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RESUMO 
 

Algumas linhagens de Escherichia coli são patógenos responsáveis por uma variedade 
doenças e, embora usando mecanismos distintos de patogênese, têm em comum a 
produção da Proteína envolvida na colonização (Pic). Recentemente nosso grupo mostrou 
que Pic medeia a evasão do sistema imune pela clivagem direta de moléculas do sistema 
complemento, reduzindo a ativação deste em todas as três vias. O objetivo deste estudo 
foi investigar a ação de Pic em um modelo murino de sepse. Camundongos fêmeas da 
linhagem Swiss entre 6-8 semanas receberam um inoculo intraperitoneal de suspenções 
bacterianas contendo E. coli produtora de Pic (F5), o mutante F5∆pic, ou uma injeção de 
água apirogênica. A sobrevida dos animais foi acompanhada durante 5 dias (n=6 
animais/grupo). A outra parte dos animais (n=6 animais/grupo) foi eutanasiada 12 h após 
a infecção para obtenção das amostras de sangue, lavado peritoneal e órgãos. Os 
parâmetros avaliados foram: a quantidade de células do sangue, cavidade peritoneal e 
órgãos; produção de mediadores inflamatórios; determinação das unidades formadoras de 
colônias (UFCs); imunofenotipagem de células do baço e peritônio; e histopatologia dos 
órgãos. A inoculação intraperitoneal de bactérias produtoras de Pic induziu a morte de 
100% dos animais em até 24h, diferente dos demais grupos entre os quais não foi 
observada mortalidade. A quantidade de UFCs dos órgãos foi mais alta no grupo F5 que 
nos outros grupos. Além disso, apenas F5 permaneceu viável na corrente sanguínea. O 
hemograma mostrou uma redução no número total de leucócitos, especialmente de 
linfócitos, nos animais do grupo F5 quando comparado aos demais grupos. Óxido nítrico, 
citocinas (IFN-γ, TNF-α, IL-6, IL-12, IL-10) e a quimiocina MCP-1 foram detectadas no 
soro, bem como no lavado peritoneal (exceto IL-12) do grupo F5 de modo mais 
acentuado que nos demais grupos. A imunofenotipagem das células do baço e peritônio 
evidenciou que houve uma baixa expressão de co-receptores em linfócitos e macrófagos 
no grupo F5, indicando que a ativação e a função destes foi comprometida. Esses 
resultados demonstram que Pic representa um importante fator de virulência, permitindo 
a sobrevivência da bactéria na corrente sanguínea e vários órgãos, assim como induzindo 
a alta produção de mediadores pró-inflamatórios pelo hospedeiro, levando à sepse e 
morte.  

 

Palavras-chave: Escherichia coli; Pic; serinaprotease; sepse.  



 

 

 

ABSTRACT 
 

Some Escherichia coli strains are pathogens responsible for a variety of diseases, and 
albeit using distinct mechanisms of pathogenesis, have in common the production of Pic, 
or protein involved in colonization. We have recently shown that Pic mediates immune 
evasion by the direct cleavage of complement molecules, significantly reducing 
complement activation by all three pathways. The aim of this study was to investigate the 
action of Pic in a murine model of sepsis. Six to eight-week-old female Swiss mice were 
intraperitoneally inoculated with Pic-producing E. coli (F5), F5∆pic mutant or apyrogenic 
water (control). Animal survival was monitored for 5 days (n= 6 animals/group) and a 
subset of mice (n= 6 animals/group) was euthanized after 12 h for sample acquire from 
blood, peritoneal lavage and organs. The parameters evaluated were cellularity from 
blood, peritoneal cavity and organs; inflammatory mediators production; quantity of 
colony forming units (CFU's); immunophenotyping of cells from spleen and peritoneum; 
and histopathology of organs. Intraperitoneal inoculation of Pic-producing bacteria 
induced 100% death within 24 h, different from the other groups where no death was 
observed. The CFU count of bacteria in the organs was significantly higher in F5 than 
other groups. Besides, only F5 was viable on bloodstream. Hematological analysis 
showed a decrease of total leukocytes, mainly lymphocytes. NO and cytokines (IFN-γ, 
TNF-α, IL-6, IL-12, IL-10 and MCP-1) were detected in serum, as well as on peritoneal 
lavage (excepting IL-12) of F5 group in significantly higher levels than other groups. 
Immunophenotyping of spleen and peritoneum cells revealed that there was a low 
expression of co-receptors on lymphocytes and macrophages in F5 group, indicating that 
the activation and function of these were compromised. Therefore, these results 
evidenced that Pic represents an important virulence factor, allowing the survival of the 
bacterium on bloodstream and several organs, as well as inducing a high production of 
pro-inflammatory mediators by the host, leading to a sepsis and death. 
 
Keywords: Escherichia coli; Pic; serineprotease; sepsis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Escherichia coli patogênicas são responsáveis por uma variedade de doenças que 

afetam desde o trato gastrointestinal - a exemplo da diarreia que é a segunda causa de 

morte entre crianças menores de cinco anos em países em desenvolvimento - até focos 

extra-intestinais, como o trato urinário, a corrente sanguínea e o sistema nervoso central 

(CROXEN et al., 2013; World Health Organization, 2016). Essas cepas de E. coli são 

capazes de transpor a barreira epitelial, levando a invasão e migração bacteriana para o 

trato urinário, podendo também eventualmente alcançar a corrente sanguínea e se 

disseminar para os mais diversos tecidos do hospedeiro, causando bacteremia e sepse 

(ABREU; BARBOSA, 2017).  

A sepse consiste em uma disfunção orgânica ameaçadora à vida, secundária à 

resposta desregulada do organismo a uma infecção (SINGER et al, 2016), representando 

um grave problema de saúde pública mundial, devido a sua alta taxa de mortalidade e em 

razão do seu difícil e oneroso tratamento (MIQUELIN; REIS, 2016; RULIM et al., 2017). 

Tanto bactérias Gram-positivas quanto as Gram-negativas podem estar envolvidas no 

processo de sepse, estando as cepas de E. coli entre as potenciais bactérias Gram-

negativas causadoras de sepse (MAYR et al., 2014). Vários são os fatores de virulência 

produzidos por esta bactéria, dentre os quais pode-se destacar a produção de 

serinaproteases, a exemplo da Proteína envolvida na colonização (Pic). Essa proteína 

possui diversos papeis biológicos, incluindo hemaglutinação, atividade mucinolítica, 

degradação do fator V da cascata de coagulação e clivagem tanto de glicoproteínas de 

superfície de leucócitos como de moléculas do sistema complemento (HENDERSON et 

al., 1999; RUIZ-PEREZ et al., 2011; ABREU et al., 2015).  

Tais propriedades biológicas, especialmente a degradação de glicoproteínas 

superficiais de leucócitos e moléculas do sistema complemento, sugerem que essa 

serinaprotease habilita a bactéria que a produz a evadir-se do sistema imune, tornando 

esse patógeno um potencial agente causador de sepse (Figura 1). Tendo em vista que 

todas as propriedades biológicas de Pic foram observadas in vitro, este estudo buscou 

investigar se bactérias produtoras de Pic são capazes de induzir sepse letal em 

camundongos, assim como o cenário imunológico decorrente desta infecção utilizando 

um modelo de inoculação intraperitoneal de bactérias. Vale ressaltar que diante da 
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elevada capacidade dessas bactérias em causar doenças tão disseminados em nosso meio, 

entender os mecanismos de patogenicidade desenvolvidos por esses microrganismos 

representa uma etapa indispensável para o desenvolvimento de inibidores proteicos, 

antibióticos e vacinas a serem utilizados na prevenção e/ou no tratamento de infecções 

graves. 

Este trabalho gerou um artigo, submetido à revista Frontiers in Immunology, 

Qualis A1, Fator de impacto 6,429 (ANEXO I).    

 

 

 

 

Figura 1. Hipóteses para os mecanismos de ação e contribuições de Pic na sepse. 1) Pic possui a capacidade 

de clivar glicoproteínas da superfície de leucócitos, importantes no processo de adesão, rolamento e 

transmigração dessas células para o foco infeccioso (RUIZ-PEREZ et al., 2011). 2) A redução no número de 

leucócitos recrutados para o peritônio dificultaria a eliminação da bactéria, permitindo que o patógeno 

prolifere e caia na corrente sanguínea (hipótese). 3) Pic também possui a capacidade de clivar moléculas 

pertencentes às três vias do sistema complemento (ABREU et al., 2015), o que possibilitaria à bactéria evadir-

se da morte mediada pelo complemento, sobreviver na corrente sanguínea e se disseminar para outros sítios 

no corpo do hospedeiro (hipótese). 4) Tal infecção disseminada ativaria a produção exacerbada de 

mediadores inflamatórios, característica da sepse, o que desregularia a homeostase do organismo, gerando 

inúmeros danos ao hospedeiro e culminando na sua morte (hipótese). 



15 

 

 

 

2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Escherichia coli 

 

Caracterizada como um bacilo Gram-negativo pertencente à família 

Enterobacteriaceae, Escherichia coli é uma espécie bacteriana amplamente distribuída, 

comumente encontrada no intestino grosso de humanos e animais de sangue quente 

(VILA et al., 2016). Ela é facilmente isolada de amostras fecais por meio do cultivo em 

meios de cultura seletivos onde a mudança do pH, devido à fermentação da lactose 

presente no meio, pode diferenciar cepas fermentadoras ou não de lactose. É capaz de 

crescer em ambientes aeróbicos e anaeróbicos, preferencialmente a 37oC, podendo ser 

móvel ou não (CROXEN et al., 2013). 

Embora a maioria das linhagens colonize o intestino e raramente cause doenças 

em indivíduos saudáveis, algumas linhagens são capazes de gerar distúrbios intestinais e 

exta-intestinais tanto em indivíduos imunocomprometidos quanto nos imunocompetentes 

(KAPER et al., 2004). A diarreia, um exemplo de distúrbio gastrointestinal que pode ser 

desencadeado via infecção por E. coli, representa um grave problema de saúde pública, 

sendo uma das principais causas de morbidade e mortalidade em crianças menores que 

cinco anos em todo o mundo (World  Health Organization, 2016). 

As cepas de E. coli associadas a infecções intestinais são denominadas E. coli 

diarreiogênicas (DEC) e podem ser classificadas em seis distintos patótipos, de acordo 

com seu sitio de colonização preferencial no hospedeiro, mecanismos de virulência e 

sintomas clínicos subsequentes à infecção. Os patótipos de DEC são: E. coli 

enteropatogênica (EPEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli enteroinvasora 

(EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli produtora da toxina Shiga (STEC) e E. 

coli que adere difusamente em culturas de células epiteliais (DAEC) (GOMES et al., 

2016). 

Sob certas circunstâncias - como por exemplo ruptura da barreira gastrointestinal, 

imunocomprometimento do hospedeiro, ou aquisição de novos fatores de virulência que 

possibilitem adaptação a novos nichos - cepas restritas ao intestino (comensais ou não) 

podem causar infecções em focos extra-intestinais, a exemplo do trato urinário, corrente 

sanguínea e sistema nervoso. Essas linhagens com habilidade especial para causar 
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doenças fora do intestino são denominadas E. coli patogênica extra-intestinal (ExPEC) 

(RUSSO; JOHNSON, 2000).  

