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And the sweet silver song of a lark 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

CARACTERIZAÇÃO DO SISTEMA DE SECREÇÃO DO TIPO VI DE Klebsiella 

pneumoniae: A FUNÇÃO DA PROTEÍNA VgrG 

RESUMO 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

Talyta Soares do Nascimento 

Klebsiella pneumoniae é um patógeno oportunista que afeta principalmente pacientes 

imunocomprometidos, podendo, porém, acometer pessoas saudáveis. É responsável por 

várias infecções agudas nos tratos urinário e respiratório, entre outros. Essa bactéria tem 

gerado preocupação nos sistemas de saúde pública ao redor do mundo pois cepas 

apresentando altos níveis de virulência e resistência a antimicrobianos tem sido 

frequentemente isolada. Recentemente, foi demonstrado que o Sistema de Secreção do Tipo 

VI (T6SS) é um fator de virulência desta espécie. O T6SS é um complexo macromolecular 

montado através das membranas bacterianas e que atua como uma seringa que injeta 

proteínas efetoras no interior de outras células. Esses efetores conferem uma vantagem 

competitiva ou podem manipular o metabolismo da célula hospedeira para favorecer a 

infecção. Um dos componentes essenciais do T6SS é a proteína Valine-Glycine Repeat G 

(VgrG). A VgrG é montada no topo da seringa e pode apresentar uma extensão C-terminal 

variável, com função efetora. Até o momento, não há estudos sobre a função das proteínas 

VgrG codificadas no genoma de K. pneumoniae. Com o intuito de levantar hipóteses sobre a 

função do C-terminal da VgrG4 (VgrG4-CTD) de K. pneumoniae, em um trabalho anterior 

nosso grupo expressou a proteína recombinante e identificou seus ligantes em macrófagos e 

células do epitélio pulmonar. No total, 254 proteínas foram identificadas nos extratos de 

células eucarióticas. A categorização dessas proteínas revelou que a maioria dos possíveis 

ligantes são componentes do citoesqueleto, chaperonas ou participam da via endocítica. 

Neste trabalho, a interação da VgrG4-CTD com vimentina e citoqueratina foi confirmada por 

imunomarcação; contudo, a interação com tubulina não foi observada por este método. A 

interação com actina foi confirmada por experimentos de imunomarcação, espectroscopia de 

fluorescência e co-purificação. Para estudar o efeito de tais interações no contexto da 

infecção, transfectamos células eucarióticas com a proteína VgrG4-CTD recombinante. Por 

microscopia de fluorescência foi observado que a VgrG4-CTD induz remodelamento dos 

filamentos de actina em macrófagos. Em células do epitélio pulmonar, a VgrG4-CTD 

aumentou a internalização bacteriana. Numa outra vertente do projeto, hipotetizamos que a 

VgrG4-CTD pode funcionar como um domínio para ancoragem  de outras proteínas, 

possibilitando a translocação delas pelo T6SS. Para estudar esta hipótese, realizamos 

experimentos de co-precipitação usando a VgrG4-CTD recombinante como isca e 

identificamos ligantes da VgrG4-CTD em extratos da própria K. pneumoniae. Identificamos 

que a VgrG4-CTD interage com fatores de virulência bacterianos como EF-TU, Pgk e DeoC. 

Esses dados, em conjunto, contribuem para melhor caracterização do papel da VgrG4-CTD 

e do T6SS para a patogênese de K. pneumoniae. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

CHARACTERIZATION OF THE Klebsiella pneumoniae TYPE VI SECRETION SYSTEM: 

FUNCTION OF THE VgrG PROTEIN 

      

Abstract  

Talyta Soares do Nascimento 

Klebsiella pneumoniae is an opportunistic pathogen, which mainly affects immunocompromised 

patients, but can affect healthy people. It is responsible for several acute infections of the urinary and 

respiratory tracts, among others. This bacterium has caused concern in public health systems around 

the world as strains showing high levels of virulence and resistance to antimicrobials have often been 

isolated. Recently, the Type VI Secretion System (T6SS) has been shown to be a virulence factor of 

this species. T6SS is a macromolecular complex assembled across bacterial membranes and that acts 

as a syringe that injects effector proteins into other cells. These effectors confer a competitive 

advantage or can manipulate the metabolism of the host cell to favor infection. One of the essential 

components of T6SS is the Valine-Glycine Repeat G (VgrG) protein. VgrG is mounted on the top of 

the syringe and can have a variable C-terminal extension, with an effector function. To date, there are 

no studies on the function of VgrG proteins encoded in the K. pneumoniae genome. In order to raise 

hypotheses about the C-terminal function of VgrG4 (VgrG4-CTD) of K. pneumoniae, in a previous 

study our group expressed the recombinant protein and identified its ligands in macrophages and lung 

epithelial cells. In total, 254 proteins were identified in the eukaryotic cell extracts. The categorization 

of these proteins revealed that most of the possible ligands are components of the cytoskeleton, 

chaperones or participate in the endocytic pathway. In this work, the interaction of VgrG4-CTD with 

vimentin and cytokeratin was confirmed by immunodetection; however, the interaction with tubulin 

could not be observed by this method. The interaction with actin was confirmed by immunostaining, 

fluorescence spectroscopy and co-purification experiments. To study the effect of such interactions 

in the context of infection, we transfected eukaryotic cells with the recombinant VgrG4-CTD protein. 

By fluorescence microscopy it was observed that VgrG4-CTD induces remodeling of actin filaments 

in macrophages. In pulmonary epithelial cells, VgrG4-CTD increased bacterial internalization. In 

another aspect of the project, we hypothesized that VgrG4-CTD may function as a domain for 

anchoring other proteins, enabling their translocation by T6SS. To study this hypothesis, we 

performed pulldown experiments using recombinant VgrG4-CTD as bait and identified ligands of 

VgrG4-CTD in extracts of K. pneumoniae. We found that VgrG4-CTD interacts with bacterial 

virulence factors such as EF-TU, Pgk, and DeoC. Together, these data contribute to a better 

characterization of the role of VgrG4-CTD and T6SS in the pathogenesis of K. pneumoniae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 
 

1. INTRODUÇÃO:  

 

1.1. Klebsiella pneumoniae  

 

1.1.1. Características gerais e epidemiologia: 

 

Klebsiella pneumoniae é membro da família Enterobacteriaceae, sendo uma bactéria 

Gram-negativa em forma de bastonete, sem motilidade, e com uma cápsula polissacarídica 

proeminente. Esta espécie é encontrada de forma ubíqua na natureza, incluindo ambientes 

aquáticos, solo e plantas ou associadas a animais, inclusive a seres humanos (1,2). Em 

hospedeiros animais e humanos a K. pneumoniae pode ser encontrada como uma bactéria 

comensal, mas também pode ser um patógeno oportunista. O ambiente provavelmente atua 

como um reservatório de K. pneumoniae, e insetos como as moscas podem ser agentes de 

disseminação e dispersão bacteriana (3,4). 

K. pneumoniae é uma bactéria comensal do trato gastrointestinal humano, entretanto, 

Klebsiella pode se disseminar para outros tecidos causando infecções associadas a saúde, 

como pneumonia, infecções do trato urinário e infecções sanguíneas. Grande parte dessas 

infecções acometem pacientes previamente doentes ou imunocomprometidos, neonatos e 

idosos (5). Contudo, alguns isolados possuem determinantes de virulência adicionais e 

podem acometer pessoas previamente saudáveis, causando infecções como abcesso hepático, 

endoftalmite e meningite na comunidade (6). Infecções causadas por K. pneumoniae 

geralmente são tratadas com β-lactâmicos ou antibióticos que tenham efeito contra 

enterobactérias. Contudo, isolados resistentes a um ou mais antibióticos são cada vez mais 

frequentes (5). Ainda, há relatos de isolados pan-resistentes, ou seja, resistentes a todos os 

antibióticos (7, 8) e isolados que são ao mesmo tempo multi-resistentes e hiper-virulentos 

(9). 

K. pneumoniae é uma das principais causas de infecções hospitalares nos Estados 

Unidos da América (10), sendo a terceira principal causa de pneumonia. K. pneumoniae 

também é a principal causa de pneumonia associada à ventilação entre pacientes de unidades 

de tratamento intensivo (UTI), e esse tipo de infecção é responsável por 83% das pneumonias 

adquiridas nos hospitais americanos (10,11). Esse tipo de infecção também tem sido relatado 

no Brasil nos últimos anos, segundo o Portal da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA). A avaliação dos indicadores nacionais das Infecções Relacionadas à Assistência 
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à Saúde (IRAS) e resistência microbiana durante o ano de 2018 feita pela ANVISA mostra a 

ocorrência de infecções primárias da corrente sanguínea associadas ao uso do cateter venoso 

central, sendo a K. pneumoniae o microrganismo mais frequentemente identificado em UTIs 

adulta, pediátrica e neonatal dos hospitais brasileiros (12). Além disso, K. pneumoniae 

também é o principal microrganismo notificado associado a infecções do trato urinário, tanto 

na UTI adulta quanto na pediatria. Dentre os perfis bacterianos notificados, destacam-se K. 

pneumoniae resistente a carbapenêmicos e cefalosporinas de 3° e 4° geração na UTI adulta e 

K. pneumoniae sensível a carbapenêmicos e resistentes a cefalosporinas de 3° e 4° geração 

na UTI pediátrica (12). 

K. pneumoniae é a segunda maior causa de infecções sanguíneas causadas por 

bactérias Gram-negativas, atrás somente da E. coli (10,11). Infecções sanguíneas são 

infecções secundárias resultantes da disseminação bacteriana na corrente sanguínea de fontes 

conhecidas como o trato urinário, o trato gastrointestinal, cateteres intravenosos ou urinários 

(15). A taxa de mortalidade em indivíduos acometidos por infecções sanguíneas causadas 

por K. pneumoniae é em torno de 20 a 30%, e a taxa de mortalidade na população em geral 

é estimada em 1,3 por 100.000 indivíduos (14). O trato urinário é o sítio mais comum de 

infecção por K. pneumoniae. Infecções do trato urinário associadas a cateteres são 

comumente relacionadas a K. pneumoniae. Acredita-se que a infecção seja facilitada pela 

habilidade de K. pneumoniae de formar biofilmes e aderir em cateteres (16). K. pneumoniae 

também é responsável por causar infecções em feridas e em locais que foram submetidos à 

cirurgia. Esse tipo de infecção representa 13% das infecções causadas por K. pneumoniae 

(4,10). Isolados ambientais de K. pneumoniae geralmente são mais suscetíveis a antibióticos 

que isolados clínicos, o que sugere que a pressão seletiva ocorre no ambiente clínico  o que 

leva a K. pneumoniae clínica a apresentar um perfil de resistência frente a diferentes classes 

de antibióticos (17). 

Genomas típicos de K. pneumoniae apresentam entre 5 e 6 milhões de pares de bases 

(Mpb), organizados em um cromossomo circular, podendo conter plasmídeos adicionais. 

Esses genomas contêm entre 5000 e 6000 genes, dos quais cerca de 1700 genes são 

conservados em todos os membros dessa espécie, enquanto que os outros genes, 

denominados genes acessórios, estão presentes em apenas subconjuntos de isolados ou cepas 

(17–19). Esses genes presentes no genoma acessório podem estar envolvidos com processos 

que conferem características específicas que diferenciam os membros dessa espécie. Por 

exemplo, alguns carreiam genes que possibilitam a fixação de nitrogênio, outros contém 

fatores de virulência adicionais ou, ainda, carreiam genes envolvidos na resistência a agentes 
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antimicrobianos (20,21). Esses genes acessórios podem ser adquiridos principalmente 

através de mecanismos de transferência gênica horizontal entre diferentes espécies 

bacterianas ou entre cepas da mesma espécie, o que é evidenciado pela grande quantidade de 

ilhas genômicas e elementos genéticos móveis nos genomas de K. pneumoniae já analisados. 

Uma vez adquiridos, esses genes passam por pressão seletiva e, se conferirem vantagens 

adaptativas para a bactéria, serão selecionados positivamente, mantidos no genoma ou 

modificados por outros processos moleculares-evolutivos - dando origem à grande 

diversidade genotípica e fenotípica observada entre membros dessa espécie (17,22). 

 

1.1.2. Resistência a antimicrobianos  

Devido à crescente resistência a antimicrobianos, K. pneumoniae tem sido apontada 

como uma ‘ameaça urgente à saúde humana’ pela Organização Mundial da Saúde (OMS) 

(23). Mais de um terço dos isolados de K. pneumoniae reportados no European Centre for 

Disease Prevention and Control foram resistentes a pelo menos um grupo antimicrobiano, 

sendo o fenótipo de resistência mais comum a resistência combinada a fluoroquinolonas, 

cefalosporinas de terceira geração e aminoglicosídeos (5).  

O tratamento dessas infecções é feito através do uso de antibióticos que atuam na 

inibição de mecanismos indispensáveis para o funcionamento celular, como a síntese de 

proteínas a nível ribossomal ou replicação de DNA, por exemplo (24). Dentre os antibióticos 

disponíveis atualmente, os carbapenemos são considerados a última opção terapêutica para 

tratamento de infecções resistentes; porém, cepas de K. pneumoniae que produzem enzimas 

carbapenemases são capazes de hidrolisar os β-lactâmicos, entre eles os carbapenêmicos 

(25). 

Tal resistência é adquirida quando a bactéria se encontra em um ambiente hostil e por 

pressão seletiva, mecanismos de resistência que conferem proteção são selecionados. 

Mutações no genoma bacteriano são um mecanismo de variabilidade, que eventualmente 

podem levar a alterações de aminoácidos em proteínas e consequentemente podem alterar 

aspectos da conformação tridimensional da proteína. Quando essas alterações ocorrerem em 

proteínas alvo de antibióticos, podem impedir que o fármaco reconheça a proteína alvo e que 

seja capaz de inativá-la. Tais mutações são vantajosas quando a bactéria se encontra num 

ambiente com a presença seletiva de tal antibiótico, conferindo resistência e podendo ser 

selecionadas positivamente. 
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Além dos mecanismos de resistência adquiridos a partir de mutações, as bactérias 

Gram-negativas são intrinsecamente menos permeáveis a muitos antibióticos devido a 

barreira formada pela sua membrana externa (26,27). Contudo, os antibióticos hidrofílicos 

atravessam a membrana externa por difusão através de porinas presentes na membrana 

externa (26,28). A regulação negativa da expressão de porinas ou a substituição das porinas 

por outros canais de transporte são uma alternativa para reduzir a permeabilidade da 

membrana externa, limitando a entrada de antibióticos na bactéria (29–31). Muitos 

antibióticos se ligam especificamente aos seus alvos com alta afinidade. Alterações na 

estrutura do alvo, proteção dos alvos de antibióticos, modificação direta ou inativação de 

antibióticos impedem a ligação eficiente destes o que pode conferir resistência (32). 

Assim como a bactéria é capaz de impedir a entrada de antibióticos ou alterar seus 

alvos, as bactérias também são capazes de resistir aos antibióticos pela modificação ou 

destruição dos mesmos. A modificação dos antibióticos via enzimas é o maior mecanismo 

de resistência bacteriana, tendo sido relatado desde o uso do primeiro antibiótico, a penicilina 

(por uma β-lactamase), em 1940. Centenas de enzimas que são capazes de degradar e 

modificar diferentes classes de antibióticos têm sido identificadas, incluindo os β-lactâmicos, 

aminoglicosídeos, fenicóis e macrólideos (33). As bactérias também são capazes de usar 

enzimas das classes das acetiltransferases, fosfotransferases e nucleotidiltransferase para 

adicionar grupos químicos a sítios vulneráveis da molécula do antibiótico, impedindo a 

ligação do antibiótico ao alvo, levando à resistência (32,34). 

Considerando os problemas de saúde pública causados por esta espécie, faz-se 

necessário conhecer sua biologia e fisiologia, para que no futuro seja possível desenvolver 

novas estratégias de controle das doenças causadas por ela. Recentemente, a OMS lançou 

uma campanha mundial para combater a resistência de bactérias a antibióticos. Tal iniciativa 

se dá pelo fato de que dados recentes da vigilância sobre resistência aos antibióticos revelam 

níveis elevados de resistência em uma série de infecções bacterianas graves em países de alta 

e baixa renda. Segundo o diretor-geral da OMS, Tedros Adhanom Ghebreyesus: “A 

resistência antimicrobiana é um dos mais urgentes riscos de saúde do nosso tempo e ameaça 

desfazer um século de progresso.”  

 

1.1.3. Mecanismos de Virulência  
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Nesse contexto de infecção, são conhecidos alguns fatores de virulência de K. 

pneumoniae que contribuem para interação com hospedeiros através dos seus mecanismos 

de patogenicidade. Dentre eles, a cápsula polissacarídica, lipopolissacarídeo, sideróforos e 

fímbrias.  

