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Resumo

A formacao de biofilme tem um papel importante no sucesso de Vibrio cholerae como
patégeno e como organismo ambiental, portanto, € um processo afetado por muitos fatores. Os
acidos biliares, por exemplo, estimulam a formagao de biofilme por V. cholerae. Os niveis de Pi
(fosfato inorganico) ambiental também podem afetar a formacdo de biofilme. No caso de V.
cholerae esse efeito ndo era conhecido. Portanto, neste estudo foi feita uma avalia¢ao inicial do
efeito dos niveis de Pi na presenca e auséncia de um componente da bile (4cido deoxicdlico,
DOC) na formagéao de biofilme em V. cholerae O1 a 22 e 37°C. A cepa El Tor N16961, utilizada
nos testes, formou pouco biofilme em ambas as temperaturas sob limitacdo de Pi em
comparagdo com a quantidade formada em um meio complexo. A adigdo de DOC no meio
minimo estimulou a formag&o de biofilme principalmente em baixo Pi em ambas temperaturas.
Para obter informacdes mais detalhadas sobre o efeito do Pi e DOC na formagéo de biofilme
por N16961 foi feita uma analise protedmica comparativa. Proteinas expressas em 48h por
células planctdnicas e biofilmes sob limitagdo de Pi e presenga de DOC foram analisadas por
eletroforese bidimensional. A maioria das proteinas apresentou pl entre 4,5-6,5 e MM entre 15-
100kDa. Das 253 proteinas diferencialmente expressas 130 foram identificadas por
espectrometria de massas (MALDI-TOF/TOF) sendo a grande maioria proveniente de spots
especificos. Analise do conjunto de proteinas especifico de cada condicao permitiu relacionar
as caracteristicas metabdlicas aos estados fisiologicos das células livres e de biofilmes. As
células plancténicas mostraram caracteristicas de fase estacionaria de cultura e as do biofilme,
de células em fase exponencial. Além disso a analise protedbmica permitiu identificar proteinas
do biofilme sem fungdes definidas na producao de biofilme em V. cholerae mas ja descritas por

participarem desse processo em outars espécies bacterianas.
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Abstract

Biofilm formation seems to play important roles in Vibrio cholerae’s success as a
pathogen and as an environmental organism. Bacterial biofilm formation is affected by many
factors. Bile acids, for instance, stimulate biofilm formation by V. cholerae. Pi (inorganic
phosphate) levels also affect biofilm production, however, its effects depend on the bacterial
species and contrasting results have been found. The ability of V. cholerae El Tor strain N16961
to form biofilm under low and high Pi levels in the presence or absence of bile, at 22 and 37°C,
has been examined. Independently of the Pi level in the media, N16961 produced low amounts
of biofilm at both temperatures. Addition of DOC greatly stimulated the formation of biofilm under
Pi-limitation, at both temperatures. In order to obtain a broad molecular picture of the effect of Pi
and DOC on biofilm formation by V. cholerae EIl Tor strain N16961, we did a proteomic analysis
by 2D electrophoresis. Most proteins on the gels presented pls between 4.5-6.5 and MM from
15-100kDa. Comparative analysis of the electrophoretic patterns showed 243 proteins
expressed and 145 were identified by mass spectrometry (MALDI-TOF/TOF) the great majority
was provenient from unique spots. Some were identified in the Vibrio sps databank entries and
are related to cell maintenance, stress response and biofilm. Analysis of the set of proteins
specific to each growth condition, permitted to establish a relationship between the metabolic
characteristics and the physiological state of each, planktonic cells and biofilm. The free cells
presented characteristics of those at the stationary phase of culture whereas, biofilm cells,
behavior of cells at the exponential culture phase. The proteomic analisys identified biofilm
proteins without defined functions in biofilm formation V. cholerae but they have already been

described in another bacterial species
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1.1 Vibrio cholerae e colera

A descoberta da bactéria Vibrio cholerae é creditada a Filippo Pacini e Félix, em 1849,
por terem visto no conteddo intestinal de vitimas da célera embora Robert Koch tenha sido o
primeiro cientista a isola-la e caracteriza-la como agente causador da célera, em 1883 (Barua &
Greenough, 1992). V. cholerae é uma bactéria Gram-negativa do género Vibrio, da familia
Vibrionaceae (Baumann et al., 1984). E um bastonete curvado em forma de virgula, possuindo
de 1,4 a 2,6um de comprimento (Figura 1). Elas sa aerodbias facultativas, méveis e com flagelo

polar unico (Kay et al., 1994).

Figura 1 — Micrografia eletrbnica de varredura de Vibrio cholerae. Fonte:
http://microvet.arizona.edu/Courses/MIC420/lecture_notes/vibrio/vibrio_general.html

V. cholerae pode ser encontrado em diversos ecossistemas aquaticos, variando de
aguas doces a salobras, costeiras ou estuarinas (Colwell & Spira, 1992; Colwell & Huq, 1994). A
espécie V. cholerae esta dividida em mais de 200 sorogrupos (Chatterjee & Chaudhuri, 2003)
de acordo com reagdes sorolégicas dos diversos antigenos somaticos O, um dos elementos
que constituem o lipopolissacarideo (LPS) da membrana externa bacteriana (Faruque et al.,
1998a). Cepas toxigénicas sao aquelas que possuem a toxina colérica e o pilus corregulado da
toxina e sao principalmente isoladas do meio ambiente em areas contaminadas por individuos
infectados (Chakraborty et al., 2000; Faruque et al., 1998b; Rivera et al., 2001; Sharma &

Chaturvedi, 2006).
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Algumas cepas sao patogénicas ao homem e pertencem a dois sorogrupos principais,
01 e 0O139. As cepas O1 podem ser de dois biétipos: o classico, descrito por Koch em 1883, e
o El Tor, isolado por Gotschlich em 1906, de peregrinos provenientes de Meca, em quarentena
em El Tor, no Egito (Sack et al., 2004). Esta classificagdo se baseia em diferencas em suas
propriedades bioquimicas e susceptibilidade a bacteriéfagos. Cada biotipo reline cepas de trés
diferentes sorotipos ou formas antigénicas O1, Ogawa, Inaba e Hikojima (Filnkelstein, 1996).
Recentemente, entretanto, cepas hibridas foram isoladas de pacientes com diarréia. Este é o
caso dos variantes Matlab de V. cholerae O1, definidos como hibridos entre os biétipos El Tor e
classico, encontrados em Bangladesh (Nair et al., 2002; Safa et al., 2006) e em Mogambique
(Lee et al., 2006), onde foram isolados de pacientes apds um surto de célera, causado por
cepas do bidtipo El Tor portadoras do DNA do bacteriéfago CTX do biétipo classico, integrado
no genoma. Todos os hibridos identificados até o momento sao cepas El Tor que adquiriram
atributos genéticos de cepas classicas por transferéncia horizontal (Safa et al., 2006).

Aparentemente, os humanos sdo os unicos hospedeiros naturais de V. cholerae, apesar
de que estas bactérias podem também ser encontradas associadas a fitoplancton, ao
exoesqueleto de quitina dos crustaceos, copépodos e insetos (Figura 2) (Butler & Camilli, 2005;
Colwell & Spira, 1992; Colwell & Huq, 1994; Fotedar, 2001; Huqg et al., 1983). Mudangas no
clima interferem no crescimento do plancton, o que consequientemente afetam o crescimento de
V. cholerae associada a estes microorganismos, comprovando que fatores ambientais estdo

relacionados com o reaparecimento de epidemias de colera (Pascual et al., 2000).
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Figura 2 - Ciclo de vida de V. cholerae patogénico. (Adaptado de Butler & Camilli, 2005).

1.2 A colera

A coélera é uma das doencgas de maior impacto em saude publica e vigilancia sanitaria em
algumas partes do mundo, principalmente em paises em desenvolvimento. A colera € endémica
na parte oriental da india e Bangladesh e tem se propagado dessas areas para outros paises,
causando epidemias e pandemias, com altos numeros de casos (Figura 3 e 4, World Health
Organization, 2007).

A histéria da colera no mundo foi dividida em pandemias. No periodo de 1817-1923
ocorreram seis pandemias de colera. O agente das quatro primeiras, entre 1817-1879, nao foi
determinado, mas a quinta e sexta pandemias, que ocorreram entre 1881-1923, foram
causadas pelo biétipo classico da V. cholerae O1. Entre 1926 e 1960, casos de cllera nao
foram registrados na Europa, mas ainda ocorriam, principalmente na Asia e norte da Africa. A
partir de 1961 surgiu a sétima pandemia causada pelo biétipo El Tor que, em uma década,
substituiu todas as cepas classicas como causa da colera nas areas em que a cllera é

endémica (Yoon & Mekalanos, 2006). A sétima pandemia ocorreu também no Brasil em 1992 e
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inimeros casos de célera foram registrados nos anos que se seguiram (World Health
Organization, 2006). Em 2005 foram relatados a Organizagdo Mundial de Saude cinco casos de
cOlera sem obitos no Brasil. Desde 1991, um novo sorogrupo de V. cholerae, denominado O139
surgiu no sul da india e se espalhou para outras partes do pais e para paises vizinhos, iniciando
0 que poderia vir a ser a 8% pandemia de célera (Albert et al., 1993). Entretanto, poucos anos
apds a deteccdo das cepas 0139, em partes de Bagladesh e india, o sorogrupo foi substituido
por novos clones de El Tor, aparentemente distintos dos clones responsaveis pela célera antes
do aparecimento do clone O139 (Dutta et al, 2006; Faruque et al, 1997). Atualmente em
paises onde a célera é endémica, tais como o Sul da Asia, os casos de célera se devem
principalmente a V. cholerae O1 El que é encontrada nos ambientea aquaticos costeiros

durante o ano todo (Alam et al., 2006).

*
| e
"
Caxox de colers notificedox 8 WHO, 2004-2007
Local
. Importados

Figura 3 - Fonte: Weekly Epidemiological Record, NO. 31, 5 Agosto 2007 http://www.who.int/wer
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A ingestdo de agua contaminada por fezes ou vomitos de pacientes de célera ou de
portadores da bactéria, assim como o uso de alimentos e utensilios contaminados pela agua,
pelo manuseio com maos sujas ou Mesmo moscas, Sa0 0s principais responsaveis pela
propagacao da doenca (Hughes et al., 1982). Devido a sua sensibilidade a baixos pHs, a
maioria das bactérias morre no estbmago e as que conseguem sobreviver podem colonizar o
intestino delgado sem invasado das células ou alteracdo da estrutura do epitélio (Filnkelstein,
1996). Quanto ao indculo, alguns autores demonstraram que deve ser igual ou maior a dez mil
vibribes em alimentos ou na agua, para produzir infec¢do, entretanto este niumero pode variar

dependendo do hospedeiro (Sack et al., 2004).

Pais/éreas com relatos de colera e casos relatados, por ano 1995 — 2005
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Figura 4 - Fonte: Weekly Epidemiological Record, NO. 31, 5 Agosto 2007 http://www.who.int/wer

A célera é caracterizada por uma intensa perda de agua na forma de diarréia (“agua de
arroz”) acompanhada de vémitos, chegando a um 1 litro de liquido por hora nos casos mais
severos (Barua & Greenough, 1992). Cerca de 75% das pessoas infectadas nao apresentam
sintomas, e das que apresentam, menos de 10% desenvolvem as formas mais severas (World

Health Organization, 2007). Quando os pacientes sao tratados adequadamente, a mortalidade é



18

baixa, porém, quando nao tratados a tempo, 50% dos pacientes chegam ao 6bito (Sack et al.,
2004).

O periodo de incubacdo € de algumas horas a cinco dias, mas na maioria dos casos,
dois a trés dias. O periodo de transmissibilidade perdura enquanto houver eliminagéao do vibrido
nas fezes, o que ocorre, geralmente, poucos dias apés a cura (Reidl & Klose, 2002).

O tratamento da célera é feito com reidratacdo oral, nos casos mais brandos, e
intravenosos nos casos mais graves. Antibidticos s6 sao utilizados em casos extremos para
eliminar as bactérias e encurtar o periodo da doencga; eles também diminuem a necessidade de
reidratacdo e o tempo de hospitalizacdo (Sack et al., 2004). A prevencao da doenga consiste
em medidas sanitarias simples, como tratamento de agua, rede de esgoto e o cozimento de
alimentos de alto risco, principalmente frutos do mar (Sack et al., 2004). Além das medidas
profilaticas, as vacinas orais contra a colera causada por cepas O1, recentemente
desenvolvidas, tém se mostrado seguras e imunogénicas, oferecendo 70% de protegdo por
cerca de um ano (Holmgren et al., 1989; Tacket et al.,, 1999; Trach et al., 2002). Entretanto,
vacinas anti-cepas do sorogrupo O1 ndo protegem contra V. cholerae O139 e vice-versa (World

Health Organization, 2006).

1.3 Fatores de viruléncia

Para causar infecgao, V. cholerae precisa aderir ao epitélio e se multiplicar no ambiente
intestinal, portanto, a bactéria precisa, inicialmente, penetrar uma camada mucosa. No caso de
cepas do biétipo El Tor, verificou-se que mutantes de motilidade (n&o flagelados ou flagelados
sem motilidade) sdo atenuados cerca de 10 vezes em comparagdo a capacidade de
colonizacdao da cepa selvagem em camundongos neo-natos, sugerindo um papel para

motilidade no processo de infeccdo (Butler & Camilli, 2005). Entretanto, estudos semelhantes
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com cepas classicas, produziram resultados conflitantes a respeito da importancia da motilidade
para infecgdo (Gardel & Mekalanos, 1996; Richardson, 1991).

A adesao depende principalmente do pilus co-regulado a toxina (TCP), que promove a
interacdo da bactéria as células epiteliais do intestino do hospedeiro. Apés a adeséo, V.
cholerae passa a secretar a toxina colérica (CT), uma toxina do tipo ABs que se liga a
oligossacarideos do gangliosideo GM1 na superficie da membrana plasmatica da célula epitelial
do intestino pelas subunidades B. Esta interagdo causa uma mudanga de conformacgdo da
holoenzima e a quebra de uma ponte dissulfeto entre as subunidades A; de 23,5 kDa e A, de
5,5 kDa. Enzimaticamente ativa, A1 entra na célula por mecanismo desconhecido e promove a
transferéncia de ADP-ribose da nicotinamina adenina dinucleotideo (NAD) para uma proteina G
associada a adenilato ciclase, levando a um aumento nos niveis intracelulares de AMP ciclico.
Ocorre, entado, nas células entéricas, uma intensa perda de agua e eletrolitos e a eliminagao das
bactérias, fazendo-as voltar ao ambiente (Bennish, 2004; Field et al., 1972; Gangarosa et al.,
1960; Morris & Black, 1985; Owen et al., 1986). O efeito tdxico de CT é essencial a patogénese
da bactéria, mas sua fungdo na fisiologia da bactéria quando fora do hospedeiro é
desconhecida.

Outras toxinas, tais como a toxina Zot, Ace e outros fatores de colonizacdo importantes
a patogenicidade da bactéria ja foram descritos, sugerindo que é um processo multifatorial e
complexo ainda nao completamente entendido (Kaper et al., 1995; von Kruger et al., 1999).

A regulacao da expressao de CT e TCP envolve uma cascata de sinalizagao ativada por
inumeros fatores ambientais (Figura 5). Genes cujos produtos regulam a expressao de CT e
TCP, como tcpP, tcpH, toxR, toxS e toxT,sdo portanto, importantes na patogenicidade da
bactéria (Miller et al., 1989; Miller & Mekalanos, 1984; Osorio & Klose, 2000). As proteinas ToxR
e ToxS ativam diretamente a expressao de toxT, cujo produto, ToxT, por sua vez, ativa

diretamente a expressdo de CT e TCP (Champion et al., 1997; DiRita et al., 1991). Além de
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ativar toxT, ToxR/S regulam positivamente a expressdo da porina OmpU e negativamente a
porina OmpT (Provenzano & Klose, 2000).

Duas outras proteinas reguladoras transmembranares, TcpP e TcpH, também ativam
diretamente a transcricdo de toxT (Hase & Mekalanos, 1998; Krukonis et al., 2000). AphA e
AphB, por outro lado, também afetam a expressao de toxT via TcpH e TcpP (Ali et al., 2000;
Hase & Mekalanos, 1998; Krukonis et al., 2000).

Como ilustrado na figura 5, estimulos ambientais tais como pH, temperatura, sais
biliares, e fontes de carbono regulam a expressao dos principais fatores de viruléncia em V.
cholerae. (Provenzano & Klose, 2000). O conjunto de genes regulados por ToxR/S em resposta

a sinais ambientais constituem o regulon ToxR (Wong et al., 1998).

9
/ Fonte de carbone

Estimulos ambientais

Figura 5 — Esquema representativo das vias de regulacdo da expressdo dos fatores de
viruléncia CT e TCP em V. cholerae. CT = toxina colérica, TCP = pilus co-regulado a toxina,
OmpT e OmpU séo proteinas de membrana externa (porinas). (Adaptado de Li et al., 2002).
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Ainda que o regulon ToxR tenha um papel central no controle da viruléncia da bactéria
nem todos os genes envolvidos no processo estdo sob o controle de ToxR/S (Goldberg et al.,
1990; von Kruger et al., 1999) e a patogénese de V. cholerae é afetada por varios outros fatores
além dos apresentados na Figura 5 (Behari et al., 2001; Kovacikova & Skorupski, 2001; Nye et

al., 2000; Zhu et al., 2002).

1.4 Adaptacao ao ambiente: o sistema de dois componentes

Para sobreviver e se multiplicar em diferentes ambientes, V. cholerae bem como outras
bactérias regulam, de forma coordenada, a expressdao de genes envolvidos em respostas
adaptativas. As bactérias, portanto, monitoram o ambiente e podem responder a uma variedade
de estimulos ambientais através de sistemas constituidos por duas proteinas. Em um sistema
de dois componentes tipico, uma das proteinas € transmembranar com atividade histidina
cinase (HK). Seu dominio extracitoplasmatico € o sensor dos estimulos externos que transmite
o sinal através do dominio transmembranar a porgao citoplasmatica da proteina com atividade
HK. A segunda proteina, a reguladora da resposta (RR), é citoplasmatica e possui um dominio
amino-terminal receptor. Sua porg¢ao carboxi-terminal apresenta um dominio de ligagao ao DNA
para regular a expressao génica (Figura 6) (Gross et al., 1989).

O mecanismo de transducgédo de sinal comum a todos esses sistemas envolve a auto-
fosforilacdo de um residuo de histidina no dominio transmissor carboxi-terminal da proteina
sensora em resposta a um estimulo ambiental determinado e a transferéncia do grupamento
fosfato para um residuo de aspartato no dominio receptor da proteina RR, com subseqlente

ativacao do seu dominio efetor (Figura 6) (Miller et al., 1989).
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Dominio histidina quinase
(HK)

¢ Fosfotransferéncia

Expressao génica

Figura 6 — Esquema de transducado de sinais via sistema de dois componentes. Adaptado de
http://www.mcgill.ca/microimm/ department/professors/lemoual.

Em bactérias, os sistemas de dois componentes estdo envolvidos em processos tao
diversos como esporulagao, quimiotaxia, assimilacao de nitrogénio, osmorregulacao, resisténcia
a antibiéticos e patogenicidade (Stock et al., 1989). Em E. coli, sdo conhecidos pelo menos 30

sistemas de dois componentes (Oshima et al., 2002).