Ampla é a gama de fatores de virulência produzidos por ExPEC que as habilitam 

a colonizar superfícies mucosas do hospedeiro, evitar ou subverter os mecanismos de 

defesa local ou sistêmica do hospedeiro, adquirir nutrientes essenciais, tal como ferro, 

invadir o hospedeiro e estimular a resposta inflamatória (MAINIL, 2013). Os fatores de 

virulência característicos de ExPEC incluem diversas adesinas, polissacarídeos (incluindo 

cápsula e lipopolissacarídeos), toxinas, sideróforos, proteases, invasinas e proteínas de 

resistência ao soro (JOHNSON; RUSSO, 2002). Esses fatores de virulência são 

codificados por genes constituintes de ilhas de patogenicidade restritas às E. coli 

patogênicas, estando ausentes em bactérias comensais, tornando esses microrganismos 

agentes etiológicos de infecções no trato urinário, meningites em neonatos e sepse 

(KOGA et al., 2014). 

As infeções do trato urinário são causadas por uma ampla gama de patógenos, 

estando Escherichia coli uropatogênica (UPEC) entre seus agentes etiológicos mais 

comuns, sendo responsável por mais de 80% de todas as infecções urinárias (ULETT et 

al., 2013). UPECs possuem um arsenal de fatores de virulências que contribuem com sua 

habilidade em causar doença, incluindo fimbrias, adesinas, toxinas, flagelo, proteínas 

autotransportadoras e sistema de aquisição de ferro (NIELUBOWICZ; MOBLEY, 2010). 

Infecções da corrente sanguínea (bacteremia) também têm sido relacionadas às 

várias linhagens de E. coli (WISPLINGHOFF et al., 2004; LAUPLAND et  al.,  2008; de 

KRAKER et al., 2013). As cepas que causam bacteremia possuem distintos fatores de 

virulência, incluindo fatores envolvidos na adesão, evasão do sistema imune, aquisição de 

ferro e toxinas, sendo também resistentes à ação bactericida do soro e de leucócitos 

(MIAJLOVIC et al., 2016). A presença desses fatores de virulência pode garantir a 

persistência dessas bactérias no sangue e disseminação pelo organismo, podendo 

consequentemente desencadear uma severa resposta inflamatória resultando em sepse 

(HERZOG et al., 2014; MORA-RILLO et al., 2015). 

 

2.2 Sepse 

 

2.2.1 Definição e epidemiologia  
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De acordo com a Society of Critical Care Medicine (SCCM) e a European Society 

of Critical Care Medicine (ESICM), a sepse é definida como uma disfunção orgânica 

ameaçadora à vida decorrente de uma resposta desregulada do hospedeiro à infecção. Tal 

disfunção é diagnosticada por meio da variação de dois ou mais pontos no escore 

Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) (SINGER et al., 2016), o qual avalia um 

conjunto de alterações na respiração, na coagulação, na função cardíaca, no fígado, no 

sistema nervoso central e nos rins (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Escore SOFA 

Sistema 
Escore     

0 1 2 3 4 
Respiração  
PaO2 / FIO2, mm 
Hg (kPa) 

 
≥400 (53,3) 

 
<400 (53,3) 

 
<300 (40) 

 
<200 (26,7) com 

suporte respiratório 

 
<100 (13,3) com 

suporte 
respiratório 

Coagulação  
Plaquetas 
x103/µL 

 
≥150 

 
<150 

 
<100 

 
<50 

 
<20 

Cardiovascular PAM≥70mm
Hg 

PAM<70 
mmHg 

Dopamina <5 
ou 

Dobutamina, 
qualquer dose 

Dopamina 5,1-15 
ou Epinefrina 

≤0,1 ou 
Norepinefrina 

≤0,1 

Dopamina >15 
ou  

Epinefrina >0,1 
ou 

Norepinefrina 
>0,1 

Fígado 
Bilirrubina 
mg/dL (µmol/L) 

 
<1,2 (20) 

 
1,2 - 1,9  
(20 – 32) 

 
2,0 – 5,9  

(33 – 101) 

 
6,0 – 11,9 (102 – 

204) 

 
>12,0 (204) 

SNC  
Escala de coma 
de Glasgow 

 
15 

 
13 – 14 

 
10 -12 

 
6 – 9 

 
<6 

Renal  
Creatinina, 
mg/dL (µmol/L) 
ou  
Debito urinário 
(mL/d) 

 
<1,2 (110) 

 
1,2 – 1,9  

(110 – 170) 

 
2,0 – 3,4  
(171-299) 

 
3,5 – 4,9 (300-

440) 
<500 

 
>5 (440) 

 <200 

Adaptado de Singer et al., 2016. 

Abreviações: FIO2, fração inspirada de O2; PAM, pressão arterial média; PaO2, pressão parcial de O2. 
 

Para identificar rapidamente pacientes mais propensos a evoluírem para um 

desfecho desfavorável, criou-se também um escore SOFA simplificado, denominado 

“quick SOFA” (qSOFA). Essa ferramenta acusa a gravidade do paciente quando este 
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apresenta pelo menos dois dos seguintes critérios clínicos: frequência respiratória 

>22/incursões por minuto, alteração do nível de consciência (escore segundo a Escala de 

Coma de Glasgow inferior a 15), ou pressão arterial sistólica de <100 mmHg 

(SEYMOUR et al., 2016). 

O termo choque séptico, também empregado no contexto da sepse, refere-se a um 

subgrupo dos pacientes com sepse que apresentam acentuadas anormalidades 

circulatórias, celulares e metabólicas associadas com um risco de morte maior quando 

comparado à sepse isoladamente. O critério diagnóstico de choque séptico é a 

necessidade de vasopressor para manter uma pressão arterial média acima de 65 mmHg 

após a infusão adequada de fluidos, associada a nível sérico de lactato acima de 2 

mmol/L (SHANKAR-HARI et al., 2016). 

Nas últimas décadas a sepse tem recebido atenção por ser uma das principais 

causas de morbidade e mortalidade em Unidades de Terapia Intensiva, com opções 

terapêuticas limitadas (HUTTUNEN, AITTONIEMI, 2011; CHALUPKA; TALMOR, 

2012). No Brasil, a taxa de mortalidade por sepse ainda se mostra elevada apesar dos 

crescentes avanços referentes ao seu tratamento e diagnóstico. No transcorrer de quase 

uma década, pode-se observar um tênue declínio dessas taxas, visto que em 2006 a 

mortalidade entre os pacientes sépticos era de 46,6% e no ano de 2015 seu percentual 

ainda alcançou 45,3% dos 110.049 pacientes internados nesse período em decorrência de 

sepse, o que acarretou um gasto maior que R$ 400.000.000 com esses pacientes. No 

Maranhão, foram registradas cerca de 2 mil internações no ano de 2015, o que gerou um 

ônus de aproximadamente seis milhões de reais com o tratamento desses pacientes com 

septicemia, culminando em uma taxa de mortalidade de 42,18% (MIQUELIN; REIS, 

2016). 

 

2.2.2 Fisiopatologia  

 

2.2.2.1 Infecção e Resposta imune inicial 

 

A invasão de microrganismos indesejados desencadeia no hospedeiro uma série 

de respostas por parte do sistema imune deste. Após ultrapassarem as barreiras mecânicas 

(como o tecido epitelial), químicas (a exemplo dos ácidos graxos da pele) e biológicas 
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(exemplificadas pela microbiota intestinal), os patógenos induzem a resposta de várias 

células do sistema imune inato, tais como macrófagos e neutrófilos, desencadeando um 

quadro de inflamação local (WIERSINGA et al., 2014).  

Os macrófagos residentes nos tecidos são as primeiras células que respondem à 

infecção via fagocitose e produção de substâncias bactericidas, como radicais livres de 

oxigênio além de proteases e hidrolases (lisozimas, elastase, colagenase, etc). Após a 

ativação, macrófagos também produzem uma série de mediadores inflamatórios que 

agem em outras células (polimorfonucleares, células endoteliais, fibroblastos, plaquetas e 

monócitos) amplificando a resposta inflamatória (FORTIN et al., 2010).  

Além dos macrófagos, os neutrófilos também são fagócitos importantes na defesa 

inata do hospedeiro, sendo as primeiras células recrutadas ao local da injuria, atuando na 

eliminação dos patógenos via fagocitose, liberação de grânulos citoplasmáticos, produção 

de espécies reativas de oxigênio e produção de armadilhas extracelulares de neutrófilos 

(NETs). Atraídos por quimiocinas, os neutrófilos migram da corrente sanguínea para o 

foco infeccioso com o auxílio de selectinas e integrinas (LERMAN; KIM, 2015).  

O reconhecimento dos patógenos pelas células do sistema imune ocorre por 

intermédio de moléculas denominadas de receptores de reconhecimento padrão (PRRs) 

que identificam estruturas moleculares conservadas presentes na superfície dos 

microrganismos, denominadas de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), 

tais como lipopolissacarídeos (LPS), peptideoglicano, lipopeptídeos, flagelina e DNA 

bacteriano (KAWAI; AKIRA, 2010). PRRs também podem reconhecer sinais endógenos 

de danos, conhecidos como alarminas ou DAMPs (padrões moleculares associados ao 

dano) (CHEN; NUÑEZ, 2010; CHAN et al., 2012). 

Entre os principais representantes dos receptores de reconhecimento padrão (PRR) 

encontram-se os receptores tipo toll dos mamíferos, uma família composta por proteínas 

de membrana homólogas aos receptores toll de Drosophila melanogaster (MEDZHITOV 

et al., 1997). Alguns receptores tipo toll são expressos na superfície celular (como os 

TLR 1, 2, 4, 5 e 6), enquanto outros são expressos nas vesículas membranosas 

endocíticas ou até mesmo em outros compartimentos intracelulares, como é o caso dos 

TLR 3, 7, 8 e 9 (KAWAI; AKIRA, 2010). 

Os receptores transmembranares tipo toll são compostos por um domínio de 

reconhecimento e um domínio citoplasmático capaz de desencadear eventos de 
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sinalização intracelular. Após a ativação dos receptores via interação com um PAMP, 

ocorre o recrutamento de proteínas acessórias presentes no citoplasma e uma série de 

reações de fosforilação proteica é iniciada culminando na fosforilação do iKB (inibidor 

do fator Kappa B) e na liberação do NF-κB (fator nuclear κB). Este, por sua vez, é 

translocado para o núcleo da célula onde induzirá a transcrição de vários genes que 

codificam a produção de mediadores inflamatórios, tais como citocinas, quimiocinas e 

oxido nítrico (MEDZHITOV; JANEWAY, 2000).  

As citocinas são produzidas de modo regulado a fim de promover a ativação e 

diferenciação da resposta imune (SCHULTE et al., 2013). São produzidas por uma ampla 

gama de células imunes - como neutrófilos, linfócitos, macrófagos, células dendríticas – 

assim como por outros tipos celulares, a exemplo das células endoteliais, e exercem 

funções tanto pró-inflamatórias quanto reguladoras (STRIZ et al., 2014). 

As quimiocinas e seus receptores são capazes de controlar a migração e a 

residência de todas as células imunes (RAZ; MAHABALESHWAR, 2009). Essas 

moléculas são secretadas em resposta a sinais, tais como citocinas pró-inflamatórias, 

atuando no recrutamento de monócitos, neutrófilos e linfócitos (DESHMANE et al., 

2009). As quimiocinas podem ser agrupadas em duas subfamílias funcionais: quimiocinas 

inflamatórias e homeostáticas. As primeiras são responsáveis por controlar o 

recrutamento de leucócitos, enquanto as últimas guiam os leucócitos para órgãos 

linfoides secundários, bem como na medula óssea e no timo durante a hematopoese 

(PALOMINO; MARTI, 2015).  