A cápsula polissacarídica é uma estrutura formada por polissacarídeos que recobrem 

a superfície bacteriana, sendo considerada o fator de virulência mais importante de K. 

pneumoniae. A capsula modula a opsonização e protege a bactéria de ser fagocitada por 

células de defesa do hospedeiro conferindo maior persistência bacteriana, uma vez que a K. 

pneumoniae é uma bactéria tipicamente extracelular, tornando a capsula um componente 

importante para a infecção causada por K. pneumoniae  (35). Essa vantagem que a cápsula 

proporciona à bactéria parece ser fundamental durante a infecção já que bactérias não 

capsuladas são mais fagocitadas do que cepas produtoras de cápsula (36). Além disso, as 

bactérias não encapsuladas induzem maiores níveis de produção de TNF-a e IL-6, enquanto 

que bactérias com cápsula induzem uma resposta mais anti-inflamatória pela produção de 

IL-10 (37). Atualmente existem 79 sorotipos capsulares descritos para Klebsiella spp, 

conhecidos como antígenos K (38). Interessantemente, esse tipo capsular está relacionado à 

severidade das infecções, sendo os sorotipos K1 e K2 os mais virulentos (4,38) podendo 

causar para infecções adquiridas na comunidade, como abscessos hepáticos piogênicos (39). 

Os lipopolissacarídeos (LPS) são considerados importantes e necessários 

componentes estruturais do folheto externo da membrana externa de bactérias Gram-

negativas e são conhecidos como endotoxinas (40). São compostos pelo antígeno O, um 

oligossacarídeo central e pelo lipídio A (41,42). Durante a infecção por K. pneumoniae o 

LPS tem um papel ambíguo, pois o LPS é um importante fator de virulência que protege a 

bactéria contra as defesas do hospedeiro, mas também por ser um forte ativador imunológico. 

A porção lipídica do LPS, o lipídio A, pode ser um ligante potente de receptores do tipo Toll 

4 (TLR4), que são receptores de reconhecimento de padrões bacterianos. A ativação de 

receptores TLR4 leva à produção de citocinas e quimiocinas que recrutam neutrófilos e 

macrófagos que, por sua vez, ativam respostas celulares que irão controlar a disseminação 

bacteriana para outros tecidos e resolver a infecção por K. pneumoniae (43–45). A infecção 

por K. pneumoniae também pode levar à ativação da via complemento, e o LPS é principal 

meio de proteção. Cepas que contém o antígeno O são resistentes à morte mediada pelo 

sistema complemento, enquanto cepas em que o antígeno O é ausente se tornam mais 

suscetíveis à ação do sistema complemento (46). 
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Os sideróforos são importantes para a captação de ferro extracelular. A aquisição 

desse ferro é fundamental para o crescimento de várias espécies bacterianas; porém, é um 

recurso limitado. No hospedeiro há pouco ferro livre no plasma, pois este elemento está 

ligado geralmente a moléculas transportadoras de ferro, como a transferrina. Hospedeiros 

mamíferos são capazes de reduzir ainda mais os níveis de ferro após a infecção bacteriana, 

alterando a ligação do ferro à lactoferrina, uma proteína de defesa inata (47,48). Contudo, a 

K. pneumoniae consegue adquirir ferro durante a infecção em hospedeiros mamíferos devido 

a secreção de vários sideróforos como enterobactina, yersiniabactina, salmochelina e 

aerobactina, que apresentam maior afinidade pelo ferro do que as moléculas transportadoras 

de ferro presentes no hospedeiro (40,47,49,50). 

As fímbrias representam outra classe de fatores de virulência presentes na superfície 

de K. pneumoniae, sendo importantes mediadores da adesão bacteriana. Em K. pneumoniae 

as fímbrias do tipo 1 e 3 são os principais apêndices envolvidos na adesão (40). As fimbrias 

do tipo 1 e 3 são expressas em quase todos os isolados de K. pneumoniae (48, 49). K. 

pneumoniae utiliza os sinais ambientais para regular a expressão das fímbrias do tipo 1. Os 

genes que codificam as fímbrias do tipo 1 são expressos no trato urinário, mas não no trato 

gastrointestinal nem nos pulmões (53,54). Já foi observado que fímbrias do tipo 1 contribuem 

para invasão de células da bexiga por K. pneumoniae e para formação de biofilme durante 

infecção do trato urinário em um modelo de infecção de camundongo (53,54). Assim como 

as fímbrias do tipo 1, as fímbrias do tipo 3 não são necessárias para a colonização no trato 

gastrointestinal ou virulência nos pulmões, mas podem se ligar a células epiteliais de bexiga 

em cultura. Porém, em um modelo de infecção em camundongo, as fímbrias do tipo 3 não 

parecem contribuir para infecção do trato urinário (54,55).  

Estudos recentes permitiram identificar novos possíveis fatores de virulência 

(genes/proteínas) em K. pneumoniae (40). Dentre esses possíveis fatores de virulência de K. 

pneumoniae estão proteínas de membrana externa (denominadas OMPs, do inglês outer-

membrane proteins), bombas de efluxo, sistemas de transporte de íons e sistemas de secreção 

de proteínas. As OMPs de bactérias Gram-negativas servem como um canal para regular o 

influxo e efluxo de substâncias como íons, nutrientes e antibióticos (56). A OmpA de K. 

pneumoniae, por exemplo, auxilia na virulência através da proteção contra a resposta imune 

inata (57). As bombas de efluxo estão envolvidas na virulência por mediar a resistência contra 

peptídeos antimicrobianos presentes no pulmão.  
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Apesar da resistência a antibióticos não ser por si só um fator de virulência, em 

algumas circunstâncias a resistência é um fator chave no desenvolvimento da infecção e pode 

ser considerada um fator semelhante à virulência em nichos ecológicos específicos onde 

bactérias resistentes são capazes de colonizar. Isso é observado em ambientes hospitalares, 

onde um patógeno oportunista é resistente a antibióticos e consegue causar doenças mais 

facilmente (58). Um exemplo é a família de proteínas de resistência à acriflavina (Acriflavine 

resistance protein Family - AcrAB) em K. pneumoniae, que gera um fenótipo de resistência 

a múltiplas drogas e também é importante para resistir aos mecanismos de defesa 

imunológica do hospedeiro (59).   

Além disso, os sistemas de secreção também são descritos por estarem envolvidos na 

virulência de diversas espécies bacterianas (60–62). Basicamente, os sistemas de secreção 

são mecanismos de transporte de moléculas (proteínas, enzimas, toxinas, DNA) do meio 

intracelular para o meio extracelular ou para o interior de células alvo (63). No genoma de 

K. pneumoniae 52.145 foram identificados genes que codificam quatro tipos de sistemas de 

secreção (64). Como este tema é o tema central do estudo aqui apresentado, o conhecimento 

atual sobre sistemas de secreção bacterianos será apresentado na seção a seguir.  

 

1.2. Sistemas de Secreção  

 

1.2.1. Aspectos gerais 

 

Os sistemas de secreção são complexos macromoleculares e dinâmicos que 

possibilitam o transporte de diversas moléculas do citoplasma bacteriano para o meio 

extracelular ou para o interior de determinadas células. Alguns desses sistemas funcionam 

em duas etapas, sendo formados por um complexo inserido na membrana interna (transloca 

o substrato do citoplasma para o periplasma) e outro na membrana externa (transloca o 

substrato do periplasma para o meio extracelular). Outros sistemas são capazes de formar 

tubos contínuos que atravessam ambas as membranas da célula bacteriana, translocando seus 

substratos em uma única etapa. Alguns desses sistemas que formam tubos ainda são capazes 

de atravessar uma terceira membrana (membrana da célula alvo), translocando moléculas do 

citoplasma bacteriano diretamente para o interior da célula alvo.  Por todas essas formas, os 

sistemas de secreção atuam na interação da bactéria que o possui com o ambiente em que ela 

está e com outras células, procarióticas ou eucarióticas, que habitam o mesmo nicho.  
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Atualmente, são descritos nove tipos de sistemas de secreção (Figura 1). Alguns deles 

não formam tubos e, portanto, não são capazes de translocar diretamente proteínas do 

citoplasma bacteriano para o meio extracelular, sendo essa translocação feita em duas etapas. 

Esses tipos de sistemas de secreção são dependentes de outros dois sistemas de translocação, 

como os sistemas Sec e Tat. Em bactérias, proteínas secretadas atravessam a membrana 

citoplasmática tanto pela via de secreção geral (Sec) quanto pela translocação de arginina 

dupla (Tat). O sistema Sec catalisa a translocação transmembranar de proteínas em sua 

conformação desenovelada; já o sistema Tat catalisa a translocação de proteínas em seu 

estado enovelado (65). 

O Sistema de Secreção do Tipo I (T1SS) é comum em bactérias Gram-negativas 

patogênicas como Escherichia coli, Vibrio cholerae ou Bordetella pertussis, secretando 

várias moléculas como carboidratos, drogas e proteínas. As moléculas que esse sistema é 

capaz de translocar podem variar de tamanho, como o peptídeo colicina V de E. coli, de 10 

kDa, até a proteína de adesão celular LapA de Pseudomonas fluorescneces, de 520 kDa 

(66,67). O Sistema de Secreção do Tipo II (T2SS) está localizado tanto na membrana interna 

quanto na membrana externa e é usado para translocar uma variedade de proteínas do 

periplasma para o meio extracelular, sendo importante para espécies patogênicas e não 

patogênicas. Esse tipo de sistema é dependente dos sistemas Sec ou Tat para a secreção inicial 

dentro da célula bacteriana, e atuam a partir do periplasma para secretar proteínas para fora 

da célula. Patógenos com T2SS incluem V. cholerae, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, 

espécies de Klebsiella, Legionella pneumophila e Yersinia enterocolitica (68). O sistema de 

Secreção do Tipo V (T5SS), por sua vez, é um pouco diferente dos outros sistemas de 

secreção pois é capaz de se auto translocar e é responsável pela translocação de enzimas, 

toxinas e outros fatores de virulência com tamanhos e estruturas variadas. Esse sistema é 

dependente do sistema Sec e envolve apenas a membrana externa bacteriana. Ele é 

encontrado em B. pertussis, E. coli, P. aeruginosa, entre outros (69,70). O Sistema de 

Secreção do Tipo VII (T7SS) é encontrado apenas em micobactérias e em bactérias Gram-

positivas como Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Streptomyces 

coelicolor e Staphylococcus aureus e é requerido para o transporte de fatores de virulência 

(71).  

Já os sistemas de secreção do tipo VIII (T8SS) e do tipo IX (T9SS), ao contrário dos 

demais, são pouco estudados, mas o que já se sabe é que o T8SS é usado por 

Enterobacteriaceae para secretar fibras amiloides (curli) que constituem o principal 

componente proteico dos biofilmes. Esse tipo de sistema também é dependente do sistema 
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Sec (72). Já o T9SS foi recentemente caracterizado em Porphyromonas gingivalis (73) e é 

encontrado no superfilo Fibrobacteres-Chlorobi-Bacteroidetes. Apesar de ser um sistema 

ainda pouco estudado, já foi visto que ele está envolvido na motilidade, no direcionamento 

de fatores de virulência para a superfície celular e na degradação de biopolímeros, sendo 

dependente do sistema Sec também (74).  

Além dos sistemas descritos acima, ainda existem os sistemas de secreção do tipo III, 

IV e VI que formam tubos conhecidos como injectissomas, sendo capazes de translocar 

proteínas através de três membranas, se necessário. O Sistema de Secreção do Tipo III 

(T3SS) é estruturalmente semelhante e relacionado ao corpo basal de flagelos bacterianos 

(75). É encontrado em muitas espécies patogênicas como Salmonella enterica, E. coli, 

espécies de Yersinia e P. aeruginosa, translocando proteínas efetoras diretamente para o 

citoplasma de células hospedeiras (76). Os T4SS são transportadores com multicomponentes 

presentes em espécies como Agrobacterium tumefaciens, Helicobacter pylori, Bordetella 

pertussis adaptados para funções diversas tais como transferência de DNA na conjugação 

bacteriana ou entrega de proteínas únicas ou de complexos DNA-proteína em células 

recipientes (77). Já foi demonstrado que Xanthomonas citri utiliza o T4SS para secretar 

efetores que são letais para outras espécies bacterianas (78). E por último, o T6SS é uma 

máquina macromolecular dinâmica multicomponente que tem uma importante função na 

ecologia de muitas bactérias Gram-negativas. O T6SS é responsável pela translocação de 

uma grande variedade de moléculas efetoras, permitindo a células predatórias matar células 

presas, tanto eucarióticas quanto procarióticas (79). 
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Figura 1: Esquema representativo dos 9 tipos de sistemas de secreção. Na imagem são mostrados os 

sistemas de secreção presentes em diversas espécies bacterianas, desde os sistemas que formam tubo através 

das duas membranas bacterianas (T1SS - roxo, T3SS - rosa, T4SS - laranja, T6SS- verde), os dependentes dos 

sistemas Tat e Sec (T2SS - azul escuro, T5SS- amarelo, T8SS - vermelho, T9SS - azul marinho) e o sistema 

encontrado em micobactérias (T7SS - cinza claro). Também são representadas as moléculas translocadas por 

esses sistemas: as toxinas - círculos verdes e proteínas efetoras – círculos fechados amarelos e laranjas; as 

proteínas e enzimas - quadrados verdes e círculos vermelhos; o material genético, e as proteínas Hcp - círculos 

abertos laranja e VgrG - triângulos amarelos. Imagem feita baseada no trabalho de 2009 de Tseng e 

colaboradores (80). 

 

 

1.2.2. O Sistema de Secreção do tipo VI (T6SS) 

 

Identificado em 2006 em V. cholerae por Pukatzki e colaboradores, o T6SS consiste 

em um complexo macromolecular capaz de atravessar ambas as membranas de bactérias 

Gram-negativas de forma a permitir a translocação de proteínas do citoplasma bacteriano 

(Figura 2). Além disso, esse sistema é capaz de atravessar uma terceira membrana, que pode 

ser a membrana da célula alvo, translocando uma diversidade de proteínas efetoras/fatores 

de virulência usando um mecanismo dinâmico de disparo diretamente para a célula alvo (81–

83). Evidências de análises estruturais utilizando cristalografia, crio-microscopia eletrônica 

e resolução atômica, juntamente com análises de bioinformática, sustentam a ideia de que o 

aparato do T6SS é intimamente relacionado a componentes de um bacteriófago contrátil que 

forma um dispositivo de punção celular (84–88).  
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Os componentes do T6SS são codificados dentro de clusters que contém 13 genes 

principais conservados, denominados TssA-M (Type six subunits), que codificam proteínas 

que constituem o aparato básico de secreção (84–87). Esse complexo é formado por um tubo 

central (TssD) e um tubo externo (TssB e TssC), que circunda o tubo central. Em uma das 

extremidades desse tubo central estão as proteínas que formam a ponta do complexo (TssI e 

PAAR). Também compondo esse sistema, há as proteínas de ancoramento nas membranas 

interna e externa (TssL, TssM e TssJ) e ainda uma ATPase citoplasmática (TssH) que atua 

na reciclagem dos componentes do T6SS (89). 

 

 

Figura 2: Esquema representativo do T6SS. Na imagem são mostrados os componentes do T6SS: o tubo 

central formado pela TssD (preto); o tubo externo formado pela TssB e TssC (azul claro com as bordas em 

amarelo); as proteínas que formam a ponta do complexo, TssI e PAAR (amarelo); as proteínas de ancoramento 

nas membranas externa e interna, TssL (azul claro), TssM (azul escuro) e TssJ (verde fluorescente); as proteínas 

do baseplate, TssE, TssF, TssG (rosa) e TssK (verde escuro); a proteína TssH com atividade ATPase 

citoplasmática (laranja); e a proteína TssA (vermelho). Adaptado de Zoued e colaboradores, 2017 (90). 

 

Como ilustrado na Figura 2 acima, o T6SS é composto pelas proteínas TssJ, TssL e 

TssM, que formam o complexo de membrana, sendo TssJ uma lipoproteína de membrana 

externa e TssL e TssM proteínas ancoradas na membrana interna (87). Recentemente, foi 

demonstrado que TssJ é a primeira proteína a se posicionar na membrana externa, recrutando 

TssM e TssL a seguir (91). Além disso, o T6SS é formado por um tubo central de proteínas 

TssD, também conhecida com hemolysin-coregulated protein (Hcp), que são hexâmeros com 

diâmetro externo de cerca de 80 a 90 Å e 35 a 40 Å de diâmetro interno empilhados a partir 
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do citoplasma bacteriano, podendo comportar proteínas enoveladas e desenoveladas (92–94). 

Ao redor do tubo de Hcp estão as proteínas TssB e TssC, também conhecidas como ClpV-

interacting protein A (VipA) e ClpV-interacting protein B (VipB), respectivamente, que 

formam uma bainha ao redor do tubo de Hcp. Essa bainha de proteínas VipA e VipB ao redor 

do tubo de Hcp apresentam uma conformação estendida. A partir de um estímulo, a estrutura 

formada por VipA e VipB passa para a conformação contraída o que leva a impulsão do tubo 

de Hcp para o meio extracelular (95). 

Já na ponta desse tubo está a proteína TssI, também conhecida como Valine Glycine 

repeat protein G (VgrG) e a proteína Pro-Ala-Ala-Arg repeats containing protein (PAAR). 

Já foi mostrado que proteínas que contêm domínios PAAR se ligam à extensão C-terminal 

da VgrG para completar o topo da maquinaria, atuando também como uma plataforma para 

recrutamento de proteínas efetoras (79). Acredita-se que o recrutamento da proteína VgrG 

para o complexo proteico da base aumenta a eficiência de formação do tubo de Hcp (96). 

