCEFN).
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Nenhum outro produto de degradacao especifico foi observado na incubacao
com sobrenadante de HB101l (pCEFN) tratado com PMSF, sobrenadante de
Escherichia coli HB101, sobrenadante de Escherichia coli HB101 tratado com PSMF
e no controle negativo. Alguns produtos de degradacédo inespecificos podem ser
observados nas incubacfes, por conta de possivel degradacdo espontanea da
molécula que pode ter sido potencializada pela presenca da Pet na incubacédo com o
sobrenadante de HB101 (pCEFN).

Figura 14 - Inibicdo da degradacao de C4 por PMSF
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Para a realizagédo dos ensaios proteoliticos, um gel SDS-PAGE 10% contendo bandas das reacdes
foi transferido para uma membrana de nitrocelulose. Apos a transferéncia, a membrana foi incubada
com anticorpos especificos e revelada por ECL (enhanced chemiluminescent) em um transiluminador.
A ordem das incubacdes consiste em: sobrenadante de HB101 (pCEFN), sobrenadante de HB101
(pCEFN) tratado com PMSF, sobrenadante de Escherichia coli HB101, sobrenadante de Escherichia
coli HB101 tratado com PSMF e o controle negativo. Marcados em vermelho, observa-se o
aparecimento de produtos de degradacdo especificos de C4 na incubacdo com o sobrenadante de
HB101 (pCEFN) que n&do aparecem nas outras incubac¢fes, confirmando o papel da Pet na
degradacéo da molécula.

Na figura 15, observa-se o padrédo de degradacéo obtido no teste realizado
com C4b. Em 5 horas, observa-se produtos de degradacdo de aproximadamente 50

kDa, enquanto que em 24 horas, observa-se produtos de degradagdo de
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aproximadamente 50, 37 e 25 kDa. Os produtos de degradacao foram observados
apenas na presenca do sobrenadante de HB101 (pCEFN).

Nenhum outro produto de degradacao especifico foi observado na incubacéo
com sobrenadante de HB10l1 (pCEFN) tratado com PMSF, sobrenadante de
Escherichia coli HB101, sobrenadante de Escherichia coli HB101 tratado com PSMF
e no controle negativo. Alguns produtos de degradacdo inespecificos podem ser
observados, por conta de possivel degradacdo espontanea da molécula que pode
ter sido potencializada pela presenca da Pet na incubagcdo com o sobrenadante de
HB101 (pCEFN).

Figura 15 - Inibicdo da degradacdo de C4b por PMSF
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Para a realizacdo dos ensaios proteoliticos, um gel SDS-PAGE 10% contendo bandas das reacdes
foi transferido para uma membrana de nitrocelulose. ApoOs a transferéncia, a membrana foi incubada
com anticorpos especificos e revelada por ECL (enhanced chemiluminescent) em um transiluminador.
A ordem das incubacdes consiste em: sobrenadante de HB101 (pCEFN), sobrenadante de HB101
(pCEFN) tratado com PMSF, sobrenadante de Escherichia coli HB101, sobrenadante de Escherichia
coli HB101 tratado com PSMF e o controle negativo. Marcados em vermelho, observa-se o
aparecimento de produtos de degradacgédo especificos de C4b na incubacdo com o sobrenadante de
HB101 (pCEFN) que nao aparecem nas outras incubacbes, confirmando o papel da Pet na
degradacéo da molécula.
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Na figura 16, observa-se o padrédo de degradac&o obtido no teste realizado
com C5. Em 5 horas, nao foi possivel observar produtos de degradacdo, enquanto
gue em 24 horas, observa-se um produto de degradacéo entre 75 e 50 kDa apenas
na presenca do sobrenadante de HB10l1 (pCEFN). Em ambos os tempos de
incubacdo, novamente nota-se desaparecimento total da cadeia a na presenga do
sobrenadante de HB101 (pCEFN).

Nenhum outro produto de degradacdo especifico foi observado nas
incubacées com sobrenadante de HB101 (pCEFN) tratado com PMSF,
sobrenadante de Escherichia coli HB101, sobrenadante de Escherichia coli HB101
tratado com PSMF e no controle negativo. Um produto de degradacéo inespecifico
foi observado na incubacdo com o sobrenadante de HB101 (pCEFN) tratado com
PSMF. Neste caso, a inibigdo em 24 horas possa ter sido insuficiente ou outro fator

causou o aparecimento deste produto de degradacéo inespecifico.