Outro mediador inflamatório que atua no contexto infeccioso é o óxido nítrico 

(NO). Este é um radical livre, gasoso, inorgânico, incolor sintetizado a partir de oxigênio 

molecular e do aminoácido L-arginina por um grupo de enzimas denominadas óxido 

nítrico sintases (NOS) (DUSSE et al., 2003). O NO representa um dos mais importantes 

mediadores de processos intra e extracelulares, consistindo em um composto bastante 

reativo cuja liberação resulta em imediatas e variadas reações químicas diretas e indiretas 

(VINCENT et al., 2000). Dentre as interações diretas está a reação com metais que 

compõem a estrutura de proteínas, podendo também interagir com grupamentos tióis (R-

SH), muito frequentes em proteínas que contenham resíduos de cisteína. Os efeitos 

indiretos do NO baseiam-se na sua reação com espécies reativas de oxigênio (ASSREUY, 

2006). 
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2.2.2.2 Desregulação da resposta imune e inflamação sistêmica 

 

Quando a resposta imune local é incapaz de controlar a infecção, o microrganismo 

pode invadir a corrente sanguínea e induzir uma resposta inflamatória sistêmica 

caracterizada pela ativação celular exacerbada e liberação de vários mediadores pró-

inflamatórios, a exemplo do fator de necrose tumoral (TNF-), das interleucinas (IL) 6 e 

12, do interferon gama (IFN-) e da proteína quimiotática de monócitos (MCP-1). Em 

paralelo ou sequencialmente a essa fase de hiperinflamação, surge também um estado de 

imunossupressão, caracterizado pela produção de citocinas reguladoras, tais como a 

interleucina 10 (IL-10) e o fator de transformação do crescimento beta (TGF-β) 

(WIERSINGA et al., 2014).  

O TNF- deriva de células imunes ativadas (macrófagos) e células não 

pertencentes ao sistema imune (fibroblastos) em resposta a um estimulo infeccioso ou 

inflamatório (PARAMESWARAN; PATIAL, 2010). Uma vez liberado, o TNF- age em 

distintas células alvo, tais como macrófagos, células endoteliais e neutrófilos. Em 

macrófagos, essa citocina promove o aumento, ativação e diferenciação (WITSELL; 

SCHOOK, 1992) e estimula a sobrevivência celular (CONTE et al., 2006). Nas células 

endoteliais o TNF- aumenta a expressão de moléculas de adesão e quimiocinas 

(NAKAE et al., 1996), aumentando também a adesividade das integrinas nos neutrófilos, 

o que contribui com a sua migração para o foco infeccioso (SCHOUTEN et al., 2008). O 

TNF- também amplifica a cascata inflamatória por ativar macrófagos a secretar outras 

citocinas pró-inflamatórias (IL-6, IL-8), mediadores lipídicos e espécies reativas de 

oxigênio e nitrogênio (COHEN, 2002). 

A IL-6 é produzida por uma ampla variedade de células, especialmente 

macrófagos, células dendríticas, linfócitos, células endoteliais, fibroblastos e células do 

musculo liso em resposta a estímulos com LPS, IL-1 e TNF- (SCHELLER; ROSE-

JOHN, 2006). Seu efeito biológico inclui a ativação de linfócitos B e T e sistema de 

coagulação e modulação da hematopoese (BORDEN; CHIN, 1994). Além disso, possui 

importante papel na indução da febre, bem como medeia a resposta de fase aguda, 

caracterizada por febre, leucocitose e liberação hepática de proteínas de fase aguda 

(KUSHNER; RZEWNICKI, 1994). 
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Fagócitos (macrófagos e neutrófilos) e células dendríticas são as principais fontes 

da citocina heterodimérica IL-12 (TRINCHIERI, 2003). Sua ação consiste em promover 

o desenvolvimento de resposta imune adaptativa tipo 1, que é caracterizada por aumento 

da resposta de fagócitos mononucleares. IL-12 induz células T e células natural killer 

(NK) a produzir IFN-, o qual estimula macrófagos a aumentar sua atividade bactericida 

(BONECCHI et al., 1998). Além disto, essa interleucina estimula a diferenciação de 

células TCD4+ naive em células TH1 e as protege da morte por apoptose (HSIEH et al., 

1993). O interferon gama (IFN-) é produzido principalmente por células NK ativadas, 

TH1 e células T citotóxicas CD8+. Sua produção é regulada e estimulada por citocinas 

derivadas de macrófagos, especialmente TNF-, IL-12 e IL-8 (BOEHM et al., 1997). 

A proteína quimiotática de monócitos (MCP-1) é uma quimiocina produzida por 

vários tipos celulares quer constitutivamente ou após a indução por estresse oxidativo, 

citocinas e fatores de crescimento (VAN COILLIE et al., 1999). Dentre as células que a 

produz estão células endoteliais, fibroblastos, epiteliais, do musculo liso, mesangiais, 

astrocíticas, monocíticas e microgliais. Entretanto, monócitos/macrófagos são a principal 

fonte dessa quimiocina (DESHMANE et al., 2009). MCP-1 estimula a quimiotaxia de 

monócitos e vários eventos celulares associados à quimiotaxia, incluindo o fluxo de Ca2+ 

e a expressão de integrinas. Ela é também um indutor fraco da expressão de citocina em 

monócitos e, em altas concentrações, desperta respiratory burst, que gera espécies 

reativas de oxigênio (JIANG et al., 1992; PALOMINO; MARTI, 2015). 

IL-10 é produzida por muitos tipos de células do sistema imune, tais como 

monócitos, macrófagos, linfócitos T e B, células NK (LATIFI et al., 2002). Tem função 

antinflamatória (reguladora), suprimindo, in vitro, a produção de mediadores pró-

inflamatórios como TNF-, IL-1, IL-6 e IFN- (MALEFYT et al., 1991).  

Além da liberação de diversas moléculas pró-inflamatórias, alterações metabólicas 

e hemodinâmicas também caracterizam a sepse e contribuem para o agravamento do 

quadro clínico do paciente, tendo como consequência o comprometimento da 

funcionalidade de diversos órgãos e mortalidade na maioria dos casos. As disfunções 

orgânicas mais comuns são: cardiovascular, pulmonar, renal, neurológica e do aparelho 

digestivo. Posteriormente, ocorrem também disfunções hepáticas e hematológicas 

(HATTORI et al., 2017).  
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Dentre as disfunções metabólicas frequentemente observadas em pacientes 

sépticos estão as alterações nos níveis glicêmicos (HIRASAWA et al., 2009), as quais 

ocorrem por ação de citocinas circulantes e de hormônios contra-reguladores liberados 

em condição de estresse (KROGH-MADSEN et al., 2004). Tanto o estado de 

hiperglicemia (MARIK; RAGHAVAN, 2004; DAY et al., 2008; VAN CROMPHAUT et 

al., 2008) quanto o de hipoglicemia (MACIEL et al., 2008) têm sido relatados no 

contexto da sepse, sendo ambos agravantes do quadro séptico, estando relacionados com 

mortalidade (ALI et al., 2008; AHMAD; KHALID, 2012). 

As alterações hemodinâmicas, por sua vez, compreendem a ativação de várias 

cascatas de proteínas plasmáticas, como as da cascata de coagulação e do sistema 

complemento. A ativação da cascata de coagulação do sangue durante a sepse consiste 

em um mecanismo de defesa do hospedeiro que atenua a disseminação e facilita 

destruição de patógenos. Inflamação e coagulação estão estreitamente conectadas, visto 

que um processo inflamatório descontrolado pode promover a coagulação intravascular 

disseminada (DIC), um importante indicador de mau prognóstico na sepse caracterizado 

por produção massiva de trombina e ativação/consumo de plaquetas, acoplados com 

fibrinólise prejudicada e trombose microvascular (LUPU et al., 2014).  

Similar à coagulação, o sistema complemento é um importante componente imune 

inato na defesa contra microrganismos invasores. A ativação desse sistema proteico 

contribui para a lise e opsonização dos microrganismos, regula as reações inflamatórias e 

conecta as imunidades inata e adaptativa (MARKIEWSKI, 2008). Entretanto, os 

pequenos fragmentos das proteínas (C3a, C4a e C5a), conhecidos como anafilatoxinas, 

liberados durante a clivagem das mesmas, amplificam a resposta inflamatória por 

aumentar a permeabilidade dos vasos sanguíneos (SCHUERHOLZ et al., 2005) e atrair 

leucócitos para o sitio infeccioso (SILASI-MANSAT, 2010).  

Um indício que a ativação do sistema complemento durante um estado de 

bacteremia inicial auxilia na eliminação dos patógenos reside no fato de que a ausência 

de C3 (uma molécula chave e que atua nas três vias de ativação desse sistema) em 

humanos e camundongos os torna vulneráveis a infecções (SILASI-MANSAT, 2010). 

Portanto, para permanecerem viáveis na corrente sanguínea e posteriormente se 

disseminar no hospedeiro, os patógenos invasores devem também resistir a essas 

propriedades bactericidas do soro (MIAJLOVIC; SMITH, 2014). 
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Os patógenos humanos exibem uma serie de estratégias para evadir dos 

mecanismos de ação do sistema imune, dentre as quais podemos citar: (1) a produção de 

proteínas que mimetizam proteínas reguladoras do sistema complemento ou aquisição das 

proteínas reguladoras do hospedeiro; (2) a inibição de C3 e C5 convertase ou da 

formação do complexo de ataque à membrana (MAC); (3) inativação de anticorpos por 

meio da degradação ou ocupação da porção Fc dessas proteínas; (4) a inativação das 

proteínas do Sistema Complemento via secreção de proteases (ABREU; BARBOSA, 

2017). 

 

2.3 Proteases 

 

Envolvidas em diversos processos celulares e extracelulares importantes (PAGE; 

Di CERA, 2008), as proteases são um grupo de enzimas capazes de catalisar a clivagem 

hidrolítica de ligações peptídicas (TERSAIOL et al., 2002), estando entre os polímeros 

biológicos mais estáveis por possuir ligações peptídicas que podem resistir por várias 

horas em ácidos concentrados ou altas temperaturas (DRAG; SALVESEN, 2010). Essas 

enzimas são encontradas em todos os organismos e algumas delas são importantes fatores 

de virulência bacteriana, atuando como toxinas com distintos alvos celulares 

(POTEMPA; PIKE, 2009). 

As proteases podem ser classificadas de acordo com a localização do sitio de 

clivagem na proteína alvo. Se esta ocorrer perto das porções amino ou carboxi-terminais, 

elas são chamadas de exoproteases; caso a clivagem aconteça distante das extremidades 

do substrato, a protease é denominada endoprotease (IUBMB, 2007). As endoproteases 

ainda podem ser subdivididas em sete grupos catalíticos: serinoproteases, 

metaloproteases, cisteíno proteases, aspártico proteases, treonino proteases, glutâmico 

proteases e asparagino peptídeo liases (BARRET et al., 2003; RAWLINGS et al., 2011; 

MADHAVI et al., 2014). 