Ambas as proteínas Hcp e VgrG são encontradas no sobrenadante de culturas (97). Esse 

sistema também é composto pelas proteínas do baseplate, TssE, TssF, TssG e TssK. Essas 

subunidades formam um complexo que quando é recrutado se encaixa no complexo de 

membrana, funcionando como uma plataforma para a montagem da cauda (98,99). Um dos 

componentes essenciais desse sistema é a proteína TssA, pois participa de passos importantes 

da montagem do T6SS, desde o acoplamento do complexo da membrana com o baseplate, a 

contração da cauda e a extensão do tubo e seu revestimento (98).  

A montagem e desmontagem desse sistema é feito pela proteína TssH, uma Clp 

ATPase citoplasmática que é responsável pela reciclagem dos componentes do T6SS no 

interior do citoplasma bacteriano após a translocação das proteínas Hcp, VgrG, PAAR e 

efetores no meio extracelular ou no interior de células alvo, reutilizando esses componentes 

para a montagem de um novo complexo de T6SS. Esse reaproveitamento dos componentes 

do T6SS no interior da bactéria dependerá da duração do estímulo. Sendo assim, a proteína 

TssH é mais importante para atividade do T6SS do que para montagem do sistema em si 

(100–102). 

Uma das principais formas da bactéria interagir com o ambiente ou com outras 

bactérias ao seu redor é através de proteínas secretadas. A secreção de proteínas mediada 

pelos sistemas de secreção para o meio extracelular ou para o interior de células eucarióticas 

e procarióticas é um mecanismo que evoluiu junto com a necessidade de adaptação ao 

ambiente, evasão do sistema imune do hospedeiro e aquisição de nutrientes importantes 
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(103,104). A função melhor caracterizada do T6SS é a entrega de efetores antibacterianos, 

com três principais classes de efetores: as muramidases, ou as hidrolases de glicosídeo, que 

atacam a parede celular (105); as nucleases, que tem como alvo os ácidos nucleicos (106); e 

as lipases, que atuam na degradação da membrana de células procarióticas, facilitando a 

competição entre espécies (97). Contudo, a toxicidade desses efetores não afeta apenas as 

células adjacentes, mas também as próprias bactérias. Para proteger a si mesmas e as células-

irmãs da intoxicação mediada por esses efetores, as bactérias geralmente expressam proteínas 

de imunidade cognatas com o objetivo de neutralizar a toxicidade desses efetores 

antibacterianos (107–109). Essas proteínas de imunidade formam pares com o seu efetor 

correspondente e essa interação parece ser crucial durante a competição bacteriana (110).  

 

1.2.3. T6SS na competição bacteriana  

 

A capacidade do T6SS de entregar efetores a outras bactérias é extremamente 

importante para a competição bacteriana, uma vez que a bactéria pode utilizar esse 

mecanismo para promover a sua sobrevivência no contexto de competição bacteriana. Os 

primeiros efetores com atividade tóxica em outras bactérias foram descritos em P. aeruginosa 

em 2010 por Hood e colaboradores e nomeados type six exported 1-3 (Tse1-3) (108). Neste 

trabalho foi mostrado que Tse1 e Tse3 tem atividade bacteriolítica, destruindo a parede 

celular via peptidoglicano amidase ou via atividade da muramidase, respectivamente. 

Interessantemente, os peptidoglicanos da parede celular parecem ser um alvo comum dos 

efetores secretados pelo T6SS (111). Dentre os efetores que tem como alvo a parede celular, 

aparece também a família de efetores peptidoglicano glicosídeo hidrolase, (Tge1-3) 

(111,112).  

Além desses efetores, o domínio C-terminal da VgrG3 de V. cholerae também tem 

uma atividade de hidrolase de peptidoglicano, o que mostra que os componentes estruturais 

do T6SS também podem apresentar essa função antibacteriana (109). Um outro grupo de 

efetores secretados pelo T6SS são aqueles que têm como alvo a membrana bacteriana. Uma 

superfamília de efetores bacterianos são os efetores com atividade lipase / fosfolipase (Tle1-

5). O Tle1, Tle2, Tle3 e Tle4 exibem um motif GXDXG comum em lipases, enquanto que 

Tle5 apresenta um motif HXKXXXXD associado com a enzima fosfolipase D (97). Foi visto 

que Tle1 e Tle2 tem atividade de fosfolipase A, enquanto que efetores tipos Tle5 (PldA e 

PldB) de P. aeruginosa são fosfolipases D que atuam tanto contra células eucarióticas quanto 

contra células procarióticas (97,113,114).  
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Ainda há os efetores preditos de terem atividade na formação de poros na membrana, 

como por exemplo o VasX encontrado em V. cholerae e o PA14_69520 encontrado em P. 

aeruginosa, ambas são preditas por ter similaridade estrutural com colicinas formadoras de 

poros, sendo importantes para ação antibacteriana (115–118). Existe também um grupo de 

efetores que tem como alvo os ácidos nucleicos. Em A. tumefaciens, o Tde apresenta uma 

atividade de DNase dependente de um motif conservado HxxD (119). Já em P. aeruginosa, 

o Tse2 é um efetor com ação citoplasmática que atua como um potente inibidor de 

proliferação da célula alvo e é proposto atuar como ribonuclease (120). 

Também no denso ecossistema microbiano do colón humano, o T6SS é usado como 

um mecanismo de antagonismo dependente de contato na competição bacteriana. A 

composição da microbiota humana é provavelmente influenciada por esses sistemas de 

secreção (121). 

 

1.2.4. T6SS na interação com células eucarióticas  

 

Como já mencionado no tópico anterior, as bactérias desenvolveram várias 

estratégias e mecanismos moleculares que utilizam na interação e competição bacteriana, 

mas também utilizam ferramentas similares para colonização e sobrevivência em diversos 

hospedeiros. Um desses mecanismos são os sistemas de secreção de proteínas, que exercem 

uma função crucial entregando uma infinidade de enzimas, toxinas e efetores ao ambiente, 

ao competidor ou ao hospedeiro, e que são extremamente importantes para o comportamento 

da bactéria durante a colonização do hospedeiro (61,119,122,123).  

Genes que codificam os componentes do T6SS são encontrados em 25% das bactérias 

Gram-negativas, incluindo vários patógenos humanos e animais (122,124,125). 

Interessantemente, são encontradas várias cópias distintas do T6SS dentro de várias espécies. 

Em Burkholderia pseudomallei e Burkholderia thailandensis são encontrados seis e cinco 

T6SSs, respectivamente, e em P. aeruginosa três T6SSs, por exemplo (126,127). Porém, 

esses clusters gênicos não apresentam uma função redundante. Em B. thailandensis o T6SS-

1 é usado para mediar o antagonismo bacteriano, enquanto o T6SS-5 atua na disseminação 

intracelular em macrófagos infectados. O mesmo acontece em P. aeruginosa, onde o H1-

T6SS é usado para morte bacteriana enquanto que o H2-T6SS tem como alvo células 

procarióticas e eucarióticas (108,114). 

Vários estudos relataram a importância do T6SS em modelos de infecção usando 

linhagens de células eucarióticas, sugerindo que a subversão do hospedeiro é uma função 
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importante do sistema de secreção. De fato, a ausência de um T6SS funcional afeta a 

patogenicidade das bactérias em relação ao hospedeiro, o que foi bem resumido por 

Abderrahman Hachani e colaboradores em trabalho de 2016, onde os autores mostram os 

fenótipos mediados pelo T6SS na interação bacteriana com hospedeiros eucarióticos (122). 

Além disso, também já foi mostrado que o impacto na patogenicidade pode ser relacionado 

indiretamente à atividade do T6SS, como por exemplo mutações nos genes do T6SS que 

podem resultar em uma regulação negativa de outros fatores de virulência como fímbrias e 

flagelos ou na formação de biofilme (128–131).  

Ademais, há vários trabalhos que evidenciam o papel tanto do T6SS quanto dos 

efetores secretados por esse sistema atuando em diversos processos celulares do hospedeiro 

durante a infecção. Já foi demonstrado que algumas bactérias são capazes de resistir à 

fagocitose ou promover sua internalização em células não fagocíticas pela manipulação direta 

de componentes do citoesqueleto por uma via dependente do T6SS, e essa capacidade tem 

sido atribuída a VgrGs evoluídas, ou seja, VgrGs que apresentam uma extensão na sua região 

C-terminal (122). Dentre os efetores que medeiam a resistência à fagocitose inclui-se a 

VgrG1 de V. cholerae, que apresenta em seu C-terminal um domínio de cross-linking de 

actina (ACD). Quando essa proteína é injetada no citoplasma de células eucarióticas, o 

domínio ACD é capaz de reticular a G-actina, levando a um acúmulo de oligômeros tóxicos 

de actina e à morte celular da célula hospedeira. A atividade do domínio ACD também é 

observada in vivo contribuindo significativamente para os fenótipos inflamatórios 

observados em modelo de infecção por camundongo (132–134). Por outro lado, a VgrG2b 

de P. aeruginosa PAO1 é capaz de promover a entrada da bactéria em células não fagocíticas. 

A extensão C-terminal da VgrG2b interage in vitro com membros do complexo do anel da 

G-tubulina. A inibição química da montagem do microtúbulo previne a entrada bacteriana 

dependente de VgrG2b, enquanto que a expressão ectópica de VgrG2b restaura a 

internalização de um mutante vgrG2b (135,136). Ainda em relação aos papéis dos efetores 

na interação com hospedeiro, foi visto que a deleção do gene hcp anula a formação de 

projeções de membrana mediadas por actina em macrófagos infectados, o que indica que o 

T6SS manipula o citoesqueleto. Outros estudos mostraram uma desregulação mediada por 

T6SS dos membros da família Rho GTPase, como Cell division control protein 42 homolog 

(Cdc42), Ras homolog family member A (RhoA) e Ras-related C3 botulinum toxin substrate 

1 (Rac1) (137,138). 

Como mencionado acima, os efetores dos sistemas de secreção têm um papel 

importante na manipulação de vias do hospedeiro; porém, esse papel não é exclusivo das 
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VgrGs evoluídas, e outros efetores têm sido caracterizados recentemente. Um exemplo são a 

PldA e a PldB encontradas em P. aeruginosa, que exibem uma atividade de fosfolipase D e 

são transportadas pelo T6SS-H2 e T6SS-H3, respectivamente (139). Ambas as enzimas são 

codificadas em duas linhas genômicas que codificam uma VgrG canônica e proteínas de 

imunidade, e tem como alvo as bicamadas fosfolipídicas de outras bactérias e também são 

translocadas em células epiteliais por P. aeruginosa, induzindo a ativação de 

fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-cinase (PI3K) ao interagir com RAC-alfa serina/treonina-

proteína quinase  1 e 2 (Akt1 e Akt2) (97,114). Um outro efetor importante é a VasX, que é 

uma toxina antibacteriana importante para a resistência à predação por amebas. Foi visto que 

VasX é capaz de se ligar a diferentes espécies de fosfoinositídeos in vitro, o que poderia 

causar alteração na distribuição lipídica das membranas influenciando as redes de sinalização 

do hospedeiro que estão envolvidas na infecção (140,141). 

Um dos mecanismos mais eficientes utilizados pelas células fagocíticas para eliminar 

patógenos é a geração de espécies reativas de oxigênio (ROS). Em Yersinia 

pseudotuberculosis, o T6SS-4 responde à produção de ROS secretando o efetor Yersinia 

extracellular zinc-binding protein (YezP), que tem como função eliminar íons de zinco, 

protegendo o patógeno das ROS (142). Esse mecanismo se aplica a outros patógenos, como 

Burkholderia cenocepacia, que é capaz de diminuir o pool de Rac1 ligado a GTP de uma 

maneira dependente do T6SS, dificultando a montagem de NADPH oxidase na membrana 

do vacúolo que contém a bactéria, evitando a geração de ROS (137). 

 

1.2.5. T6SS em Klebsiella pneumoniae 

 

O papel do T6SS em K. pneumoniae é um assunto que ganhou interesse nos últimos 

anos, principalmente porque K. pneumoniae é capaz de utilizar esse sistema tanto na 

competição bacteriana, onde os efetores secretados pela K. pneumoniae são capazes de inibir 

o crescimento de bactérias competidoras, quanto na interação com células hospedeiras, em 

prol da sobrevivência bacteriana no hospedeiro.  

O primeiro trabalho a pesquisar genes do T6SS em K. pneumoniae foi feito em 2010 

por Sarris e colaboradores, onde os autores investigaram a relação filogenética de proteínas 

que compõem o T6SS com ortólogos de outras espécies bacterianas. Foi evidenciado a 

presença de três sintenias distintas e conservadas nos genomas de Klebsiella que contém os 
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genes do T6SS. Essas evidências juntamente com análises funcionais sugerem a existência 

de um mecanismo organizado do T6SS na interação patógeno-hospedeiro (117). Ainda, foi 

sugerido que patógenos poderiam utilizar o T6SS para interagir e competir contra 

competidores bacterianos para estabelecer infecções (126,143,144).  

Em 2014, Lery e colaboradores mostraram a presença de um gene que codifica a 

proteína fosfolipase D (PLD 1) localizado dentro do lócus do T6SS. A PLD 1 se mostrou 

essencial para a virulência de K. pneumoniae em um modelo de infecção em camundongos 

(64). Liu e colaboradores, em 2017, mostraram a fosfolipase Tle1 como um efetor que é 

secretado pelo T6SS de K. pneumoniae HS11286, e que a superexpressão desse efetor no 

periplasma causa uma inibição severa no crescimento de E. coli. Além disso, nesse mesmo 

trabalho foi visto que concentrações sub inibitórias de antibióticos β-lactâmicos estimulam a 

expressão e secreção dos efetores Tle1 e Hcp pelo T6SS, fazendo com que as cepas T6SS 

positivas sejam mais agressivas na competição por crescimento, o que também foi observado 

em Acidovorax avenue (145). Em um contexto clínico, antibióticos podem não ser capazes 

de inibir a proliferação bacteriana, e ainda induzir a atividade do T6SS, o que sugere que a 

K. pneumoniae HS11286 possa se tornar mais agressiva em um quadro infeccioso (146). Esse 

foi o primeiro trabalho a relatar a função antibacteriana do T6SS em K. pneumoniae.  

Ainda, a cepa selvagem de K. pneumoniae NTUH-K2044 mostrou habilidade de 

matar outras bactérias e foi capaz de competir com as cepas mutantes dos genes que 

codificam a proteína IcmF 1 e 2 (intracellular multiplication protein F 1 and 2) e Hcp, 

mostrando que essas proteínas são importantes para o funcionamento do T6SS em NTUH-

K2044. A deleção desses genes também levou à diminuição da expressão de fímbrias que 

são essenciais para a adesão e invasão celular em K. pneumoniae. Já na infecção in vivo, o 

índice de competição dos mutantes icmF1 e icmf2 foi reduzido quando comparado com a 

cepa selvagem. Além disso, a ausência desses genes foi capaz de atenuar a habilidade de 

colonização intestinal e disseminação sistêmica das cepas mutantes, sugerindo que a deleção 

de genes que codificam a maquinaria do T6SS resulta na diminuição da colonização 

bacteriana e restringe a disseminação bacteriana em órgãos distantes. O T6SS, então, confere 

uma vantagem competitiva a K. pneumoniae contra a microbiota intestinal, facilitando o 

estabelecimento da infecção no hospedeiro e consequentemente aumentando a 

patogenicidade (147,148). 
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Completando, em um trabalho recente do nosso grupo, foi sugerido que o T6SS de 

K. pneumoniae pode ser regulado em resposta a sinais ambientais que podem ser sentidos 

pela bactéria dentro do hospedeiro humano, como temperatura, limitação de nutrientes, 

estresse oxidativo e osmolaridade (149). Apesar de em pouco mais de uma década os estudos 

sobre o funcionamento do T6SS em K. pneumoniae terem avançado, ainda há muito a ser 

explorado sobre como K. pneumoniae usa o T6SS para subverter mecanismos de defesa do 

hospedeiro assim como ter vantagem competitiva frente a outras bactérias patogênicas.  

   

1.2.6. VgrGs em K. pneumoniae Kp 52.145 

 

O nosso grupo de pesquisa tem como objeto de estudo a cepa CIP 52.145 de K. 

pneumoniae, que é um isolado obtido da coleção do Instituto Pasteur derivado da cepa NCTC 

B 5055, que apresenta uma cápsula tipo K2 e um fenótipo mucoide, além de ser produtora 

do sideróforo aerobactina, que é um fator de patogenicidade essencial para K. pneumoniae. 

Todos esses fatores de virulência presentes em K. pneumoniae 52.145 são associados a 

infecções hiper virulentas (64,150–152). O sequenciamento genômico da cepa Kp52.145 

revelou a presença de genes que codificam os componentes do T6SS (64) e que eles 

encontram-se agrupados principalmente em 3 regiões genômicas, que foram denominadas 

T6SS-locus I, II e III, sendo alguns dos genes encontrados em apenas um dos lócus enquanto 

outros apresentam genes que codificam o mesmo componente do T6SS em mais de um lócus. 