Figura 16 - Inibicdo da degradacéo de C5 por PMSF
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Para a realizagdo dos ensaios proteoliticos, um gel SDS-PAGE 10% contendo bandas das reac¢fes
foi transferido para uma membrana de nitrocelulose. Apos a transferéncia, a membrana foi incubada
com anticorpos especificos e revelada por ECL (enhanced chemiluminescent) em um transiluminador.
A ordem das incubagdes consiste em: sobrenadante de HB101 (pCEFN), sobrenadante de HB101
(pCEFN) tratado com PMSF, sobrenadante de E. coli HB101, sobrenadante de E. coli HB101 tratado
com PSMF e o controle negativo. Marcados em vermelho, observa-se o aparecimento de produtos de
degradacdo especificos de C5 na incubacdo com o sobrenadante de HB101 (pCEFN) que nao
aparecem nas outras incubacdes, confirmando o papel da Pet na degradagéo da molécula.
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4.4 A degradacgéo por Pet ndo necessita do Fator |

Para verificar se a degradacdo dos componentes do sistema complemento
por Pet dependeria de um cofator, novas incubagdes foram realizadas contendo os
Fatores | e H, importantes reguladores negativos do sistema complemento. Na figura

17, observa-se o padrao obtido.

Figura 17 - Degradacao de C3b por Pet na presenca de um cofator
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Para a realizagdo dos ensaios proteoliticos, um gel SDS-PAGE 10% contendo bandas das reacgfes
foi transferido para uma membrana de nitrocelulose. Ap6s a transferéncia, a membrana foi incubada
com anticorpos especificos e revelada por ECL (enhanced chemiluminescent) em um transiluminador.
A ordem das incubagbes consiste em: C3b com fatores | e H, controle negativo, C3b com
sobrenadante de HB101 (pCEFN) e C3b com sobrenadante de HB101 (pCEFN) e fator H. Marcados
em vermelho, observa-se o padrdo de degradacédo obtido na auséncia e presenca do fator H na
incubacédo, comparando com o padrdo de degradacdo conhecido de C3b pelos fatores | e H e 0
controle negativo.

Observa-se que o padrdo de degradacdo, na presenca de um cofator na
incubacdo com o sobrenadante de HB101 (pCEFN), é bastante similar. Portanto, Pet

por si sO é capaz de degradar o sistema complemento.
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4.5 Sobrevivéncia de bactérias quando incubadas em soro humano pré-tratado

com Pet

Para verificar a agdo da Pet sobre os componentes do sistema complemento,

hY

foi realizado um ensaio de resisténcia a atividade bactericida do soro humano,
incubando as bactérias E. coli HB101 com o soro humano comercial em diferentes
condicfes. Na figura 18, os resultados obtidos apds a contagem das coldnias estéo

representados em um grafico.

Figura 18 - Sobrevivéncia da E. coli HB101 ao soro humano
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Observa-se que na presenca do soro humano normal, houve morte total das
bactérias em 30 minutos, confirmando a ac¢do bactericida do soro humano. Na
presenca do soro humano inativado pelo calor, houve sobrevivéncia das bactérias
em ambos os tempos de incubacéo, confirmando a inativacdo do soro humano. Na
presenca do soro humano pré-tratado com Pet, houve sobrevivéncia das bactérias
em ambos os tempos de incubacdo, em um padrdo préximo ao soro humano
inativado, confirmando a acédo da Pet na resisténcia a atividade bactericida do soro
humano e sua atividade proteolitica sobre o0s componentes do sistema

complemento.
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5 DISCUSSAO

Escherichia coli sdo bactérias que colonizam naturalmente a microbiota
intestinal e raramente causam doencas em seus hospedeiros. No entanto, as
Escherichia coli podem, eventualmente, adquirir fatores de viruléncia especificos que
as permitem causar doencas em individuos saudaveis (KAPER; NATARO; MOBLEY,
2004). Entre estas cepas patogénicas, encontram-se as extraintestinais,
relacionadas com casos de infeccdo urinaria, meningite e sepse (RUSSO;
JOHNSON, 2000). O sistema complemento, mecanismo da resposta imune inicial
contra patdgenos, apresenta componentes em circulagdo na corrente sanguinea que
sdo ativados em cascata e formam produtos importantes na eliminacdo do
microrganismo invasor, como o MAC (RICKLIN et al., 2010). A presenca de
mecanismos de resisténcia contra a acdo do sistema complemento por estes
patégenos permite que os mesmos sobrevivam em presenca do soro humano,
podendo facilitar a disseminacéo pelo organismo, agravando, portanto, o quadro de
infeccdo (BERENDS et al., 2014).

Os ensaios proteoliticos demonstraram que Pet foi capaz de degradar todos
0s componentes do sistema complemento testados: C3, C3b, C4, C4b e C5. A
capacidade de clivagem dos referidos componentes pode ser atribuida ao motivo de
serino protease da proteina, uma vez que a degradacéao foi inibida por PMSF, cuja
acao sobre essa enzima ja é bem conhecida (TURINI et al., 1969). A acéo de varias
proteases que degradam estes componentes, em uma infec¢cdo, pode agravar o
guadro extraintestinal. Nos estudos de Pic (ABREU et al. 2015) e EspP (ORTH et al.
2010), e, outros membros das SPATEs, também demonstram atividade proteolitica
sobre os componentes do sistema complemento. No caso da Pic, houve degradacéao
de C3, C3b, C4 e C2, reduzindo significativamente a ativacao pelas trés vias; no
caso da EspP, houve degradacdo de C3, C3b e C5. Pet apresenta em comum,
portanto, a degradacédo de C3, C3b, C4 e C5 (ABREU et al., 2015).