1.4.1 Resposta a niveis extracelulares de fosfato: o sistema PhoB/PhoR

O fésforo (P) € um componente essencial na nutricdo bacteriana, fazendo parte de
acidos nucléicos, fosfolipideos e lipospolissacarideos, por exemplo. A assimilagdo de varios
componentes fosforilados, que garantem o suprimento de fésforo necessario ao metabolismo
bacteriano, consiste de duas etapas: o transporte desses componentes para dentro da célula e
a incorporacao do fésforo no ATP (Wanner, 1996). A fonte de fésforo mais utilizada pelas

bactérias é o fosfato inorganico (Pi) (Wanner, 1993).
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A limitacdo de fosfato inorganico (Pi) no meio leva muitas bactérias a sintetizar uma
série de proteinas, muitas das quais envolvidas em aquisicao, transporte e metabolismo de
fosfato. Em E. coli mais de 40 genes estao envolvidos nesses processos e constituem o regulon
Pho (Makino et al., 1994). O controle primério da expressdao dos membros do regulon Pho em
bactérias é o nivel de Pi extracelular: inibicdo quando Pi esta em excesso (> 4uM) e ativacédo
em condicdes limitantes de Pi (Lamarche et al., 2008).

Em E. coli e outras bactérias, a regulacdo da expressao de proteinas em resposta a
limitagdo de Pi requer as proteinas PhoB e PhoR, membros de um sistema de dois
componentes onde PhoR é a sensora com atividade HK e PhoB a RR cognata. A fosforilagdo
de PhoB ocorre concomitantemente com a capacidade de ativar a transcricdo devido a
interacdo entre PhoB~Pi e caixas Pho, sequéncias reguladoras dentro de promotores dos
genes do regulon Pho, normalmente a —35 do inicio da transcri¢ao, cujo consenso em E. coli &

CTGTCATATATCTGTCAT (Makino et al., 1996). V. cholerae possui um sistema homélogo ao

sistema PhoB/PhoR de E. coli (von Kruger et al., 1999). A analise da sequéncia génica revelou
que, assim como em E. coli, os genes phoB e phoR de V. cholerae constituem um operon que €
precedido por uma sequiéncia Shine-Dalgarno (AGG), uma caixa Pribnow e uma seqléncia
similar a uma caixa Pho (Makino et al., 1986b). As sequéncias de aminoacidos deduzidas para
PhoB e PhoR de V. cholerae revelam proteinas com o0 mesmo numero de residuos (279 e 430
respectivamente) e com 72% e 58%, respectivamente, de identidade em relagédo a PhoB e a
PhoR de E. coli (Makino et al., 1986a; Makino et al., 1986b; von Kruger et al., 1999).

Recente analise protedmica comparativa de cepas selvagem e de um mutante isogénico
phoB de V. cholerae O1 cultivados em baixos niveis de Pi evidenciou fung¢des relacionadas ao
metabolismo e transporte de Pi dependentes de PhoB/PhoR e fungbes importantes a
patogenicidade e sobrevivéncia mas nem todas dependentes de PhoB/PhoR (von Kruger et al.,
2006). O conjunto de genes cuja expressao é controlada pelo sistema de dois componentes

PhoB/PhoR em resposta as concentragcdes extracelulares de Pi constitui o regulon Pho e tém
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funcbes na captacgao, transporte e metabolismo de Pi e até mesmo em viruléncia (von Kruger et
al., 2006). Dentre estes podemos destacar o gene vc_a0033 da fosfatase alcalina (PhoA),
considerada reporter do regulon Pho em bactéria (Majumdar et al., 2005) e uma OMP, produto
do gene vc_a1008, uma porina putativa, aparentemente essencial ao processo de colonizagao
intestinal de camundongos (Osorio et al., 2004). Uma observagao importante foi a de que a
mutagcdo em phoB causou uma reducdo na habilidade de colonizacao intestinal das cepas de V.
cholerae, indicando que realmente algum(ns) fator(es) de viruléncia da bactéria seja(m)

regulado(s) pelo sistema PhoB/PhoR (von Kruger et al., 1999; von Kruger et al., 2006)

1.5 Sais biliares: detergentes biolégicos do trato intestinal

A presenca de sais biliares, assim como alteracdo na osmolaridade, pH, temperatura e
nivel de oxigénio, entre outros, é sinal que a bactéria deve perceber e responder
adaptativamente quando entra em um determinado ambiente. No trato gastrintestinal humano,
por exemplo, ela encontra a bile, uma secrecao digestiva aquosa de compostos organicos e
inorganicos (Tabela 1) com papel de emulsificacdo e solubilizagdo de lipideos. A bile também
afeta os fosfolipideos e proteinas das membranas e perturba, assim, a homeostase celular.

Os acidos biliares, cerca de 50% dos compostos organicos da bile, sdo sintetizados no
figado a partir do colesterol por um complexo multienzimatico (Figura 7). Apds secregcao no
duodeno, os acidos biliares sdo conjugados por ligagcdes peptidicas a glicina ou taurina e os
produtos sdo denominados sais biliares, completamente solUveis em pHs fisiol6gicos ao
contrario de seus &cidos. Durante sua passagem, pelo intestino grosso, a flora residente
transforma os sais biliares que sofrem desconjugacdo, liberando acidos biliares livres
modificados (Figura 7) (Begley et al., 2005).

A acdo microbiana dos sais biliares € dada por sua propriedade detergente que

desestabiliza a membrana plasmatica, além disto, eles induzem a formacao de estruturas
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secundarias em moléculas de RNAs, causam danos no DNA, desnaturacdo de proteinas e

estresse oxidativo pela geragao de espécies reativas de oxigénio (Begley et al., 2005).

Tabela 1 - Constituintes majoritarios e propriedades da bile hepatica humana.

Constituinte/ propriedade

Sédio (mmol/L) 145
Potassio (mmol/L) 4
Cloro (mmol/L) 90
Sais biliares (mmol/L) 40
Colesterol (mmol/L) 3
Fosfolipideos (mmol/L) 7
Peso seco (mg/mL) 20
Osmolaridade (mOsm/L) 280
pH 7,5-8,0

Adaptado de Begley, Gahan et al., 2005

Microorganismos entéricos sao sujeitos a concentragdes de bile que podem variar entre
0,2-2,0% no intestino delgado (Hung & Mekalanos, 2005). Os mecanismos usados pelas
bactérias gram-negativas para resistir aos efeitos deletérios da bile sédo os lipopolissacarideos
(LPS) (Nesper et al., 2002), bombas de efluxo e alteragcées da permeabilidade da membrana

externa, por meio de alteragdo ou perda de porinas (Poole, 2002).
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Figura 7 — A- Estruturas quimicas dos principais acidos biliares da bile humana. B-Todos os sais
biliares sdo conjugados com glicina ou taurina antes da secregdo. C- Acidos biliares séo
anfipaticos e podem auto associar para formar agregados macromoleculares chamados micelas
Adaptado de Begley, Gahan et al., 2005.

Existem evidéncias de que &cidos biliares servem como estimulo in vivo para modular a
expressdo de muitos processos e fatores celulares (Alvarez et al., 2003; Provenzano & Klose,
2000; Wibbenmeyer et al., 2002). Aparentemente os acidos biliares funcionam como um sinal
quimiotéatico e induzem a hipermotilidade, mudangas na composi¢cao de porinas da membrana
externa da célula e formacédo de biofilme (Begley et al., 2005). Além disto, a bile modula a
producdo de fatores de viruléncia dependentes e independentes de ToxT (Butler & Camilli,
2004; Gupta & Chowdhury, 1997; Hung et al., 2006; Prouty et al., 2005; Provenzano & Klose,
2000). Ha evidéncias de que a bile causa uma reducao na expressao de CT e TCP em cepas
do biotipo classico (Gupta & Chowdhury, 1997). Curiosamente, estudos recentes utilizando
acidos biliares purificados mostraram uma ativacdo da expressdao de CT e TCP, de modo

independente de ToxT, mas dependente de ToxR/ToxS também em cepas classicas de V.

cholerae (Hung & Mekalanos, 2005). Além destes efeitos a bile ou sais biliares purificados
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causam aumento na expressdo de OmpU (Chakrabarti et al., 1996), porina cuja expressao é
diretamente regulada por ToxR/ToxS (Figura 5). Nao se sabe, entretanto, como estes
reguladores centrais de genes de viruléncia sao afetados pela bile.

Em V. cholerae, LPS, bombas de efluxo (TolC) e uma expressdao aumentada da porina
OmpU, sé@o os fatores descritos até o momento como importantes a tolerancia a bile in vitro
(Begley et al., 2005). Recentemente, foi demonstrado que a bile estimula a produgéo de biofilme
em duas cepas de V. cholera O1 e que as células dentro do biofilme sdo mais resistentes a

toxicidade da bile que as células plancténicas (Hung et al., 2006).

1.6 Proteinas de membrana externa (OMPs)

As proteinas de membrana externa (OMPs) em V. cholerae sao um dos diversos fatores
que estdo envolvidos na interacdo entre a bactéria e o meio ambiente, incluindo o epitélio
intestinal, e conferem resisténcia a sais biliares e a fatores de defesa do hospedeiro (Nikaido &
Vaara, 1985). Em V. cholerae ja foram identificadas oito OMPs principais e dentre elas, OmpU e
OmpT sdo as mais bem caracterizadas. Ambas sado porinas com diferentes propriedades
eletrofisiologicas, OmpU é mais permeavel a cations e OmpT possui baixa seletividade idnica
(Chakrabarti et al., 1996; Simonet et al., 2003). Além disto, OmpU, aparentemente possui um
papel na adesdo bacteriana (Sperandio et al., 1995) e esta relacionada a protecdao contra
peptideos antimicrobianos e aos sais biliares (Mathur & Waldor, 2004). Quando V. cholerae se
encontra na presenga de bile a porina OmpU tem sua expressdo aumentada com concomitante
reducéo nos niveis de OmpT na membrana externa, sugerindo que OmpU seja necessaria para
resisténcia a bile. Isto provavelmente se deve ao fato de que os poros de OmpT sao
bloqueados por sais biliares enquanto que OmpU nao é afetada por componentes da bile, ja
que seu poro possui seletividade catibnica (Provenzano et al, 2001). Além disto, OmpU é

essencial para V. cholerae montar uma resposta de tolerancia a acidos organicos in vitro
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(Merrell et al., 2001). Apesar destas fungdes atribuidas a OmpU in vitro, mutantes em ompU
nao tém a capacidade de colonizagao alterada em modelos animais, sugerindo que esta porina
nao é requerida in vivo; resultado semelhante foi observado para mutantes em ompT (Osorio et
al., 2004; Provenzano et al., 2001).

Recentemente, uma nova proteina de V. cholerae, VC_A1008, foi caracterizada como
uma OMP expressa em V. cholerae sob limitacdo de fosfato inorganico (Pi) (von Kruger et al.,
2006). A montante do gene correspondente foi detectada uma seqtiéncia com caracteristicas de
caixa Pho sugerindo que vc_al008 seja membro do regulon Pho de V. cholerae.
Diferentemente do que foi observado para ompU e ompT, mutacado no gene vc_a71008 tornou a
V. cholerae 40 vezes menos infectiva em camundongos do que as cepas selvagens, sugerindo

que VC_A1008 seja necessaria para a colonizacao intestinal (Osorio et al., 2004).

1.7 Biofilme: uma resposta ao estresse

As bactérias em ambientes aquaticos sdo raramente encontradas na forma planctonica
ou de vida livre, na sua maioria estdo associadas a superficies sélidas na forma de biofilme
(Costerton et al., 1987). O biofilme é uma comunidade estruturada de bactérias imersa em uma
matriz de exopolissacarideos que se adere a superficies bidticas e abibticas (Costerton et al.,
1987). E um problema médico, industrial e ambiental, em grande parte porque essas
comunidades tém caracteristicas tais como resisténcia extrema a antibiéticos e a biocidas
quimicos, diferentemente das bactérias de vida livre (Hoyle & Costerton, 1991). Exemplo de
biofilmes bacterianos sdo os formados sobre rochas em minas, em dutos de agua potavel e
tubulagcées de aparelhos de ar condicionado (Edwards et al., 2000) nas superficies expostas
dos dentes, causando corrosbes, caries dentarias e outros problemas com implicagbes
indesejaveis a saude (Kolenbrander & London, 1993).

V. cholerae também forma biofilmes e esta propriedade, crucial ao seu sucesso como



29

um organismo ambiental, também tem contribuido para o surgimento de epidemias e
pandemias e também para patogenicidade propriamente dita (Kierek & Watnick, 2003; Watnick
& Kolter, 1999). Formacao de biofilme e a entrada em um estado viavel, mas nao cultivavel, em
resposta a falta de nutrientes, sdo fatores importantes por facilitar a persisténcia no habitat
aquatico natural durante periodos entre epidemias, quando a bactéria se encontra em
associacao com planctons, crustaceos, insetos, e plantas (Reidl & Klose, 2002).

Os biofilmes formados por V. cholerae oferecem defesa contra diferentes estresses
ambientais incluindo predagao por protozoarios (Matz et al., 2005), luz ultravioleta (Espeland &
Wetzel, 2001), agentes oxidantes (Elkins et al., 1999), metais toxicos (Teitzel & Parsek, 2003),

sistema imune do hospedeiro (Jefferson, 2004) e agentes antimicrobianos (Jefferson, 2004).

Figura 8 - Micrografias de diferentes fracdes de fezes de pacientes com célera. A- células
planctonicas e B- biofilme. Adaptado de Faruque, Biswas et al., 2006.

A formagéao de biofilme por V. cholerae envolve trés estagios distintos, o plancténico, a
monocamada e finalmente o biofilme, controlados por varias vias reguladoras (Figuras 8 € 9). O
estagio plancténico consiste em bactérias de vida livre que podem possuir ou ndo apéndices
como flagelo e pili tais como o pilus regulado por quitina e TCP (Kachlany et al., 2001; Sauer &
Camper, 2001). A auséncia destes apéndices aparentemente ndao impede o processo, mas ha
relatos de que eles aceleram a formacao dos biofilmes (Klausen et al., 2003; Watnick & Kolter,

1999; Watnick et al., 2001).
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A monocamada é formada por células plancténicas associadas a uma superficie (Figura
9-1), esse processo pode ser estimulado pela hemaglutinina sensivel a manose (MSHA), um
pilus do tipo IV (Watnick et al., 1999). Para formar microcolénias as bactérias se movem ao
longo do substrato (Figura 9-2) e aderem umas as outras e iniciam a sintese de
exopolissacarideos através da expressao de genes vps (sintese de polissacarideo em Vibrio)
(Yildiz & Schoolnik, 1999) (Figura 9-3). Finalmente uma estrutura tridimensional organizada, o
biofilme, é formada (Figura 9-4). Esta estrutura € composta de pilares de bactérias cercados por
canais de agua pelos quais nutrientes atingem as bactérias associadas ao biofiime e
metabdlitos tdxicos podem ser transportados para fora da estrutura (Costerton et al., 1995).
Bactérias podem se desassociar dos biofilmes para aumentar o nimero de formas planctonicas

no meio, que podem aderir em outras superficies para formar novos biofilmes (Figura 9-5).

Figura 9 - Etapas na formacgao de biofilme. Fonte:http://biology.binghamton.edu/
davies /research.htm
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A passagem do estagio planctdnico para o biofilme e vice-versa, envolve uma série de
mudangas na expressao génica e na fisiologia da bactéria (Watnick & Kolter, 1999). V. cholerae
apresenta duas variantes de col6nias morfologicamente distintas denominadas lisas e rugosas.
A transicdo de morfotipos € uma resposta a estresses ambientais. Formacao de biofilme e
resisténcia a estresses sdo aumentadas pela transicdo do morfotipo liso para o rugoso, que
forma biofilmes bem desenvolvidos e mostram maior resisténcia a estresse osmético e oxidativo
do que colénias lisas. Maior producao de VPS por colbnias rugosas é a grande responsavel por

esse fendtipo (Morris et al., 1996; Rice et al., 1993; Wai et al., 1998; Yildiz & Schoolnik, 1999).

1.7.1 Fatores ambientais que induzem a formacao de biofilmes em V. cholerae

A formacdo de biofilmes proporciona vantagens adaptativas para as bactérias na
natureza, portanto € um modo adequado de sobrevivéncia em ambientes dindmicos, com varias
alteracdes fisicoquimicas, incluindo concentracées e disponibilidade de nutrientes. Ambientes
naturais tais como o solo, sedimentos e ambientes aquaticos sdo em geral deficitarios de
nutrientes e condigcbes limitantes de nutrientes, em geral, favorecem a formacao de biofilmes
(Steinberger et al., 2002). Entretanto, muito pouco se sabe sobre a relagdo entre baixa
disponibilidade de nutrientes especificos e a formagdo de biofilmes. Alguns estudos tém
mostrado uma ligacao entre a resposta aos niveis extracelulares de Pi, ou seja, expressao do
regulon Pho, e produgédo de biofilmes em bactérias. Em Pseudomonas sp, por exemplo, foi
demonstrado que gene(s) do regulon Pho controla(m) negativamente a formacao de biofilme em
meios deficientes em Pi (Monds et al, 2001). No patégeno de plantas, Agrobacterium
tumefaciens, por outro lado, um aumento na producao de biofilme ocorre sob limitacdo de Pi via
sistema PhoR-PhoB (Danhorn et al., 2004).

Vérios outros sinais ambientais tais como monossacarideos, nucleosideos e bile foram

descritos como ativadores da transcricdo dos genes vps e, portanto, induzem a formacéao de
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biofime em V. cholerae (Haugo & Watnick, 2002). O processo de sinalizagdo celular via
pequenas moléculas difusiveis, conhecido como quorum sensing, por outro lado, regula
negativamente a expressao do operon vps, e conseqientemente, a formagao de biofilmes por
cepas classicas de V. cholerae. Porém, ndo é certo que esta observacao se aplica para cepas
de V. cholerae do biétipo El Tor (Hammer & Bassler, 2003; Wai et al., 1999; Zhu & Mekalanos,
2003). Motilidade (Watnick et al., 2001), temperatura (Alam et al., 2007) e composi¢cao do meio
ambiente (Kierek & Watnick, 2003) também sao fatores que afetam a produgao de biofilmes por
V. cholerae. No intestino delgado do hospedeiro sdo encontrados os sais biliares, detergentes
bioldgicos que induzem um aumento na formacao biofilme por V. cholerae em LB (Hung et al.,
2006).

Portanto, nos interessamos por saber qual seria o efeito de sais biliares na producao de
biofilme por V. cholerae em condigbes em que o regulon Pho estivesse ativo. Resultados
preliminares sugerem que sob limitagdo de Pi em presencga sais biliares ocorre um aumento
expressivo na produgao de biofilme in vitro pelas cepas classicas a 30 e 37°C e pela cepa El
Tor a 22, 30 e 37°C, em relagdo aos controles, na auséncia de um componente da bile. Além
disto, o incremento de biofilme foi acompanhado por uma alteracdo no padrdao das proteinas
sintetizadas pela bactéria (Barbosa, 2006).