Interessantemente, os 3 loci do T6SS presentes na cepa 52.145 de K. pneumoniae 

contém genes que codificam proteínas da família VgrG (64). O T6SS-lócus I compreende 

um conjunto de 19 genes, entre os quais encontra-se o gene BN49_RS06025, que codifica 

uma proteína de 851 aminoácidos com os seguintes domínios: domínio Phage GPD, um 

elemento Rhs e um domínio DUF 2345 (Figura 3A), sendo esses três domínios característicos 

dos membros da família VgrG. Já o T6SS-lócus II possui 17 genes, incluindo o 

BN49_RS14055, que apresenta similaridade de sequência com genes que codificam 

membros da família VgrG, e que codifica uma proteína que foi denominada VgrG2/3 (153). 

Inicialmente, haviam sido anotados dois genes diferentes como codificadores de proteínas 

VgrG, um deles codificando a porção N-terminal de proteínas VgrG e o outro 

correspondendo à região C-terminal. Após reanálise, houve uma correção e o gene 

BN49_RS14055 codifica a proteína VgrG2/3, com 823 aminoácidos, contendo o domínio 
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Phage GPD, o domínio Rhs e o domínio DUF 2345 (Figura 3B). Por último, o T6SS-lócus 

III contém 21 genes, entre os quais o gene BN49_RS18800, que codifica a proteína VgrG4, 

com uma sequência de 899 aminoácidos apresentando os domínios Phage GPD, o elemento 

Rhs e o domínio DUF 2345 (Figura 3C).  

Figura 3: Representação esquemática das sequências de aminoácidos das 3 VgrGs codificadas pelo 

genoma de K. pneumoniae Kp52.145 e a posição dos domínios funcionais propostos pelos Conserved 

Domain Database do NCBI. Phage_GPD: Proteína do gene D de controle tardio do fago (GPD); DUF 2345: 

proteína conservada não caracterizada; Rhs: Elemento putativo do Sistema de Secreção do Tipo VI; VgrG: 

Elemento Rhs da proteína VgrG; CTD: extensão C-terminal da VgrG4 de K. pneumoniae. 

 

Dentre as proteínas VgrG codificadas no genoma de Kp 52.145, a VgrG4 é a mais 

longa, apresentando uma extensão C-terminal de 138 aminoácidos (Figura 4) que não 

apresenta similaridade de sequência significativa com nenhuma outra proteína do banco de 

dados do NCBI nem nenhum domínio funcional definido. Contudo, a presença dessa 

extensão C-terminal levanta o questionamento se a VgrG4 teria uma função efetora pois, 

como já foi mencionado nos tópicos anteriores, regiões C-terminais de proteínas VgrG 

geralmente apresentam um papel importante na interação patógeno-hospedeiro 

(109,154,155). Essa pergunta então se tornou a base dos estudos feitos durante esse projeto, 

com o intuito de esclarecer a função da proteína VgrG4 e do T6SS na patogênese mediada 

por K. pneumoniae.  
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Figura 4: Alinhamento das sequências de aminoácidos das VgrGs 1, 2/3 e 4 presentes no genoma de K. 

pneumoniae Kp52.145. A região destacada em amarelo representa a região C-terminal da VgrG4 de K. 

pneumoniae denominada VgrG4-CTD. Alinhamento feito através do Clustal Omega. O símbolo asterisco (*) 

indica as posições conservadas onde se observa o mesmo aminoácido em todas as sequências alinhadas; dois 

pontos (:) indicam posições que contém uma substituição fortemente conservada; e um ponto (.) indica 

substituição fracamente conservada. 
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Em um trabalho anterior realizado pelo nosso grupo em colaboração com a Dra. 

Gisele Cardoso Amorim da UFRJ, expressamos e purificamos a proteína recombinante 

VgrG4-CTD. A região gênica que codifica a extensão C-terminal da VgrG4 de 138 

aminoácidos foi clonada no plasmídeo pET28a (Figura 5A), resultando na expressão da 

proteína VgrG4-CTD contendo no seu N-terminal uma cauda de 6 histidinas e um sítio de 

clivagem reconhecido pela enzima trombina (Figura 5B). A clivagem da cauda de histidina 

leva a uma instabilidade da proteína. Assim, utilizamos a proteína com a cauda para os 

experimentos realizados. Usando esta proteína recombinante, foram identificadas proteínas 

de células do hospedeiro que seriam possíveis parceiros de interação através de experimentos 

de co-precipitação (153).  

Figura 5: Proteína VgrG4-CTD recombinante. A) Representação esquemática do plasmídeo utilizado para 

a expressão da proteína recombinante. B) Sequência primaria da proteína recombinante de VgrG4-CTD. Cauda 

de 6 histidinas e sítio de reconhecimento para enzima trombina sublinhado.  

 

Dentre essas proteínas, nos chamou a atenção a detecção de proteínas relacionadas ao 

citoesqueleto, como actina, alfa e beta-tubulina, miosina, citoqueratina e vimentina. Essas 

proteínas pertencem aos microtúbulos, microfilamentos e filamentos intermediários, estando 

de alguma maneira conectados dentro das células (Figura 6). Sendo assim, essa identificação 

sugere que a VgrG4-CTD poderia modular o citoesqueleto do hospedeiro em prol da infecção 
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bacteriana (153). Já foi demonstrado que proteínas VgrG de E. coli, B. cenocepacia, V. 

cholerae e A. hydrophila interagem com actina com o intuito de modular o citoesqueleto 

facilitando a sobrevivência e/ou escape frente à resposta imune do hospedeiro (154–157). 

Curiosamente, nossos dados também mostraram que a VgrG4-CTD possivelmente pode se 

ligar a hidrolases e transferases, como a serina-treonina fosfatase 2A, que é o principal 

regulador da atividade dos microtúbulos e desempenha um papel essencial no controle da 

divisão celular (158,159). A identificação desta proteína é consistente com a identificação de 

outras proteínas do microtúbulo, o que reforça que a VgrG4-CTD pode ter como alvo esse 

filamento. 

 

 

Figura 6: Caracterização das 246 proteínas identificadas a partir dos extratos proteicos de A549 (6A) e THP-1 

(6B) de acordo com o Gene Ontology. 

 

Paralelamente a esse trabalho de identificação de possíveis parceiros de interação da 

VgrG4-CTD realizado pelo nosso grupo, a Dr. Gisele Amorim e a B.Sc. Verônica Valadares, 

no Laboratório NUMPEX-Bio na Universidade Federal do Rio de Janeiro obtiveram 

resultados de interação direta entre a VgrG4-CTD e actina através da técnica de 

espectroscopia de fluorescência, onde é possível monitorar a exposição de um triptofano da 

amostra, mediante variações no seu ambiente químico. Neste experimento, nossas 

colaboradoras observaram que concentrações crescentes de VgrG4-CTD suprimem 

linearmente a fluorescência da actina (Figura 7), sugerindo que há uma interação entre as 

proteínas (160).  
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Figura 7: Análise da interação da VgrG CTD com actina através de espectroscopia de fluorescência. A) 

Espectro de fluorescência da amostra de VgrG CTD em função de crescentes concentrações de actina. B) 

Gráfico das intensidades dos picos de emissão de fluorescência da VgrG CTD na presença de actina. Triângulo 

branco representa a intensidade dos picos de emissão de fluorescência da VgrG CTD na presença de crescentes 

concentrações de actina; círculo preto representa a intensidade dos picos de emissão de fluorescência de 

crescentes concentrações de actina; e quadrado azul representa a subtração dos valores da intensidade de 

emissão dos picos de VgrG CTD pelos de actina pura, para se verificar a supressão da emissão. Reproduzida 

de 155. 

 

Adicionalmente, proteínas com função de redução-oxidação como a peroxiredoxina, 

e subunidades de L-lactato desidrogenase e proteínas mitocondriais como flavoproteína, 

peróxido redutase dependente de tioredoxina e succinato desidrogenase também foram 

identificadas. É bem conhecido que células hospedeiras desenvolvem respostas metabólicas 

a infecções bacterianas e essas alterações metabólicas visam ajudar o hospedeiro a eliminar 

o patógeno. Uma dessas estratégias é a geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) (161). 

Portanto, os possíveis ligantes de VgrG4-CTD relacionados aos processos de redução e 

oxidação levantaram a hipótese que K. pneumoniae pode usar o T6SS para restaurar a 

homeostase e resistir ao estresse oxidativo durante a interação com células hospedeiras.  

 

1.3. XL-MS 

Ligações cruzadas (XL ou crosslinkings) de proteínas referem-se à formação de 

complexos moleculares usando um reagente que tenha afinidade por determinados 

grupamentos químicos e um tamanho definido, fazendo com que aminoácidos distantes 

espacialmente fiquem covalentemente ligados. Por um lado, essas ligações podem ser 

formadas entre aminoácidos de cadeias polipeptídicas distintas (XL entre subunidades), mas 

que estejam próximas no espaço tridimensional, possibilitando o mapeamento de proteínas 

que interagem entre si e identificação das interfaces de interação. Por outro lado, essas 

ligações podem ser formadas entre aminoácidos de uma mesma cadeia polipeptídica, desde 
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que estejam espacialmente próximos mesmo se distantes na sequência (XL 

intramoleculares), possibilitando a inferência de aspectos referentes à estrutura 

tridimensional e enovelamento da proteína. Ainda, podem ser formadas ligações terminais 

(dead-end links), que correspondem a peptídeos modificados pelo agente da ligação cruzada 

em apenas uma de suas extremidades - não sendo tão informativos quanto os demais XL. 

Diferentes tipos de agentes de XL podem ser usados para ligações cruzadas em 

proteínas. Esses reagentes são moléculas que possuem duas extremidades reativas e uma 

região espaçadora, que define a distância máxima entre os aminoácidos que serão ligados, ou 

seja, um aspecto fundamental para interpretação dos dados. Essa região espaçadora funciona 

como uma régua molecular. Quanto maior seu tamanho, aminoácidos espacialmente mais 

distantes poderão ser ligados entre si, porém maior será a heterogeneidade de distância entre 

as ligações detectadas. Quanto menor essa região espaçadora, menos XL serão detectados e 

menor a distância máxima entre os aminoácidos com ligação cruzada. Assim, dependendo 

do objetivo do experimento e das proteínas que se pretende estudar (em especial a quantidade 

de grupos reativos em cada uma delas), deve-se escolher um ou outro agente de XL 

disponível.  

Um dos reagentes mais utilizados é o suberato de disuccinimidil (DSS) (Figura 8), 

que é um agente bifuncional com capacidade de reagir com aminas primárias nas cadeias 

laterais dos resíduos de lisina (K) e no N-terminal de cada polipeptídio - sendo estes os alvos 

potenciais disponíveis para os reagentes de crosslinker do éster de N-hidroxisuccinimida 

(NHS). Uma desvantagem do DSS é não ser solúvel em água, o que pode ser uma limitação 

dependendo do tipo de amostra a ser analisada.  

 

 

 

              

Figura 8: Estrutura química do reagente de crosslinker DSS. 

Recentemente, têm sido desenvolvidos outros reagentes de XL, tanto reagentes que 

sejam reativos com cadeias laterais de mais aminoácidos - possibilitando mapear regiões 
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onde não se encontram lisinas - quanto que possuem grupamentos funcionais que permitem 

o enriquecimento de peptídeos com XL em amostras complexas. Esse é o caso, por exemplo, 

do reagente NNP9 (Figura 9), um reagente trifuncional que foi usado para caracterizar com 

alta intensidade a interface de interação entre a proteína Hsc70 e a proteína α-sinucleína, sem 

usar nenhuma estratégia de enriquecimento específica (162). Esse crosslinker é baseado na 

reatividade dos grupos NHS-carbamato, que são mais estáveis em soluções aquosas, o que 

proporciona uma melhor eficiência na reação de crosslinking. O NNP9 também tem um 

grupamento azido “clicável”, que permite o enriquecimento por afinidade dos peptídeos que 

apresentam crosslinkings. 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Estrutura química do reagente de crosslinker NNP9. 

Independente do reagente utilizado, existem diferentes formas de avaliar a reação 

cruzada e a formação de complexos. Técnicas como a eletroforese em gel de poliacrilamida 

e a cromatografia líquida por exclusão de tamanho podem ser usadas para separar 

componentes de massa molecular distintas - assim identificando se um complexo foi 

formado. Em paralelo, a amostra reagida é digerida com uma protease e analisada por 

espectrometria de massas (MS), que consegue identificar quais peptídeos contém ligações 

cruzadas e a quais peptídeos estão ligados. Após a obtenção dos dados, é necessário construir 

um modelo tridimensional do complexo e utilizar as restrições de distância obtidas para sua 

modelagem.  
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1.4. JUSTIFICATIVA 

A partir do exposto até aqui sobre a importância de se estudar a K. pneumoniae por 

ser uma espécie que apresenta altos níveis de resistência a antibióticos, o T6SS por ser um 

potencial fator de virulência no percurso da infecção mediada por K. pneumoniae secretando 

possíveis efetores tóxicos no interior da célula alvo, a justificativa deste trabalho tem como 

base usar técnicas diversas e complementares visando a melhor caracterização deste sistema 

e seus efetores de forma a contribuir para a compreensão dos mecanismos envolvidos na 

interação patógeno-hospedeiro.  
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2. OBJETIVOS: 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

Caracterizar o papel da proteína VgrG4 de Klebsiella pneumoniae na patogênese 

bacteriana, principalmente em relação a sua interação com proteínas do citoesqueleto de 

células hospedeiras e seu papel como carreadora de efetores. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

● Confirmar a interação da proteína recombinante VgrG4-CTD com proteínas do 

citoesqueleto de células eucarióticas. 

● Definir se a interação entre a VgrG4-CTD e a actina é direta ou indireta. 

● Avaliar se a VgrG4-CTD é capaz de induzir o remodelamento do citoesqueleto de 

células hospedeiras. 

● Verificar o envolvimento da VgrG4-CTD/T6SS de K. pneumoniae na fagocitose 

bacteriana. 

● Determinar se VgrG4-CTD é capaz de carrear outras proteínas para translocação pelo 

T6SS. 
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3. METODOLOGIA 

 

Para atingir os objetivos propostos acima o projeto foi dividido em 3 partes. A 

primeira parte foi destinada a confirmar e caracterizar a interação da VgrG4-CTD com as 

proteínas do citoesqueleto através de técnicas como imunomarcação, co-purificação e XL-

MS. A segunda parte teve como foco avaliar o efeito da proteína VgrG4-CTD no fenótipo de 

células eucarióticas por citometria de fluxo e imunofluorescência. E por último, a terceira 

parte do projeto visou determinar através de experimentos de co-precipitação seguidos de 

espectrometria de massas (MS) se a proteína VgrG4-CTD era capaz de interagir com outras 

proteínas bacterianas, eventualmente carreando-as para translocação pelo T6SS (Figura 10). 

Figura 10: Esquema geral da lógica e abordagem metodológica utilizadas durante o desenvolvimento 

desta dissertação de mestrado. 

A proteína VgrG4-CTD recombinante utilizada neste trabalho foi expressa e 

purificada em colaboração com a Profa. Dra. Gisele Cardoso Amorim, do laboratório 

NUMPEX-Bio da Universidade Federal do Rio de Janeiro - Polo Duque de Caxias - de 

acordo com as informações citadas na introdução desta dissertação e métodos descritos no 

trabalho de conclusão de curso de Verônica Valadares (160). 

 

 

 



29 
 

3.1. Cultivo de THP-1 e obtenção de extratos proteicos: 

 

Neste estudo foram utilizados extratos proteicos de macrófagos THP-1. As células de 

THP-1 foram mantidas e crescidas em meio RPMI – Roswell Park Memorial Institute 

Medium - (LGC Biotecnologia) suplementado com 10% SFB (Cripion) em estufa de 5% de 

CO2 a 37° C. Para a diferenciação dos monócitos em macrófagos, as células foram tratadas 

com PMA 80 mM por 24 horas. Os extratos proteicos de THP-1 foram obtidos seguindo o 

protocolo do ProteoExtract (R) Transmembrane Protein Extraction Kit (Calbiochem). Tal 

protocolo permite a extração proteica em duas frações, uma fração de proteínas solúveis e 

uma fração enriquecida em proteínas de membrana. A extração de proteínas foi realizada em 

triplicatas biológicas (culturas independentes). 

 

3.2. Análise da interação da VgrG4-CTD com proteínas do citoesqueleto:  

 

Para verificar a capacidade da proteína recombinante VgrG4-CTD de se ligar a 

proteínas do citoesqueleto, 50 µL de uma solução a 1 µg/mL da proteína VgrG4-CTD diluída 

em tampão carbonato/bicarbonato 50 mM pH 9,6 foram adicionados por poço de uma placa 

de 96 poços tratada para alta ligação de proteínas a 4°C, por aproximadamente 16 horas. 

Após esse período os poços foram lavados 3 vezes com 200 µL de Tampão Fosfato Salino 

(PBS) contendo 0,05% de Tween-20 e os sítios vazios foram bloqueados com 5% de 

albumina (BSA: Bovine serum albumin – Inlab Confiança) diluída em PBS, a 4°C, por 1 

hora. Os poços foram lavados novamente, 3 vezes, com 200 µL de PBS contendo 0,05% de 

Tween-20 e em seguida incubados com 100 µL do extrato proteico de macrófagos THP-1 

diluído 1:50 em tampão carbonato/bicarbonato 50 mM pH 9,6, a 4°C, por 3 horas. 