A degradacao de C3, o componente mais abundante na corrente sanguinea,
implica ndo sé na interrup¢cdo da via alternativa como também na convergéncia das
trés vias de ativacdo e na formacgédo de C3b, uma importante opsonina, e C3a, uma
importante anafilotoxina (SARMA; WARD, 2011). A degradacdo de C3b, além de
interromper a convergéncia das trés vias de ativagdo, também interfere no

importante processo de opsonizacdo, por C3b ser uma importante molécula
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fagocitica (SARMA; WARD, 2011). A degradacdo de C4 e C4b interrompem a via
classica e a via das lectinas e também interfere na formacédo de C3b e C3a (SARMA;
WARD, 2011). A degradacdo de C5, além de interromper a via terminal, também
interfere na formacédo de Cb5a, outra importante anafilotoxina (SARMA; WARD,
2011). Em todas as situacdes, a formacdo do Complexo de Ataque & Membrana
pode ser afetada (SARMA; WARD, 2011). Como Pet promoveu degradacédo de C3,
C3b, C4, C4b e C5, houve interferéncia na ativacdo das 3 vias de ativacdo do
sistema complemento e na formagdo de C3b, C3a, C5a e MAC, o que poderia
interferir ndo apenas no processo de lise bacteriana, como também em outros
processos importantes envolvendo a resposta inflamatéria contra a E. coli.

Como foi observado nos ensaios com os Fatores | e H, Pet ndo necessita de
um cofator para degradar os componentes do sistema complemento. Uma vez que o
perfil de degradagdo de C3b por Pet assemelha-se ao observado por Castiblanco-
Valencia et al. (2012) em presenca de Leptospira interrogans e os fatores | e H, seria
interessante verificar se Pet poderia funcionar como um Fator I-like. Para tal, uma
possibilidade seria realizar o sequenciamento amino terminal dos fragmentos de
degradacdo do sistema complemento degradados por Pet, pelo método de
degradacdo de Edman (EDMAN; BEGG, 1967). Outro ponto a ser investigado é se a
adicao dos fatores | e H na reacao poderia potencializar a degradacdo de C3b por
Pet, assim como ocorre em presenca de Pic (ABREU et al. 2015).

Em relacdo aos ensaios com soro humano, foi possivel observar que, quando
0 soro é pré-tratado com Pet, houve sobrevivéncia das bactérias em um padrao
similar ao soro humano inativado pelo calor. Isso confirma os resultados obtidos nos
ensaios proteoliticos, em que Pet foi capaz de degradar os componentes do sistema
complemento presentes no soro humano, e assim, permitindo a sobrevivéncia da
bactéria. No caso do estudo de Abreu et al. (2015), também foi observado que Pic
degradou 0os componentes presentes no soro humano comercial, porém para alguns
componentes o perfil de degradacao foi mais eficiente no soro do que na molécula
purificada. Para confirmar a degradacédo dos componentes do sistema complemento
presentes no soro humano comercial, serd necessario realizar futuramente um
Western Blot utilizando anticorpos especificos contra estes componentes apds a
incubacdo com Pet.

Por conta da plasticidade genética das Escherichia coli, o gene pet pode ser

encontrado em isolados extraintestinais, como observado nos casos de infec¢cbes
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urinarias por UPEC (NAZEMI et al., 2011; PARK, et al., 2009, NUNES et al., 2017,
ABE et al., 2008) e sepse (HERZOG et al., 2013). Recentemente, foi reportado um
caso de Sindrome Hemolitica Urémica causada por uma STEC (Stx-EAEC O59:NM
[H19]) que albergava fatores de viruléncia de EAEC, dentre eles o gene pet
(CARBONARI et al., 2019). Para se disseminar pelo organismo, as bactérias podem
apresentar estratégias de sobrevivéncia a acdo do sistema complemento por meio
de mecanismos de resisténcia ao soro humano. Portanto, adquirir fatores de
viruléncia capazes de protegé-las contra a resposta imunolégica pode ser
importantes para que a bactéria possa alcancar diversos 6rgaos, aumentando assim
sua capacidade de disseminacdo e colonizacdo do hospedeiro. Sendo assim, Pet
pode ser um importante fator de viruléncia na patogénese de E. coli, uma vez que
participa da evasdo do sistema complemento e aumenta a capacidade de

sobrevivéncia destas bactérias ao soro humano.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que:

e Pet degradou os componentes C3, C3b, C4, C4b e C5 do sistema complemento,

podendo interromper as trés vias de ativacao da cascata.

e A Escherichia coli HB101 sobreviveu ao soro humano pré-tratado com a Pet.

e A toxina Pet pode ser, portanto, um importante fator de viruléncia relacionado a

resisténcia ao soro.

e Pet é um dos fatores de viruléncia que pode contribuir para que as Escherichia

coli causem infecgdes extraintestinais e sepse.
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