Como discutido acima, muito se sabe sobre fatores que induzem a formacao de biofilme
e sobre genes envolvidos no processo em V. cholerae. Mas, ainda que a formacao de biofilme
por bactérias, em geral, ocorra segundo trés etapas principais (Costerton et al, 1995),
resultados tém mostrado que os mecanismos moleculares, e portanto, as proteinas envolvidas
Nno processo, variam com a espécie e até mesmo de cepa para cepa (Pruzzo et al., 2008) e nao
ha na literatura dados sobre as proteinas do biofilme maduro e como se comparam as
expressas pelas células planctonicas. Estas informagbes dariam uma visdo mais geral das
caracteristicas fenotipicas e metabdlicas das bactérias em ambas as condigbes. Com isto em

mente, resolveu-se analisar o biofiime maduro de V. cholerae O1 N16961 em termo das
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proteinas expressas em comparagcao as células livres. Os resultados desta andlise poderiam
levar ao desenvolvimento de estratégias para o bloqueio do processo e a descoberta de alvos
para o futuro desenvolvimento de vacinas mais eficazes contra a célera. Para analise
protedbmica comparativa das células planctnicas versus biofilme a cepa escolhida foi a cepa El
Tor, N16961, que é uma das atuais responsaveis pelos surtos de célera em varios paises do
mundo e, dentre as cepas previamente testadas, foi a que apresentou maior producao de

biofilme nas condi¢des estabelecidas (Barbosa, 2006).
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2 Objetivos
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2.1 Objetivos gerais

e Identificar as proteinas expressas diferencialmente pelo biofilme maduro e células
plancténicas de Vibrio cholerae O1 e verificar o efeito de mutagcbes em genes

especificos na formacao do biofilme.

2.1.1 Objetivos especificos

e Analisar e identificar as proteinas diferencialmente expressas por biofilme e células
planctonicas da cepa selvagem N16961 El Tor de Vibrio cholerae sob limitagdo de

fosfato inorganico na presenca e auséncia de deoxicolato de sodio.

e Analisar os efeitos de mutacées em genes relacionados a viruléncia e a resisténcia a
bile, na formagéo de biofilme pela cepa N16961 El Tor de Vibrio cholerae, sob limitagdo

de fosfato na presenca ou auséncia de deoxicolato de sddio.
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3 Material e Métodos
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3.1 Cepas bacterianas e meios de cultura.

As cepas de V. cholerae utilizadas estao listadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Cepas de V. cholerae O1 utilizadas neste trabalho.

Cepas* Descricao
N16961SR  mutante Sm" espontaneo derivado da cepa El Tor N16961

WK10 mutante phoB de N16961SR, Sm" e Km'
CG4 mutante vca71008 de N16961SR, Sm' e Km'
CG6 mutante ompU de N16961SR, Sm" e Km'
CG5 mutante toxR de N16961SR, Sm' e Km'

* As cepas listadas foram obtidas no laboratério; Sm" — resistente a estreptomicina e Km' —

resistente a canamicina

Os meios de cultura utilizados foram LB (bacto-triptona 1%, extrato de levedura 0,5%,
NaCl 1%) pH 7,4 ou LB-agar 1,5% (Sambrook et al., 1989). Para o cultivo em concentragbes
conhecidas de fosfato inorganico (Pi) foi utilizado o meio TG (Tris-glicose) contendo: uma
mistura de sais (NaCl 80mM; KCI 20mM; NH,ClI 20mM; Na,SO, 3mM; MgCl, 1mM; CacCl,
0,2mM) em Tris—HCI pH 7,4, suplementado com glicose 0,2%, tiamina 0,01M e KH,PO, nas
concentracdes finais de 65uM para crescimento em nivel baixo (LP) ou 6,5mM para
crescimento em nivel alto de Pi (HP) (Echols et al., 1961; von Kruger et al, 1999). A
composicao basica do MG é a mesma do TG, exceto pelo uso do acido 3-[N-
morfolino]propanosulfénico (MOPS) 1,65mM pH 7,4 como agente tamponante ao invés do Tris-
HCI. Para MGHP ou MGLP foram utilizadas as mesmas concentracdes finais de KH,PO,
mencionadas acima para TGHP/LP. O meio MG também foi utilizado para o cultivo em

concentragcdes conhecidas de Pi. Quando necesséario deoxicolato de sodio (DOC) a 0,2%,
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estreptomicina (Sm) a 100ug/mL e canamicina (Km) a 50ug/mL foram adicionados aos meios. A
temperatura de incubagao para os crescimentos em LB, TG e MG foi de 37°C sob agitagao de

200rpm.

3.2 Crescimento celular e preparacao de lisado total para eletroforese bidimensional

(2D)

O crescimento celular para preparo de lisados para andlise por eletroforese bidimensional

foi feito por diversos métodos para conseguir quantidade de células formando biofilme.

3.2.1 Meétodo 1

As bactérias foram crescidas em TGLP sem e com DOC (0,2%), em frascos cénicos de
vidro, sob agitagao de 200rpm a 37°C por 24 ou 48h. Cada frasco conico tinha capacidade de
125ml, dentro do qual foram adicionados 20 mL do meio. As culturas em TGLP continham
apenas células plancténicas, as culturas em TGLP/DOC continham células plancténicas e
biofilme, formado por células aderidas as paredes do frasco. Células livres foram coletadas por
centrifugacdo das culturas (12.000g por 10min a 15°C) e o biofilme foi coletado por raspagem
da superficie do frasco, seguido de centrifugacdo nas mesmas condicées. Células e biofilme
foram lavados 1 vez com tampéao fosfato-salino, PBS (NaCl 140mM, KCI 2,7mM; Na,HPO,
8mM; KH,PO, 1,5mM, pH 7,4) e os sedimentos foram ressupensos em tampao de lise 1 [uréia
8M, tiouréia 2M, Triton X-100 4% v/v, DTT 50mM, Pharmalyte (SIGMA) 0,5% v/v] (Berkelman &
Stenstedt, 2003) por 2 horas a temperatura ambiente (von Kruger et al., 1999). Para uma
DOegpo=10 foram usados 500uL do tampéao de lise. As proteinas nos lisados foram precipitadas
com TCA 10% por 30min em gelo e o precipitado foi coletado por centrifugacdo 30.000g por

30min a 14°C (Sambrook et al., 1989). Os sedimentos contendo as proteinas nao solubilizadas
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no tampao de lise 1 foram ressuspensos no tampao de hidratacao (uréia 8M; ASB-14 1% v/v;
DTT 50mM; Pharmalyte® (SIGMA®) 0,5% v/v; azul de bromofenol 0,002% p/v) (Berkelman &
Stenstedt, 2003) e as solugdes foram submetidas a ultracentrifugcdo a 66.0009/30min/4°C.
Sobrenadantes e sedimentos foram separados e esses foram ressuspensos no tampéao de
hidratagdo mencionado acima. Ambas as solugdes foram utilizadas para reidratar tiras de
poliacrilamida Ready strip IPG strip® de 7cm, pH 4-7 (GE Healthcare), para a focalizagdo

isoelétrica, a primeira parte da analise 2-D.

3.2.2 Meétodo 2

As bactérias foram crescidas em meio TGLP sem e com DOC (0,2%), em placas de Petri
de plastico sem agitagdo por 48h a 37°C. As culturas em TGLP continham apenas células
plancténicas, as culturas em TGLP/DOC continham células plancténicas e biofilme, formado por
células aderidas a placa. Células e biofilme foram coletados por centrifugacdo seguida de 3
lavagens com PBS e os lisados foram preparados exatamente como descrito no item 3.2.1

“Método 1”.

3.2.3 Método 3

As células foram cultivadas por 48h em MGLP pH 7,4 sem e com DOC (0,2%) a 37°C,
sem agitacdo, em placas de Petri de plastico. As culturas em MGLP s6 continham células
planctonicas e as culturas em MGLP/DOC s6 continham biofilme. Os sedimentos das células
plancténicas e biofilme, ap6s serem lavados 3 vezes com PBS, foram ressupensos diretamente
em tampao de lise 2 (uréia 8M, tiouréia 2M, ASB-14 1% v/v, DTT 50mM, Pharmalyte (SIGMA)
0.5% v/v) (Berkelman & Stenstedt, 2003) e os lisados foram preparados como descrito no item

3.2.1, Método 1. Apés a ultracentrifugacao, os sedimentos (muito pequenos) foram desprezados
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e 0s sobrenadantes de ambos, células plancténicas e biofilme, foram tratados com reagentes

do “Clean Up Kit’ (GE Healthcare).

3.3 Extracao das proteinas de membrana externa ligadas a parede celular (OMPs-Pg)

OMPs-Pg (outer membrane proteins ligadas ao peptideo glicana) foram extraidas de
bactérias e biofilme cultivados como descrito no item 3.2.3, segundo 0 método de Rosembusch
(1974), com modificagbes. Sedimentos lavados de células planctonicas e biofilme foram
ressuspensos em 500uL de Tris-HCI 20mM pH 7,5 com PMSF 5mM e rompidos por sonicagao
(quatro ciclos de 20 pulsos de 1 segundo, em banho de gelo). Aos lisados foram adicionados
5uL de RNase (10mg/mL) e 3uL de DNase (1mg/mL). O material foi incubado por 20min a
37°C, e ultracentrifugado, em seguida, a 66.000g por 30min a 4°C. Os sobrenadantes foram
descartados e os sedimentos foram ressuspensos individualmente em 500uL de PBS com N-
lauril sarcosinato de sédio 1% e incubados por 30 minutos a temperatura ambiente, seguido de
ultracentrifugacdo a 66.000g por 60min a 4°C. Os sobrenadantes foram descartados e os
sedimentos, ressuspensos em 500uL de SDS 2% em Tris-HCI 20mM pH 7,5, foram incubados
por 30 minutos a temperatura ambiente. O material foi novamente ultracentrifugado a
66.000g9/60min/15°C, os sedimentos foram ressuspenso em 500uL de solucao (NaCl 0,4M;
EDTA 5mM; azida de sbédio 5mM e B-mercaptoetanol 0,05%) e incubado por 2 horas a
temperatura ambiente. Apés uma nova etapa de ultracentrifugacao (66.000g por 2h a 15°C) os

sobrenadantes foram analisados por SDS-PAGE, como descrito no item 3.4.1.
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3.4 Analise eletroforética de proteinas

3.4.1 Gel unidimensional (SDS-PAGE)

O lisado total para analise por eletroforese unidimensional foi feito a partir de células
ressuspensas em PBS na propor¢ao: DOggonm X volume de cultura (ml) = 0,25, foi utilizado 20uL
de mistura 1:1 de PBS e tampéao de amostra 2x (glicerol 20%, SDS 4%, azul de bromofenol
0,2%, DTT 122mM, Tris—HCI 0,1M pH 6,8). Apés 100°C/5min a suspensao foi centrifugada a
16.000g por 10min e o sobrenadante submetido a eletroforese (Sambrook et al., 1989). As
amostras protéicas dos lisados de células planctdnicas e biofilme foram analisadas por SDS-
PAGE em gel de poliacrilamida 12,5% (Laemeli, 1970). O gel foi corado com solucao de azul de
Coomassie (Coomassie Blue R-250 0,25% em metanol 45% e acido acético glacial 10%)
durante a noite e descorado com uma solugéo contendo metanol 30% e acido acético glacial

10%.

3.4.2 Gel bidimensional (Focalizacao isoelétrica e SDS-PAGE)

Para a primeira dimensao, a focalizacao isoelétrica (Fl), foram utilizadas /mmobiline Dry
Strips® (GE Healthcare) de 7cm ou 11cm e a focalizagéo foi realizada no equipamento Multiphor
II® (GE Healthcare) acoplado a fonte EPS-3501XL® (GE Healthcare), sob refrigeracéo a 20°C.
Amostras de proteinas contendo cerca de 100ug/120uL ou 200ug/200uL foram utilizadas para
reidratar, respectivamente, tiras de poliacrilamida Immobiline Dry strip de 7cm e de 11cm, pH 4-
7 (GE Healthcare) durante a noite no suporte Immobiline Dry Strip Reswelling Tray® (GE
Healthcare). Cada tira reidratada foi submetida a Fl de acordo com instrugbes da GE
Healthcare. Ap6s a focalizacao isoelétrica e antes da segunda dimensao, cada tira foi incubada

em solucao de equilibrio (Tris-HCI 50mM pH 7,8; uréia 6M; glicerol 30% v/v; SDS 2% p/v; azul
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de bromofenol 0,002% p/v) em duas etapas de 15min, a temperatura ambiente e agitacdo
suave: (a) em solugao acrescida de 10mg/mL de DTT como agente redutor e (b) na mesma
solugdo contendo 25mg/mL de iodoacetamida como agente alquilante. Por fim, cada tira foi
apoiada lateralmente sobre um papel de filtro, para retirada do excesso de solucao, e aplicada
sobre o gel de poliacrilamida 12,5%, ao lado de uma amostra de um padrdo de proteinas (14,4-
116kDa, Fermentas), para futura determinacdo das massas moleculares relativas de cada spot.
A segunda dimensao, SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12,5%, de dimensdes 12,5cm x
26cm x 0,5mm de espessura montado sobre um filme GelBond PAG film (Amersham Pharmacia
Biotech)(Westermeier, 2001), também foi realizada no Multiphorll (GE Healthcare) de acordo
com as instrugdes do fabricante. Apos a eletroforese, o gel foi incubado por uma hora na
solucao de fixagao (etanol 30%, acido fosfdérico 2%), lavado rapidamente (acido fosforico 2%) e
corado (Coomassie Blue G-250 0,1% p/v em etanol 18%, acido fosforico 2%) por 72 horas. Os
géis foram digitalizados no ImageMaster LabScan v3.01 (com resolucdo de 300dpi) e
analisados no programa ImageMaster Platinum v1.0 (GE Healthcare). Para dosagens de
proteinas nas amostras dos lisados foi utilizado o método de Bradford (Bradford, 1976) e

solugéo de albumina de soro bovino (BSA) como padréo.

3.5 Analise de imagens dos géis bidimensionais

A andlise das imagens foi feita pelo programa ImageMaster Platinum v1.0 (GE
Healthcare), conforme recomendacées do manual (Berkelman & Stenstedt, 1998).
Resumidamente os spots nos géis foram inicialmente detectados automaticamente e, em
seguida, submetidos a uma analise manual mais apurada para identificar possiveis erros de
detecgao. A seguir foi feita a remocao do background e normalizagao.

Para andlise das proteinas diferencialmente expressas foram comparadas amostras de

duas condi¢des: células planctonicas versus biofilme. Para cada condigdo foram obtidos géis
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em triplicata. Cada gel do conjunto de triplicatas foi denominado “gel membro”. Os trés géis
membros foram sobrepostos e um “gel mestre” foi obtido para cada condigao, contendo apenas
0Ss spots comuns aos géis membros. A posicdo e densidade otica de cada spot nos géis
“mestre” é uma média dos valores obtido para o0 spot nos géis membros. Spot ndo presente em
todos os 3 géis membros ou cujo volume relativo diferiu mais de 20% entre eles nao foi
considerado para as futuras analises.

Para identificar proteinas especificas de cada condicdo estudada, intersegbes de dois
géis mestres foram obtidas e comparadas. Spots comuns aos trés géis mestres foram
considerados diferencialmente expressos quando seu volume relativo variou em mais de 3
vezes de um gel para o outro. O volume relativo de um spot protéico (% Vol) € um valor
normalizado, que o torna relativamente independente de variagbes entre géis, geralmente
causadas pelas condicoes experimentais (Amersham Biosciences & Genenbio, 2003). O
volume relativo, %Vol, é expresso como abaixo: onde, Vol € o volume do spot de interesse e

Vols é o volume de cada spot S em um gel contendo n spots.

%Vol = V—Ol x100

n

ZVOZS
S=1

3.6 Analise das proteinas por espectrometria de massas

Fragmentos do gel bidimensional contendo spots individuais foram removidos com o
auxilio de uma lamina e transferidos para um tubo, previamente lavado com metanol. Cada spot
no fragmento de gel foi descorado com 1mL de acetonitrila 50% em bicarbonato de amdnio
25mM pH 8,0 por 40min a temperatura ambiente. O liquido foi descartado e sobre cada

fragmento foram colocados 10uL de acetonitrila 100%; ap6s seco sob vacuo em Speed-Vac

por 20 minutos, cada fragmento foi incubado com 10uL de uma solucao de tripsina 10ug/mL em
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bicarbonato de aménio 25mM pH 8,0 (Porcine Trypsin, Promega), durante a noite a 37°C, para
digestdo da proteina in-gel. O volume remanescente da solugdo de tripsina, que nao foi
absorvido pelo gel, foi transferido para um tubo limpo. Cada fragmento foi lavado duas vezes
por 30 minutos com 25uL de uma solugao contendo acetonitrila 50% e &cido trifluoroacético 5%,
e as solugdes de lavagem foram reunidas ao tubo com a solugédo de tripsina. O volume da
mistura foi reduzido para 5uL sob vacuo (Speed-Vac) e entdo passado em colunas de C18
para remover possiveis contaminantes. A amostra foi misturada com a matriz de acido a-ciano
4-hidroxicinamico (CHCA) em solugdo 50% de acetronitrila e 1% de &cido trifluoroacético e
analisados no aparelho MALDI-TOF/TOF (4700 Explorer Proteomics Analyzer, Applied
Biosystems). Nesta técnica, para a dissociagdo por colisdo do ion precursor, foi utilizado N,
como géas indutor, a pressdo de 2,8x10° torr. As massas dos picos do espectro resultante,
devidamente calibradas, foram utilizadas para buscas no banco de dados através do programa

Mascot (Matrix Science) (Perkins et al., 1999).

3.7 Identificacao das proteinas

As buscas nos bancos de dados foram feitas pela interface do Mascot (Perkins et al.,
1999), utilizando o banco de dados do NCBI, e 0 modo de busca por identidade e considerando
o incremento de massa resultante da alquilacdo das cisteinas pela iodoacetamida durante a

etapa de equilibrio das tiras eletrofocalizadas.
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3.8 Analise computacional das proteinas hipotéticas

Uma série de ferramentas computacionais foi usada com o intuito de predizer fungbes
para as proteinas hipotéticas. O programa BLASTp foi usado para procurar similaridades de
sequéncias (Altschul et al., 1990). Os 6perons foram preditos utilizando o programa Operon

Predicting in Microbioal Genomes (Ermolaeva et al., 2001).

3.9 Ensaio de formacao de biofilme

As cepas bacterianas selvagem e mutantes foram crescidas durante a noite sob
agitacao a 37°C em meio LB com os antibiéticos apropriados. No dia seguinte as culturas foram
diluidas para uma densidade ética (DOggo) de 0,5 nos meios LB, MGLP e MGLP/DOC e 100uL
foram colocados em pocos de placas de microtitulagdo de PVC com fundos arredondados. As
placas foram, entdo, cobertas com um plastico adesivo, pequenos furos foram feitos no plastico
sobre cada poco e as placas foram incubadas a 22°C e 37°C.

Apds 24h, os pogos foram lavados com agua destilada, cobertos individualmente com
200pL de solugcdo aquosa de cristal violeta 0,1% e deixados por 1 hora em temperatura
ambiente. Os pogos foram lavados rapidamente com agua destilada e as bactérias aderidas
foram solubilizadas com 100uL de dimetilsulféxido (DMSQO). A densidade o6tica da solugao foi
medida por espectrofotometria a 570nm (Utrospec 3000, Pharmacia Biotsch) tendo DMSO puro
como branco.