Alternativamente, nesta etapa foram usadas as concentrações de 50, 100, 150 e 200 µg/mL 

do extrato proteico de THP-1 a 4°C, por 3 horas. Os poços foram lavados novamente, por 3 

vezes, com 200 µL de PBS contendo 0,05% de Tween-20 e incubados com os anticorpos 

anti-actina (Abcam), anti-vimentina (Biocare Medical), anti-citoqueratina (Santa Cruz 

Biotechnology) ou anti-tubulina (Santa Cruz Biotechnology) na diluição 1:300, a 4°C, por 1 

hora. Os poços foram lavados novamente, 3 vezes, com 200 µL de PBS contendo 0,05% de 

Tween-20 e incubados com um anticorpo secundário conjugado à peroxidase IgG de coelho 

anti-mouse da Bio-Rad (1:10.000), a 4°C, por 1 hora. Todos os anticorpos foram diluídos em 

PBS contendo 0,05% de Tween-20 e foram utilizados 50 µL por poço. A atividade da 

peroxidase foi revelada com 50 µL do substrato cromogênico 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina 
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(TMB) 0,004% por aproximadamente 30 min. A reação foi parada com a adição de 50 µL de 

solução de ácido sulfúrico 2,5 N. Os valores de absorbância a 450 nm foram lidos no leitor 

de microplacas (Eon Biotek). Como controles, foram avaliados poços que não receberam a 

VgrG4-CTD para cobrir o fundo do poço. Os dados plotados representam os valores de OD 

450 nm obtidos para cada amostra experimental subtraída de seu respectivo controle (BSA). 

 

3.3. Interação proteína-proteína por cromatografia de afinidade a Ni²:  

 

Ensaios de interação entre actina e VgrG4-CTD foram realizados utilizando a resina 

Niquel Sepharose Fast Flow (Pharmacia). A resina foi lavada com cinco volumes de água, e 

então carregada com 2 volumes de 500 mM de NiCl₂, lavada com 5 volumes de água e 

equilibrada com 5 volumes do tampão de reação (20 mM Tris pH 7,5 a 500 mM NaCl). 5 µg 

de cada proteína foram misturados em 1 volume do tampão de reação. Em seguida, a mistura 

de proteínas foi adicionada na resina e incubada à temperatura ambiente. As reações foram 

centrifugadas para coletar a resina, o sobrenadante foi removido e analisado como fração 

“não ligada”. A resina foi lavada duas vezes com 5 volumes do tampão de reação Tris 20 

mM NaCl 0.5 M pH 7,5. A suspensão foi centrifugada para coletar a resina e o sobrenadante 

foi removido e analisado como frações “lavagem 1” e “lavagem 2”. Proteínas ligadas à resina 

foram eluídas com o tampão de reação suplementado Tris 20 mM NaCl 0,5 M Ureia 6 M pH 

7,5 suplementado com 250 mM de imidazol. A suspensão foi centrifugada a 1000 x g por 1 

minuto para coletar a resina e o sobrenadante foi removido e analisado como fração “ligada”. 

Todas as frações (não ligada, lavagem 1, lavagem 2 e ligada) foram analisadas por SDS-

PAGE 12,5% e coradas com Coomassie brilliant blue R-250.  

 

3.4. Reação de interação com reagente de crosslinker DSS: 

O reagente de crosslinker DSS foi diluído em dimetilformamida (DMF) na 

concentração de 10 mg/mL. 1 µL dessa solução foi adicionada à solução 2,5 µg (reação 1) e 

7,18 µM (reação 2) de ambas proteínas VgrG4-CTD e actina (100x de excesso molar do DSS 

em relação à proteína). A reação foi feita em tampão de reação 2-(N-morfolino) ácido 

etanossulfônico (MES) pH 7 a 27°C por duas horas, com agitação. A amostra foi submetida 

a um gel SDS-PAGE 12,5%, por 2 horas a 100 V, 400 mA. 
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3.5. Cultivo celular: 

 

As células utilizadas foram da linhagem de macrófagos murinos RAW 264.7, da 

linhagem de células do epitélio pulmonar A549 e da linhagem de células de Schwann 

ST8814. As células foram criopreservadas em nitrogênio líquido em meio contendo 90% de 

soro fetal bovino (SFB – Cripion Biotecnologia LTDA) e 10% de DMSO (Dimetil Sulfóxido 

– Sigma Aldrich) que tem papel crioprotetor. O descongelamento foi feito em banho maria a 

37°C e, em seguida, a suspensão celular foi transferida para um tubo cônico de 15 mL 

contendo 4 mL de meio DMEM High Glucose (RAW 264.7), meio DMEM F12 (A549), 

meio RPMI 1640 (ST8814), suplementado com SFB inativado. Após centrifugação a 300 x 

g por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado, as células ressuspensas em 1 mL de 

meio, 10 μL foram retirados e diluídos 1:1 em azul de tripan (Sigma-Aldrich) e foi feita a 

contagem das células viáveis em câmara de Neubauer. Foram transferidas 10⁶ células para 

uma garrafa de cultura de 25 cm2 (Corning) com 4 mL de meio DMEM High Glucose, 

DMEM F12, RPMI 1640 suplementado com 10% SFB. As culturas foram então mantidas 

em estufas a 37°C em atmosfera de 5% de CO₂ até a utilização nos experimentos. Quando as 

células atingiram 70% de confluência foram repicadas ou plaqueadas para os experimentos 

descritos a seguir. 

 

3.6. Crescimento bacteriano:  

 

A cepa Kp52.145 selvagem foi mantida congeladas em meio LB - Luria Bertani 

(KASVI) - com 10% de glicerol em nitrogênio líquido. Para o descongelamento, foi realizada 

a raspagem de uma pequena quantidade do conteúdo do criotubo com o auxílio de uma alça 

estéril. Os cristais contendo bactérias foram depositados em tubos contendo meio LB e a 

cultura foi mantida no agitador a 400 x g, 37°C, overnight. As bactérias foram estriadas em 

placas de Petri contendo meio LB ágar e mantidas em estufa a 37°C, overnight. As placas 

contendo colônias bacterianas foram mantidas a 4°C por cerca de dois meses.  

Em um tubo cônico contendo 5 mL de meio LB (KASVI), foi inoculada uma colônia 

isolada da cepa Kp52.145 de K. pneumoniae com auxílio de uma alça estéril. O tubo foi 

vortexado por 5 segundos e a cultura bacteriana foi mantida no agitador a 180 RPM, 37°C, 

overnight. Após esse período a cultura foi repicada 1:100. A cultura repicada foi mantida no 

agitador a 400 x g, a 37°C, por cerca de 2 horas e a DO 600 nm foi lida a cada 30 minutos 
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até que atingisse um valor de próximo a 0,7. Nessa densidade a cultura tem cerca de 8x10⁸ 

Unidades Formadoras de Colônia por mL (UFC/mL).  

 

3.7. Estímulo com o reagente de entrega de proteína PULSin:  

 

PULSin é um reagente que possibilita a entrega de peptídeos, anticorpos e proteínas 

no interior de uma grande variedade de linhagens celulares eucarióticas. Através de 

interações eletrostáticas e hidrofóbicas, este reagente forma complexos com a molécula de 

interesse. O complexo proteína/reagente interage com a superfície celular por ligação aos 

proteoglicanos de sulfato de heparano (163). Os complexos são internalizados por endocitose 

e, então, o reagente catiônico anfifílico induz a fuga dos endossomas, seguido da 

desmontagem dos complexos. O mecanismo de entrega usando esses reagentes é semelhante 

ao da entrega de genes (164,165).  

Devido a essa capacidade de entrega do reagente PULSin, este foi utilizado para 

entregar a proteína VgrG4-CTD de K. pneumoniae no interior das células das linhagens 

RAW 264.7 e A549. Essa entrega é feita em placas de 24 poços, onde as células são 

estimuladas por 4 horas com 1 µg da proteína VgrG4-CTD e 1 µg da proteína R-

Phycoerythrin (R-PE) (controle positivo da entrega feita pelo PULSin) e 4 µL do reagente 

de entrega PULSin. Após o período de estímulo, as células são infectadas ou não com K. 

pneumoniae (MOI 50:1) por uma hora e, então, processadas para análise da alteração 

morfológica e da alteração da taxa de internalização bacteriana. 

           

3.8. Conjugação da proteína VgrG4-CTD a um crosslinker e a um fluoróforo:  

 

Para encontrar a melhor condição de ligação entre a proteína VgrG4-CTD, o 

crosslinker D1P3 e o corante 6-carboxifluoresceína (6-FAM), alguns testes foram realizados. 

As condições testadas variaram desde a concentração da proteína (1 µg, 5 µg e 10 µg), 

variação da ordem de incubação dos componentes do complexo (VgrG4-CTD+6-

FAM+D1P3; VgrG4-CTD+D1P3+6-FAM), da exposição ou não à luz ultravioleta por 10 

minutos e da centrifugação ou não do complexo VgrG4-CTD+D1P3+6-FAM com filtro de 

3 kDa para remoção do excesso do corante. A melhor condição encontrada foi usando 1 µg 

de proteína seguida da incubação com o crosslinker D1P3 e consequente incubação com o 

corante 6-FAM, e, por último, centrifugação com filtro de 3 kDa para remoção do excesso 
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de corante. A eficiência da reação foi monitorada por gel SDS-PAGE seguido da leitura de 

fluorescência das bandas pelo GE Healthcare Typhoon scanner. 

 

3.9. Análise da entrega do complexo VgrG4-CTD+D1P3+6-FAM através do PULSin 

em células A549 por microscopia de fluorescência: 

 

Para análise por imunofluorescência, as células A549 foram plaqueadas sobre 

lamínulas de vidro em uma placa de 24 poços e foram mantidas em meio DMEM High 

Glucose com 10% de Soro Fetal Bovino em atmosfera de 5% CO₂ a 37°C, overnight. Após 

esse período, as células foram estimuladas ou não por 4 horas com o reagente de entrega 

PULSin complexado à proteína, ao crosslinker e ao corante, VgrG4-CTD+D1P3+6-FAM. 

As células foram fixadas com paraformaldeído 4%. Os filamentos de actina foram marcados 

com Faloidina/Rodamina e o núcleo foi marcado com DAPI. As células foram analisadas por 

microscopia de fluorescência através do Microscópio ZEISS ApoTome invertido.  

 

3.10. Análise da citotoxicidade do reagente PULSin nas células por ensaio de MTT (3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio brometo):  

 

Para análise da citotoxicidade do reagente PULSin, as células foram plaqueadas em 

placas de 96 poços e foram mantidas em meio DMEM High Glucose ou DMEM F12 com 

10% de Soro Fetal Bovino em atmosfera de 5% CO₂ a 37°C, overnight. Após esse período, 

as células foram estimuladas ou não por 4 e 16 horas com o reagente de entrega PULSin 

complexado à proteína VgrG4-CTD. 30% de dimetilsulfóxido (DMSO) foi usado como 

controle de morte celular. Após esse período, foram adicionados 10 µL da solução de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio brometo (5 mg/mL) nos poços. A placa foi incubada 

em atmosfera de 5% CO₂ a 37°C, por 4 horas. Foram adicionados 10% de SDS (dodecil 

sulfato de sódio) para solubilização dos cristais e em seguida foi realizada a leitura em um 

leitor de microplacas a 590 nm (Eon Biotek). 

 

3.11. Análise de alteração da morfologia celular após estímulo com PULSin + VgrG4-

CTD seguido de infecção com K. pneumoniae por imunofluorescência:  

 

Para análise por imunofluorescência, as células RAW 264.7 foram plaqueadas sobre 

lamínulas de vidro em uma placa de 24 poços e foram mantidas em meio DMEM High 
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Glucose com 10% de SFB em atmosfera de 5% CO₂ a 37°C, overnight. Após esse período, 

as células foram estimuladas ou não por 4 horas com o reagente de entrega PULSin 

complexado com a proteína VgrG4-CTD e infectadas ou não com K. pneumoniae corada 

com PKH 67 Green Fluorescent e incubadas por 1 hora na MOI 50:1. As células foram 

fixadas com paraformaldeído 4%. Os filamentos de actina foram marcados com Faloidina e 

o núcleo foi marcado com DAPI. As células foram analisadas por microscopia de 

fluorescência através do Microscópio Colibri Zeiss Axio Observer (Figura 11). 

 

Figura 11: Representação temporal do estímulo com a proteína VgrG4-CTD e infecção com Kp52.145. 

Após estimulo e infecção foi realizada a analise por imunofluorescência.  

 

 

3.12. Análise da taxa de internalização bacteriana após tratamento com Citocalasina D 

por citometria de fluxo:  
 

Para análise por citometria de fluxo, as células RAW 264.7 foram plaqueadas em uma 

placa de 48 poços e foram mantidas em meio DMEM High Glucose com 10% de Soro Fetal 

Bovino em atmosfera de 5% CO₂ a 37°C, por 4 horas. Após esse período, as células foram 

tratadas ou não com Citocalasina D (inibidor da polimerização da actina) e infectadas ou não 

com K. pneumoniae por 1 hora na MOI 50:1. A bactéria foi corada com PKH26 red 

fluorescent. As células foram raspadas, coletadas e passadas para um microtubo, 

centrifugadas a uma velocidade de 400 x g por 5 minutos, ressuspendidas em PBS 1x 

contendo 2% de Soro Fetal Bovino, novamente centrifugadas a uma velocidade de 400 x g 

por 5 minutos e fixadas em paraformaldeído 4%. As células foram analisadas através do 

Citômetro BD Accuri C6. 

3.13. Análise do papel da proteína VgrG4-CTD na internalização bacteriana por 

citometria de fluxo: 

Para análise por citometria de fluxo, as células RAW 264.7 foram plaqueadas em uma 

placa de 24 poços e foram mantidas em meio DMEM High Glucose com 10% de Soro Fetal 

Bovino em atmosfera de 5% CO₂ a 37°C, overnight. Após esse período, as células foram 
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estimuladas ou não com a proteína VgrG4-CTD complexada ao reagente de entrega PULSin 

por 4 horas e infectadas ou não com K. pneumoniae por 1 hora na MOI 50:1. A bactéria foi 

corada com PKH26 red fluorescent. As células foram raspadas, coletadas e passadas para um 

microtubo, centrifugadas a uma velocidade de 400 x g por 5 minutos, ressuspendidas em PBS 

1x contendo 2% de Soro Fetal Bovino, novamente centrifugadas a uma velocidade de 400 x 

g por 5 minutos e fixadas em paraformaldeído 4%. As células foram analisadas através do 

Citômetro BD Accuri C6. 

3.14. Análise da taxa de internalização bacteriana após estímulo com PULSin + 

VgrG4-CTD e tratamento com Citocalasina D por citometria de fluxo: 

 

Para análise por citometria de fluxo, células A549 foram plaqueadas em uma placa 

de 24 poços e foram mantidas em meio DMEM F12 com 10% de Soro Fetal Bovino em 

atmosfera de 5% CO₂ a 37°C, overnight. Após esse período, as células foram estimuladas ou 

não por 4 horas com o reagente de entrega PULSin complexado à proteína VgrG4-CTD. 

Paralelamente, as células foram tratadas ou não com Citocalasina D (5 µg/mL) por 30 

minutos e infectadas ou não com K. pneumoniae por 1 hora na MOI 50:1. A bactéria foi 

corada com PKH26 red fluorescent. As células foram coletadas e passadas para um 

microtubo, centrifugadas a uma velocidade de 400 x g por 5 minutos, ressuspendidas em PBS 

1x contendo 2% de Soro Fetal Bovino, novamente centrifugadas a uma velocidade de 400 x 

g por 5 minutos e ressuspendidas em paraformaldeído 4%. Os dados foram adquiridos através 

do Citômetro BD Biosciences FacsCalibur e analisados no programa FlowJo X (Figura 12). 
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Figura 12: Representação temporal do estímulo com a proteína VgrG4-CTD, tratamento com 

citocalasina D e infecção com Kp52.145. Após estimulo, tratamento e infecção foi feita a analise por citometria 

de fluxo (A e B). 

 

3.15. Análise do efeito da Citocalasina D em células ST 8814: 

 

Para análise do efeito da Citocalasina D, células de Schwann ST 8814 foram 

plaqueadas em placas de 24 poços e foram mantidas em meio RPMI 1640 suplementado com 

10% de SFB em atmosfera de 5% CO₂ a 37°C, overnight. Após esse período as células foram 

tratadas com 1 µg, 2 µg e 5 µg/mL de Citocalasina D por 30 minutos. A despolimerização 

da actina foi observada no Microscópio Óptico Nikon Eclipse TS100. 