As serinoproteases são enzimas que possuem um sítio ativo que contém a tríade 

catalítica Ser/His/Asp, responsável por sua atividade proteolítica e são amplamente 

distribuídas entre vírus, bactérias e eucariotos, sendo, portanto, vitais para os organismos 

(PAGE; Di CERA, 2008; HEDSTROM, 2002; DODSON; WLODAWER, 1998). Em 

bactérias Gram-negativas, essas proteases são conhecidas como SPATEs (serino protease 
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autotransporter of Enterobacteriaceae), uma família de proteases extracelulares 

produzidas por bactérias pertencentes à família Enterobactericeae (RUIZ-PEREZ; 

NATARO, 2014).  

O termo “autotransportadoras” refere-se a um grupo de proteínas que contêm em 

sua estrutura todos os componentes necessários para seu transporte através das 

membranas interna e externa da bactéria e posterior secreção. Esse mecanismo ocorre via 

um sistema de secreção Tipo V, presente em bactérias Gram-negativas (DAUTIN, 2010). 

Estruturalmente semelhantes, as proteínas autotransportadoras são compostas pelas 

seguintes regiões (Figura 2): 

(1) Peptídeo sinal: importante para o reconhecimento e translocação da proteína 

pelo sistema secretor Sec, presente na membrana interna da bactéria;  

(2) Domínio passageiro: parte secretada ao meio externo e que exerce atividade 

funcional;  

(3) -dominio: parte da proteína que forma um poro na membrana externa e 

permite a passagem e excreção do domínio passageiro. 

  

 

 

Figura 2. Estrutura geral das proteínas autotransportadoras. 

Fonte: Adaptado de Ruiz-Perez e Nataro (2014). 
 



26 

 

 

 

A família SPATE, que inclui mais de 25 proteases com substratos diversos, tem 

sido dividida filogeneticamente em duas classes distintas baseadas na sequencia de amino 

ácidos do domínio passageiro. SPATEs de classe I possuem habilidade de causar efeitos 

citopáticos em culturas de células e apresentam atividade enterotóxica. As SPATEs de 

classe II são capazes de degradar mucina, incluindo glicoproteínas da superfície de 

leucócitos com papel vital em numerosas funções celulares, modulando a resposta imune 

e sendo, portanto, consideradas como proteínas imunomoduladoras (HENDERSON et al., 

1998; DUTTA, 2002). Um importante membro das SPATEs é a proteína envolvida na 

colonização (Pic).  

 

2.4 Proteína envolvida na colonização (Pic)  

 

Pic é uma proteína extracelular de 109.8 kDa produzida por E. coli 

enteroagregativa (EAEC), E. coli uropatogênica (UPEC), E. coli enteropatogênica 

(EPEC) e Shigella flexneri 2a (RAJAKUMAR et al., 1997; HENDERSON et al., 1999; 

PARHAM et al., 2004; ABREU et al., 2016). 

Vários papéis biológicos para Pic já foram descritos, incluindo hemaglutinação, 

atividade mucinolítica, degradação do fator V da cascata de coagulação e clivagem de 

glicoproteínas de superfície de leucócitos, que estão envolvidas no tráfego, migração e 

inflamação (HENDERSON et al., 1999; RUIZ-PEREZ et al., 2011). A capacidade de 

aglutinar eritrócitos de várias espécies sugere que Pic pode ter uma atividade adesiva que 

pode promover aderência da bactéria produtora ao tecido intestinal ou a parede mucosa. 

Devido à sua atividade mucinolítica, Pic também promove a colonização intestinal de 

ratos e coelhos pela clivagem do muco presente na luz intestinal, favorecendo assim a 

adesão da bactéria aos enterócitos (HARRINGTON et al., 2009; MUNERA et al., 2014; 

ABREU et al., 2016). Porém, ao mesmo tempo em que possui atividade mucinolítica 

sobre mucina, essa proteína também desencadeia a hiperprodução de muco, o que sugere 

a possível participação de Pic nas características patológicas da diarreia induzida por 

EAEC e diarreia mucoide vista em infecções por Shigella (NAVARRO-GARCIA et al., 

2010). 

Além da capacidade de clivar uma notável gama de moléculas presentes na 

superfície de várias linhagens de células hematopoiéticas, incluindo macrófagos, 
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neutrófilos e linfócitos (RUIZ-PEREZ et al., 2011), Pic também promove resistência ao 

soro pela clivagem direta de moléculas-chave pertencentes às três vias desta cascata do 

sistema complemento (ABREU et al., 2015). Desta forma, patógenos produtores de Pic 

são capazes de destruir a barreira protetora do epitélio intestinal causando a persistência 

bacteriana, invasão, migração para o trato urinário e alguns deles têm a capacidade de 

atingir a corrente sanguínea podendo causar bacteremia e sepse (HERZOG et al., 2014). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral  

 

Avaliar a capacidade da serinoprotease Pic produzida por Escherichia coli induzir 

sepse letal em animais submetidos à inoculação intraperitoneal de bactérias. 

 

3.2. Objetivos específicos  

 

 Avaliar a ação de Pic na sobrevida dos animais após infecção com as bactérias;  

 Verificar a capacidade de sobrevivência das bactérias na corrente sanguínea, 

assim como sua disseminação pelo hospedeiro. 

 Avaliar a migração dos leucócitos para o foco infecioso inicial dos animais 

submetidos à inoculação intraperitoneal de bactérias; 

 Avaliar a ocorrência de resposta inflamatória local e sistêmica nos animais 

infectados; 

 Analisar o perfil fenotípico e o potencial de ativação de leucócitos do baço e 

peritônio dos animais infectados;  

 Analisar as modificações histopatológicas em órgãos dos animais após a infecção. 
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4. CAPÍTULO I 
 

The serinoprotease Pic secreted by Escherichia coli induces an intense immune 
response and death in a murine model of sepsis  

 
DUTRA, I.L.1,2; LIMA, Y.A.1; NASCIMENTO, J.R.1,2; VALE, A.A.M.1,2; ASSUNÇAO, 
R.G. 3; ALVES, P.C.S.1,2; TROVÃO, L.O.1,2; SILVA, L.A. 1,2; MACIEL, M.C.G1,2; 
SILVA, R.M.4; ELIAS, W.P.5; SOUSA, E.M.3; NASCIMENTO, F.R.F.1,2; ABREU, 
A.G.2,3 
 
1Laboratory of Immunophysiology, Federal University of Maranhão, São Luís, Brazil; 
2Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde, Federal University of Maranhão, 

São Luís, Brazil; 
3Programa de Pós-Graduação em Biologia Parasitária, UNICEUMA, São Luís, Brazil; 
4Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Escola Paulista de 

Medicina, Universidade Federal de São Paulo, São Paulo, Brazil; 
5Laboratório de Bacteriologia, Instituto Butantan, São Paulo, Brazil. 

 
 
Some Escherichia coli strains are important pathogens responsible for a variety of 
diseases, and albeit using distinct mechanisms of pathogenesis, have in common the 
production of Pic, or protein involved in colonization. We have recently shown that Pic 
mediates immune evasion by the direct cleavage of complement molecules, significantly 
reducing complement activation by all three pathways. The aim of this study was to 
investigate the action of Pic in a murine model of sepsis. Six to eight-week-old female 
Swiss mice were intraperitoneally inoculated with Pic-producing E. coli (F5), F5∆pic 
mutant or apyrogenic water (control). Animal survival was monitored for 5 days (n= 6 
animals/group) and a subset of mice (n= 6 animals/group) was euthanized after 12 h for 
sample acquire from blood, peritoneal lavage and organs. The parameters evaluated were 
cellularity from blood, peritoneal cavity and organs; inflammatory mediators production; 
quantity of colony forming units (CFU's); immunophenotyping of cells from spleen and 
peritoneum; and histopathology of organs. Intraperitoneal inoculation of Pic-producing 
bacteria induced 100% death within 24 h, different from the other groups where no death 
was observed. The CFU count of bacteria in the organs was significantly higher in F5 
than other groups. Besides, only F5 was viable on bloodstream. Hematological analysis 
showed a decrease of total leukocytes, mainly lymphocytes. NO and cytokines (IFN-γ, 
TNF-α, IL-6, IL-12, IL-10 and MCP-1) were detected in serum, as well as on peritoneal 
lavage (excepting IL-12) of F5 group in significantly higher levels than other groups. 
Immunophenotyping of spleen and peritoneum cells revealed that there was a low 
expression of co-receptors on lymphocytes and macrophages in F5 group, indicating that 
the activation and function of these were compromised. Therefore, these results 
evidenced that Pic represents an important virulence factor, allowing the survival of the 
bacterium on bloodstream and several organs, as well as inducing a high production of 
pro-inflammatory mediators by the host, leading to a sepsis and death. 
 
Keywords: Escherichia coli; Pic; serinoprotease; sepsis. 
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Introdução 

A sepse consiste em uma disfunção orgânica ameaçadora à vida, que decorre de 

uma resposta desregulada do organismo a uma infecção persistente (SINGER et al, 

2016). O reconhecimento de patógenos invasores pelas células do sistema imune 

desencadeia uma série de reações citoplasmáticas de fosforilação proteica que resultam 

na transcrição de vários genes que codificam a produção de mediadores inflamatórios, 

tais como citocinas, quimiocinas e óxido nítrico (MEDZHITOV; JANEWAY, 2000). A 

ativação em excesso desse sistema gera alterações cardiovasculares e/ou hemodinâmicas, 

neurológicas, metabólicas e ativação de várias cascatas de proteínas plasmáticas, como a 

cascata de coagulação e do sistema complemento, que contribuem para o agravamento do 

quadro clínico do paciente, tendo como consequência o comprometimento da 

funcionalidade de diversos órgãos e falência sistêmica, resultando em mortalidade na 

maioria dos casos (LUPU et al., 2014; VAN DER POLL et al., 2017; MINASYAN, 

2017). 

A sepse representa um grave problema de saúde pública mundial, devido a sua 

alta taxa de mortalidade e ao seu difícil e oneroso tratamento (RULIM et al., 2017). 

Comparando a taxa de mortalidade de pacientes hospitalizados em Unidades de Terapia 

Intensiva (UTIs) de diferentes países, uma alta taxa foi observada no Brasil (56,1%,) 

seguido pela Argentina (46,6%), Canadá (30,3%), Estados Unidos (33%), e Austrália 

(22%) (MACHADO; MAZZA, 2010). Nos Estados Unidos, a incidência de sepse é 

estimada em 300 casos por 100.000 habitantes e o ônus gerado com o tratamento desses 

pacientes chega a 14 bilhões de dólares (MAYR et al., 2014). Já no Brasil, os gastos 

decorrentes dessas internações, só no ano de 2015, foram de aproximadamente 400 

milhões de reais (MIQUELIN; REIS, 2016). 

Tanto bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas podem desencadear o 

processo de sepse, estando E. coli entre as principais Gram-negativas causadoras de sepse 

(MAYR et al., 2014). Escherichia coli é uma bactéria amplamente distribuída em 

diversos ambientes e comumente encontrada no intestino grosso de humanos e animais de 

sangue quente, sem causar doenças em indivíduos saudáveis (KAPER et al., 2004). 

Entretanto, algumas linhagens são capazes de originar distúrbios intestinais a exemplo da 

diarreia que é um grave problema de saúde pública mundial e está entre as principais 

causas de morbidade e mortalidade entre crianças de países em desenvolvimento (World 
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Health Organization, 2016). Cepas patogênicas de E. coli são também responsáveis por 

infecções exta-intestinais, tanto em indivíduos imunocomprometidos quanto nos 

imunocompetentes, sendo relatadas como agente etiológico de infecções do trato urinário, 

sistema nervoso central e corrente sanguínea (CROXEN et al., 2013). 