Os resultados foram analisados como o programa GraphPad Prism 4 (GraphPad

Software, Inc) e o teste ANOVA com P<0,05.
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4 Resultados
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4.1 Efeito do meio de cultura e temperatura de incubacao na formacao de biofilme pela
cepa N16961 de V. cholerae O1

Analises preliminares mostraram que a formacdo de biofilme pela cepa N16961 de V.
cholerae O1 varia no meio em que as células se encontram e também com a temperatura de
incubacdo. Além disto, a adicdo de componentes da bile a meios de cultura, definidos e ricos,
leva a um aumento na produgdo de biofilme pela cepa (Barbosa, 2006; Hung et al., 2006). No
presente trabalho reavaliamos a formagao de biofilme pelas bactérias em meio LB, e meio
definido com altas (HP) e baixas (LP) concentracdes de Pi, na auséncia ou presenca de DOC
0,2% e em temperaturas de 22°C (temperatura média dos meios aquaticos) e 37°C

(temperatura média do hospedeiro animal) (Figuras 10 e 11).

N16961

DO 570nm

T
()

R LR L R O R
Ve 0 eV O VX 0oV 0
&OQQ\Q &0\3\0 &OQS\Q &0\3\0
PO PO
22°C 37°C

Figura 10 — Formagéao de biofilme pela cepa selvagem N16961 em LB, TGHP, TGHP/DOC,
TGLP e TGLP/DOC a 22°C e 37°C. Numero de experimentos para cada parametro > 3. As
barras representam a média dos valores obtidos e o desvio padrao.
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O padréao de formagéao de biofilme pela cepa N16961 a 22°C e 37°C foi semelhante. Ou
seja, em ambas as temperaturas quantidades semelhantes de biofilme foram produzidas em
meios ricos em Pi, LB e TGHP, e uma produgao reduzida foi observada em baixos niveis de Pi,
TGLP. A adicdo de um componente da bile, o deoxicolato de sédio (DOC), nao alterou
significativamente a formacao de biofilme em meio definido com alto Pi, TGHP, entretanto,
causou um aumento significativamente maior (P<0,05) em TGLP. Quando as duas
temperaturas sao comparadas, (Figuras 10 e 11), observamos que o DOC causou um

incremento na producao de biofilme em TGLP de cerca 7 vezes a 22°C e de 9 vezes a 37°C,

ou seja, um aumento maior a 37°C (P<0,05).

1 2 3 4 5]

Figura 11 - Biofilme produzido por N16961 a 22°C e 37°C C, ap6s 24 h, nos meios: 1- LB,
2-TGHP, 3- TGHP/DOC, 4 -TGLP e 5-TGLP/DOC. O biofilme foi corado com solu¢do de
cristal violeta 0,1%.

4.2 Analise protedomica da formacao de biofilme: eletroforese unidimensional

A formagao de biofilme em bactérias é acompanhada de uma profunda alteragdo na
expressao génica e, portanto, no perfil das proteinas expressas. Portanto, analisamos
inicialmente o conjunto de proteinas expressas pela cepa N16961 na forma planctnica versus
biofilme a 37°C em TGLP e TGLP/DOC 0,2%, isto &, nas condigdes onde producao de biofilme

foi mais abundante. Para isto as células foram cultivadas nas condi¢des descritas no item 3.2.1
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(Método 1, Material e Métodos) e os lisados totais de células planctonicas e biofilme foram
preparados e analisados por SDS-PAGE, como no item 3.4.1 (Material e Métodos).

Os padrdes protéicos de células plancténicas e biofilme apresentaram diferengas
marcantes (Figura 12). Nos pontos em vermelho na figura 12 podem ser vistas regides do géis
com algumas das bandas protéicas distintas entre as duas amostras. Portanto, decidiu-se fazer
uma segunda analise, por eletroforese bidimensional, para que as diferengas entre os padroes
fossem resolvidas com mais detalhes e as proteinas individuais pudessem ser removidas do gel

para futura identificagao.

kDa 1 2
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Figura 12 - Anadlise por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12,5% de células plancténicas (1,
TGLP) e biofilme (2, TGLP/DOC) ap6s 37°C/24h. Proteinas expressas diferencialmente estio
marcadas com pontos vermelhos. A esquerda é apresentado o padrao de massa molecular de
proteinas.

4.3 Analise proteémica da formacao de biofilme: eletroforese bidimensional (2D)

Para uma andlise protedbmica por eletroforese 2D seria necessario cultivar volumes
maiores de culturas para que tivéssemos as massas protéicas necessarias. Trés protocolos,
que diferiram basicamente nas condigbes e meio de cultivo, foram testados antes de se decidir

pelo mais adequado para a analise 2D.
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4.3.1 Crescimento bacteriano e analise dos lisados preparados como descrito no item

3.2.1- Método 1

O crescimento foi feito em frascos conicos (Erlenmeyer) em meio TGLP ou TGLP/DOC
0,2% por 48 horas/37°C com agitagao de 200rpm, como descrito no item 3.2.1. Apds o periodo
de incubacao, a cultura em TGLP s6 continha células planctdnicas enquanto que a cultura em
TGLP/DOC continha, além das células plancténicas, halos de bactérias aderidas as paredes do

frasco (biofilme) (Figura 13).

Biofilme

Células
planctonicas

Figura 13 — Crescimento das bactérias da cepa N16961 por 48h/37°C/200rpm, em frascos
cOnicos de 125mL aos quais foram inoculados 20 mL de meio TGLP (1) e TGLP/DOC (2).
Lisados de células plancténicas e de biofiime derivados dessas culturas foram
preparados como descrito no item 3.2.1. Ao final desse protocolo, cada amostra deu origem a
duas solugdes protéicas: (a) que deveriam conter, preferencialmente, as proteinas do
citoplasma, periplasma e membrana citoplasmatica da célula, que foram solubilizadas com
Triton X-100 (Schnaitman, 1971) e (b) outra contendo, na sua maioria, as proteinas de

membrana externa, solubilizadas pelo detergente ASB-14 (Molloy et al., 2000). Na figura 14
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podem ser vistos seis minigéis (A-F), resultantes de uma analise por eletroforese 2D, de lisados
de células plancténicas e biofilme cultivado e preparado pelo Método 1. Para a focalizagao
isoelétrica das proteinas foram utilizadas tiras /mmobiline Dry Strips® de 7cm, gradiente de pH
4-7 e para o0 SDS-PAGE, minigéis de poliacrilamida a 12,5% de 10cm X 7cm x 0,75mm. Os géis
A e B mostram, respectivamente, as proteinas da amostra (a- soltveis em Triton X-100) e (b-
soluveis em ASB-14) preparadas a partir das bactérias cultivadas em TGLP, ou seja, de células
plancténicas. Os géis C e D contém, respectivamente, as proteinas das solugdes (a) e (b) das
células planctonicas de TGLP/DOC 0,2% e os géis E e F, as proteinas de (a) e (b) derivadas do
biofilme em TGLP/DOC 0,2%. Uma comparacgéao preliminar permite verificar diferencas entre os
perfis protéicos das células plancténicas derivadas de TGLP (minigel A) e TGLP/DOC (minigel
C). A pequena quantidade de proteinas das amostras (a) e (b) do biofiime impede uma
comparacgao dos perfis de proteinas nos géis E e F com os demais. Andlise de cada par de gel
(A x B; CxD e E xF) mostra, para todos os casos, que o gel derivado da solugéo (a) contém
inUmeras proteinas presentes também no gel da solugao (b). Isto foi demonstrado pelo fato de
que proteinas nos spots majoritarios marcados com circulos vermelho nos géis abaixo (A-F),
foram identificadas como OmpU, OmpT, VC_A1008 (fosfoporina putativa) e VC_1770
(hipotética), que sdo, na sua maioria, tipicas de membrana externa. Além disto, a quantidade
de proteinas na solucao (b), resolvidas nos géis B, D e F foi baixa. Outra limitacdo desse
método foi a pequena quantidade de biofilme (géis E e F) obtida a partir dos 20mL de cultura
testados inicialmente, o que implicaria na utilizacdo de inimeros frascos para obter a
quantidade de biofilme necessaria para uma Unica analise. Por esse motivo outros métodos de

crescimento foram testados.
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Figura 14 - Géis bidimensionais de células plancténicas e biofilme. Focalizagdo isoelétrica em
gradiente de pH 4 a 7 em tiras de poliacrilamida de 7cm e SDS-PAGE em minigel de
poliacrilamida de 12,5%. Proteinas nos géis A, C e E foram solubilizadas com Triton X-100;
proteinas nos géis B, D e F foram solubilizadas em ASB-14. Géis: A e B- células planctonlcas
de TGLP; C e D- plancténicas de TGLP/DOC, E e F biofilme de TGLP/DOC. A esquerda é
apresentado o padrao de massa molecular de proteinas.
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4.3.2 Crescimento bacteriano e analise dos lisados preparados como descrito no item

3.2.2- Método 2

Pata tentar obter uma quantidade maior de biofilme para a analise por eletroforese 2D
as células foram cultivadas em placas de petri, em 20 mL de meio, sem agitacédo, a 37°C. Para
compensar a falta da aeracdo, as placas foram incubadas por 48h ao invés de 24h. Apés este
tempo nas placas com meio com TGLP/DOC, observamos a presenca de material particulado,

que consideramos ser biofilme.

Figura 15 - Crescimento de células N16961 em placa de Petri, sem agitacdo a 37°C. 1- TGLP
(células plancténicas) e 2- TGLP/DOC (biofilme).

Uma anélise mais detalhada do material particulado da placa TGLP/DOC ao microscopio
optico de contraste de fase indicou que ele era formado por células em alta densidade e
orientadas paralelamente uma as outras em um arranjo tipico de biofilme (Cho et al., 2007).
Porém, esse material continha ainda fragmentos cristalinos em forma de agulhas; nossa
hipétese é de que fossem cristais de acido deoxicolico derivados do DOC, o que poderia ocorrer

caso o meio tivesse sido acidificado durante a incubagédo. Realmente, andlise do pH mostrou
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que, ao fim da incubagédo de 48 horas, o pH do meio era de cerca de 5, uma queda de 2,4
unidades. Consideramos que todas as células em TGLP/DOC se encontravam em biofilme e as
derivadas da cultura em TGLP, na forma planctonica (Figura 15). Para coletar as células do
biofilme em TGLP/DOC, a cultura foi centrifugada, lavada com PBS e centrifugada novamente.
Nesse processo, além de perder parte do biofilme, ndo conseguimos separar todo o precipitado
cristalino do biofilme. Ainda assim, lisados foram preparados, como descrito no item 3.2.2 e
analisados em géis uni e bidimensionais. Uma série de problemas foi observada nos géis SDS-
PAGE do biofilme, tais como, arrastes das bandas protéicas, provavelmente decorrentes de
uma ma focalizagdo das amostras, e resolucao pobre dos spots, portanto, estas amostras nao
foram analisadas posteriormente e outra condicdo de crescimento foi testada. Nesta
preparacao, entretanto, conseguimos obter uma massa maior de biofilme a partir do volume de
20mL de cultura do que no Método 1, sugerindo que o crescimento da bactéria em placa, sem

agitacao, era mais eficiente.

4.3.3 Crescimento bacteriano e analise dos lisados preparados como descrito no item

3.2.3- Método 3

Para resolver o problema da alteragdo do pH do meio durante o cultivo a solucao foi
mudar o agente tamponante. Muitos pesquisadores que trabalham com bactérias sob
deficiéncia de Pi em pH~7,0 usam o acido 3-[N-morfolino]propanosulfénico ou MOPS, que
tampona o meio entre 6,5 — 7,9 (VanBogelen et al., 1996). Assim sendo, mantivemos a mesma
composicao de sais, glicose e vitaminas do meio TG, o pH em 7,4, e substituimos o Tris-HCI
pelo MOPS no meio MG (item 3.2.3, Material e Métodos). Testes iniciais de crescimento da
bactéria em MGLP a 37°C em placas sem agitacdo e em frascos cénicos a 200rpm, mostraram
gue nessas condi¢gées o pH do meio permaneceu constante. Portanto, para o crescimento das

células plancténicas e biofilme para analise por eletroforese 2D foram utilizados meio MGLP
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pH7,4 sem e com DOC em placas. Ao final da incubacdo de 48 horas, a diferenca entre as
culturas era visivel. Enquanto a cultura em MGLP era liquida e turva, a cultura em MGLP/DOC
apresentada grumos esbranquicados e um aspecto gelatinoso. Uma observacdo mais
detalhada das culturas ao microscépio éptico em contraste de fase mostrou apenas células
plancténicas no meio MGLP e arranjos multicelulares altamente organizados imersos no meio
gelatinoso (biofilme) em MGLP/DOC (Figuras 16 e 17). Foi notéria também a diferenca do
numero de células em cada cultura e ainda que o niumero de unidade formadora de colénias
(ufc/mL cultura) ndo tenha sido determinado, foi facil observar ao microscépio que o ufc/mL em
MGLP era bem maior que no biofilme. Portanto, para se obter amostra protéica suficiente para
andlise por eletroforese 2D, para cada placa de cultura em MGLP eram feitas 4 placas com
MGLP/DOC. Para lise de bactérias livres e biofilme, neste caso, foi utilizado o tampéao de lise 2
com o detergente ASB-14 ao invés do Triton X-100 (Material e Métodos item 3.2.3) que
conhecidamente tem maior capacidade de solubilizagdo. Ao final do procedimento os dois

lisados das bactérias plancténicas em MGLP e do biofime em MGLP/DOC foram analisados

por eletroforese 2D.

Figura 16 - Crescimento de células N16961 em placa de petri, sem agitacao a 37°C por 48
horas. 1- MGLP (células planctonicas) e 2- MGLP/DOC (biofilme).
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Figura 17 — Micrografia de V. cholerae N16961 em MGLP, células planctbnicas (A) e em
MGLP/DOC, biofilme (B).

Para permitir a visualizagdo do maior nimero de spots protéicos diferenciais entre
células plancténicas e biofilme na faixa de massa molecular > 20 kDa, utilizamos para a
primeira dimensao tiras de poliacrilamida /Immobiline Dry strip de 11icm, pH 4-7 e para a

segunda dimensao géis de poliacrilamida a 12,5% de 15cm x 12cm x 0,5mm.
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Figura 18 — Proteomas de células planctonicas e biofilme da cepa N169'61“ obtidos por
eletroforese 2D: focalizacdo em gradiente de pH 4-7 em tiras de poliacrilamida Immobiline Dry
strip de 11cm e segunda dimensao por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida de 12,5%. Lisado
total de células planctonicas de N16961 em MGLP (A) e biofiime em MGLP/DOC (B).

A maioria das proteinas de células planctonicas e biofilme nos géis da figura 18
focalizaram entre pH 4-7, mas em torno do pH 7,0, em ambos géis, pode-se observar uma
coluna de proteinas basicas (pl > 7,0) precipitadas, que nao foram resolvidas nesta analise. A

grande maioria das proteinas das duas amostras também aparenta ter massa molecular relativa

entre 15 e 70kDa. Apesar destas semelhangas, uma primeira andlise mostra que ha diferencas
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marcantes entre os perfis das proteinas expressas pelas células cultivadas em MGLP e
MGLP/DOC a 37°C (Figura 18).

Para um exame mais detalhado dos géis foi empregado o ImageMaster Platinum (GE
Healthcare), como descrito no Material e Métodos (item 3.5). Este programa permitiu selecionar
243 spots protéicos diferencialmente expressos, ou seja, spots Unicos a uma condigdo, ou
presente nos dois géis, porém em volumes maiores que trés vezes de um gel para outro.
Quando um spot selecionado como diferencialmente expresso estava presente nos dois géis,
somente 0 spot expresso em maior quantidade foi coletado para identificagdo da proteina
correspondente. Dos spots selecionados 97 foram expressos preferencialmente em MGLP e

146 em MGLP/DOC (Figuras 19 e 20).
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Figura 19 - Proteoma de células plancténicas da cepa N16961 obtido por eletroforese 2D: focalizacdo em gradiente de pH 4-7 em

tiras de poliacrilamida /mmobiline Dry strip de 11cm e segunda dimenséo por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida de 12,5%. Spots
selecionados, envolvidos em vermelho e azul, foram diferencialmente expressos e os numerados em vermelho foram identificados. A
esquerda é apresentado o padrao de massa molecular de proteinas.
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Figura 20 - Proteoma de biofilme da cepa N16961 obtido por eletroforese 2D: focalizagdo em gradiente de pH 4-7 em tiras de
poliacrilamida Immobiline Dry strip de 11cm e segunda dimensdo por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida de 12,5. Spots
selecionados, envolvidos em vermelho e azul foram diferencialmente expressos e os numerados em vermelho foram identificados. A

esquerda é apresentado o padrdo de massa molecular de proteinas.
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4.4 Analise dos lisados contendo proteinas de membrana externa ligadas ao peptideo

glicano (OMPs-Pg).

Embora o tampéao de lise utilizado para preparar as amostras descritas no item 3.2.3
tenha solubilizado proteinas de membrana além das sollUveis, para se ter uma visdo mais
detalhada das OMPs de células livre e biofilme, amostras do envelope celular foram preparadas
e analisadas separadamente. Devido a baixa diversidade de OMPs nas células fez-se uma

andlise eletroforética em gel 1D (Material e Métodos, itens 3.3 e 3.4.1).
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Figura 21 - Proteinas de membrana externa de células plancténicas (1) e biofilme (2) de
N16961 analisados por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida de 11%. Proteinas
diferencialmente expressas estao marcadas e foram identificadas. A esquerda é apresentado o
padrdo de massa molecular de proteinas.
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A figura 21 mostra o gel das Omps-Pg preparadas a partir de células livres e biofilme de
N16961, cultivadas em MGLP e MGLP/DOC, respectivamente. Apesar da tentativa de aplicar
quantidades semelhantes de proteinas das amostras no gel da figura 21, vé-se que as pistas 1
e 2 contém quantidades distintas de proteinas. No entanto, perfil de OMPs das duas amostras
foi bem semelhante e as proteinas majoritarias de ambas apresentaram MM entre 35-45 kDa,
confirmando dados anteriores de analise de OMPs em amostras de V. cholerae cultivadas sob
limitagdo de Pi (von Kruger et al., 1999; von Kruger et al., 2006). As OMPs putativas de células
livres e biofilme marcadas no gel foram identificadas por espectrometria de massas (Material e
Métodos, item 3.6). Na tabela 5 pode-se notar que, além de OMPs, proteinas soluveis tais como
a ribosomal RpIB (spot 6, VC_2593) e dois fatores de alongamento FusA-2 (spot 1, VC_2342) e
TufB (spot 2, VC_0321) foram isoladas com as OMPs. Contaminagdes de preparacdes de
proteinas de membrana de bactérias com fatores de tradugéo e outras proteinas do citoplasma
e periplasma sdo normais e ja foram detectadas em preparacdes de envelope celular, por
exemplo, de E. coli (Fountoulakis & Gasser, 2003) e V. cholerae (von Kruger et al., 2006). As
OMPS propriamente ditas nas duas preparacoes foram OmpT, OmpU e a fosfoporina putativa
VC_A1008, identificada pela primeira vez em outra cepa de V cholerae também sob limitagdo
de Pi (von Kruger et al., 1999; von Kruger et al., 2006), sugerindo que células livres e biofilme

apresentam perfis semelhantes de OMP-Pg.