 

3.16. Obtenção dos lisados proteicos de K. pneumoniae Kp52.145: 

 

Para obtenção do extrato proteico bacteriano, 10 mL da cultura de K. pneumoniae 

Kp52.145 foi centrifugada a 5.000 x g por 10 minutos à temperatura ambiente. O precipitado 

foi ressuspendido em 200 µL de H₂O e incubados por 20 minutos a 90°C. Essa amostra foi 

centrifugada novamente a 5000 x g à temperatura ambiente e o sobrenadante contendo o 

extrato proteico foi transferido para um novo microtubo. A quantificação proteica foi feita 

usando um fluorímetro Qubit®, de acordo com as instruções do fabricante (Life 

Technologies). 
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3.17. Beads e revestimento com a proteína VgrG4-CTD: 

  

 Beads de látex estéreis, na concentração de 2 x 10¹º, de 3 µm de diâmetro (Sigma) 

foram utilizadas como “suporte” para a ligação da proteína VgrG4-CTD. As beads foram 

incubadas com 250 µg da proteína VgrG4-CTD na presença de tampão MES 50 mM pH 6,1 

seguida de incubação por 3 horas à temperatura ambiente, sob agitação. Após esse período, 

as amostras foram submetidas à centrifugação de 15 minutos a 5000 x g a 4°C. As beads 

foram ressuspendidas em 200 µL de solução de glicina em MES 50 mM pH 6,1 por 1 hora à 

temperatura ambiente sob agitação, para bloquear os sítios nas beads que não estavam 

recobertos pela proteína VgrG4-CTD. As beads foram novamente centrifugadas por 15 

minutos a 5000 x g à temperatura ambiente e utilizadas para os experimentos de co-

precipitação. Alternativamente, como controle, foram preparadas “beads vazias” que 

passaram por todo o procedimento descrito acima, porém com a solução da proteína VgrG4-

CTD substituída por tampão MES 50 mM pH 6,1. 

 

 

3.18. Experimento de co-precipitação: 

 

 Para identificação dos possíveis ligantes da VgrG4-CTD, cerca de 1,4 x 10⁶ beads 

recobertas ou não com a proteína VgrG4-CTD foram incubadas com 125 µg do extrato 

proteico de K. pneumoniae Kp52.145 em tampão MES 50 mM pH 6,1. Os microtubos foram 

incubados por 3 horas sob agitação à temperatura ambiente e armazenados a 4°C, overnight. 

Após esse período, a amostra foi centrifugada por 15 minutos a 5000 x g à temperatura 

ambiente. As amostras foram lavadas duas vezes com PBS para remoção das proteínas que 

não se ligaram à proteína VgrG4-CTD, sendo coletadas por centrifugação por 15 minutos a 

5000 x g à temperatura ambiente. As amostras foram processadas imediatamente como 

descrito abaixo. 

 

3.19. Análise proteômica: 

 

A abordagem proteômica bottom-up foi utilizada para identificação dos ligantes da 

proteína VgrG4-CTD. As beads e as proteínas ligadas foram ressuspendidas em 50 µL de 

NH₄HCO₃ 50 mM e a mistura foi aquecida por 10 minutos a 80°C para desnaturação proteica. 

Em seguida, as proteínas foram tratadas com Di-tio-tritol (DTT) 100 mM por 30 minutos 
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para redução das pontes de dissulfeto e, em seguida, com IodoAcetoAmida (IAA) 300 mM 

por 30 minutos sob proteção da luz à temperatura ambiente para alquilação das cisteínas. As 

proteínas foram digeridas com 0,2 mg/mL de tripsina Trypsin Gold MS-grade (Promega) a 

37°C, overnight. Após esse período, foi adicionado 5% de ácido fórmico (AF) para 

interromper a ação da tripsina. As amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 5000 x g, 

à temperatura ambiente. O sobrenadante contendo os peptídeos solúveis foi coletado e seco 

no Speed Vac System (Thermo Savant’s ISS110) por 50 minutos. Os peptídeos foram 

ressuspendidos em 20 µL de ácido trifluoroacético (TFA) 0,1% e dessalinizados em ponteiras 

ziptip C18 (Millipore), de acordo com o protocolo do fabricante. Os peptídeos foram 

submetidos à secagem novamente no Speed Vac System (Thermo Savant’s ISS110) por 20 

minutos. Finalmente, as amostras foram ressuspendidas em 20 µL de acetonitrila (ACN) 3% 

+ TFA 0,1%.   

 

3.20. Espectrometria de Massas:  

 

 Os peptídeos foram analisados em LC-MS/MS para atribuir sequências peptídicas 

únicas e realizar a identificação proteica na Unidade de Espectrometria de Massas e 

Proteômica (UEMP) da Universidade Federal do Rio de Janeiro - Brasil. As amostras foram 

injetadas automaticamente no Sistema Waters Nano Acquity (Waters) e os peptídeos foram 

dessalinizados e separados ao longo de um gradiente de ACN 0-50% em uma coluna C18. O 

espectrômetro de massas ESI-Q-TOF (Q-TOF Micro-Waters Corporation) foi utilizado para 

aquisição dos dados. O controle do instrumento foi realizado no programa MassLynx (versão 

4.1, Waters). Todos os dados foram processados usando o servidor Protein Lynx Global 

(versão 2.5, Waters), onde o valor de m/z de cada íon precursor (MS) e íon fragmento 

(MS/MS) foi determinado a partir de espectros de massas dos cromatogramas usando o 

sistema Q-TOF LockSpray ™ (Waters, Milford, MA). 

      

3.21. Identificação de proteínas do extrato de K. pneumoniae que interagem com a 

VgrG4-CTD:  

 

A qualidade dos espectros de massa foi analisada manualmente no programa 

MassLynx (Waters), e a lista de massas foi gerada pelo programa ProteinLynx Global Server 

(Waters). Proteínas foram identificadas usando MASCOT Server (www.matrixscience.com), 

considerando os seguintes parâmetros: Banco de dados: SwissProt versão Setembro de 2017; 
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Taxonomia: Klebsiella pneumoniae Kp52.145; Enzima: tripsina; Modificação fixa: 

carbamidometilação de cisteínas; Modificações variáveis: oxidação de metionina; Tolerância 

peptídica: ±0.2; Tolerância do MS/MS: ±0.2; Carga do peptídeo: +2, +3, +4; Formato do 

dado: Micromass (.PKL); Instrumento: ESI-QUAD-TOF. Categorização proteica foi 

realizada de acordo com o Gene Ontology (http://geneontology.org/) e Panther 

(http://pantherdb.org). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO: 

 

Anteriormente, nosso grupo de pesquisa identificou possíveis ligantes da proteína 

VgrG4-CTD de K. pneumoniae em extratos proteicos de células do epitélio pulmonar A549 

e de monócitos diferenciados em macrófagos humanos (THP-1) por proteômica. Nesses 

experimentos, beads de látex foram recobertas com a VgrG4-CTD, os sítios vazios foram 

bloqueados com solução de glicina 200 mM e incubadas com os extratos proteicos das células 

eucarióticas. As proteínas não ligadas foram lavadas. Os ligantes diretos e indiretos da 

VgrG4-CTD foram digeridos com tripsina e os peptídeos identificados por MS. Foram 

identificadas 254 proteínas de citoesqueleto em células THP1 e A549 como possíveis ligantes 

da proteína VgrG4-CTD. Dentre os possíveis ligantes, proteínas relacionadas ao 

citoesqueleto e proteínas relacionadas aos processos de redução e oxidação foram 

identificadas, levantando hipóteses sobre o possível papel da VgrG4-CTD (153). Neste 

trabalho, apresentamos validações dessas interações visando melhor compreender o 

envolvimento desta proteína na patogênese bacteriana.  

 

4.1. Interação entre VgrG4-CTD e proteínas do citoesqueleto: 

 

4.1.1. VgrG4-CTD é capaz de se ligar à actina, vimentina e citoqueratina: 

 

Para validar os dados obtidos nos experimentos de co-precipitação, foram realizados 

ensaios de interação proteína-proteína em microplacas, onde a proteína VgrG4-CTD 

recombinante foi utilizada para revestir os poços, que foram subsequentemente incubados 

com extratos proteicos obtidos de células A549 e THP-1. As proteínas não ligadas foram 

removidas por lavagens e as proteínas ligadas foram detectadas pela incubação com 

anticorpos primários específicos para as proteínas de interesse e anticorpos secundários 

conjugados à peroxidase. De certa forma, esse ensaio é parecido com o experimento de co-

precipitação-MS feito anteriormente. Contudo, há duas principais diferenças que o 

justificam: I - o uso de outro método de detecção (imunomarcação), que pode corroborar os 

dados prévios; II - neste experimento foi possível realizar a etapa de bloqueio dos sítios 

vazios com a proteína BSA, minimizando a chance de detectar ligantes inespecíficos. Apesar 

da utilização de BSA ser um dos métodos mais usados e eficientes para bloqueio de sítios 

vazios e ligações inespecíficas, para a detecção dos ligantes por MS não é possível sua 

utilização, pois seus peptídeos apresentariam sinais tão altos que inibiriam os sinais dos 



41 
 

peptídeos biologicamente relevantes no experimento. Assim, nos experimentos de co-

precipitação-MS utilizamos glicina como agente de bloqueio.  

Usando esta abordagem, testamos a interação entre VgrG4-CTD e 4 proteínas que 

estavam na lista de proteínas identificadas por MS: actina, vimentina, citoqueratina e 

tubulina. Actina, vimentina e citoqueratina foram detectadas ligadas a VgrG4-CTD, 

conforme descrito na sessão de metodologia (Figura 13). Os resultados obtidos confirmam 

que a VgrG4-CTD possivelmente interage com três das quatro proteínas analisadas (Figura 

13A). Em seguida testamos se essa interação com vimentina ocorria de maneira 

concentração-dependente do extrato proteico adicionado aos poços (Figura 13B). Nesse caso, 

o experimento foi realizado recobrindo os poços com VgrG4-CTD, e em seguida adicionando 

50, 100, 150 e 200 µg do extrato de células THP-1. Interessantemente, a detecção de 

vimentina foi linearmente proporcional à quantidade de extrato de proteína adicionado ao 

poço, e bastante intensa, o que indica uma interação específica.  

 

 

Figura 13: VrgG4-CTD interage com proteínas do citoesqueleto. VgrG4-CTD foi adsorvida em poços de 

microplacas. Sítios vazios foram bloqueados com BSA. Extratos proteicos de THP-1 foram incubados como 

fonte de ligantes. Proteínas não ligadas foram lavadas. Anticorpos primários para actina, vimentina, 

citoqueratina e tubulina foram usados para detecção das proteínas ligadas a VgrG4-CTD. Anticorpo secundário 

conjugado à peroxidase e o substrato TMB foram adicionados. Como controle, os poços não foram incubados 

com a proteína VgrG4-CTD. Os valores apresentados são uma subtração da ligação das proteínas testadas em 

comparação com o seu respectivo controle feito com BSA. Valores foram obtidos a 450 nm. Dados representam 

dois experimentos realizados em duplicata biológica (n=2). 

              

 

Sabe-se que a vimentina é uma proteína filamentosa intermediária, atuando na forma 

e integridade celular, mas também envolvida na ancoragem e tráfico de organelas 

intracelulares. Curiosamente, ela é encontrada tanto na superfície celular quanto no 

citoplasma (166). Componentes bacterianos de espécies como E. coli se ligam à vimentina 
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na membrana eucariótica, disparando vias de sinalização que modulam o NF-κB e a resposta 

imune frente à infecção (167,168). Por outro lado, patógenos como S. enterica usam um 

efetor do T3SS para fosforilar a vimentina citosólica, afetando sua complexação a MAP 

quinases, inibindo sinais pró-inflamatórios (169,170). Até o momento, não há estudos que 

envolvam a vimentina na infecção por K. pneumoniae. Portanto, nossos resultados 

preliminares sugerem que esta espécie pode modular a tolerância do hospedeiro a infecção, 

através da interação com a vimentina.  

 

4.1.2. VgrG4-CTD é capaz de interagir diretamente com actina: 

 

Apesar do resultado acima, de forma geral, corroborar que a proteina VgrG4-CTD 

existe uma interação com as proteínas actina, vimentina e citoqueratina, ele não mostra ainda 

se a interação entre VgrG4-CTD e as proteínas de citoesqueleto é uma interação direta. Para 

confirmar a interação direta entre VgrG4-CTD e actina foram realizados os experimentos 

descritos a seguir, utilizando a VgrG4-CTD recombinante e actina purificada de músculo de 

galinha.  

Inicialmente foi realizado um experimento de co-purificação conforme descrito por 

Diner e colaboradores em 2012 (171). O princípio deste experimento é que as duas proteínas 

purificadas são misturadas, podendo formar um complexo ou não. Considerando que a 

VgrG4-CTD contém uma cauda 6x-His, essa proteína possui afinidade por resina de níquel. 

Assim, a mistura das duas proteínas foi incubada na resina Nickel Sepharose Fast Flow. A 

resina foi lavada para remoção de proteínas não-ligadas. Proteínas ligadas foram eluídas com 

imidazol 20 mM. Análise por SDS-PAGE das frações ligada e não ligada revelou que a actina 

foi retida com a VgrG4-CTD na resina de Ni²+, sugerindo uma interação física direta entre 

as duas proteínas (Figura 14). 
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Figura 14: Co-purificação da VgrG4-CTD-Actina. A actina purificada foi misturada com a VgrG4-CTD e 

submetida à cromatografia de afinidade a Ni²⁺. As amostras de “não ligado”, “lavagem 1”, “lavagem 2” e 

“ligado” foram analisadas por SDS-PAGE 12,5%. O peso molecular de baixo alcance (Biorad) é mostrado. 

 

Em 2017, Valadares e colaboradores utilizaram a técnica de espectroscopia de 

fluorescência para verificar justamente a interação da VgrG4-CTD com a actina. 

Resumidamente, tal técnica permite monitorar a exposição de um triptofano da amostra, 

mediante a variações no seu ambiente químico. Neste trabalho, os autores viram que 

concentrações crescentes de VgrG4-CTD suprimem linearmente a fluorescência da actina. 

Os espectros de fluorescência da interação da VgrG4-CTD com actina foram comparados 

com o espectro da actina pura em concentrações crescentes. Não foi observado um 

deslocamento do pico máximo de emissão de fluorescência da VgrG4-CTD. Entretanto, se 

não ocorresse interação entre ambas as proteínas, esperava-se que o aumento da intensidade 

da emissão de fluorescência da VgrG4-CTD na presença de actina acontecesse de forma 

paralela ao aumento da intensidade dos espectros de emissão da actina pura. Porém, o que 

foi observado é que o aumento não acontece de forma paralela. Foi visto que ocorre uma 

supressão da emissão de fluorescência, o que sugere interação entre VgrG4-CTD e actina 

(Figura 7) (160).  
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Uma outra abordagem para estudar a interação entre a proteína VgrG4-CTD e a actina 

é utilizando reações de cross-linking entre as proteínas purificadas. Crosslinking (XL) é uma 

reação cruzada na qual se utiliza uma molécula (o agente de XL) contendo grupamentos 

reativos em ambas as extremidades. Esses grupamentos podem, por exemplo, se ligar 

especificamente a determinados aminoácidos. Considerando o tamanho desta molécula, 

utilizando reações de XL pode-se obter informações sobre a estrutura de proteínas e 

complexos, mapeando a posição relativa de dois resíduos de aminoácidos que reagiram com 

a mesma molécula do agente de XL. Os XL obtidos podem ser intramoleculares ou 

intermoleculares. O mapeamento dessas interações proteicas pode ser feito através da técnica 

de XL-MS. Como já mencionado anteriormente, no XL-MS as proteínas são tratadas no seu 

estado nativo, gerando informações sobre as estruturas terciárias e quaternárias (172). Um 

reagente de XL muito utilizado é o DSS, capaz de formar interações entre resíduos de lisinas. 

Inicialmente, analisamos as sequências primárias da actina e VgrG4-CTD a fim de avaliar a 

quantidade e localização das lisinas (Figura 15). Foram observadas 19 lisinas na actina e 4 

na VgrG4-CTD. Embora 4 lisinas seja um número pequeno para fazer um mapeamento 

abrangente da possível superfície de interação, decidimos tentar fazer a reação de XL com o 

DSS, seguida de uma análise inicial por eletroforese em gel de poliacrilamida. 