Infecções da corrente sanguínea têm sido relacionadas às várias linhagens de E. 

coli (WISPLINGHOFF et al., 2004; LAUPLAND et al., 2008; de KRAKER et al., 2013). 

As cepas que causam bacteremia possuem diversos fatores de virulência, incluindo 

aqueles envolvidos com adesão, evasão do sistema imune, aquisição de ferro e toxinas e 

resistência à ação bactericida do soro (JOHNSON et al., 2002; MIAJLOVIC et al., 2016). 

A presença desses fatores pode garantir a persistência dessas bactérias no sangue e 

disseminação pelo organismo, podendo consequentemente desencadear uma severa 

resposta inflamatória resultando em sepse (HERZOG et al., 2014; MORA-RILLO et al., 

2015). 

Dentre os fatores de virulência que habilitam E. coli a evadir do sistema imune 

temos a Proteína envolvida na colonização (Pic). Esta consiste em uma serinoprotease 

produzida por algumas bactérias da família Enterobacteriaceae, que possui diversos 

papeis biológicos, incluindo hemaglutinação, atividade mucinolítica, degradação do fator 

V da cascata de coagulação e clivagem de glicoproteínas de superfície de leucócitos 

(HENDERSON et al., 1999; RUIZ-PEREZ et al., 2011), além de promover resistência ao 

soro pela clivagem direta de moléculas-chave pertencentes às três vias da cascata do 

sistema complemento (ABREU et al., 2015). Desta forma, patógenos produtores de Pic 

são capazes de destruir a barreira protetora do epitélio intestinal causando a persistência 

bacteriana, invasão, migração para sítios extra-intestinais e alguns deles têm a capacidade 

de atingir a corrente sanguínea podendo causar bacteremia e sepse (HERZOG et al., 

2014).   

Uma vez que Pic é capaz de degradar importantes substratos biológicos, levantou-

se a hipótese de que esta serinoprotease poderia induzir sepse letal em modelo murino. 

Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a capacidade da serinoprotease Pic 

produzida por Escherichia coli de induzir sepse letal em animais submetidos à inoculação 

intraperitoneal de bactérias. 

 

 



32 

 

 

 

Material e Métodos 

 

Amostras bacterianas  

Para realização deste trabalho foi utilizada uma amostra de E. coli (F5) isolada de 

um caso de bacteremia no Hospital São Paulo (SP – Brasil), produtora da serinoprotease 

Pic, bem como o seu mutante no gene pic (F5Δpic). A construção do mutante foi baseada 

na técnica de mutagênese específica, com uso de fragmento linear de DNA, com emprego 

do sistema de recombinases codificadas pelo fago  Red (DATSENKO et al., 2000). 

Todas as amostras foram mantidas a -80C em caldo de soja tripticase (TSB) acrescido de 

glicerol a 20% e cultivadas em caldo Luria-Bertani (LB), ágar LB ou ágar MacConkey 

(MC). 

 

Animais  

Foram utilizados 36 camundongos fêmeas da linhagem Swiss entre seis e oito 

semanas de vida para o modelo de sepse por inoculação intraperitoneal (ip.), obtidos do 

Biotério Central da Universidade Federal do Maranhão. Os protocolos experimentais 

foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso Animal (CEUA) da Universidade 

Federal do Maranhão (Processo n° 23115.006231/2015-20) – ANEXO II. 

  

Inoculação intraperitoneal das bactérias 

A inoculação intraperitoneal das bactérias foi realizada conforme descrito 

previamente por Picard et al. (1999). Após determinação do inoculo adequado para 

indução da sepse letal, que consistiu em 200 µL de suspensões contendo 109 UFC/mL, 

procedeu-se com a inoculação das suspensões por via intraperitoneal nos camundongos 

fêmeas da linhagem Swiss entre seis e oito semanas de vida, com peso entre 25 e 30 g. 

 

Avaliação da sobrevida dos animais submetidos à inoculação intraperitoneal e 

ensaios subsequentes 

Os 36 camundongos usados no experimento foram separados em 03 grupos (12 

animais/grupo). Os animais do grupo Controle receberam injeções contendo 200 µL de 
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água apirogênica. Nos grupos F5 e F5∆pic foram inoculadas as cepas de E. coli F5 e seu 

mutante E. coli F5Δpic, respectivamente.  

Doze horas após a indução da sepse por inoculação intraperitoneal, metade dos 

animais de cada grupo (n=6) foi eutanasiada, por overdose de anestésico, para coleta de 

amostras destinadas aos ensaios descritos a seguir. A outra metade dos animais (n=6) foi 

destinada a avaliação da sobrevida, sendo esta acompanhada a cada 12 horas até o 5° dia 

após a indução da sepse (MACIEL et al., 2014). 

 

Dosagem de glicose e coleta de sangue 

A quantificação de glicose foi feita utilizando sangue periférico 12 h após a 

inoculação intraperitoneal das bactérias usando glicosímetro digital (Accu-check). O 

valor obtido expressou a concentração da glicose (mg/dL). 

Em seguida, os animais foram anestesiados (150 mg/kg Cloridrato de Ketamina e 

120 mg/kg Cloridrato de Xylazina) por via intramuscular e submetidos à punção retro 

orbital para coleta do sangue destinado contagem celular diferencial, mensuração sérica 

de citocinas e NO, além da avaliação da presença de bactérias no sangue, por meio do 

cultivo em ágar MacConkey, meio seletivo para bactérias Gram-negativas. 

A contagem de células sanguíneas foi realizada por método automatizado, 

utilizando o Bioclin 2.8 Vet (Bioclin, Brasil). 

 

Obtenção das células peritoneais  

Após a eutanásia e coleta de sangue, as células peritoneais dos animais foram 

assepticamente coletadas a partir da lavagem da cavidade peritoneal com 5 mL de 

Solução tamponada com fosfato (PBS) estéril gelada (MACIEL et al., 2014). Para a 

determinação do número total, as células peritoneais foram coradas com cristal violeta 

(0,05%) em ácido acético 30% na proporção de 9:1. As células foram contadas com 

auxílio de um hemocitômetro (Sigma, USA), e de um microscópio óptico de luz comum. 

 

Produção de peróxido de hidrogênio 

 Para avaliar a produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) peritoneal foi utilizado 

o método de oxidação do vermelho de fenol (PICK; MIZEL, 1981). Para isto, alíquotas 
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de 100µL da suspensão celular (2 x 106 células/mL de sol. fenol vermelho) foram 

transferidas para placa de cultura de fundo chato (96 poços). Os ensaios foram feitos em 

quadruplicata e em dois dos poços foram acrescentados 10µL de Acetato Miristato de 

Forbol (PMA) diluído em dimetil sulfóxido (DMSO), de modo a obter uma concentração 

final de 10ng por poço. A placa foi incubada à 37 °C em estufa contendo 5% de CO2 e 

atmosfera úmida por uma hora. Após esse tempo, a reação foi interrompida pela adição 

de 10µL de NaOH 1N por poço. A absorbância foi determinada por ELISA (Titertek-

Multiscan), com filtro de 620 nm, contra branco constituído por solução de vermelho de 

fenol. Os resultados, obtidos em densidade óptica, foram transformados em µM de H2O2 

mediante equação de regressão linear com base em uma curva padrão feita com 

concentrações conhecidas de H2O2. 

 

Obtenção dos órgãos  

O fígado, baço, rins, pulmões e o fêmur foram retirados. Pequenos fragmentos do 

fígado, baço e pulmão foram retirados, pesados com auxílio de balança digital e 

destinados a determinação das Unidades Formadoras de Colônias (UFCs). Fragmentos do 

fígado, baço e rins também foram retirados, pesados e utilizados para análises 

histopatológicas. 

  

Determinação das Unidades Formadoras de Colônias (UFCs) 

Alíquotas de diluições seriadas em PBS do sangue, lavado peritoneal e macerado 

dos órgãos (baço, fígado e pulmão) foram semeadas ágar MacConkey para avaliação da 

presença de bactérias.  

Para o cultivo das bactérias do sangue e do lavado peritoneal, alíquotas de 10 µL e 

100 µL, respectivamente, foram diluídas em PBS estéril, seguido de diluições seriadas até 

a concentração de 10-5. Posteriormente, um total de 100 µL de cada diluição foram 

semeados em ágar MacConkey (meio seletivo para bactérias Gram-negativas), com o 

auxílio de uma alça de drigalski. Para avaliação das bactérias nos órgãos, fragmentos dos 

mesmos foram pesados, triturados e homogeneizados em PBS estéril (pH 7,4) e diluições 

seriadas até a concentração de 10-5 foram semeadas em ágar MacConkey. As UFCs foram 

contadas após incubação overnight a 37°C, sendo os resultados expressos como Log de 

UFC/mL.  
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Contagem de células do baço e medula óssea 

Para a obtenção das células do baço, o mesmo foi triturado e ressuspenso em 5 

mL de PBS. Já para obtenção das células da medula óssea, o fêmur foi perfundido com 1 

mL de PBS. Para determinar o número total de células, nove volumes de células foram 

adicionados a 1 volume de cristal violeta a 0,05% em ácido acético a 30% (MACIEL et 

al., 2014). As células foram contadas com auxílio de um hemocitômetro (Sigma, St. 

Louis, MO, USA) em microscópio óptico de luz comum.  

 

Imunofenotipagem das células do baço e peritônio  

Após contagem de células da cavidade peritoneal e do baço, 106 células/mL foram 

ressuspensas em tampão específico para imunofenotipagem e transferidas para uma placa 

de 96 poços de fundo em “U”. Em seguida, procedeu-se a marcação das células com 

anticorpos específicos e incubação a 4ºC por 15 minutos. Na marcação das células do 

baço, foram utilizados 2 painéis com os seguintes anticorpos monoclonais conjugados 

com fluorocromos: anti-CD3 conjugado com FITC; anti-CD28 conjugado com PE e anti-

CD4, anti-CD8 conjugados com PerCP (Tabela 2). Para as células do peritônio foram 

montados 5 painéis de marcação: anti-CD3, anti-CD14 e Ia-Ie conjugados com FITC; 

anti-CD28, anti-CD80, anti-CD86 e anti-CD19 conjugados com PE e anti-CD4, anti-

CD8, anti-iNOS e anti-Ly6G conjugados com PerCP (Tabela 3). 

 

Quantificação de NO, citocinas e quimiocina após a infecção bacteriana 

Para investigar a produção de mediadores inflamatórios após indução da sepse por 

inoculação intraperitoneal de bactérias, foram realizadas dosagens de NO, citocinas (IL-6, 

IL-10, TNF-α, IFN-γ e IL-12) e da quimiocina MCP-1. 

Para determinação do NO, alíquotas de 50 μL do soro foram utilizadas para 

dosagem de nitrito como forma indireta de avaliar a produção de óxido nítrico, conforme 

protocolo adaptado de Miranda et al. (2001). Amostras do soro, bem como do lavado 

peritoneal dos animais, foram destinadas à dosagem de citocinas por citometria de fluxo. 

A quantificação de citocinas secretadas (IFN-γ, TNF-α, IL-6, IL-12, IL-10) e da 

quimiocina MCP-1 foi realizada utilizando o kit CBA (Cytometric Bead Array) (BD 

Pharmingen, San Diego, CA, EUA), seguindo recomendações do fabricante. 
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Avaliação histopatológica 

  Fragmentos do fígado, baço e rim foram removidos, pesados e fixados em formol 

10% por 24 h, desidratados em álcool e embebidos em parafina. Fragmentos de 5-mm 

foram corados em hematoxilina – eosina para análise histopatológica dos seguintes 

parâmetros: hemorragia, infiltrado celular, necrose e edema. A análise foi determinada 

em teste duplo cego a partir da seguinte classificação: 0 = ausente; 1 = leve; 2 = 

moderado; 3 = intenso. 