4.5 Proteinas expressas por células planctonicas e biofilme identificadas por

espectrometria de massas

As proteinas diferenciais entre células plancténicas (MGLP) e biofilme (MGLP/DOC 0,2%)
da cepa N16961 somaram 243 spots. Das 97 proteinas expressas preferencialmente pela
bactéria em MGLP 65 (~70%) foram identificadas e das 146 mais expressas em MGLP/DOC

foram identificadas 65 (~50%). Todas as analises foram feitas por espectrometria de massas no
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MALDI/TOFTOF, com base no perfil no peptide mass fingerprinting (PMF) e seqiiéncia de um
ou mais peptideos tripticos derivados da proteina em analise (Figuras 19 e 20, Tabelas 3 e 4).
As proteinas nao identificadas provavelmente estavam em pouca quantidade para serem
analisadas pelo MALDI/TOFTOF ou nao puderam ser identificadas no banco de dados de V.
cholerae El Tor N16961 e outras espécies de vibrio no NCBI. Vale ressaltar que somente 9%
dos genes das proteinas identificadas estédo localizados no cromossomo Il, enquanto a grande
maioria (91%) se encontra no cromossomo | de V. cholera El Tor, N16961.

Nas tabelas 3 e 4 estdo listados nimeros dos spots nos geéis 2D, dados de MM e pl,
genes, nomes e fungdes correspondentes as proteinas identificadas neste estudo de acordo
com TIGR CMR (Ermolaeva et al, 2001). A maioria das proteinas apresentou valores
experimentais de massa molecular e pl (MM, e pls) comparavel aos teéricos (MM, e pl), uma
vez que as diferencas de MM ndo excederam 10kDa e os valores de pl ndo diferiram em mais
que 1 unidade de pH . Algumas proteinas, no entanto, apresentaram valores experimentais de
MM, e ple muito distintos de MM; e pl;. Valores menores de MM, podem ser explicados por
perda de peptideos sinal, no caso de proteinas secretadas e/ou clivagem proteolitica da
proteina, valores maiores de MM, podem ser atribuidos a outras modificacées pds-traducao
tais como fosforilagdo, glisosilagdo, metilagdo e cofatores (Davidson, 2007). Além disto, a
grande maioria das proteinas identificadas foi proveniente de spots Unicos de cada condigao.
Assim, dentre as de células plancténicas ~88% eram spots Unicos, no caso de biofilme os spots
exclusivos representaram ~84 % das identificadas. Curiosamente, algumas proteinas aparecem
nas duas condigdes, porém em isoformas diferentes, ou seja, com valores de MM, e ou ple
distintos. As figuras 22A e B apresentam um agrupamento de todas as proteinas identificadas
de acordo com fungdes celulares na cepa N16961, como definido no TIGR CMR (Ermolaeva et

al., 2001).
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Spot Gene MM, MM, pl ple Proteina Funcao Unico
0"
Metabolismo de energia
1 VC_2738 59843 54000 5,6 5,9 Fosfoenolpiruvato carboxicinase PckA Metabolismo de energia: X (6)
glicélise/gliconeogénese
2 VC_2738 59843 54000 5,6 5,8 Fosfoenolpiruvato carboxicinase PckA Metabolismo de energia: X (14)
glicélise/gliconeogénese
3 VC_0477 41564 20000 4,6 4.8 Fosfoglicerato cinase Pgk Metabolismo de energia: X (3)
glicélise/gliconeogénese
4 VC_0478 38918 20000 4.6 4,9 Frutose-bisfosfato aldolase, classe I Metabolismo de energia: X (1)
FbaA glicélise/gliconeogénese
5 VC_2447 45806 48000 4,7 51 Enolase Eno Metabolismo de energia: X (3)
glicélise/gliconeogénese
6 VC_2000 35282 35000 6,0 5,9 Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase Metabolismo de energia: X (1)
GapA-1 glicélise/gliconeogénese
7 VC_A0774 36971 50000 6,5 6,8 UDP-glicose 4-epimerase GalE-2 Metabolismo de energia: X (3)
agucares
8 VC_1905 39838 47000 6,2 6,3 Alanina desidrogenase Ald Metabolismo de energia: X (3)
aminoacidos e aminas
9 VC_2764 50520 56000 4,5 4,5 ATP sintase F1, subunidade beta AtpD Metabolismo de energia: X (3)
interconvercao de forca
motora
10 VC_2766 56781 55000 5,4 6,0 ATP sintase F1, subunidade alfa AtpA Metabolismo de energia: X (6)
interconvercao de forca
motora
11 VC_2767 19558 25000 5,6 6,2 ATP sintase F1, subunidade delta AtpH Metabolismo de energia: X (3)
interconvercao de forca
motora
12 VC_2089 64509 65000 6,5 6,6 Succinato desidrogenase, subunidade Metabolismo de energia: X (1)
flavoproteina SdhA ciclo do CAT
13 VC_2084 29940 32000 6,0 6,2  Succinil-CoA sintase, subunidade alfa Metabolismo de energia: X (5)
SucD ciclo do CAT
14 VC_2295 50638 54000 7,0 6,8 NADH:ubiquinona oxidoredutase, Metabolismo de energia: X (16)

translocagédo de Na, subunidade alfa

transporte de elétrons
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16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

VC_1098
VC_2412

VC_2656

VC_2493

VC_0031

VC_2642

VC_2641

VC_2362

VC_2685

VC_0941

VC_1091

VC_1091

VC_1362

42842

50994

66405

22546

59073

44465

50331

46228

33956

47506

61139

61139

36850

76000

54000

49000

21000

59000

49000

68000

22000

33000

50000

55000

60000

23000

5,8
6,0

5,9

4,8

6,1

5,0

5,1

5,0

6,5

5,9

6,3

6,3

4,9

5,9
6,2

5,7

5,1

6,3

5,5

54

55

6,5

6,5

6,0

6,4

5,0

NgrA
Acetato cinase AckA-1

Piruvato desidrogenase, componente
E3, lipoamida desidrogenase LpdA
Fumarato redutase, subunidade
flavoproteina FrdA
Biossintese de aminoacidos
3-isopropilmalato desidratase,
subunidade pequena LeuD

Acetolactato sintase Il, subunidade
grande

Argininosuccinato sintase ArgG

Argininosuccinato liase ArgH

Treonina sintase ThrC

5,10-metilenetetrahidrofolato redutase
MetF
Serina hidroximetiltransferase GlyA-1
Proteinas de transporte e ligacao
Transportador de oligopeptideo ABC
OppA

Transportador de oligopeptideo ABC
OppA

Transportador de aminoacido ABC

Metabolismo de energia:
fermentacéo
Metabolismo de energia:
piruvato desidrogenase
Metabolismo de energia:
anaerdbico

Biossintese de
aminoacidos: familia do
piruvato
Biossintese de
amino&cidos: familia do
piruvato
Biossintese de
amino&cidos: familia do
glutamato
Biossintese de
amino&cidos: familia do
glutamato
Biossintese de
amino&cidos: familia do
aspartato
Biossintese de
aminoacidos: familia do
aspartato
Biossintese de
aminoacidos: familia da
serina

Proteinas de transporte e
ligag@o: aminoécidos,
peptideos e aminas
Proteinas de transporte e
ligacao: aminoécidos,
peptideos e aminas
Proteinas de transporte e

64



28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

VC_0171

VC_0964

VC_0964

VC_1929

VC_A0945

VC_A0945

VC_A0070
VC_A0070
VC_A0070
VC_A0073

VC_1549

VC_2660
VC_0321

VC_0321

60614

18022

18022

37095

43806

43806

31671

31671

31671

28246

48244

20576

43185

43185

54000

48000

20000

34000

20000

10000

33000

27000

28000

30000

60000

27000

22000

25000

5,8

4,3

4,0

5,3

4,6

4,6

9,3
9,3
9,3
6,3

6,9

4,6
4,8

4,8

5,5

5,7

4,1

5,5

4,4

4,5

5,6
5,9
5,8
6,8

5,1

5,1
53

5,1

Transportador de peptideos ABC
Sistema PTS, glicose-especifico
componente IIA Crr

Sistema PTS, glicose-especifico
componente IIA Crr

Proteina periplasmatica ligadora de C4-
dicarboxilato DctP-2

Transportador de maltose ABC MalE

Transportador de maltose ABC MalE

Transportador de fosfato ABC PstS
Transportador de fosfato ABC PstS
Transportador de fosfato ABC PstS
Transportador de fosfato ABC , proteina
ligadora de ATP PstB-2
Transportador de glicerol-3-fosfato ABC
UgpB
Sintese de proteinas
Fator de alongamento Efp
Fator de alongamento TufB

Fator de alongamento TufB

ligacao: aminoécidos,
peptideos e aminas
Proteinas de transporte e
ligacao: aminoécidos,
peptideos e aminas
Proteinas de transporte e
ligacdo: carboidratos,
alcbois orgéanicos e acidos
Proteinas de transporte e
ligacdo: carboidratos,
alcbois orgéanicos e acidos
Proteinas de transporte e
ligacado: carboidratos,
alcbois orgéanicos e acidos
Proteinas de transporte e
ligacado: carboidratos,
alcbois orgéanicos e acidos
Proteinas de transporte e
ligacado: carboidratos,
alcbois orgéanicos e acidos
Proteinas de transporte e
ligacédo: &nions
Proteinas de transporte e
ligacdo: anions
Proteinas de transporte e
ligacédo: &nions
Proteinas de transporte e
ligacdo: anions
Proteinas de transporte e
ligacdo: outros

Sintese de proteinas:
fatores de traducéo
Sintese de proteinas:
fatores de traducao
Sintese de proteinas:
fatores de traducao

65



42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

VC_2259

VC_1915

VC_0664

VC_1219

VC_0076

VC_0576

VC_0731
VC_0731
VC_0731

VC_1621

VC_1872
VC 1101
VC_1334
VC_1154

VC_2436

VC_2568

29847

61051

58336

37049

15706

24271

22862

22862

22862

49375

74113

33282

34835

20133

47751

22240

45000

71000

61000

40000

15000

22000

21000

20000

22000

48000

54000

50000

32000

19000

47000

25000

4,8

4,5

5,0

5,1

4,5

4,7

53
5,3
53

4,8

5,5
54
5,8
4,5

4,8

4,4

5,0

4,6

5,8

5,6

4,5

5,2

4,6
4,9
4,6

4,7

5,8
6,2
5,8
4,2

4,8

4,4

Fator de alongamento Tsf
Proteina ribossomal S1RpsA
Lisil-tRNA sintetase, induzida por calor
LysU
Fenilalanil-tRNA sintetase, cadeia alfa
PheS

Processos celulares
Proteina de estresse universal A UspA

Proteina estringente de estarvacéao A
SspA
Antioxidante, familia AhpC/Tsa
Antioxidante, familia AhpC/Tsa
Antioxidante, familia AhpC/Tsa
Proteina de aglutinagéo

Proteinas hipotéticas
Proteina hipotética conservada

Proteina hipotética conservada
Proteina hipotética conservada
Proteina hipotética

Destino das proteinas
Proteina de membrana externa TolC

Peptidil-prolil cis-trans isomerase, tipo

Sintese de proteinas:
fatores de traducéao
Sintese de proteinas:
Proteinas ribossomais,
sintese e modificagao
Sintese de proteinas:
tRNA aminoacilacéao
Sintese de proteinas:
tRNA aminoacilacao

Processos celulares:
adaptacao a condi¢des
atipicas
Processos celulares:
adaptacao a condi¢des
atipicas
Processos celulares:
detoxificacao
Processos celulares:
detoxificacao
Processos celulares:
detoxificacao
Processos celulares:
patogénese

Proteinas hipotéticas:
conservada
Proteinas hipotéticas:
conservada
Proteinas hipotéticas:
conservada
Proteina hipotética

Destino das proteinas:
secrecao e trafego de
proteinas e peptideos
Destino das proteinas:
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59
60

61

62

63

64

65

VC_A1008
VC_0430
VC_0430

VC_2602

VC_A0053

VC_0543

VC_0748

VC_0323

35913
35254
35254

46818

26739

45242

44808

20650

40000
33000
33000

50000

28000

70000

45000

25000

5,9

6,3

6,2

5,9

54

4,2
6,1

6,2

6,2

6,0

6,1

6,2

FKBP FkIB

Envelope celular
Proteina de membrana externa putativa
Proteina imunogénica
Proteina imunogénica
Purinas, pirimidinas, nucleosideos e
nucleotideos
Adenilosuccinato sintetase PurA

Purina nucleosideo fosforilase DeoD-2

Metabolismo de DNA
Proteina RecA

Metabolismo intermediario central
Aminotransferase NifS, classe V

Transcricao
Proteina de antiterminacao da
transcricao NusG

dobramento e
estabilizacio das
proteinas

Envelope celular: outros
Envelope celular: outros
Envelope celular: outros

Purinas, pirimidinas,
nucleosideos e
nucleotideos: biossintese
do ribonucleotideo purina
Purinas, pirimidinas,
nucleosideos e
nucleotideos: outros

Metabolismo de DNA:
replicagcdo, recombinagao
e reparo de DNA

Metabolismo intermediario
central: outros

Transcrigdo: fatores de
transcricao
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' Spots Unicos no gel e nimero de peptideos identificados
?Proteina PhoE (von Kruger et al., 2006)



Tabela 4 - Proteinas diferencialmente expressas em MGLP/DOC
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Spot Gene MM, MM, pl: ple Proteina Funcao Unico
Q*
Metabolismo de energia
1 VC_0478 38918 42000 4,6 4,9 Frutose-bisfosfato aldolase, classe |l Metabolismo de energia: (13)
FbaA glicolise/gliconeogénese
2 VC_0477 41564 42000 4,6 4.8 Fosfoglicerato cinase Pgk Metabolismo de energia: X (15)
glicélise/gliconeogénese
3 VC_0477 41564 44000 4,6 4,7 Fosfoglicerato cinase Pgk Metabolismo de energia: X (1)
glicélise/gliconeogénese
4 VC_0477 41564 42000 4,6 4,7 Fosfoglicerato cinase Pgk Metabolismo de energia: X (2)
glicélise/gliconeogénese
5 VC_2000 35282 37000 6,0 5,6 Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase Metabolismo de energia: X (3)
GapA-1 glicélise/gliconeogénese
6 VC_2000 35282 38000 6,0 5,4 Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase Metabolismo de energia: X (2)
GapA-1 glicolise/gliconeogénese
7 VC_2000 35282 50000 6,0 4,9 Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase Metabolismo de energia: X (1)
GapA-1 glicdlise/gliconeogénese
8 VC_0336 55364 58000 4,8 49 Fosfoglicerato mutase, 2,3- Metabolismo de energia: X (1)
bisfosfoglicerato-independente YibO glicolise/gliconeogénese
9 VC_0336 55364 60000 4,8 5,0 Fosfoglicerato mutase, 2,3- Metabolismo de energia: X (2)
bisfosfoglicerato-independente YibO glicolise/gliconeogénese
10 VC_2447 45806 48000 4,7 5,1 Enolase eno Metabolismo de energia: X (3)
glicélise/gliconeogénese
11 VC_2657 27989 31000 5,1 53 Fumarato redutase, proteina ferro Metabolismo de energia: X (2)
enxofre FrdB anaerbbio
12 VC_A0897 25804 28000 5,5 5,6 6-fosfogluconolactonase Pgl Metabolismo de energia: X (2)
via da pentose fosfato
13 VC_1146 10512 10000 5,1 54 Glutaredoxina 1 GrxA Metabolismo de energia: X (6)
transporte de elétrons
14 VC_1097 76891 76000 5,0 54 Fosfato acetiltransferase Pta Metabolismo de energia: X (4)
fermentacao
15 VC_2412 50994 47000 6,0 4,8 Piruvato desidrogenase, componente E3, Metabolismo de energia: X (1)
lipoamida desidrogenase LpdA piruvato desidrogenase
16 VC_2766 56781 56000 5,4 5,9 ATP sintase F1, subunidade alfa AtpA Metabolismo de energia: (3)

interconvercao de forca



17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

VC_2641

VC_2642

VC_2642

VC_2362

VC_2157

VC_1293

VC_0125

VC_0125

VC_0125

VC_1704

VC_1704

VC_1138

46228

44465

44465

46228

31374

44925

46276

46276

46276

85046

85046

28338

49000

54000

54000

45000

31000

41000

47000

15000

15000

81000

69000

28000

5,0

5,0

5,0

5,0

55

5,1

5,6

5,6

5,6

5,2

5,2

4,9

5,4

5,3

5,2

5,3

5,6

5,4

5,7

5,2

5,3

5,4

5,4

5,2

Biossintese de aminoacidos
Argininosuccinato liase ArgH

Argininosuccinato sintase ArgG

Argininosuccinato sintase ArgG

Treonina sintase ThrC

Dihidrodipicolinato sintase DapA

Aspartato aminotransferase AspC

Diaminopimelato decarboxilase LysA

Diaminopimelato decarboxilase LysA

Diaminopimelato decarboxilase LysA

5-metiltetrahidropteroiltriglutamato--

homocisteina metiltransferase MetE

5-metiltetrahidropteroiltriglutamato--
homocisteina metiltransferase MetE

Proteina HisF (ciclase)

motora

Biossintese de
aminoacidos: familia do
glutamato
Biossintese de
aminoacidos: familia do
glutamato
Biossintese de
aminoacidos: familia do
glutamato
Biossintese de
amino&cidos: familia do
aspartato
Biossintese de
amino&cidos: familia do
aspartato
Biossintese de
amino&cidos: familia do
aspartato
Biossintese de
amino&cidos: familia do
aspartato
Biossintese de
aminoacidos: familia do
aspartato
Biossintese de
aminoacidos: familia do
aspartato
Biossintese de
aminoacidos: familia do
aspartato
Biossintese de
aminoacidos: familia do
aspartato
Biossintese de

69



29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

VC_1362

VC_1863

VC_1091

VC_0171

VC_1549

VC_0538

VC_2259
VC_2259
VC_0321
VC_0321
VC_0321
VC_2342

VC_1219

36850

28711

61139

60614

48244

36920

29847

29847

43185

43185

43185

76481

37049

36000

27000

42000

56000

71000

36000

35000

34000

50000

43000

35000

103000

40000

4,9

5,0

6,3

5,8

6,9

6,5

4,8
4,8
4,8
4,8

4,8

5,1

4,9

5,1

4,6

5,2

5,2

5,9

4,9
5,1
4,5
4,5
4,7
5,1

5,4

Proteinas de transporte e ligacao
transportador de aminoacido ABC

Transportador de aminoacido ABC
Transportador de oligopeptideo ABC
OppA
Transportador de peptideos ABC
Transportador de glicerol-3-fosfato ABC
UgpB
Transportador de thiosulfato ABC CysP

Sintese de proteina
Fator de alongamento Tsf

Fator de alongamento Tsf
Fator de alongamento TufB
Fator de alongamento TufB
Fator de alongamento TufB