Figura 15: Mapeamento das lisinas presentes nas sequências de aminoácidos das proteínas actina de 

galinha (número de acesso: P60711) e proteína recombinante VgrG4-CTD. Os resíduos do aminoácido 

lisina (K) estão destacados em vermelho em ambas as sequências proteicas. A cauda de 6 histidinas é mostrada 

em negrito e o sítio de reconhecimento para a enzima trombina sublinhado na proteína VgrG4-CTD.  
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Na Figura 16A podemos observar que, em condições desnaturantes, o monômero de 

actina migra a ~41 kDa e o de VgrG4-CTD a ~17 kDa. Ao realizar a reação de DSS, 

observamos um padrão de bandas difusas/arrastadas. É possível observar essas bandas 

difusas em 3 regiões do gel - que correspondem a aproximadamente os monômeros de actina 

e VgrG4-CTD, bem como uma banda no topo das linhas (>200 kDa). A formação dessas 

bandas difusas é característica da reação de XL e indica a formação de espécies moleculares 

que contém o agente de XL ligado por um dos seus terminais. Assim, a observação dessas 

bandas indica que a reação de XL em si funcionou e as lisinas foram reativas ao DSS nas 

condições testadas. Inicialmente imaginamos que iríamos observar uma banda de ~60 kDa 

nas amostras com o XL. Contudo, a banda observada apresenta >260 kDa. Assim, 

hipotetizamos que possa estar sendo formado um complexo de alto peso molecular entre 

VgrG4-CTD e actina, composto por diversas subunidades dessas proteínas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Reação de cross-linking entre actina e VgrG4-CTD. A actina e a VgrG4-CTD foram submetidas 

a reação de crosslinking com o agente crosslinker DSS. As amostras foram analisadas em gel SDS-PAGE 

12,5% (A). Além disso, as proteínas actina e VgrG4-CTD foram analisadas em uma condição não-desnaturante 

e sem adição do agente crosslinker DSS em um gel SDS-PAGE 10% (B). 
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  Como um controle, analisamos a VgrG4-CTD, a actina e o possível complexo das 

duas proteínas (mistura das proteínas em tampão MES, sem reagente de XL) por eletroforese 

em gel não desnaturante. Nesta análise pudemos observar que a VgrG4-CTD pura migrou 

aproximadamente assim como a banda que corresponde a proteína de ~ 60 kDa do padrão de 

peso molecular, sugerindo que talvez corresponda a um trímero. Curiosamente, é sabido que 

VgrGs completas, quando arranjadas no T6SS, são triméricas. Também pudemos observar 

que a actina tende a formar complexos de alta massa molecular em condições não-

desnaturantes - o que não é uma surpresa, pois a actina é uma proteína que forma polímeros. 

A amostra que continha a mistura de ambas proteínas apresentou uma banda que migrou 

como a amostra de VgrG4-CTD pura (possivelmente um trimero) e uma banda no topo do 

gel - que pode corresponder ao complexo VgrG4-CTD + actina (Figura 16B). Em breve, 

essas bandas de alto peso molecular serão processadas para MS - visando identificar se de 

fato contém ambas as proteínas.   

O fato da interação entre VgrG4-CTD de K. pneumoniae e actina já ter sido mostrada 

em trabalhos anteriores reforça a linha de raciocínio de que a interação entre VgrG4-CTD e 

proteínas do citoesqueleto, como a actina, é de alguma forma importante para a K. 

pneumoniae. Como já mencionado anteriormente, a interação entre VgrGs de outras espécies 

bacterianas com proteínas do citoesqueleto, como actina, se mostrou de grande valia na 

interação patógeno-hospedeiro (89,134,154,155,173). Devido a essas evidências, tanto 

presentes na literatura científica quanto obtidas neste trabalho, nos perguntamos se a 

interação entre a VgrG4-CTD e actina teria alguma relevância biológica para K. pneumoniae 

em um contexto de infecção. 

 

4.2. Interação entre VgrG4-CTD e actina é importante para a interação patógeno-

hospedeiro: 

 

4.2.1. Entrega da VgrG4-CTD no citoplasma de células eucarióticas: 

 

Como mostrado anteriormente, VgrG4-CTD é capaz de interagir com actina, e esse 

achado levantou a hipótese de que esse efetor bacteriano poderia ter algum efeito na 

regulação do citoesqueleto do hospedeiro. A partir disso, foi realizado um ensaio de entrega 

da proteína recombinante VgrG4-CTD com o auxílio do reagente de entrega PULSin. Tal 

reagente é capaz de entregar proteínas no citoplasma de diversas células eucarióticas através 
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da ligação do complexo ‘PULSin + proteína de interesse’ com os proteoglicanos presentes 

na membrana das células; assim que o complexo é entregue no citoplasma, a proteína de 

interesse é descomplexada do reagente PULSin, podendo desempenhar sua função. Como 

controle positivo da eficiência de entrega do reagente PULSin, foi realizado um ensaio da 

entrega da proteína vermelho fluorescente R-Phycoerythrin (R-PE) (Figura 17). A eficiência 

de entrega da proteína R-PE pelo reagente de entrega PULSin já é bem estabelecida em 

células HeLa (174), além de possuir uma taxa de eficiência de entrega de 98%, segundo 

informações do fabricante. Tal estratégia foi adotada no intuito de simular a entrega desse 

efetor no interior da célula alvo feita pelo T6SS e com isso atribuir algum possível fenótipo 

induzido pela VgrG4-CTD. 

 

Figura 17: Entrega intracelular da proteína R-Phycoerythrin (R-PE). Células foram tratadas com o reagente 

PULSin carreando a proteína vermelho fluorescente (R-PE) por 4 horas. Núcleos marcados com DAPI (azul). 

Dados representam três experimentos realizados em triplicata biológica (n=3). 

 

 

4.2.2. VgrG4-CTD é entregue no citoplasma de células alvo pelo PULSin: 

 

Mesmo o reagente PULSIn se mostrando eficiente na entrega de proteínas no 

citoplasma de células alvos, nos perguntamos se a proteína VgrG4-CTD estaria de fato sendo 

entregue no interior da célula. Para responder esse questionamento, nós realizamos uma 

reação de crosslinking em colaboração com a Dra. Julia Chamot-Rooke, Dr. Martial Rey e 

Dr. Regis Tournebize no laboratório Mass Spectrometry for Biology (UTechS MSBio) no 

Instituto Pasteur (Paris – França). Tal reação nos permitiu conjugar a proteína VgrG4-CTD 

com um agente crosslinker, o D1P3, que contém 3 grupamentos reativos: o grupo NHS-
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carbamete, que permite uma ligação específica aos aminoácidos lisina (K), serina (S), 

treonina (T), tirosina (Y); o grupo Diazerine, que permite a reação de crosslinking mais 

diversa, com capacidade de se ligar a todos os aminoácidos; e por último, o grupo Alkyne, 

que é utilizado para a purificação da amostra, além de ser capaz de atravessar membranas 

(Figura 18), e o corante 6-FAM, que facilitou a visualização da proteína VgrG4-CTD no 

interior da célula. 

Figura 18: Estrutura química e grupamentos reativos presentes no agente crosslinker D1P3. O grupo 

NHS-carbamete encontra-se no círculo azul; o grupo Diazerine no círculo roxo; e o grupo Alkyne no círculo 

laranja. 

 

Inicialmente, nós realizamos alguns experimentos para otimizar a reação de 

crosslinking para encontrar a melhor condição para a reação entre a proteína VgrG4-CTD, o 

crosslinker D1P3 e o corante 6-FAM. As condições testadas variaram em relação à 

concentração da proteína, exposição ou não à luz ultravioleta e etapas de lavagem para 

remoção do excesso de corante. A eficiência da reação foi monitorada em um gel SDS-PAGE 

e leitura da fluorescência das bandas proteicas. Após os testes, foi possível observar que 

usando 1 µg da proteína VgrG4-CTD para 5 nmol do crosslinker D1P3 para 125 nmol do 

corante 6-FAM a reação de crosslinking ocorria de maneira específica e eficiente (Figura 

19).  
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Figura 19: Complexo VgrG4-CTD-D1P3-6-FAM. Para esse experimento 1 µg da proteína VgrG4-CTD, 5 

nmol do crosslinker D1P3 e 125 nmol de corante 6-FAM foram usados. Amostras foram submetidas à 

eletroforese em um gel 15% por 40 minutos a 150V, 400 mA. PM: peso molecular.  

 

Em seguida, nós usamos o reagente de entrega de proteínas PULSin para estimular 

células do epitélio pulmonar A549 com o complexo da proteína VgrG4-CTD, o crosslinker 

D1P3 e o corante 6-FAM. A eficiência de entrega foi monitorada por microscopia de 

fluorescência. Na Figura 20 é possível observar a coloração verde (6-FAM) dentro das 

células, confirmando que o complexo VgrG4-CTD4-D1P3-6-FAM é entregue no citoplasma 

de células A549, comprovando a eficiência do reagente PULSin na entrega da proteína 

VgrG4-CTD no interior da célula alvo.  
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Figura 20: Entrega do complexo VgrG4-CTD – D1P3 - 6-FAM no citoplasma de células A549.  O 

complexo VgrG4-CTD-D1P3-6-FAM foi entregue no citoplasma de células A549 via reagente de entrega 

PULSin. Após 4 horas de estímulo, o núcleo foi corado com DAPI (azul) e os filamentos de actina com faloidina 

(vermelho). Setas brancas indicam a localização do complexo VgrG4-CTD-D1P3-6-FAM. Lâminas foram 

analisadas usando o Microscópio Invertido ZEISS ApoTome e as imagens foram obtidas usando o software 

Zen. Dados representam dois experimentos realizados em duplicata biológica (n=2). 

 

 

4.2.3. Estímulo com VgrG4-CTD não é citotóxico em macrófagos: 

  Inicialmente foi realizado um ensaio de citotoxicidade a fim de avaliar se o reagente 

PULSin e/ou a proteína VgrG4-CTD apresentam algum efeito citotóxico a macrófagos 

murinos RAW 264.7. É possível notar na Figura 21 que após 4h (21A) ou 16h (21B) de 

estímulo com o reagente PULSin sozinho ou complexado com a proteína VgrG4-CTD não 

foi observada uma alta taxa de citotoxicidade aos macrófagos RAW 264.7 quando comparada 

com o controle positivo de morte celular (DMSO 30%). Esse resultado indica que a proteína 

recombinante VgrG4-CTD não tem efeito citotóxico para essas células e sua ação deve ser 

devido a modulações que não levem à morte das células. Por outro lado, esse dado também 

mostra que essa estratégia de entrega pode ser utilizada para os demais ensaios de estímulo 

com a proteína VgrG4-CTD. 
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Figura 21: Reagente PULSin e VgrG4-CTD não apresenta citotoxicidade a macrófagos. Viabilidade 

celular de macrófagos murinos RAW 264.7 após estímulo com o reagente PULSin complexado ou não com a 

VgrG4-CTD por 4 horas (A) e 16 horas (B). Controle de morte foi realizado com a adição de 30% de DMSO 

nas células não      estimuladas. Os dados foram plotados em forma percentual e representam três experimentos 

realizados em triplicata biológica (n=3). 

 

4.2.4. A proteína VgrG4-CTD recombinante induz alterações na organização dos 

filamentos de actina de macrófagos, mas essa interação parece não mediar a associação 

bacteriana em células fagocíticas: 

Para compreender o papel da interação entre a VgrG4-CTD e a actina na interação 

bactéria-hospedeiro, inicialmente avaliamos se o estímulo com a VgrG4-CTD induz 

alterações morfológicas em macrófagos RAW 264.7 e na organização dos microfilamentos. 

Para isso, a VgrG4-CTD foi entregue no citoplasma das células através do PULSin. Após 4 

horas de estímulo, as células foram marcadas com faloidina para visualização dos filamentos 

de actina e imageadas por microscopia de fluorescência. Como pode ser observado na Figura 

22, as células RAW 264.7 não estimuladas apresentam formato bem uniforme e uma 

marcação densa dos filamentos de actina por todo o citoplasma celular. As células tratadas 

com o reagente PULSin puro apresentaram-se com este mesmo perfil. Porém, as células 

estimuladas com a VgrG4-CTD encontram-se mais espraiadas e com diversos 

prolongamentos. Assim, concluímos que a VgrG4-CTD induz alterações nos 

microfilamentos, através da sua interação direta com a actina. 

Em seguida, realizamos um experimento similar, no qual, após o tratamento, as 

células foram infectadas por 1 h com K. pneumoniae na MOI 50:1. Com esse experimento 
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esperamos verificar se: I - a bactéria K. pneumoniae, que possui o T6SS ativo e supostamente 

entrega a VgrG4-CTD em células eucarióticas, induz o mesmo tipo de remodelamento dos 

filamentos de actina que a VgrG4-CTD purificada; II - a modulação do citoesqueleto de 

actina induzida pela VgrG4-CTD afeta a internalização de K. pneumoniae. Neste 

experimento, as bactérias foram marcadas com PKH green fluorescent para visualização por 

microscopia de fluorescência. Os dados gerados (Figura 23) mostram que, independente do 

estímulo com a VgrG4-CTD, as células infectadas apresentam o mesmo perfil das células 

não infectadas estimuladas com a VgrG4-CTD: espraiadas e com prolongamentos.  

Tendo em vista estes dados, hipotetizamos que a manipulação do citoesqueleto de 

actina pela proteína VgrG4-CTD ou pela K. pneumoniae possa ser um mecanismo para 

controlar a internalização de K. pneumoniae em células fagocíticas, visto que a K. 

pneumoniae é tipicamente uma bactéria extracelular. 
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Figura 22: Entrega intracelular de VgrG4-CTD causa alteração nos filamentos de actina em macrófagos 

murinos RAW 264.7. Células foram tratadas com o reagente PULSin carreando ou não a VgrG4-CTD, por 4 

horas. Células foram fixadas e analisadas por microscopia de fluorescência. Filamentos de actina foram 

marcados com Faloidina (vermelho) e núcleos marcados com DAPI (azul). As imagens são representativas de 

três experimentos realizados em triplicata biológica (n=3). 
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Figura 23: Infecção com K. pneumoniae após entrega intracelular de VgrG4-CTD em macrófagos 

murinos RAW 264.7. Células foram tratadas com o reagente PULSin carreando ou não a VgrG4-CTD por 4 

horas. Culturas de células foram infectadas com K. pneumoniae Kp52.145 marcada com PKH67 (verde) na 

MOI 50:1 por 1 hora. Células foram fixadas e analisadas por microscopia de fluorescência. Setas indicam a 

localização da bactéria. Filamentos de actina foram marcados com Faloidina (vermelho) e o núcleo marcado 

com DAPI (azul). As imagens são representativas de três experimentos realizados em triplicata biológica (n=3). 
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Interessantemente, Cano e colaboradores, em 2015, mostraram que o engolfamento 

da K. pneumoniae Kp43816 em macrófagos murinos da linhagem MH-S foi diminuído 

quando essas células foram tratadas com inibidores de funções celulares do hospedeiro, como 

a citocalasina D e o nocodazol, que atuam interferindo na polimerização  de actina e de 

microtúbulos, respectivamente. Tal dado sugere que a fagocitose de Kp43816 requer de 

alguma forma a montagem dos filamentos de actina e a rede de microtúbulos do hospedeiro. 

Porém, nenhuma alteração morfológica foi observada nas culturas celulares de macrófagos 

MH-S após infecção por Kp43816. Resultados similares também foram observados em 

células THP-1(175).  

Baseado nessas evidências sobre a internalização de K. pneumoniae em células 

fagocíticas, nos perguntamos se a K. pneumoniae Kp52.145 estaria sendo fagocitada por 

células RAW 264.7. Para responder essa pergunta, células RAW 264.7 foram tratadas ou não 

com citocalasina D por 30 minutos, infectadas com K. pneumoniae Kp52.145 por 1 hora e a 

taxa de associação entre bactérias e células foi analisada por citometria de fluxo. 

Interessantemente, a mediana da intensidade de fluorescência de células PKH26+ (Figura 

24A) foi maior em células tratadas do que em células não tratadas (Figura 24A), 

correspondendo a quantidade de bactérias por célula. No entanto, a porcentagem de células 

infectas (Figura 24B) que corresponde ao número de células com bactérias associadas não 

foi significativamente alterado. 
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Figura 24: Envolvimento da actina na fagocitose de K. pneumoniae. RAW 264.7 foram tratadas, ou não, 

com citocalasina D (um inibidor do remodelamento de actina). Então, as células foram infectadas com 

Kp52.145 marcada com PKH26 na MOI 50:1. Células foram analisadas por citometria de fluxo e tanto a 

mediana da intensidade de fluorescência (A) quanto a porcentagem de células PKH+ (B) são mostradas. Dados 

representam 4 experimentos realizados em triplicata biológica. Teste estatístico Anova: ** indica p<0.001 e 

*** p<0.0001 (n=4). 
 

Assim, observamos que a associação de K. pneumoniae a células RAW 264.7 é 

afetada pelo bloqueio da polimerização de actina. Diante disso, fomos analisar se a VgrG4-

CTD teria algum papel nessa associação entre K. pneumoniae e células RAW 264.7. Para 

isso, células RAW 264.7 foram estimuladas ou não com a proteína VgrG4-CDT complexada 

com o reagente de entrega PULSin e infectadas com K. pneumoniae Kp52.145 por 1 hora e 

a taxa de associação entre K. pneumoniae e células RAW 264.7 foi analisada por citometria 

de fluxo. Curiosamente, a proteína VgrG4-CTD, parece não afetar a taxa de associação 

bactéria-célula (Figura 25), tanto na mediana de intensidade de fluorescência de células PKH 

26+ (Figura 25A) quanto no percentual de células PKH+ (% células infectadas) (Figura 25B). 
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Figura 25: Envolvimento da proteína VgrG4-CTD de K. pneumoniae na associação bactéria-célula. RAW 

264.7 foram estimuladas, ou não, com a proteína VgrG4-CTD complexada ao reagente de entrega PULSin. 

Então, as células foram infectadas com Kp52.145 marcada com PKH26 na MOI 50:1. Células foram analisadas 

por citometria de fluxo e tanto a mediana da intensidade de fluorescência (A) quanto a porcentagem de células 

PKH+ (B) são mostradas. Dados representam um experimento realizado em triplicata técnica (n=1). 
 