 

Análise Estatística  

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software Graph Pad Prism, 

versão 07. Os resultados foram expressos em média e desvio padrão e submetidos a 

Análise de Variância (ANOVA), seguida do teste de comparações múltiplas de Turkey, 

teste T ou Kruskal-Wallis e Mann-Whitney quando o pressuposto de normalidade dos 

dados não era satisfeito. Para a análise da sobrevida, utilizou-se a curva de Kaplan-Meier 

e o teste de Long-Rank. 

 

Resultados 

 

E. coli produtora de Pic induz sepse letal nos animais 

A inoculação intraperitoneal de bactérias produtoras da serinoprotease Pic (E. coli 

F5) induziu a morte de aproximadamente 66% dos animais em até 12 h após a infecção. 

Os animais restantes morreram em até 24h após a inoculação bacteriana, refletindo numa 

mortalidade de 100% em até 24h após a indução da sepse. Nenhuma morte foi verificada 

nos demais grupos (Figura 3). 

 

Pic é essencial para a permanência da bactéria na corrente sanguínea 

A contagem de UFCs após cultivo de alíquotas do lavado peritoneal dos animais 

em ágar MacConkey evidenciou a presença de ambos os grupos bacterianos (F5 e seu 

mutante F5Δpic), sendo o número de bactérias produtoras de Pic maior quando 

comparado ao mutante (Figura 4). Nas amostras de sangue foi detectada a presença de 

bactérias apenas nas amostras pertencentes ao grupo F5 (Figura 4).  
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Nas culturas dos macerados dos órgãos (baço, fígado e pulmão) pôde-se verificar 

a presença das bactérias produtoras da serinoprotease Pic (grupo F5) e do seu mutante 

(grupo F5Δpic), sendo o número de bactérias produtoras de Pic superior em relação ao do 

mutante em pic (Figura 5).  

 

Pic promove alterações no número de leucócitos nos animais infectados por E. coli 

F5 

O hemograma mostrou uma redução na quantidade total de leucócitos no sangue 

dos animais do grupo F5 quando comparado aos demais grupos (Figura 6). Essa redução 

ocorreu devido a uma redução no número de linfócitos, visto que o número destes estava 

reduzido em comparação ao grupo Controle, enquanto o número de neutrófilos não 

diferiu entre estes mesmos grupos. O grupo F5Δpic, por sua vez, apresentou um aumento 

no número total de leucócitos quando comparado ao grupo controle, atribuído 

principalmente a um aumento do número de neutrófilos (Figura 6). Além disso, foi 

observada também uma menor quantidade de leucócitos totais da cavidade peritoneal dos 

animais do grupo F5 com relação aos demais grupos (Figura 8). 

 

Pic não induz alteração nos níveis glicêmicos e no número total de leucócitos no baço 

e na medula óssea  

Os animais do grupo F5 apresentaram um nível glicêmico mais baixo que os 

demais grupos, não sendo este, entretanto, estatisticamente significativo (dados não 

mostrados). A quantidade total de leucócitos do baço (dados não mostrados) e da medula 

óssea também foi similar entre os grupos (Figura 7).  

 

Pic compromete a expressão de moléculas co-estimuladoras em linfócitos T CD4 e 
macrófagos e afeta a expressão de iNOS por macrófagos na cavidade peritoneal 

Ensaios de imunofenotipagem mostraram que a serinoprotease Pic reduz a 

expressão de CD28 nos linfócitos T CD4+ do baço (Figura 9), assim como das moléculas 

CD80 e CD86 nos macrófagos oriundos da cavidade peritoneal (Figura 10). 

Apesar da frequência relativa de iNOS em macrófagos peritoneais não ter diferido 

entre os grupos (dados não mostrados), a expressão desta enzima no grupo F5Δpic foi 
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superior em relação aos demais grupos, enquanto a expressão desta pelo grupo F5 não 

diferiu do grupo Controle (Figura 11). 

 

Pic promove aumento exacerbado de mediadores inflamatórios no soro e peritônio 

Tanto citocinas pró-inflamatórias (IFN-γ, TNF-α, IL-6, IL-12, MCP-1), como a 

citocina anti-inflamatória IL-10 foram detectadas nas amostras de soro do grupo F5, de 

modo significativo em relação aos demais grupos (Figura 12), sendo as concentrações 

séricas de IL-6 e MCP-1 as mais elevadas. O óxido nítrico das amostras de soro também 

foi produzido de forma mais acentuada pelos animais infectados por bactérias produtoras 

de Pic (Figura 14). 

A dosagem de citocinas das amostras do lavado peritoneal dos animais também 

mostrou uma produção significativa de citocinas no grupo F5, a exceção de IL-12 (Figura 

13). No entanto, a produção de H2O2 na cavidade peritoneal não mostrou diferença 

significativa entre os grupos (dados não mostrados). 

 

A infecção induz alterações histológicas nos órgãos dos animais  

Os animais dos grupos F5 e F5∆pic apresentaram alterações histopatológicas 

características de inflamação no baço, fígado e rins. Foi observada a presença de 

hemorragia, infiltrado celular e edema nesses órgãos, não sendo, entretanto, evidenciada a 

presença de necrose. Contudo, tais alterações histopatológicas não diferiram 

estatisticamente entre os grupos F5 e F5∆pic (Tabela 4).  

  

Discussão 

Neste trabalho mostramos que Pic, uma importante serinoprotease produzida por 

algumas bactérias Gram-negativas, pode induzir sepse letal em animais infectados com 

bactérias que a produzem, uma vez que Pic afeta de maneira significativa a sobrevida 

desses animais, promovendo a morte dos mesmos em até 24 h. 

O papel de Pic como fator de virulência já vem sendo discutido em alguns 

trabalhos. Zhang et al. (2013), por exemplo, investigaram se a virulência de uma 

linhagem de Shigella (SF51), uma enterobactéria também produtora de Pic, estava 

associada à proteína. Por meio de ensaios de invasão em células HeLa in vitro e teste de 
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invasividade in vivo (Sereny test), foi verificado que Pic está associada com o potencial 

invasivo de Shigella flexneri 2a.  

Harrington et al. (2009) e Abreu et al. (2016) também verificaram uma diferença 

na capacidade de colonização em camundongos infectados oralmente com as linhagens 

EAEC 042 e EPEC589, respectivamente. Nos seus experimentos, ambas as bactérias 

foram mais eficientes em colonizar o trato gastrointestinal dos animais infectados do que 

os mutantes em pic, mostrando que Pic é um importante fator de virulência envolvido na 

colonização. Porém, a influência de Pic na indução da sepse em animais ainda não havia 

sido testada e tão pouco os desfechos imunológicos resultantes de uma infecção mediada 

por bactérias produtoras de Pic.  

Neste trabalho, o cultivo das amostras de sangue dos animais revelou que a única 

cepa capaz de se manter viável na corrente sanguínea foi a E. coli F5. Esses dados 

mostram que Pic é essencial para a sobrevida da bactéria na circulação, uma vez que o 

mutante em pic (E. coli F5∆pic) não foi capaz de sobreviver no sangue. A sobrevivência 

das bactérias no soro aumenta o seu potencial de disseminação pelo organismo, 

favorecendo sua permanência em diversos órgãos - a exemplo do baço, fígado, pulmão e, 

possivelmente, outros órgãos - promovendo, desta forma, uma infecção disseminada que 

culminou na morte dos animais em menos de 24 horas.  

A resistência ao soro de cepas de E. coli produtoras da serinoprotease Pic já havia 

sido demonstrada em modelo in vitro (HENDERSON et al., 1999). O mecanismo de 

resistência também já foi elucidado por Abreu et. al. (2015), ao demonstrarem que Pic 

promove a clivagem direta de moléculas chave das três vias do sistema complemento, 

inativando um dos principais mecanismos de reação imune. Dessa forma, uma bactéria 

capaz de sobreviver na corrente sanguínea torna-se um potencial agente causador de 

sepse.  

Além da presença de bactérias viáveis no sangue, o grupo F5 também apresentou 

um maior número de bactérias no peritônio 12h após infecção, quando comparado ao 

grupo F5∆pic. Este resultado aponta para uma falha na eliminação das bactérias 

produtoras de Pic, o que é plausível uma vez que o número de leucócitos na cavidade 

peritoneal do grupo F5 estava reduzido, não sendo assim capaz de conter a infecção. Esse 

menor número de leucócitos no peritônio pode decorrer de três processos: deficiência na 
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produção (hematopoese), morte celular (apoptose) e falha migração para a cavidade 

peritoneal. 

A deficiência na produção é uma alternativa pouco provável, visto que o número 

total de células da medula óssea não apresentou diferença entre os grupos, indicando que 

a serinoprotease Pic não interfere na hematopoese das células sanguíneas. A morte celular 

de leucócitos, por sua vez, é um fenômeno frequentemente descrito no contexto da sepse 

(WESCHE et al., 2005), que pode desencadear um estado de imunossupressão deixando o 

hospedeiro susceptível à infecção (HOTCHKISS et al., 2013), podendo ser também 

ativado pela serinoprotease Pic (RUIZ-PEREZ et al., 2011).  

A falha na migração dos leucócitos para a cavidade peritoneal também é uma 

alternativa que pode ser explicada com base em uma das propriedades biológicas de Pic, 

que reside na sua capacidade de clivar glicoproteínas presentes na superfície dos 

leucócitos, o que interfere em processos como quimiotaxia, transmigração, ativação e 

apoptose (RUIZ-PEREZ et al., 2011; AYALA-LUJAN et al., 2014). Além disso, a 

deficiente migração leucocitária para o sitio infeccioso também pode ser explicada em 

função da produção de NO, pois já foi demostrado que o mesmo pode interferir nesse 

processo por inibir a expressão de moléculas de adesão na superfície endotelial 

(BENJAMIM et al., 2002).  

Qualquer que seja a causa da redução de leucócitos no peritônio, seja uma das 

alternativas supracitadas ou a ação sinérgica destas (Figura 15), a diminuição dessas 

células no foco infeccioso prejudica o controle da infecção e favorece a multiplicação e 

disseminação do patógeno (SHEN et al., 2017), o que pode também justificar diminuição 

da sobrevida dos animais do grupo F5.  

A contagem de células sanguíneas mostrou uma baixa quantidade de leucócitos no 

grupo infectado com bactérias produtoras de Pic, especialmente de linfócitos. Essa 

deficiência de leucócitos na corrente sanguínea pode decorrer do processo de apoptose de 

linfócitos. Embora a maioria dos relatos de apoptose no contexto da sepse tenham focado 

na apoptose nos tecidos, a literatura também descreve a ocorrência deste processo em 

linfócitos do sangue periférico (LE TULZO et al., 2002; HOTCHKISS et al., 2005). 