Fator de alongamento FusA-2

Fenilalanil-tRNA sintetase, cadeia alfa
PheS

Processos celulares

aminodacidos: familia da
histidina

Proteinas de transporte e
ligacdo: aminoécidos,
peptideos o aminas
Proteinas de transporte e
ligacao: amino&cidos,
peptideos o aminas
Proteinas de transporte e
ligacao: amino&cidos,
peptideos o0 aminas
Proteinas de transporte e
ligacao: amino&cidos,
peptideos o0 aminas
Proteinas de transporte e
ligacdo: outros
Proteinas de transporte e
ligagéao: anions

Sintese de proteina:
fatores de traducéao

Sintese de proteina:
fatores de traducao

Sintese de proteina:
fatores de traducéao

Sintese de proteinas:
fatores de traducao

Sintese de proteina:
fatores de traducéao

Sintese de proteina:
fatores de traducao

Sintese de
proteinas:aminoacila¢ao
de tRNA
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42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

VC_0557

VC_2202

VC_0134

VC_2001

VC_2665

VC_2664

VC_A0820

VC_0855

VC_0566

VC_1343

VC_2653

19080

34278

30863

32720

10294

57153

56199

68760

48366

39326

17035

21000

35000

30000

42000

12000

56000

60000

79000

50000

41000

13000

5,2

5,1

5,2

54

5,7

4,5

5,0

4,5

5,6

4,9

4,2

5,4

5,3

5,2

55

5,3

4,7

5,3

4,6

5,5

5,1

4,1

Proteina produtora do autoindutor-2
LuxS
Proteina de quimiotaxia CheV

Proteinas hipotéticas
Proteina hipotética conservada

Proteina hipotética conservada

Destino das proteinas

Chaperonina, subunidade de 10 Kd
GroES-1

Chaperonina, subunidade de 60 Kd
GroEL-1

Chaperonina, subunidade de 60 Kd

GroEL-2

Proteina DnaK

Protease DO HtrA

Peptidase, familia M20A

Proteina transportadora de proteina
SecB

Processos celulares:
outros
Processos celulares:
quimiotaxia e motilidade

Proteinas hipotéticas:
conservadas
Proteinas hipotéticas:
conservada

Destino das proteinas:
dobramento e
estabilizacdo das
proteinas
Destino das proteinas:
dobramento e
estabilizacao das
proteinas
Destino das proteinas:
dobramento e
estabilizacao das
proteinas
Destino das proteinas:
dobramento e
estabilizacao das
proteinas
Destino das proteinas:
degradacao de proteinas,
peptideos e
glicopeptideos
Destino das proteinas:
degradacao de proteinas,
peptideos e
glicopeptideos
Destino das proteinas:
secrecgao e trafego de
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53
54

55

56

57

58

59

60

61

62

VC_2213
VC_2213

VC_2225

VC_1190

VC_2559

VC_2239

VC_2545

VC_A0637

VC_2458

VC_0472

34285
34285

22692

45799

52879

12729

19600

24078

26454

42068

36000
16000

22000

40000

55000

12000

22000

23000

30000

43000

4,7
4,7

5,1

6,3

5,6

4,6

4,6

5,1

5,5

5,0

4,7
4,8

5,4

5,4

5,6

4,9

4,7

5,4

5,7

5,2

Envelope celular
Proteina de membrana externa OmpA
Proteina de membrana externa OmpA

Purinas, pirimidinas, nucleosideos e
nucleotideos
Uracil fosforibosiltransferase Upp

Fosforibosilaminoimidazol-
succinocarboxamide sintase, putativa

Metabolismo intermediario central
Sulfato adenilato transferase,
subunidade 1 CysN

Proteina reguladora de nitrogénio P-II
GInB-2

Pirofosfatase inorganica Ppa

NAD(P)H nitroredutase insensivel a
oxigénio
Biossintese de cofatores, grupos
prostéticos e carreadores
Proteina biosintética de fosfato piridoxal
PdxJ

S-adenosilmetionina sintase MetK

Transcricao

proteinas e peptideos

Envelope celular: outros
Envelope celular: outros

Purinas, pirimidinas,
nucleosideos e
nucleotideos: recuperagao
de nucleosideos e
nucleotideos
Purinas, pirimidinas,
nucleosideos e
nucleotideos: biossintese
do ribonucleotideo purina

Metabolismo intermediario
central: metabolismo de
enxofre
Metabolismo intermediario
central: metabolismo de
nitrogénio
Metabolismo intermediario
central: compostos de
fésforo
Metabolismo intermediario
central: outros

Biossintese de cofatores,
grupos prostéticos e
carreadores: piridoxina
Biossintese de cofatores,
grupos prostéticos e
carreadores: outros

72



63

64

65

VC_0323

VC_2571

VC_0543

20650

36415

45242

21000

41000

48000

54 5,8 Proteina de antiterminagéo de Transcricao: fatores de
transcricao NusG transcricéo
45 4,7 RNA polimerase DNA dirigida, Transcricdo: RNA
subunidade alfa RpoA polimerase DNA

dependente
Metabolismo de DNA

6,2 5,6 Proteina RecA Metabolismo de DNA:
replicagéo, recombinagao

e reparo de DNA
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X (11)

(6)

X (4)

* Spots unicos no gel e nimero de peptideos identificados

Tabela 5 — Proteinas de membrana externa

Spot Gene MM, MM, Proteina Funcao
1 VC_2342 76481 86000 Fator de alongamento Sintese de proteinas:
FusA-2 fatores de traducao
2 VC_0321 43185 46000 Fator de alongamento TufB Sintese de proteinas:
fatores de traducéao
3 VC_1854 40140 44000 Proteina OmpT Envelope celular: outros
4 VC_0633 37659 42000 Proteina de membrana externa OmpU Envelope celular: outros
5 VC_A1008 35913 41000 Proteina de membrana externa, putativa’  Envelope celular: outros
6 VC_2593 29825 32000 Proteina ribossomal L2 RpIB Sintese de proteinas:

proteinas ribossomais,
sintese e modificacao

' Proteina PhoE (von Kruger et al., 2006)
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4.5.1 Proteinas de células plancténicas e de biofilme analisadas de acordo com as

categorias funcionais

As proteinas identificadas diferencialmente em células livres e biofilme (Tabelas 3 e 4)
foram classificadas de acordo com suas fung¢des celulares em 13 grupos, mostrados nas figuras
22A e B e descritos abaixo.

Metabolismo de energia- O maior grupo de proteinas expressas diferencialmente e

identificadas em ambas, células planctbnicas e biofilme foi formado por proteinas do
metabolismo de energia, 26% das proteinas identificadas, em cada caso. Cerca de 50% (8 em
17) das proteinas do metabolismo de energia das células plancténicas tém envolvimento na
glicolise/gliconeogénese e no caso do biofilme, este percentual foi de 63% (10 em 16). Além
dessas, proteinas da sintese de ATP, do ciclo do acido tricarboxilico (CAT) e do metabolismo
de acetato foram identificadas em células livres e plancténicas. As proteinas de metabolismo de
energia detectadas apenas em células plancténicas foram uma alanina desidrogenase (Ald) e
NgrA, uma subunidade da bomba de Na* (Na*-NQR), que em V. cholerae funciona na captacao
de nutrientes acoplada a extrusdo de Na* (Duffy & Barquera, 2006). Proteinas especificas do
biofilme foram a Pgl da via das pentoses e a GrxA da familia das glutaredoxinas, que protegem
contra os estresses oxidativo e &cido e choque osmatico (Fernandes & Holmgren, 2004). Em V.
cholerae uma glutaredoxina putativa (VC_2044) foi identificada entre as expressas
diferencialmente sob deficiéncia de Pi (von Kruger et al., 2006). Entre as proteinas do
metabolismo de energia de células livres e biofilme, listadas nas tabelas 3 e 4, algumas séo
especificas de crescimento sob anaerobiose, o que nédo €& surpresa considerando que 0s
cultivos em MGLP e MGLP/DOC foram feitos em placas sem agitagao.

Proteinas de transporte e ligacdo- o segundo grupo com O maior numero de

representantes entre as identificadas em células plancténicas (21%) foi o de transporte de

aminoacidos, peptideos, acucares, glicerolfosfato e Pi. Algumas destas sdo membros do
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regulon Pho, a saber, os produtos dos genes vc_a0070, vc_a0073 e vc_1549 (respectivamente,
PstS, PstB-2 e UgpB), cuja expresséo € induzida em V. cholerea em resposta a niveis baixos
de Pi, como ja havia sido observado anteriormente (von Kruger et al., 2006). Proteinas de
“transporte e ligacao” também foram identificadas em biofilme, mas representaram apenas 9%
do total e na sua maioria sdo isoformas de proteinas detectadas nas células planctonicas.
Curiosamente, apenas um membro do regulon Pho, a proteina UgpB (VC_1549), foi identificado
em biofilme, apesar do meio MGLP/DOC ser deficiente em Pi. As proteinas de “transporte e
ligagéao” identificadas s6 em biofilme foram a CysP, um transportador periplasmatico de sulfato e
tiosulfato, que é regulado em paralelo com a biossintese da cisteina em E. coli e outras
bactérias (Higgins, 1992), e o produto de vc_1863. VC_1863 foi anotada como uma proteina
transportadora de aminodacido de um sistema ABC (Ermolaeva et al., 2001), porém uma busca
por homologia no banco de dados do NCBI (Altschul et al., 1990) mostrou que a molécula tem
cerca de 80% de identidade e 90% de similaridade em seqUéncia primaria com uma proteina
ligadora dos aminoacidos basicos lisina/arginina/ornitina de V. fisheri (VF1587), portanto, é

possivel que em V. cholerae VC_1863 tenha fungdao semelhante.

Proteinas de biossintese de aminoacidos- este foi o terceiro maior conjunto de proteinas
identificadas em biofilme (19%) representado por 10% das proteinas das células plancténicas.

Proteinas de “sintese de proteinas- foram igualmente representadas em células livre e

biofilme (10%) e em ambos 0s casos e na sua maioria sao fatores de alongamento, (Tabelas 3
e 4; Figuras 22A e B), também expressos diferencialmente por outra cepa de V. cholerae sob
limitagéo de Pi (von Kruger et al., 2006).

Processos celulares- este foi um grupo bem representado em células plancténicas (14%)

e compreende proteinas com fungbes em adaptacdo a condicdes ambientais severas e
detoxicagdo, tipicamente expressas em bactérias sob condicdo de estresse como uma
estratégia de sobrevivéncia (VanBogelen et al., 1996; von Kruger et al., 2006). Proteinas com

funcbes em “processos celulares” representaram apenas 6% das identificadas em biofilme, que
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nao tém fungdes similares as identificadas nas células plancténicas. Foram elas, LuxS (produto
de vc_0557), e a CheV (vc_2202). LuxS é a sintase terminal da biossintese da molécula
sinalizadora, denominada autoindutor Al-2 (borato de furanosila), ja descrita em V. cholerae e
outras bactérias como envolvida na comunicagéo celular entre espécies e formagao de biofilme
(Gonzalez Barrios et al., 2006; Henke & Bassler, 2004; Higgins et al., 2007; Xavier & Bassler,
2003). Al-2, por outro lado é derivada de S-adenosil homocisteina (SAH) que é sintetizada a
partir do S-adenosil metionina (SAM), o principal agente metilante intracelular, que é produzido
a partir de metionina. O fluxo metabdlico da metionina, SAM e SAH é altamente regulado na
célula; portanto, é possivel que Al-2 além de sinalizador celular possa participar no controle da
biossintese de metionina nas células do biofilme (Winzer et al., 2002). CheV é uma proteina
envolvida no sistema quimio-sensitivo de muitas espécies bacterianas (Karatan et al., 2001;
Pittman et al,, 2001; Porter & Armitage, 2002), entretanto, seu papel na quimiotaxia nao é
conhecido.

Destino de proteinas- este grupo incluiu varias proteinas identificadas no biofilme (10%)

e e representado por apenas 3% das proteinas das células livres. Entre as de biofilme a grande
maioria foi de chaperoninas moleculares dos sistemas DnaK e GroE, que protegem proteinas
recém sintetizadas e desnaturadas pelo estresse de um dobramento erréneo e agregacao. Uma
outra chaperona molecular identificada em biofilme foi a SecB (VC_2653), especializada em
estabilizar polipeptideos recém sintetizados que sao exportados pelo sistema Sec de
translocagédo de proteinas (Rusch & Kendall, 2007; Zhou & Xu, 2005). Ainda no grupo do
“destino de proteinas” de biofilme foram identificadas a peptidase M20A e a protease DO
(VC_0566), também conhecida como HirA ou DegP, uma protease periplasmatica com
envolvimento na formagao de biofilme, na resisténcia a estresses diversos e viruléncia em
outras bactérias (Wilson et al., 2006; Wonderling et al., 2004). As proteinas do grupo “destino de
proteinas” identificadas em células livres foram TolC (VC_2436) e FkIB (VC_2568). TolC é uma

OMP de V. cholerae envolvida na exportacdo de toxinas, efluxo de drogas e resisténcia a
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agentes antimicrobianos, portanto, importante na sobrevivéncia da bactéria a condicbes
ambientais severas (Bina & Mekalanos, 2001). A funcdo de FkIB em V. cholerae nao é
conhecida, mas em E. coli € induzida em condi¢do de estresse e atua como uma chaperonina
participando do dobramento de proteinas e solubilizagdo de agregados protéicos heter6logos
no citoplasma da bactéria (Han et al., 2007).

Envelope celular- entre as proteinas deste grupo nos lisados de células plancténicas

foram identificadas duas isoformas de VC_0430 anotadas como membro da familia TRAP-T
(tripartite ATP-independent periplasmic transporters). Busca por similaridade em banco de
dados mostrou que VC_0430 compartilha 60% de identidade e 76% de similaridade em
sequéncia de aminoacidos com o receptor extracelular do sistema TRAP-T de Rhodobacter,
envolvido no transporte de dicarboxilatos tais como malato e succinato (Kelly & Thomas, 2001),
portanto, € uma outra proteina de “transporte e ligacao”. Além desta, a fosfoporina putativa
VC_A1008 também foi identificada no lisado de células plancténicas. Esta proteina é um
membro do regulon Pho de V. cholerae O1 (von Kruger et al., 2006), por isto, sua identificacao
entre as expressas pela bactéria nas condigbes do estudo ndo € surpresa. OmpA, a unica
proteina desta categoria expressa pelas células do biofilme, também ja foi encontrada entre as
mais expressas por V. cholerae sob limitagdo de Pi (von Kruger et al., 2006); sua funcdo na
bactéria ndo é conhecida, mas em E. coli OmpA confere resisténcia a estresses ambientais e é
vital para manutencdo da estrutura celular (Wang, 2002). As trés OMPs identificadas nas
amostras de proteinas de membrana externa de células plancténicas e biofilme foram as duas
porinas majoritarias de V. cholerae O1, OmpU e OmpT além de VC_A1008 (Figura 21).
VC_A1008 é uma fosfoporina putativa, que também foi identificada entre as proteinas soluveis
das células planctonicas. Esta proteina € um membro do regulon Pho de V. cholerae O1 (von
Kruger et al., 2006), por isto, sua identificagdo entre as expressas pela bactéria nas condigdes

do estudo ndo € surpresa.
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Proteinas de Metabolismo de purinas, pirimidinas, nucleosideos e nucleotideos,

Metabolismo de DNA e Transcricdo- poucas proteinas de células planctonicas e biofilme, entre

as identificadas, foram classificadas dentro destes trés grupos. Em alguns casos, o produto do
mesmo gene foi encontrado nas duas amostras em isoformas distintas; exemplos disto sao as
proteinas NusG e RecA (Tabelas 3 e 4). A RecA, uma proteina envolvida na recombinacao
homoéloga e reparo de DNA (Clark, 1973; Walker, 1984), nas células planctonicas (spot 63,
Tabela 3) apresentou um pl distinto e um MM, ~1,7 vezes maior que o MM,. Estas modificacoes
poderiam ser explicadas por alteracdes pbs-traducdo, a serem estudadas no futuro.

Metabolismo intermediario central- Apenas uma proteina deste grupo denominada NifS

(VC_0748) foi encontrada nas células plancténicas. Busca por homologia em bancos de dados,
mostrou que VC_0748 apresenta cerca de 80% de identidade e 89,5% de similaridade com a
proteina IcsS de E coli. IcsS é uma cisteina-desulfurase, cuja atividade fornece o enxofre (S)
que é incorporado in vivo no complexo Fe-S, que por sua vez é importante na sintese de novo
de proteinas dependentes de Fe-S e no reparo das que tenham sido danificadas pelo estresse
oxidativo (Schwartz et al., 2000). Atividades dependentes do complexo Fe-S, sdo muito comuns
a enzimas envolvidas em reagdes redox sob anaerobiose (Imlay, 2006).

Entre as proteinas do “Metabolismo intermediario central” no biofilme identificamos a
CysN da via biosintética da cisteina em E. coli que tem papel na captacao de enxofre pela
bactéria (Matijasevic et al., 1992). A GInB, por outro lado, em E coli € uma proteina sensora dos
niveis de nitrogénio extracelulares e integra sistemas de resposta a baixos e altos niveis do
elemento, através da ativacao (em deficiéncia de N) e repressao (em abundancia de N) da
glutamina sintase (Leigh & Dodsworth, 2007). Portanto, é possivel que a expressao diferencial
de GInB no biofilme de V.cholerae esteja relacionada ao seu envolvimento na captacdo de
nitrogénio extracelular e regulagdo da biossintese de glutamina. A Ppa, também identificada em
células do biofilme, é uma enzima que catalisa a hidrélise reversivel de pirofosfato (PPi),

produzindo fosfato inorganico (Pi) para as reacdes de fosforilagdo, portanto, € uma enzima
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chave no controle dos niveis de PPi e na reciclagem do Pi intracelular (Gomez-Garcia et al.,
2007). Nao ha estudos sobre a Ppa em V. cholerae, mas em Synechocystis sp, Ppa é induzida
em resposta a deficiéncia de Pi no meio extracelular para reciclar o Pi intracelular, um processo
critico em células sob limitacao de Pi (Gomez-Garcia et al., 2003).

A funcao do produto de VC_A0637, uma nitroredutase putativa insensivel a oxigénio,
também ndo é conhecida em V. cholerae, mas buscas por similaridade mostraram 57.6%
identidade e 88% similaridade em sequéncia de aminoacidos com a com NfnB/NfsB de E. col,
uma nitroredutase minoritaria da bactéria que catalisa a nitroredu¢cao de uma variedade de
compostos aromaticos estruturalmente semelhantes (Spain, 1995). NfsB de E. coli é induzida
sob estresse oxidativo, portanto € um membro do soxRS regulon, o que sugere que seja um
enzima que nao gera estresse oxidativo mas protege a célula contra ele (Koder et al., 2002).

Biossintese de cofatores, grupo prostéticos e carreadores- este grupo sé teve

representantes entre as proteinas do biofilme e as identificadas foram PdxJ (VC_2458) e Metk
(VC_0472). PdxJ ou piridoxina 5°- fosfato (vitamina B6) sintase participa da sintese da
coenzima, que € requerida por inumeras enzimas do metabolismo de aminoacidos, além disto a
vitamina B6 também protege contra o estresse oxidativo (Bilski et al., 2000). MetK, por outro
lado catalisa a condensacao de L-metionina e ATP para produzir o S-adenosil metionina (SAM)
mais PPi e Pi. Andlise da expressao génica de E. coli por micro arranjo de DNA, mostrou que
metK esta entre os genes super expressos em biofilme (Ren et al., 2004).