Até o momento nossos dados mostram que proteína recombinante VgrG4-CTD 

interage com actina e modula a organização de filamentos de actina de macrófagos RAW 

264.7 de forma similar às alterações induzidas na infecção pela bactéria. Até o momento não 

observamos diferença na associação de K. pneumoniae com células RAW 264.7 mediante o 

estímulo com a VgrG4-CTD recombinante. Contudo, este experimento foi realizado apenas 

uma vez, em triplicata técnica e não nos permitiu diferenciar bactérias aderidas de bactérias 

internalizadas. Assim, experimentos adicionais ainda são necessários para definir se a 

modulação dos filamentos de actina por VgrG4-CTD influencia a internalização e 

sobrevivência de K. pneumoniae em macrófagos em cultura. A modulação do citoesqueleto 

por proteínas da família VgrG é bem descrita na literatura. Em V. cholerae V52, por exemplo, 

já foi mostrado que a proteína VgrG1 é entregue no citoplasma de células de macrófagos 

murinos RAW 264.7 e J776 de uma maneira dependente do T6SS. A proteína VgrG1 de V. 

cholerae apresenta na sua extensão C-terminal de 446 resíduos de aminoácidos um domínio 

ACD. Esse domínio é capaz de induzir um crosslinking de actina massivo em células J774, 
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o que não foi observado quando as células J774 foram infectadas com cepas mutantes para o 

gene vgrG1. A entrega da proteína VgrG1 e a infecção mediada por V. cholerae está 

relacionada com acúmulo de fluidos, infiltração celular e expressão gênica alterada no 

hospedeiro, levando a uma diarreia inflamatória que é bastante comum em casos de infecção 

por V. cholerae (134,173). Diante disso, acreditamos que possa haver benefícios para K. 

pneumoniae, ainda não explorados, da manipulação do citoesqueleto do hospedeiro que não 

envolvam a internalização bacteriana.  

 

4.2.5. VgrG4-CTD é importante para associação bactéria-célula em células não 

fagocíticas: 

Visto que a K. pneumoniae é uma bactéria extracelular, a entrega da proteína VgrG4-

CTD no citoplasma de células hospedeiras pode ter um papel importante para a adesão e/ou 

entrada da bactéria na célula. A nossa hipótese é que a bactéria usa o seu arsenal de efetores 

juntamente com as proteínas que compõem o T6SS com o intuito de facilitar sua entrada em 

células não fagocíticas. Com o intuito de verificar essa hipótese, células A549 foram 

estimuladas ou não com a proteína VgrG4-CTD utilizando o reagente PULSin para mediar a 

entrega da proteína no interior da célula alvo. Após 4 horas de estímulo, as células A549 

foram infectadas por 1 hora com K. pneumoniae. Em paralelo, as células A549 foram tratadas 

ou não com um inibidor da polimerização da actina, a citocalasina D por 30 minutos, com 

posterior infecção com K. pneumoniae marcadas com PHK red fluorescent. A taxa de 

associação entre K. pneumoniae com células A549 foi medida por citometria de fluxo.  

 Nós observamos que após estímulo com a proteína VgrG4-CTD em células A549 

houve uma tendência de aumento na associação de K. pneumoniae (Figura 26A), tanto na 

mediana da intensidade de fluorescência (MFI) quanto no percentual de células PKH 

positivas, o que sugere que a proteína VgrG4-CTD estaria facilitando de alguma forma a 

adesão e/ou entrada da bactéria em células não fagocíticas. Esse achado é bastante 

interessante, já que A549 é uma célula do epitélio pulmonar, sendo esse tipo celular um alvo 

de infecção de K. pneumoniae.  
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Figura 26: Envolvimento da VgrG4-CTD de K. pneumoniae 52.145 na internalização bacteriana. Células 

A549 foram estimuladas com o reagente PULSin complexado ou não com a proteína 1 µg de VgrG4-CTD por 

4 horas e infectados ou não com K. pneumoniae 52.145 coradas com PKH26 por 1 hora na MOI 50:1. Células 

foram analisadas por citometria de fluxo e tanto a mediana da intensidade de fluorescência (A) e a porcentagem 

de células PKH+ (B) são mostradas. Dados representam dois experimentos realizados em duplicata biológica 

(n=2). 

 

Curiosamente, nesse modelo experimental, a citocalasina D não aumentou a taxa de 

associação bactéria-célula, como tinha sido observado em macrófagos. Visando certificar que 

a citocalasina D utilizada estava funcional, avaliamos o efeito de diferentes concentrações da 

citocalasina D em células A549, bem como células de Schwann ST 8814 por microscopia 

ótica. Em todas as concentrações testadas, a citocalasina D induziu alterações no 

citoesqueleto, evidenciadas pelo arredondamento das células (dados não mostrados). 

Esse tipo de ensaio já é bem definido e é mostrado que após o tratamento com 

diferentes concentrações de citocalasina D a internalização de K. pneumoniae Ca0438 

diminui de maneira dose dependente em células Caco-2 (176). Quando células de epitélio 

humano da bexiga T24 e 5637 foram tratadas com citocalasina D, a entrada celular de K. 

pneumoniae 3019 foi diminuída. Foi sugerido que o mecanismo de internalização de Kp 3091 

é diferente do mecanismo de invasão dependente de microfilamentos que é visto em muitas 

bactérias entéricas (177). Curiosamente, já foi descrito que K. pneumoniae 33 é capaz de 
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aumentar a sua internalização em células A549 através da regulação da expressão da integrina 

α5β1. Neste trabalho os autores mostraram que essa internalização foi dependente do nocaute 

para a proteína High mobility group nucleosomal binding domain 2 (HMGN2) (178). 

HMGN2 é uma proteína nuclear, não-histona, que está presente de forma ubíqua em células 

eucarióticas. Já foi mostrado que a HMGN2 afeta a cromatina e modula a expressão de 

peptídeos antibacterianos em células A549 expostas a lipopolissacarídeos, indicando uma 

função crítica da proteína HMGN2 na resposta imune (179). Baseado nisso, Wang e 

colaboradores mostraram, em 2015, que o nocaute de HMGN2 levou a um aumento na 

expressão de integrina α5β1 na membrana celular, resultando em um aumento significativo 

da internalização de K. pneumoniae (178). Dadas as diferenças entre as cepas de K. 

pneumoniae, as características dos diferentes tipos celulares e os mecanismos envolvidos na 

internalização bacteriana, ainda são necessários mais estudos para melhor compreender a 

contribuição de cada fator neste processo bem como o possível papel da VgrG4-CTD. 

 

4.3. VgrG4-CTD pode carrear outras proteínas para translocação pelo T6SS: 

 

4.3.1. Identificação de ligantes da VgrG4-CTD em extratos proteicos da própria 

bactéria: 

 

Já foi demonstrado na literatura que algumas VgrGs contêm domínios para 

acoplamento de outras proteínas, podendo assim carrear outros efetores bacterianos para 

translocação pelo T6SS (180). Assim, esta parte do projeto dedica-se a compreender se a 

extensão C-terminal da VgrG4 poderia ser também um sítio para ligação de outras proteínas 

bacterianas, que seriam translocadas pelo T6SS de forma mediada pela VgrG4. Para testar 

essa hipótese, nós realizamos experimentos de co-precipitação para identificação de ligantes 

da VgrG4-CTD em extratos proteicos de K. pneumoniae. Beads de látex foram recobertas 

com VgrG4-CTD, os sítios vazios foram bloqueados, e incubadas com lisado proteico de K. 

pneumoniae como uma fonte de possíveis ligantes. No total, nós identificamos 59 proteínas 

que interagem direta ou indiretamente com VgrG4-CTD (Tabela 1). Nove proteínas 

apresentaram o emPAI (Índice de Abundância de Proteína) > 1, o que sugere que essas 

proteínas estavam enriquecidas de alguma forma na amostra (Tabela 1). O Índice de 

Abundância de Proteína é calculado pela relação do número de peptídeos identificados e a 

abundância proteica em experimentos proteômicos baseados em espectrometria de massas. 
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Entre as proteínas com um emPAI>1, podemos observar proteínas ribossomais e relacionadas 

ao metabolismo. Interessantemente, quatro proteínas (EF-TU, Pgk, OmpA e DeoC) 

apresentam funções moleculares que podem estar relacionadas ao T6SS de K. pneumoniae 

e/ou virulência. 

Elongation Factor Thermo Unstable (EF-TU) é uma proteína altamente conservada 

envolvida na síntese proteica. No entanto, pode apresentar várias funções adicionais, sendo 

considerada uma proteína moonlighting multifuncional (181). É bem descrito que EF-TUs 

bacterianos são Padrões Moleculares Associados a Patógenos (PAMPs), encontrados na 

superfície bacteriana ou secretados (182). A identificação de EF-TU como um ligante de 

VgrG4 sugere um novo mecanismo de translocação de proteínas EF-TU, através da 

translocação pelo T6SS. 

Em K. pneumoniae, o aumento da expressão da proteína EF-TU foi correlacionada à 

leucopenia causada por K. pneumoniae (183). Além disso, EF-TU se liga a várias moléculas 

do hospedeiro, estruturalmente e quimicamente não relacionadas, tais como proteínas do 

citoesqueleto, componentes da matriz extracelular e DNA. Assim, EF-TU é envolvida na 

formação de biofilme, adesão bacteriana e patogênese de diversas espécies (184,185). 

Curiosamente, foi mostrado recentemente que EF-TU de Mycoplasma pneumoniae se liga 

fortemente à actina de células epiteliais A549 (186). EF-TUs de K. pneumoniae e M. 

pneumoniae compartilham 70% de identidade a 82% de similaridade. Como elas são bastante 

conservadas, nossos resultados sugerem que EF-TU de K. pneumoniae pode se ligar também 

à actina e modular o citoesqueleto do hospedeiro para favorecer a infecção bacteriana. 

Além disso, outra proteína identificada como ligante de VgrG4-CTD é a enzima 

glicolítica fosfoglicerato quinase (Pgk). Embora seu papel canônico seja desempenhado no 

citoplasma, a Pgk também é encontrada na superfície bacteriana. Sabe-se que Pgk é capaz de 

romper o citoesqueleto de actina do hospedeiro e contribui para a virulência estreptocócica 

(187). É bastante impressionante que a própria VgrG4, assim como seus parceiros de 

interação EF-TU e Pgk, sejam capazes de ligar à actina. Tal congruência reforça que T6SS 

de K. pneumoniae tem como alvo o citoesqueleto do hospedeiro. 

OmpA é uma proteína de membrana externa composta de um domínio barril-beta 

incorporado na membrana e um domínio periplasmático de ligação a peptidoglicano. Além 

disso, OmpA de K. pneumoniae confere resistência a peptídeos microbianos e contribui para 

a atenuação de respostas das células epiteliais das vias aéreas, facilitando a sobrevivência da 

bactéria no pulmão (57,188). Curiosamente, vários genes da família da OmpA localizam-se 

perto das ilhas genômicas do T6SS e são necessárias proteínas contendo domínios de ligação 
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a peptidoglicano para a secreção de T6SS em algumas espécies. Hipotetizou-se que os 

domínios de ligação de peptidoglicano poderiam atuar como um fator de localização para a 

montagem de T6SS e essencial para estabilizar/ancorar o complexo T6SS no envelope 

celular, principalmente para permitir que grandes mudanças conformacionais ocorram. 

Portanto, a identificação de OmpA como um ligante de VgrG4-CTD reforça a ideia de que o 

T6SS pode estar ancorado na proteína OmpA em K. pneumoniae.  

Finalmente, a desoxirribose-fosfato aldolase (DeoC) é uma enzima envolvida no 

metabolismo de nucleotídeos e desoxirribonucleotídeos. DeoC de K. pneumoniae foi 

identificada como um lócus associado à patogenicidade, e uma mutação na região intergênica 

deoR-deoC desencadeia a ativação de NF-κB (189,190). DeoC de Streptococcus mutans 

apresenta atividade de nuclease que degrada as armadilhas extracelulares de neutrófilos 

(NETs) (191). NETs são estruturas de DNA revestidas de histona e protease liberadas por 

neutrófilos para capturar patógenos, como parte de uma resposta imune à infecção. De fato, 

foi demonstrado que K. pneumoniae induz a formação de NET, mas algumas cepas virulentas 

escapam das NETs por um mecanismo até então não caracterizado (192,193). Curiosamente, 

várias nucleases foram descritas como efetores bacterianos do T6SS (194). Nosso resultado 

mostra que o DeoC pode interagir com VgrG4-CTD, sugerindo que o DeoC pode ser um 

efetor do T6SS de K. pneumoniae envolvido na degradação de NET. 
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Tabela 1:  Os principais hits identificados como possíveis parceiros de interação da VgrG4-CTD. emPAI 

se refere aos parâmetros de identificação no banco de dados MASCOT. 

 

Família Descrição 

Número  

de  

acesso 

Pont

uação 

Massa 

(Da) 

Número de 

correspondências 

significativas 

Número de 

sequências 

significativas 

emPAI 

1 
RplI (50S ribosomal 

protein L9 GenerplI) 
CDO16561.1 136 15783 6 6 2.76 

2 
DeoC (Deoxyribose-

phosphate aldolase) 
CDO14568.1 492 27398 14 8 2.21 

3 
RplJ (50S ribosomal 

protein L10) 
CDO16220.1 314 17846 8 5 1.66 

4 
OmpA (Outer 

membrane protein A) 
CDO13836.1 722 40299 17 9 1.44 

5 
SodA (Superoxide 

dismutase) 
CDO14843.1 226 21192 7 5 1.3 

6 

Pgk 

(Phosphoglycerate 

kinase) 

CDO12497.1 294 41279 10 8 1.19 

7 
AcpP (Acyl carrier 

protein) 
CDO13935.1 59 8634 3 2 1.16 

8 
Ef-tu (Elongation 

factor Tu) 
CDO16225.1 469 43390 12 7 1.11 

9 

GapA 

(Glyceraldehyde-3-

phosphate 

dehydrogenase) 

CDO14085.1 334 35620 9 7 1.02 
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5.      CONCLUSÕES: 

 A partir dos dados expostos aqui, conseguimos obter informações relevantes sobre o 

papel da VgrG4-CTD e do T6SS de K. pneumoniae. Foi mostrado que VgrG4-CTD é capaz 

de interagir com proteínas do citoesqueleto, possibilitando à bactéria modular o citoesqueleto 

de macrófagos. Além disso, VgrG4-CTD se mostrou importante na interação com células do 

epitélio pulmonar, facilitando a associação da bactéria em células não fagocíticas, o pode ser 

uma vantagem importante pois já foi mostrado que K. pneumoniae é capaz de migrar através 

do epitélio (176). Por último, a capacidade da VgrG4-CTD de interagir com possíveis 

proteínas efetoras bacterianas mostra um papel adicional de carrear outras moléculas que 

podem atuar em conjunto com a VgrG4-CTD na modulação de vias importantes do 

hospedeiro. Esses dados em conjunto reforçam a hipótese de que K. pneumoniae usa o T6SS 

e as proteínas que o compõem e que são secretadas por ele para interagir e manipular 

proteínas do hospedeiro em prol do estabelecimento da infecção.  
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6. PERSPECTIVAS 

 

Visando complementar os dados acima, estamos realizando e pretendemos realizar 

experimentos adicionais num futuro próximo. Entre outubro e dezembro de 2019, numa 

colaboração com a Dra. Julia Chamot-Rooke e o Dr. Martial Rey do Laboratório Mass 

Spectrometry for Biology (UTechS MSBio) no Instituto Pasteur realizei ensaios de 

crosslinking acoplados a espectrometria de massas, usandoo reagente D1P3 e a proteína 

VgrG4-CTD. Nesses experimentos, visamos levantar informações sobre aspectos da 

estrutura tridimensional da VgrG4-CTD relevantes para sua função, bem como mapear a 

interface de interação de VgrG4-CTD e actina e ainda, identificar ligantes da VgrG4-CTD 

em ensaios de crosslinking in vivo com células A549. As amostras para estes experimentos 

já foram preparadas durante minha estadia no Instituto Pasteur, porém os dados ainda estão 

sendo analisados.  

Além disso, pretendemos repetir os ensaios já feitos com a extensão C-terminal da 

proteína VgrG4, porém utilizando a proteína recombinante VgrG4 inteira, que foi 

recentemente obtida pelo nosso grupo. O estudo da VgrG4-CTD tem sido importante, pois a 

Vgr4 é uma proteína muito grande, o que dificulta a realização de diversos ensaios 

experimentais. Ainda, essa região C-terminal que temos estudado é específica de K. 

pneumoniae, o que também reforça a importância de seu estudo. Contudo, a estrutura e 

função de um domínio proteico pode ser afetada por interações com outros domínios da 

mesma proteína e os sítios de interação disponíveis para ligantes também podem ser afetados 

quando analisamos apenas um domínio de uma proteína. Assim, a partir de agora também 

iremos realizar ensaios com a VgrG4 completa, possibilitando uma visão mais abrangente 

sobre interações que possam acontecer in vivo. Ainda, avaliaremos a interação da VgrG4-

CTD e VgrG4 com outros componentes do T6SS, como as proteínas Hcp, PAAR e Pld, assim 

como avaliaremos se essas outras proteínas também apresentam algum fenótipo especifico 

na interação com células eucarióticas.  
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