Além disto, pacientes com sepse tendem a ter uma diminuição persistente no número 

absoluto de linfócitos através do curso da sepse (LE TULZO et al., 2002), sendo que as 

perdas por apoptose podem afetar seus vários subconjuntos, em especial linfócitos B e as 
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células T CD4 (HOTCHKISS et al., 2001). Essa depleção de linfócitos está associada à 

mortalidade na sepse (FELMET et al., 2005; DREWRY et al, 2014), fato que é 

corroborado por estudos que mostram uma melhora na sobrevivência de indivíduos 

sépticos quando a apoptose de linfócitos foi mitigada (HOTCHKISS et al., 2000; 

OBERHOLZER et al., 2001). 

A infecção dos animais com o mutante F5∆pic ocasionou um aumento no número 

total de leucócitos, especialmente de neutrófilos, o que não foi observado no grupo F5. 

Os neutrófilos são essenciais no contexto da resposta imune inata, exercendo uma função 

primordial durante a resposta imune inicial na sepse no sentido de eliminar os 

microrganismos invasores (CRACIUN et al., 2010) e uma falha na sua produção e/ou 

função pode impactar de forma significativa a habilidade do sistema imune em controlar 

a infecção (NAVARINI et al., 2009). Assim, a reduzida quantidade de neutrófilos nos 

animais do grupo F5 também pode ter contribuído para a alta taxa de mortalidade 

encontrada neste grupo.  

Os animais infectados com E. coli F5 ainda apresentaram uma deficiência na 

produção de agentes microbicidas. A produção de peroxido de hidrogênio na cavidade 

peritoneal não mostrou diferença significativa entre os grupos e a enzima iNOS também 

apresentou baixa expressão no peritônio dos animais deste grupo. Outros estudos já 

demostraram a importância de NO sintetizado via iNOS no controle da infecção na sepse, 

onde camundongos deficientes de iNOS falharam em conter a replicação de Listeria 

monocytogenes in vivo (MACMICKING et al., 1995). Em outro trabalho, camundongos 

deficientes de iNOS submetidos a sepse letal e sub-letal induzida por ligadura e 

perfuração do ceco sofreram uma alta taxa de letalidade, sendo esta atribuída à falta de 

atividade antimicrobiana de neutrófilos deficientes de iNOS e sua inabilidade de produzir 

NO. A falha no controle da infecção foi ainda evidenciada pelo alto número de exsudatos 

bacterianos detectados nesses camundongos deficientes de iNOS (BENJAMIM et al., 

2002). 

Além de afetar a produção de agentes bactericidas, Pic também compromete a 

expressão de moléculas envolvidas no processo de co-estimulação presentes tanto nos 

linfócitos T auxiliares do baço, quanto em macrófagos no peritônio. A expressão 

debilitada de co-estimuladores representa uma das vias que leva à imunossupressão na 

sepse. Semelhantemente ao nosso estudo, Inoue e colaboradores (2013) encontraram uma 
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redução na expressão de CD28 em linfócitos T CD4+ e CD8+ em idosos com sepse. Em 

outro trabalho, macrófagos peritoneais isolados de animais submetidos a sepse induzida 

por ligadura e perfuração do ceco (CLP) também apresentaram uma significante redução 

de CD86 (NEWTON 2004), corroborando os nossos resultados. Vale ressaltar que, neste 

trabalho, os animais infectados com a cepa F5 podem ter apresentado uma redução das 

moléculas co-estimuladoras devido à clivagem proteolítica destas moléculas por Pic, 

visto que Ruiz-Perez et al. (2011) já demostraram a ação proteolítica da proteína Pic 

sobre glicoproteínas superficiais de leucócitos. 

Neste estudo, a serinoprotease Pic ainda mostrou ser uma importante molécula 

indutora da produção de citocinas e quimiocina, visto que todas as citocinas testadas 

(IFN-γ, TNF-α, IL-6, IL-12, IL-10, MCP-1) foram detectadas nas amostras de soro do 

grupo F5, de modo significativo em relação aos demais grupos, sendo as concentrações 

de IL-6 e MCP-1 as de valores mais elevados tanto em amostras de soro quanto nas do 

lavado peritoneal dos animais. Outros trabalhos também têm relatado a alta produção de 

citocinas no contexto da sepse, a exemplo da IL-6, bem como da quimiocina MCP-1 

(proteína quimiotática de monócitos) (MACIEL et al., 2014; RIOS et al., 2017).  

Já foi mostrado que a IL-6 induz a expressão de mRNA e a secreção de MCP-1 

em células mononucleares de sangue periférico humano (BISWAS et al., 1998). Há 

também relatos de que MCP-1 pode induzir a expressão de citocinas, incluindo IL-6, em 

monócitos humanos (JIANG et al., 1992) e o tratamento de camundongos sépticos com 

anticorpos anti-MCP-1 reduz os níveis de IL-6 no soro (SPEYER et al., 2004), o que 

sugere uma alternativa ou complementar alça de amplificação da resposta inflamatória. 

A produção exacerbada de IL-6 é um indicativo de mau prognóstico em pacientes 

com sepse, estando associada com uma maior propensão de mortalidade. Valores mais 

altos de IL-6 mensurados ao longo do período de internação em Unidade de Terapia 

Intensiva (UTI) evidenciam uma manutenção do estimulo inflamatório, estando associado 

ao posterior óbito do paciente, ao passo que uma diminuição significativa nos níveis 

dessa citocina foi detectada entre os pacientes que sobreviveram, mostrando que o 

aumento nos níveis plasmáticos de IL-6 pode ser considerado um bom marcador precoce 

na predição da mortalidade entre pacientes sépticos (BENEYTO et al., 2016).  

Em modelos animais de sepse, a relação de IL-6 com mortalidade foi evidenciada 

em trabalhos que mostram um aumento da sobrevida de animais cujo nível de IL-6 foi 
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diminuído por bloqueio da via de sinalização dessa citocina (RIEDEMANN et al., 2003; 

BARKHAUSEN  et al., 2011). Modelos de sepse induzida por ligadura e perfuração do 

ceco (CLP) e endotoxemia em animais também detectaram um aumento significativo nos 

níveis de MCP-1, indicando um papel dessa quimiocina como mediador pró-inflamatório 

na sepse (RAMNATH et al., 2008). 

Em humanos, altas concentrações de MCP-1 também têm sido relacionadas com 

mortalidade na sepse. Alguns trabalhos têm detectado concentrações plasmáticas de 

MCP-1 mais elevadas em pacientes que faleceram do que entre os sobreviventes (ZHU et 

al., 2017), estando, portanto, significativamente diminuída com a resolução da sepse 

(SANS et al., 2012). 

Além da produção de citocinas e quimiocina, neste trabalho também foi observada 

uma elevada produção sérica de NO nos animais do grupo F5. Estímulos inflamatórios 

deflagrados durante um estado de sepse podem aumentar a produção de NO, promovendo 

a vasodilatação periférica, queda da pressão arterial, com consequente redução da 

perfusão sanguínea e hipóxia tecidual, o que contribui para a falência de múltiplos órgãos 

(ELLIS et al., 2002; TRZECIAK et al., 2007), estando sua produção em excesso 

relacionada com mau prognóstico em pacientes com sepse (SANTOS et al., 2012). A 

produção excessiva de NO pode também prejudicar o processo de adesão ao endotélio, 

rolamento e migração de neutrófilos para o foco infeccioso (BENJAMIM et al., 2002). 

As amostras histológicas do baço, fígado e rins dos animais apresentaram 

hemorragia, infiltrado celular e edema nos órgãos dos animais dos grupos F5 e F5∆pic. 

Tais alterações certamente foram causadas pela presença das bactérias nos tecidos, 

independente da presença de Pic. Estudos prévios já apontaram que Pic não possui efeito 

citopático (DUTTA et al., 2002), não sendo capaz de induzir dano ao tecido. Dessa 

forma, provavelmente outros fatores de virulência presentes em ambas as bactérias 

podem estar associados aos danos. 

Os resultados em conjunto mostram que Pic interfere na sobrevida dos animais 

infectados com bactérias produtoras dessa serinoprotease, possivelmente devido à 

capacidade dessas bactérias em sobreviver na corrente sanguínea, alterar a dinâmica de 

leucócitos e induzir uma alta produção de mediadores pró-inflamatórios pelo organismo 

infectado (Figura 16). 
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Tabelas, figuras e legendas 
 
 
Tabela 2. Painel de marcadores para células do baço. 

 

 

 

 

 

 

Tabela 3. Painel de marcadores para células do lavado peritoneal. 

  

 

FLUOROCROMO FITC PE PERCP 

PAINEL 1 CD3 CD28 CD4 

PAINEL 2 CD3 CD28 CD8 

FLUOROCROMO FITC PE PERCP 

PAINEL 1 CD3 CD28 CD4 

PAINEL 2 CD3 CD28                                                                                                  CD8 

PAINEL 3 CD14 CD80 iNOS 

PAINEL 4 CD14 CD86 iNOS 

PAINEL 5 Ia-Ie CD19 Ly6G 
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Tabela 4. Avaliação histopatológica do baço, fígado e rins dos animais submetidos à 

inoculação intraperitoneal de bactérias e dos animais controle.  

  Hemorragia Infiltrado Necrose Edema 

Rim Controle 0 0 0 0 

F5 1,0 ± 0,6 a 1,4 ± 0,5 0 1,6 ± 0,5 

F5∆pic 0,16 ± 0,3 1,33 ± 0,4 0 0,83 ± 0,7 

Baço Controle 0 0 0 0 

F5 1,2 ± 1,2 2,25 ± 0,4 0 1,2 ± 1,0 

F5∆pic 0,8 ± 0,7 2 ± 0,6 0 1,8 ± 1,2 

Fígado Controle 0 0 0 0 

F5 0 1,0 ± 0 0 0,2 ± 0,4 

F5∆pic 0 0,83 ± 0,7  0 0,66 ± 0,7 

Doze horas após a inoculação peritoneal de bactérias, fragmentos do fígado, baço e rim dos animais foram 
removidos, pesados e fixados em formol 10% por 24 h, desidratados em álcool e embebidos em parafina. A 
análise histopatológica foi realizada com auxílio de microscópio ótico. 

n = 6 animais/grupo 
a Os resultados estão expresso como média ± SD dos escores: 0-ausente, 1-leve, 2-moderado, 3-
intenso. 
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Figura 3. Curva de sobrevida dos animais submetidos à inoculação intraperitoneal 
de bactérias ou água apirogênica. Os animais usados no experimento foram distribuídos 
em três grupos (6 animais/grupo). Os animais do grupo controle receberam injeções 
contendo 200 µL água apirogênica. Os demais grupos receberam 200 µL de suspensões 
bacterianas (E. coli F5 e F5Δpic) contendo 109 UFC/mL. Em seguida, o número de óbitos 
foi avaliado durante 5 dias com intervalos de 12/12 horas após a infecção. 

****p < 0,0001 quando comparado com os demais grupos. 

 

 

**** 
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Figura 4. Contagem das Unidades Formadoras de Colônias (UFCs) das amostras de 
sangue e lavado peritoneal dos animais submetidos à inoculação intraperitoneal de 
bactérias ou água apirogênica. Para avaliação das UFCs, alíquotas do sangue e do líquido 
peritoneal foram diluídas em PBS estéril e diluições seriadas, até a concentração de 10-5, foram 
semeadas em ágar MacConkey. As UFCs foram contadas após incubação overnight a 37°C. 
Os resultados estão expressos como Log de UFC/mL e representam a média ± S.D. de 6 
animais por grupo. 