Hipotéticas- este grupo incluiu 6% (4) das mais expressas e identificadas em células livres
contra 3% das de biofilme (Tabelas 3 e 4); no total 7 proteinas novas de .V cholerae, cujas
fungbes ndo sédo conhecidas. Através de buscas por similaridade de seqiéncias em bancos de
dados (Altschul et al., 1990) foram feitas tentativas de inferir funcdes para estas proteinas
anotadas como hipotéticas. Abaixo estao relacionadas as proteinas de células plancténicas com

as fungoes hipotéticas que lhe foram atribuidas:
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Proteinas de transporte e ligacdo- pelo menos trés das proteinas de células livres podem

pertencer a este grupo. Séo elas, VC_1334, que tem 73% de identidade com a proteina C,
ligadora periplasmatica de tricarboxilatos do sistema de transporte Tctl (Widenhorn et al., 1989)
também identificado por similaridade em Vibrio sp (Altschul et al., 1990). A proteina VC_1101,
por outro lado, possui entre 81-85% de identidade com proteinas periplasmaticas ligadoras de
substrato de um sistema de transporte ABC nao caracterizado de Vibrio sp. Andlise da
sequéncia de VC_1872 mostrou 85% identidade com o produto do gene b1783 de E. coli
(YeaG), recentemente caracterizado como uma serina cinase, proteina de transdugéo de sinais
que permite as células sentirem e responderem a estimulos ambientais. Em E. coli YeaG é
superexpressa durante a fase estacionaria de crescimento, resposta acida e estresse salino,
sugerindo que seja importante na protecdo celular a estresses ambientais (Tagourti et al.,
2008). VC_1154 € uma proteina pequena com similaridade de sequéncia (entre 37-76%) com
outras proteinas hipotéticas de Vibrio sp, ainda nao caracterizadas.

Entre as “hipotéticas” identificadas em biofilme estdo duas proteinas com as fungdes

putativas a seguir:

Processos celulares- a proteina VC_0134 possui 54% de identidade com a Cof hidrolase
de Psychromonas ingrahamii e de outras espécies bacterianas tais como Serratia, Yersinia e
Aeromonas. Cof hidrolases quebram a coformicina, que é um nucleosideo incomum de origem
microbiana (Nakamura et al., 1974), homélogo estrutural da S-adenosil-L-metionina (SAM). Por
isto, a corformicina € comumente utilizada na clinica médica como inibidor da SAM hidrolase
(Lukey & Snyder, 1983). Essa enzima, por sua vez, quebra a molécula de SAM removendo-a da
célula e assim inibindo uma variedade de reagdes SAM-dependentes (Hughes et al., 1987). Nao
sdo conhecidas proteinas com atividade SAM hidrolase em bactérias, porém S-
adenosilhomocisteine (SHA) hidrolases ja foram identificadas em varias espécies (Shimizu et

al., 1984). Portanto, é possivel que VC_0134, participe do controle dos niveis de SAM na célula
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e assim, de todos os processos de que dependem deste cofator, incluindo biossintese de
metionina (Winzer et al., 2002).

Metabolismo de energia- A proteina VC_2001 apresenta 55% de identidade em

seqiéncia com aldose 1-epimerase de Vibrio harveyi HY01, mas ndo existem informacdes
sobre esta proteina na literatura. Porém, muitas aldose epimerases descritas em bactérias
participam do metabolismo de carboidratos e funcionam como mutarrotases, ou seja, enzimas
que catalisam a interconversdo entre formas a e 3 de agucares, denominadas anémeros (Ryu
et al.,, 2004). Curiosamente, uma aldose-1 epimerase identificada na bactéria Acidithiobacillus
ferrooxidans foi identificada como uma galactose mutarotase com um papel central na formacao
de polissacarideos extracelulares, que sdo os maiores constituintes de biofilmes bacterianos

(Barreto et al., 2005).

4.6 Identificacao de operons

Com a ajuda de ferramentas computacionais foi possivel predizer que alguns dos genes
adjacentes de proteinas identificadas fazem parte de operons no genoma da V.cholerae. Foram
eles: da gliconeogénese, VC_0477 e VC_0478; de sintese de ATP, VC_2764, VC_2766 e
VC_2767; do ciclo do CAT, VC_2084 e VC_2089; da biossintese de arginina, VC_2641 e
VC_2642; do transporte de fosfato, VC_A0070 e VC_A0073; de estabilizagdo de proteinas,

VC_2664 e VC_2665.



82

A 20+
== MGLP
8 154 == MGLP/DOC
c
2
<)
£
o
o 101
°
o
£
[
£
2 5
0-
D @ 2 2 2 2 2 D PN R L P2
< 0&’ ,bé;‘bo \, L \((b &0@ ‘é\db @,\o"b e}o\ "\\bﬁo eo\x 0&« é‘c‘? b°@
[ o O o ¥ © L9 o o @ P
60 \oo QQ‘ Q,Q‘ 900 (\\Qo QQ‘ OQQ (}0 Qob.‘ob;\\o &*00 'b‘*o
°'§Q°ebe°&b°4?>°°&\"& e’
CIFILELL ST L &
P & & o & S & &F & ©
& \0@ o TV oé’\b A\ AN X
& @ O
é,\o & ¥ &\,’6‘ &
R & o Qo‘“
N » a
> O X O
<& 6\(& ée gﬂé
.\(\“\ 6@*
oL &
&€ ®
] &
N
é\o
O
< ; ;
O Metabolismo de energia
MGLP
MGLP/DOC B Biosintese de aminoacidos
O Transporte e ligagédo de
roteinas
O Sintese deproteinas
°£1%19
g0, 4% 3% 1%1 %1% 26% gol% 4% 3% 3% 269, B Processos celulares
‘o
0,
6% O Proteinas hipotéticas
B Destino das proteinas
0,
14% 10% @ Envelope celular

B Purinas, pirimidinas,

21% 10% 9% nucleosideos e nucleotideos
@ Metabolismo de DNA

10%

O Metabolismo intermediario

central
O Transcrigdo

@ Biosintese de cofatores, grupos
prostéticos e carreadores

Figura 22 —Proteinas de células planctonicas (MGLP) e biofilme (MGLP/DOC) identificadas e
agrupadas de acordo com as categorias funcionais definidas pelo TIGR CMR. (A) Comparagéo
entre os numeros de proteinas identificadas por grupo funcional nas células livres e biofilme. (B)
Percentual de proteinas dos diversos grupos funcionais identificadas em células plancténicas e
biofilme.
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4.7 Efeito de mutacdes em genes phoB, vca1008, ompU e toxR na formacao de biofilme
pela cepa de N16961 de V. cholerae O1

O efeito de mutagdes em quatro genes, ligados direta ou indiretamente com a viruléncia
de V. cholerae O1 N16961, na formagcao de biofilme foi analisado nos meios LB, MGLP e
MGLP/DOC, nas temperaturas de 22°C e 37°C. Entre os mutantes de N16961 analisados dois
apresentam mutagées em membros do regulon Pho de V. cholerae e, por isso foram utilizados
com a finalidade de testar um possivel envolvimento do regulon na formagéo de biofilme pela
bactéria. Os mutantes selecionados foram phoB e vca1008, ambos deficientes na colonizagao
intestinal (Osorio et al., 2004; von Kruger et al., 2006). O gene phoB codifica a proteina PhoB,
reguladora de resposta do sistema de dois componentes PhoB/PhoR, que controla a expressao
génica em resposta aos niveis extracelulares de Pi. O gene vca1008 ou phoE que codifica uma
OMP, PhoE", é um membro do regulon Pho, portanto sua expressdo é ativada pelo sistema
PhoB/PhoR em condi¢cdes de baixas concentragdes extracelulares de Pi (von Kruger et al.,
2006). Os outros dois genes sdo: ompU, que codifica uma das porinas majoritarias da bactéria,
OmpU que, entre suas fungdes, protege a célula contra sais biliares in vitro (Hung & Mekalanos,
2005) e toxR, que codifica o regulador central da cascata de viruléncia e controla positivamente

a expressao de OmpU (Chakrabarti et al., 1996).
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Figura 23 — Efeito de mutagdes em ompU (CG6), phoE (CG4), toxR (CG5) e phoB (WK10) na
formacao de biofilme a 22°C pela cepa selvagem N16961 em LB, meio definido com baixo nivel
de Pi (MGLP) e MGLP complementado com DOC 0,2% (MGLP/DOC). Numero de experimentos
para cada parametro > 3. As barras representam a média dos valores obtidos e o desvio
padrao. O programa GraphPad Prism foi utilizado para as analises estatisticas.

A 22°C, temperatura normalmente encontrada nos ambientes aquaticos, todas as cepas
apresentaram uma producdo significativamente maior em LB que em MGLP e MGLP/DOC,
onde os niveis de biofilme foram baixos e similares, ou seja, um padrao semelhante de biofilme
nos meios analisados. Entre as cepas, a selvagem N16961 foi a que apresentou maior
formagédo de biofilme em LB a 22°C, seguida pelo mutante CG5 (toxR). Os mutantes CG4
(phoE), CG6 (ompl) e WK10 (phoB), por outro lado, apresentaram producao similar e mais

baixa que as cepas selvagem e CG5 (foxR) nas mesmas condi¢des (Figura 23).
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Figura 24 — Efeito de mutagdes em ompU (CG6), phoE (CG4), toxR (CG5) e phoB (WK10) na
formacao de biofilme a 37°C pela cepa selvagem N16961 em LB, meio definido com baixo nivel
de Pi (MGLP) e MGLP complementado com DOC 0,2% (MGLP/DOC). Numero de experimentos
para cada parametro > 3. As barras representam a média dos valores obtidos e o desvio
padrao. O programa GraphPad Prism foi utilizado para as analises estatisticas.

A alteracdo na temperatura de incubagao de 22°C para 37°C causou uma mudanga
drastica na producéao de biofilme pelas cepas em analise (Figuras 23 e 24). Em LB, a 37°C, as
cepas N16961 e CG6 (omplU) formaram uma quantidade de biofilme similar, alta e
significativamente distinta da produzida pelas demais (P<0,001). Em MGLP todas as cepas
produziram menos biofilme que em LB, provavelmente porque neste meio elas crescem mais
lentamente que em LB. A adicdo de DOC ao MGLP causou um incremento significativo
(P<0,05) na producao, principalmente para as cepas N16961, CG6 (ompl). Este resultado é
inesperado, considerando que a OmpU tem um papel na resisténcia da bactéria. Curiosamente,

o DOC néo alterou a quantidade total de biofilme (P>0,05) produzido pelas cepas mutadas nos

genes do regulon Pho, ou seja, CG4 (phoE) e WK10 (phoB), a 37°C, produziram quantidades
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semelhantes de biofilme em todos os meios e menores que a produzida pela cepa selvagem em
LB e MGLP/DOC, sugerindo que a proteina PhoB e a fosfoporina putativa, PhoE (VC_A1008)
possam ser importantes na formagao de biofilme pela bactéria, independentemente dos niveis

de Pi no meio (Figura 24).
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5 Discussao
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Vibrio cholerae tem como habitat natural ambientes aquaticos altamente variaveis
(nutrientes, temperatura, pH entre outros) onde milhdes de organismos disputam 0s poucos
recursos nutricionais e estdo sujeitos a substancias tdéxicas produzidas pelos seus
competidores. A temperatura média das superficies aquaticas é de 20°C (Temperature of
Ocean Water, University of Michigan. August 31, 2001) e a maior parte do fésforo encontra-se
sob a forma de compostos insoluveis que ndao podem ser utilizados diretamente na nutricdo
bacteriana (Donohue & Irvine, 2008). Portanto, nestes ambientes V. cholerae se encontra
preferencialmente em biofilmes, estruturas que conferem vantagens adaptativas, pois atuam
como barreiras protetoras (Wai et al, 1998), em grande parte devido a uma matriz
exopolissacaridica, que diminui a susceptibilidade a agentes deletérios mais diversos
(Jefferson, 2004).

Cepas patogénicas de V. cholerae, por outro lado, podem sobreviver também no
hospedeiro humano, onde encontram condigbes variadas e distintas de seu habitat natural em
termos de temperatura, variagdes de pH, nutrientes, entre outros fatores. In vivo a bactéria
encontra a temperatura em torno de 37°C, a concentragdo de nutrientes ndo é mais um fator
limitante, mas a colonizagdo do intestino humano requer que a bactéria atravesse a barreira
acida do estdbmago e resista aos efeitos deletérios dos sais biliares no duodeno. Vérios
processos em V. cholerae aparentemente co-regulam a expressao de biofilmes e de genes de
viruléncia. Um modelo proposto para infecgdo sugere que a bactéria entre no hospedeiro em
forma de biofilme resistente ao ambiente acido do estdmago, se disperse e entdo passe a
expressar os fatores de viruléncia para a colonizacdo intestinal (Zhu & Mekalanos, 2003).
Portanto, acredita-se que a habilidade de formar biofilme tenha um papel também na
infectividade e patogenicidade de V. cholerae.

Dados da literatura e do nosso grupo mostram que sais biliares induzem a formacgao de
biofiilme em LB (Hung et al., 2006) e em meio definido sob limitacdo de Pi (Barbosa, 2006).

Analises preliminares da producao de biofilme pela cepa selvagem N16961 do biotipo El Tor de
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V. cholerae O1 a temperaturas distintas, 22°C (média dos ambientes aquaticos) e 37°C (média
do hospedeiro) em meios complexo (LB) e definidos, na abundancia (TGHP) e limitagdo de Pi
(TGLP), com e sem adi¢cdao de DOC, mostraram producao de biofilme significativa aumentada
em TGLP/DOC, principalmente a 37°C (Barbosa, 2006). No entanto, a 37°C a producdo de
biofilme em TGLP e MGLP (Figuras 10, 11 e 23 ) foi menor que em LB. Baixos niveis de Pi,
portanto parecem afetar o processo negativamente. Esses resultados mostram uma diferenca
entre o observado com na cepa N16961 de V. cholerae O1 e as espécies Agrobacterium
tumefaciens (Danhorn et al., 2004) e S. typhimurium, cuja produgao de biofilme é aumentada
sob deficiéncia de Pi (Danhorn et al., 2004; Gerstel & Romling, 2001), mas similaridade com
Pseudomonas sp. que quando submetida a esta condicdo produz menos biofilme que em
abundancia de Pi (Monds et al., 2001).
V. cholerae, no entanto, forma biofilme tanto no meio ambiente, onde os niveis de Pi sdo em
geral baixos (Steinberger et al., 2002), condigdo apropriada para expressao dos membros do
regulon Pho, quanto in vivo, no trato intestinal do hospedeiro (Faruque et al., 2006), onde os
niveis de Pi devem ser altos e, teoricamente, o regulon Pho da bactéria, em teoria, ndo deveria
ser expresso (von Kruger et al., 1999). No entanto, dados da literatura mostraram que alguns
membros do regulon Pho de V. cholerae (phoU, pstC, vca_1008) sao de fato expressos in vivo
(Merrell et al., 2002; Osorio et al., 2004). Além disto, mutantes phoB e vca 1008 de V. cholerae
colonizam mal o intestino de modelos animais (Osorio et al., 2004; von Kruger et al., 1999).
Tomados em conjunto, estes dados indicam que o sistema PhoB/PhoR e alguns
membros do regulon Pho devem ter algum papel importante na sobrevivéncia da bactéria no
trato intestinal. No intestino delgado do hospedeiro ainda sdo encontrados os sais biliares,
detergentes bioldgicos que induzem um aumento na formacgéo biofilme por V. cholerae in vitro
em LB (Hung et al., 2006) e meio definido sob deficiéncia de Pi (Barbosa, 2006). Portanto, as
condigbes escolhidas para producao de biofilme pela cepa N16961 para analise protedmica

foram aquelas que permitiram sua maior produgao in vitro e que, a0 mesmo tempo, mais se
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aproximam da condicdo in vivo, isto é, presenca de sais biliares e baixos niveis de Pi para
expressao do regulon Pho.

Ja foi demonstrado que a passagem do estagio plancténico para o biofiime em V.
cholerae envolve mudancas na transcricdo genética, que resultam na produgdo da matriz
extracelular e montagem da estrutura tridimensional do biofilme (Watnick & Kolter, 1999). Em
outra analise, usando microarranjos de transcritos, os autores mostraram que genes distintos de
V. cholerae séo induzidos nas células plancténicas e nos estagios de monocamada e biofilme
maduro (Moorthy & Watnick, 2005). Embora este tipo de estudo possibilite uma visdo das
etapas do processo a nivel molecular, os resultados de uma analise de transcriptoma nem
sempre refletem o que de fato ocorre na célula e para isto uma andlise protebmica seria mais
apropriada. Portanto, optamos por analisar células planctdnicas e biofilme maduro do ponto de
vista das proteinas, por meio de eletroforese bidimensional e espectometria de massas. Esta
estratégia, além de permitir verificar as proteinas expressas diferencialmente pelas células nas
duas condicdes, permite ainda a detecg¢ao de isoformas, ou seja, de proteinas produtos de um
mesmo gene que diferem nos valores de MM, e/ou pl,, € que, em muitos casos, sdo
funcionalmente distintas.

Analise das amostras de células planctbnicas versus biofilme por eletroforese 2D
permitiu visualizar 243 spots protéicos expressos diferencialmente nas duas condi¢des. Dos 97
spots das células plancténicas, foram identificadas proteinas em 65 deles (~70%) e destas 88%
eram de spots Unicos da condicdo. No caso do biofilme, dos 146 spots diferencialmente
expressos, foram identificadas 65 (~50%) e cerca de 84% destas eram especificas do biofilme.
Embora n&o tenha sido possivel identificar todas as proteinas nos 243 spots diferenciais, a
maioria das proteinas identificadas em células livres e biofilme foram provenientes de spots
especificos a cada condicdo. Assim sendo, acreditamos que o conjunto de proteinas
identificadas em células livres e biofilme poderiam dar uma visdo global do metabolismo das

células em cada caso.
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Metabolismo nas células planctonicas

A maioria das proteinas identificadas das células plancténicas s&o de vias de
metabolismo de energia, principalmente glicélise e gliconeogénese (Figura 1 do Apéndice).
Dentre elas, entretanto, duas s&o isoformas da PckA (VC_2738), uma enzima especifica da
gliconeogénese, que catalisa a formacédo de oxalacetato a fosfoenolpiruvato, quando a célula
enfrenta deficiéncia de oxigénio no meio. A L-alanina desidrogenase (Ald, VC_1905), outra
proteina das células plancténicas, por sua vez, catalisa a deaminag¢ao oxidativa da L-alanina a
piruvato e amoénia, contribuindo assim com piruvato para a glicélise/gliconeogénese. A
proposito, em inUmeras espécies bacterianas, tais como Mycobacteirum sp, Bacillus subtilis e
Synechococcus elongatus, Ald é expressa em resposta a apdxia e/ou deficiéncia nutricional
(Lahmi et al., 2006; Tam le et al., 2007). AckA (VC_1098), ou acetato cinase funciona na via de
Pta-AckA  (acetil-CoA(CoA):Pi  acetiltransferase--ATP:acetato  fosfotransferase), que
transformam acetil-fosfato em acetato e ATP e cuja atividade depende das condicbes
ambientais. Em E. coli, por exemplo, deficiéncia de glicose e anaerobiose causam um aumento
na expressao de componentes desta via com concomitante redugédo na expressao de algumas
enzimas do clico do acido tricarboxilico, portanto, Pta-AckA é uma via alternativa de geracao de
energia (CAT) (Wolfe, 2005). Curiosamente, em Sinorhizobium meliloti a expressao da via Pta-
AckA é regulada positivamente em resposta a limitacao de Pi (Summers et al., 1999). Entre as
trés enzimas do CAT expressas pelas células livres, uma delas a SucD (VC_2084) ¢ a
subunidade o do complexo succinil-CoA sintase, que catalisa a interconversdo do succinil-CoA
a succinato no CAT. SucD pode catalisar a reagdo em um sentido ou no outro, dependendo se
a célula estd em aerobiose ou anaerobiose, portanto, é possivel que sob baixo nivel de
oxigenacao, condi¢do das células planctonicas apds 48h de crecimento em TGLP, a atividade
reversa de SucD (succinato a succinil-CoA) contribua para manter baixa a atividade do CAT. A

FrdA (VC_2656) ou fumarato redutase € outra enzima do CAT que catalisa a interconversao de
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succinato e fumarato, no sentido contrario a succinato desidrogenase (SDH) do CAT. Em E. coli
FrdA é expressa em condigbes de anaerobiose, quando os niveis de SDH e a atividade do CAT
na célula séo baixos (Maklashina et al., 2006). Tomados em conjunto, estes resultados sugerem
que as células planctonicas de N16961, apdés 48h em MGLP, sem agitacao, obtém energia
através da biossintese de ATP via ATP sintase (cujas subunidades foram identificadas no
lisado) e Pta-AckA e fonte de carbono (glicose), através da gliconeogénese, para suprir a
deficiéncia nutricional do meio. Esta via pode ainda receber o piruvato obtido a partir da alanina
via proteina Ald (VC_1905) e UDP-glicose produzida via GalE-2 (VC_AQ0774) (Thoden et al.,
1996) (Figura 1do Apénice).