****p < 0,0001 quando comparado com os demais grupos. 
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Figura 5. Contagem de UFCs das amostras do baço, fígado e pulmão dos animais 
submetidos à inoculação intraperitoneal de bactérias ou água apirogênica. Para 
avaliação da presença de bactérias nos órgãos, uma parte dos mesmos foi pesada, macerada e 
diluições seriadas, até a concentração de 10-5, foram semeadas em ágar MacConkey. As 
UFCs foram contadas após incubação overnight a 37°C. Os resultados estão expressos como 
Log de UFC/mL e representam a média ± S.D. de 6 animais por grupo. 

****p < 0,0001 quando comparado com os demais grupos. 
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Figura 6. Contagem diferencial das células sanguíneas dos animais submetidos à 
inoculação intraperitoneal de bactérias ou água apirogênica.  Doze horas após indução 
da sepse por inoculação peritoneal de bactérias, os animais já anestesiados foram submetidos 
à punção retro orbital para coleta do sangue destinado a contagem celular total e diferencial, 
que foi realizada por método automatizando, utilizando o Bioclin 2.8 Vet (Bioclin, Brasil). 
Os resultados representam a média ± S.D. de 6 animais por grupo. 

# p < 0,05 quando comparado com o grupo controle. 

## p < 0,01 quando comparado com o grupo controle. 
**p < 0,01 quando comparado com o grupo F5Δpic. 
****p < 0,0001 quando comparado com o grupo F5Δpic. 
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Figura 7. Contagem do número total de células da medula óssea dos animais 
submetidos à inoculação intraperitoneal de bactérias ou água apirogênica.  Doze 
horas após a indução da sepse, as células da medula óssea foram obtidas por meio da 
perfusão do fêmur dos animais com 1 mL de PBS. As células foram coradas com cristal 
violeta a 0,05% em ácido acético a 30% e contadas com auxílio de um microscópio 
óptico de luz comum. Os resultados representam a média ± S.D. de 6 animais por grupo. 
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Figura 8. Contagem do número total de células do peritônio dos animais submetidos 
à inoculação intraperitoneal de bactérias e dos animais controle. As células 
peritoneais dos animais foram assepticamente coletadas a partir da lavagem da cavidade 
peritoneal com 5 mL PBS estéril gelada, coradas com cristal violeta (0,05%) em ácido 
acético 30% na proporção de 9:1 e contadas com auxílio de um hemocitômetro (Sigma, 
USA), e de um microscópio óptico de luz comum. Os resultados representam a média ± 
S.D. de 6 animais por grupo.  

*p < 0,05 quando comparado com o grupo Controle. 
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Figura 9. Intensidade mediana de fluorescência (MFI) da molécula CD28 em 
linfócitos T CD4+ oriundos do baço. Após contagem de células do baço, 106 
células/mL foram ressuspensas em tampão específico, transferidas para uma placa de 96 
poços de fundo em “U”, marcadas com anticorpos específicos e incubadas a 4ºC por 15 
minutos. Os anticorpos utilizados e seus respectivos conjugados foram: anti-CD3 
conjugado com FITC; anti-CD28 conjugado com PE e anti-CD4 conjugado com PerCP. 
Os resultados representam a média ± S.D. de 6 animais por grupo. 

***p < 0,001 quando comparado os demais grupos. 
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Figura 10. Intensidade mediana de fluorescência (MFI) das moléculas CD80 e CD86 
em macrófagos oriundos da cavidade peritoneal. Após contagem de células da 
cavidade peritoneal, 106 células/mL foram ressuspensas em tampão específico, 
transferidas para uma placa de 96 poços de fundo em “U”, marcadas com anticorpos 
específicos e incubadas a 4ºC por 15 minutos. Os anticorpos utilizados e seus respectivos 
conjugados foram: anti-CD14 conjugado com FITC; anti-CD80 e anti-CD86 conjugados 
com PE. Os resultados representam a média ± S.D. de 6 animais por grupo. 
**p < 0,01 quando comparado os demais grupos. 
# # #p < 0,001 quando comparado com o grupo Controle. 
****p < 0,0001 quando comparado com o grupo F5Δpic. 
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Figura 11. Intensidade mediana de fluorescência (MFI) da enzima oxido nítrico 
sintase induzível (iNOS) em macrófagos CD80+ e CDD86+ oriundos da cavidade 
peritoneal. Após contagem de células da cavidade peritoneal, 106 células/mL foram 
ressuspensas em tampão específico, transferidas para uma placa de 96 poços de fundo em 
“U”, marcadas com anticorpos específicos e incubadas a 4ºC por 15 minutos. Os 
anticorpos utilizados e seus respectivos conjugados foram: anti-CD14 conjugado com 
FITC; anti-CD80 e anti-CD86 conjugados com PE e anti-iNOS conjugado com PerCP. 

Os resultados representam a média ± S.D. de 6 animais por grupo. 

**p < 0,01 quando comparado com o grupo F5. 

***p < 0,001 quando comparado os demais grupos. 
# # #p < 0,001 quando comparado com o grupo Controle. 
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Figura 12. Concentração de citocinas no soro dos animais submetidos a inoculação 
intraperitoneal de bactérias ou água apirogênica. Doze horas após indução da sepse por 
inoculação peritoneal de bactérias, os soros dos animais foram obtidos e utilizados para a 
dosagem de citocinas (IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ e IL-12) e da quimiocina MCP-1. A 
quantificação destas foi realizada por citometria de fluxo utilizando o kit CBA (Cytometric Bead 
Array) (BD Pharmingen, San Diego, CA, EUA), seguindo recomendações do fabricante. Os 
resultados representam a média ± S.D. de 6 animais por grupo. 

***p < 0,001 quando comparado com os demais grupos. 

****p < 0,0001 quando comparado com os demais grupos. 
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Figura 13. Concentração de citocinas no lavado peritoneal dos animais submetidos a 
inoculação intraperitoneal de bactérias e dos animais controle. Doze horas após indução da 
sepse por inoculação peritoneal de bactérias, os lavados peritoneais dos animais foram obtidos e 
utilizados para a dosagem de citocinas (IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ e IL-12) e da quimiocina 
MCP-1. A quantificação destas foi realizada por citometria de fluxo utilizando o kit CBA 
(Cytometric Bead Array) (BD Pharmingen, San Diego, CA, EUA), seguindo recomendações do 
fabricante. Os resultados representam a média ± S.D. de 6 animais por grupo. 

****p < 0,0001 quando comparado com os demais grupos. 
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Figura 14. Produção de Óxido Nítrico no sangue dos animais submetidos à inoculação 
intraperitoneal de bactérias ou água apirogênica. Doze horas após a inoculação peritoneal 
de bactérias, os animais já anestesiados foram submetidos à punção retro orbital para coleta 
do sangue destinado a mensuração sérica de NO via dosagem de nitrito. Os resultados 
representam a média ± S.D. de 6 animais por grupo. 

***p < 0,001 quando comparado com os demais grupos. 
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Figura 15. Mecanismos que justificam a falha no controle bacteriano no grupo F5. A determinação 

das Unidades Formadoras de Colônias do lavado peritoneal dos animais mostrou que o grupo F5 

ainda continha uma grande quantidade de bactérias no sitio infeccioso inicial em comparação ao 

grupo mutante, evidenciando uma falha no controle de bactérias produtoras de Pic. Esse controle 

ineficiente pode ser explicado por distintos mecanismos não excludentes. Um reduzido quantitativo 

de leucócitos totais na cavidade peritoneal (que pode ter decorrido de uma falha na migração destes 

e/ou da sua morte por apoptose) é um reflexo da redução leucocitária também detectada no sangue 

dos animais do grupo F5. Essa falha na migração de leucócitos para o peritônio, por sua vez, é 

embasada por trabalhos que mostram: (1) a capacidade de Pic clivar glicoproteínas da superfície de 

leucócitos envolvidas nos processos de adesão, rolamento e transmigração para o foco infeccioso; e 

(2) a falha na migração via ação NO sobre a expressão de moléculas de adesão pelo endotélio 

vascular. Além de reduzir o número de leucócitos no peritônio e sangue, Pic também compromete a 

expressão de moléculas co-estimuladoras nos leucócitos, assim como a expressão de iNOS e 

consequente produção de NO, comprometendo os processos de ativação de células imunes e 

produção de agentes microbicidas, respectivamente, o que também pode contribuir para a 

ineficiente eliminação das bactérias F5.  
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Figura 16. Síntese dos processos envolvidos na indução de sepse letal por bactérias produtoras de Pic. A 

serinoprotease Pic consiste em um importante fator de virulência de Eschericchia coli F5, capaz de promover sepse 

letal em até 12 h pós-infecção. A letalidade da infecção por bactérias produtoras de Pic pode decorrer de distintos 

processos. Os reduzidos números de leucócitos na cavidade peritoneal e no sangue, o prejuízo na produção de 

agentes microbicidas no peritônio, e a redução na expressão de moléculas co-estimuladoras em linfócitos T CD4+ e 

macrófagos pode ter contribuido para o inificiente controle bacteriano no sítio infeccioso inicial. A falha no controle 

da infecção no seu local de origem permitiu que uma maoir quantidade de microrganismos pudesse invadir a 

corrente sanguínea e, uma vez que as bactérias produtoras de Pic permanecem viáveis na circulação devido à 

capacidade de clivar moléculas do sistema complemto, órgãos distantes do sítio infeccioso inicial puderam ser 

invadidos e colonizados por elas de modo acentuado. A disseminação do patógeno pelo corpo do hospedeiro 

amplificou a resposta imunológica, induzindo a exacerbada produção de mediadores inflamatórios, tais como 

citocinas, quimiocina e NO, o que desregulou a homeostase do hospedeiro de maneira irreversível, levando-o a 

óbito. 

 
 



66 

 

 

 

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados obtidos com este trabalho revelaram o potencial papel de Pic na 

indução de sepse, nos ajudando a entender alguns dos mecanismos envolvidos na 

patogênese dessas infecções, o que será de grande valia no manejo clínico/terapêutico de 

pacientes acometidos de infecções causadas por bactérias produtoras dessas 

serinoprotease. Porém, devido à complexidade e riqueza de interações entre diversos 

fatores, mais estudos estão em andamento no nosso grupo de pesquisa para que a resposta 

imune frente a uma infecção ocasionada por bactérias produtoras de Pic seja melhor 

compreendida. 
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6. CONCLUSÕES 

 A serinoprotease Pic é um importante fator de virulência capaz de induzir sepse 

letal em até 12 h após infecção, em modelo de infecção por inoculação 

intraperitoneal de bactérias; 

 A sobrevivência da bactéria na corrente sanguínea parece ser mediada pela 

produção de Pic, visto que o mutante Δpic foi incapaz de se manter viável na 

circulação; 

 A manutenção da viabilidade de bactérias produtoras de Pic no sangue 

possibilitou que um maior número destas alcançasse os órgãos do hospedeiro, 

potencializando sua disseminação; 

 Pic reduz a quantidade de leucócitos na cavidade peritoneal, assim como na 

corrente sanguínea; 

 Pic induz uma intensa resposta inflamatória sistêmica, evidenciada pela alta 

produção de mediadores inflamatórios, tais como citocinas, quimiocina e NO; 

 A proteína Pic é capaz de comprometer a ativação de leucócitos por prejudicar a 

expressão de moléculas co-estimuladoras presentes na superfície destes, podendo 

comprometer também a produção de agentes antimicrobianos, como NO; 

 Pic não induz danos histopatológicos nos órgãos (baço, fígado e rins) no tempo de 

12 h, refletindo a ausência de uma atividade citopática sobre tais tecidos. 
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