O segundo maior grupo de proteinas das células plancténicas foi o das transportadoras
que incluiu nao sé as proteinas da classe de “transporte e ligagcdo” mas, possivelmente também,
a proteina VC_0430, com alta similaridade a um transportador periplasmatico de dicarboxilatos
(Kelly & Thomas, 2001) do grupo “envelope celular”. Além destas duas proteinas ‘hipotéticas’, a
VC_1334, com a fungéo putativa de ligadora periplasmatica de tricarboxilatos do sistema Tctl
(Widenhorn et al., 1989) e a VC_1101, com alta identidade com uma ligadora de substrato de
um sistema de transporte ABC, podem ser incluidos neste grupo. Entre as transportadoras, em
células plancténicas, foram identificadas varias do regulon Pho, em resposta a deficiéncia de Pi
no meio. Entre elas, estdo trés isoformas da PstS, uma delas (spot 35) foi uma das proteinas
mais expressas na condicdo, confirmando resultados anteriores (von Kruger et al., 2006). Outra
proteina do regulon Pho encontrada nas células planctonicas foi a VC_A1008, uma fosfoporina
putativa, identificada anteriormente (von Kruger et al., 2006). Proteinas de transporte de
agucares, peptideos, aminoacidos e outros nutrientes sdo muito expressas em condigdo em que
a habilidade biosintética da célula esta reduzida, para permitir a obtencdo de nutrientes do
meio. Alta expressao deste grupo de proteinas ja foi observado em células de outra cepa de V

cholera em fase estacionaria da cultura, sob limitacao de Pi (von Kruger et al., 2006).
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Além dessas, as células livres expressaram inumeras proteinas de protecao contra
estresse. Entre estas foram identificadas as seguintes: UspA (Nachin et al., 2005) e AhpC/Tsa
(Chae et al., 1994) ambas com atividades antioxidantes, a SspA de resposta a deficiéncia
nutricional (Hansen et al., 2005), e a TolC, que em V cholerae é requerida para resisténcia a
diversos agentes antimicrobianos (Bina & Mekalanos, 2001). Os diversos fatores de
alongamento classificados entre as proteinas de “sintese de proteinas”, também podem atuar
como chaperoninas moleculares (Caldas et al., 2000) para o dobramento adequado de
proteinas sob estresses, assim como FKkIB, outra proteina de resposta a estresse, que além de
facilitar dobramento, aumenta significativamente a solubilidade de muitos agregados de
proteinas em E. coli (Han et al., 2007). A proteina de aglutinagdo (VC_1621) foi anotada como
relacionada a patogénese em V cholerae, mas em Shewanella oneidensis esta envolvida com
a agregagao célula-célula e célula-superficie e também é induzida sob estresse. RecA
(VC_0543), proteina de metabolismo de DNA, tem multiplas fungdes que afetam diferentes
processos celulares tais como, recombinagao génica (Kowalczykowski et al., 1994), replicacao
translesdo do DNA (Schlacher et al., 2006) e inducao de auto clivagem da LexA (Friedberg et
al., 2006). A presenca de RecA nas células livres pode ser uma resposta ao estresse causado
por metabolitos toxicos produzidos pela bactéria, que podem estar, de alguma forma, agindo
sobre o DNA bacteriano.

Tomadas em conjunto, estas informacdes sado fortes indicativos de que as células
planctonicas de N16961, apdés 48h em MGLP, sem agitagdo, se encontravam em deficiéncia
nutricional, apéxia, baixa atividade biosintética, mas preparadas para o combate ao estresse em

geral, condigbes compativeis com a fase estacionaria de crescimento celular.
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Metabolismo celular no biofilme

Assim como as células plancténicas, o biofilme também expressou inUmeras proteinas
do metabolismo de energia, principalmente da glicélise/gliconeogénese (Figura 2 do Apéndice).
Mas, ao contrario das células livres, as do biofilme ndo expressaram proteinas especificas da
gliconeogénese. Portanto, é possivel que a glicélise seja mais importante no metabolismo de
energia das células do biofilme. Além disto, a expressdo de proteinas tais como a 6-P-
gluconolactonase ou Pgl (VC_A0897), enzima chave da via das pentoses, mais a pirofosfatase
inorganica ou Ppa (VC_2545) envolvida na reciclagem do Pi intracelular e a fosfoacetil
transferase, Pta (VC_1097) da via Pta—AckA, entre outras, sugere que as células em biofilme
contam com varias vias de producao de energia (Figura 2 do Apéndice). O segundo maior
grupo de proteinas expresso pelas células do biofilme, ndo foi o de transportadores como
observado para as células planctdnicas, mas, de biossintese de aminoacidos. Como o meio
MGLP nado possui aminodcidos, as células tém que sintetiza-los de acordo com suas
necessidades e a expressao destas proteinas sugere que as vias biosintéticas estdo ativas nas
células do biofilme. Além disto, duas proteinas dessas vias, a ArgG e ArgH (VC_2642 e
VC_2641) também conferem resisténcia a acidos e, E. coli, em condi¢gdes de limitagcdo de
nutrientes pode usar a arginina como fonte de carbono e nitrogénio (Weerasinghe et al., 2006).
No caso de deficiéncia de Pi o metabolismo anaerbbico de arginina pode ser uma adaptacao
fisioldégica importante e intimamente associada a sobrevivéncia da célula (Gerard et al., 1999).
Outras proteinas expressas no biofilme foram a PdxJ de biossintese de vitamina B6 (VC_2458),
Metk (VC_0472) de biossintese de SAM, e LuxS (VC_0557) a sintase terminal do autoindutor
Al-2 de quorum sensing, que regula a expressao de iniumeros processos celulares, incluindo
biofilme em V. cholerae (Kaper & Sperandio, 2005; Schauder et al., 2001).

O numero de proteinas de "transporte e ligagao” identificadas nas células de biofilme foi

bem menor que os das células livres. Dentre elas vale ressaltar a proteina VC_1091 ou OppA
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(spot 31) que foi identificada entre as proteinas do biofilme como uma isoforma de MM, cerca
de 20kDa menor do que suas isoformas das células plancténicas (spots 25 e 26). OppA é
membro do sistema de transporte de peptideos (Opp), que tem papel importante na nutricao
bacteriana e em varios outros processos celulares tais como regulacao da expressao génica,
quimiotaxia, conjugacao e desenvolvimento de competéncia em Vibrio fluvialis (Lee et al.,
2004). Além disto, OppA atua como regulador negativo da formagédo de biofiime (Lee et al.,
2004), portanto é possivel que a forma da proteina encontrada na amostra do biofilme da cepa
N16961 seja um produto de degradacao derivado da inativagdo de OppA. Uma observacao
relevante foi que, entre as proteinas de transporte conhecidas que sao induzidas sob limitagcao
de Pi em V. cholerae, s6 o transportador UgpB de glicerol fosfato (VC_1549) e a fosfoporina
putativa VC_A1008 foram identificadas nas células em biofilme. A proteina ligadora de Pi, PstS,
membro do regulon Pho de V. cholerae, uma das proteinas mais expressas nas células livres
neste e em estudos anteriores (von Kruger et al., 2006), ndo foi identificada em biofilme. No
entanto, é possivel que outros sistemas de captacao de Pi estivessem funcionando nas células
nessa condigdo. A proteina CysP (VC_0538), por exemplo, uma sulfato permease, tem alta
identidade com a proteina PitA do sistema de transporte de baixa afinidade de Pi, portanto,
CysP poderia ser uma outra via de captagao do Pi pelo biofilme (Mansilla & de Mendoza, 2000).
Além disto, as células de biofilme em MGLP/DOC expressaram a proteina Ppa (VC_2545), uma
pirofosfatase inorganica que libera Pi de moléculas de PPi intracelular (Gomez-Garcia et al.,
2003), sugerindo que este pode ser um outro mecanismo encontrado pelas células do biofilme
para sobreviver em meio deficiente em Pi. Outras proteinas envolvidas em transporte no
biofilme foram a GInB-2 do sistema de captacdo de nitrogénio e a CysN, subunidade 1
(VC_2559) de captacao de enxofre.

Assim como a células livres, as de biofilme também expressaram proteinas de protecao
contra o estresse, porem em menor numero e diversidade. Elas foram principalmente

chaperoninas e fatores de alongamento (chaperoninas putativas) além da proteina OmpA, uma
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OMP que em E coli também tem um papel vital na manutencédo da estrutura celular (Wang,
2002). Proteinas com fungbes antioxidantes tais como AhpC, de estresse universal como a
UspA e de estringéncia/reposta a estarvagdo como a SspA, todas identificadas em células
livres, ndo foram encontradas entre as proteinas de biofilme de V. cholerae, sugerindo que
nesse estado as células se encontram mais protegidas contra os estresses ambientais, como ja
havia sido observado por outros pesquisadores.

Este conjunto de informagdes sugere que as células do biofilme de N16961, apos 48h
em MGLP/DOC, sem agitacdo, apresentaram um metabolismo bem diferente do das células
livres e mais proximo do que se observa em células em crescimento exponencial. Porém, com
uma taxa de crescimento reduzida, devido ao pequeno suprimento de nutrientes e baixo nivel
de oxigénio molecular. Ha evidéncias de que as células do biofilme ndo conseguiram exaurir as
reservas de glicose do meio e continuaram com varias atividades de biossintese, portanto, ndo
sentiram todos os tipos de estresses que afetaram as células livres, cultivadas em MGLP, ap6s

0 mesmo periodo.

Células livres versus biofilme: metabolismo e estado fisiolégico

Os dados deste trabalho permitem especular sobre as condicdes metabdlicas e
fisiologicas das células de V. cholerae livres e em biofilme cultivadas respectivamente em
MGLP e MGLP/DOC a 37°C sem agitacao por 48h. Ha evidéncias de que elas diferiram quanto
a via de metabolismo da glicose. A gliconeogénese apareceu como a via possivelmente mais
utilizada pelas células livres, enquanto que a glicolise foi a mais utilizada pelas células do
biofilme, sugerindo que no meio MGLP/DOC ainda havia glicose suficiente para ser
metabolizada como fonte de carbono e energia. Isto estd de acordo com o fato de que as
células de biofilme expressaram varias proteinas biossintéticas, enquanto que as células

planctonicas produziram inimeras e diversas proteinas de transporte. As proteinas de estresse
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expressas em cada condi¢cao também variaram em quantidade e diversidade, mostrando que o
tipo de estresse a que células livres e biofilme estavam submetidas era diferente.

Pelo tipo de proteinas expressas em cada caso pode-se supor que a condicao de
biofilme conferiu as células uma protecao extra nao disponivel as células livres. Quanto ao
metabolismo de Pi, era esperado que ambas expressassem membros conhecidos do regulon
Pho de V. cholerae devido aos baixos niveis de Pi nos meios utilizados. Porém, esta hipotese
nao se confirmou no caso das células do biofilme. Essas expressaram a fosfoporina putativa
VC_A1008, mas nao produziram proteinas da via majoritaria de captagéo de Pi (transportador
PstS do sistema Pst), normalmente superexpressas nesta condicdo. Por outro lado, elas
expressaram proteinas tais como a Ppa e CysP que poderiam funcionar para suprir a
deficiéncia do Pi do meio. Vale ressaltar, no entanto, que CysP, é uma Pi permease putativa
com alta identidade a Pta do sistema Pit, de baixa afinidade por Pi, ou seja, que as células
normalmente utilizam na captagéo de Pi quando em abundancia no meio. Portanto, é possivel
que as células em biofilme ndo estivessem sentido os baixos niveis de Pi no meio, do mesmo
modo que as células livres, o que poderia explicar os diferentes mecanismos utilizados por elas
para obtencao de Pi.

Dentre as proteinas expressas especificamente pelas células do biofilme de N16961,
encontramos a LuxS (Al-2 sintase), cujo papel no processo em V. cholerae € bem descrito
(Winzer et al., 2002; Xavier & Bassler, 2003). Aléem dessa, foram identificadas outras, com
fungbes desconhecidas na formagéo de biofilme em V. cholerae, mas com papéis determinados
nesse processo em outras espécies bacterianas. Foram elas OppA descrita em V. fluvialis (Lee
et al., 2004), HirA em Streptococcus mutants (Biswas & Biswas, 2005), MetK mais expressa no
biofilme de E. coli (Ren et al., 2004) e GapA, TufB, GroEL, DnaK e RpoA mais expressas no
biofilme de P. aeruginosa (Mikkelsen et al., 2007).

Em um trabalho semelhante com a bactéria Pseudomonas aeruginosa (Mikkelsen et al.,

2007) os pesquisadores analisaram por eletroforese 2D as inter-relacoes entre células
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planctonicas, colénias e biofilme em meio rico. As conclusdes a que chegaram foram que o
perfil de proteinas de coldnias e plancténicas foi muito semelhante e compativel com o de
células livres em fase estacionaria de cultura. As proteinas do biofilme, ao contrario,
apresentaram um perfil distinto e mais préximo do que se observa em células livres na fase
exponencial de cultura. Estas informagdes confirmam o que foi observado no presente trabalho
com V cholerae N16961 e levantam a hipotese de que estes fenébmenos possam ocorrer em

geral entre as bactérias de varias espécies.

Comentarios gerais

Além das informacdes sobre o estado fisiolégico e metabdlico das células livres e de
biofilme, neste trabalho demos uma contribuicdo adicional pela identificacdo de proteinas
consideradas hipotéticas, mostrando que os genes correspondentes sdo, aparentemente,
funcionais. Para algumas delas foi possivel atribuir fungcées putativas que, no entanto precisam
ser validadas por outros experimentos.

Uma comparacao entre os dados da andlise protedbmica obtidos neste trabalho e os de
uma andlise por transcriptoma obtidos por Moorthy e Watnick (2005) ndo mostrou muita
coincidéncia. Estes autores verificaram que em ambos, células planctonicas e biofilme, a
maioria dos genes induzidos era de proteinas “hipotéticas”, seguido por proteinas de “transporte
e ligagdo” também, em ambos os casos. Curiosamente, o Unico gene identificado no trabalho de
Moorthy e Watnick (2005) que corresponde a uma proteina identificada em nosso trabalho foi o
da VC_A1334, do grupo das ‘“hipotéticas”, a qual atribuimos a fungdo de uma ligadora
periplasmatica de tricarboxilatos do sistema de transporte Tctl. Porém, segundo os autores,
este gene foi 0 mais expresso em biofilme, enquanto que a proteina VC_1334 foi detectada
nesse trabalho como um spot unico no gel 2D de células plancténicas. Esta comparacao

evidencia, mais uma vez, a dificuldade de se comparar dados de analises protedbmicas e
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transcriptdmicas, e as discrepancias a que elas podem levar, comprometendo assim um
entendimento maior dos processos (Gygi et al., 1999).

Muitas proteinas sabidamente relacionadas com a formagdo de biofilme como as
relacionadas a sintese de polissacarideos (Vps), sistema de secrecao do tipo Il (Eps), pilus do
tipo IV (MSHA) entre outros (Beyhan et al., 2006) nao foram identificadas ou por estar em spots
muito fracos ou porque sdo expressas nas fases iniciais da formacao do biofilme e, por isso,

nao foram detectadas no géis do biofilme maduro.

Efeito de mutacées em genes ompU, vc_a1008, toxR, e phoB na producao de

biofilme pela cepa N16961.

Os produto do gene ompU € uma porina com papel na resisténcia a sais biliares in vitro
(Provenzano & Klose, 2000). O toxR codifica o regulador central da cascata de viruléncia ToxR,
que também controla positivamente a expressdao de ompU (Provenzano & Klose, 2000). O
produto de phoB, a reguladora de resposta dos sistema de dois componentes PhoR/PhoB,
regula a expressao génica em resposta a limitacdo de Pi no meio e também tem fung¢des na
patogenicidade da bactéria (von Kruger et al., 2006). O gene vc_a1008, por sua vez, € regulado
por Pi, via PhoR/PhoB e além de ser expresso in vivo, tem um papel na colonizagao intestinal
(Osorio et al., 2004). Mutantes da cepa N16961 defectivos nestes genes foram entao
selecionados para verificar o efeito das mutagbes correspondentes na formacao de biofilme.

A formacao de biofilme pela cepa selvagem N16961 e os mutantes CG4 (vc_a1008),
CG5 (toxR) CG6 (ompl) e WK10 (phoB) foi analisada nos meios LB, MGLP e MGLP/DOC em
duas temperaturas diferentes, 22°C e 37°C. A maior formacao de biofilme a 22°C em LB que
nos outros meios estudados, para todas as cepas, pode ser devido ao maior crescimento
bacteriano no meio rico ja que os outros meios sao deficitarios de nutrientes e a temperatura

nao € a 6tima para o crescimento.
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A 37°C, o incremento na quantidade de biofilme pela adicdo de DOC ao meio
comprovou o seu efeito positivo no processo, principalmente para a cepas selvagens e
mutantes ompU e toxR. Este resultado € curioso dadas as informagbes de que esta porina
(OmpU) tem um papel importante na resisténcia a sais biliares in vitro e de que sua expressao
depende de ToxR (Provenzano et al., 2000). Porém, podem ser indicativos de que na auséncia
de OmpU outra proteina ou mecanismo celular exerca o papel na V. cholerae. O fato do DOC
nao ter aumentado significantemente a formacao de biofilme pelos mutantes nos genes do
regulon Pho, phoB e vc_a1008, aliado a menor produg¢do de biofilme por essas cepas em LB
que pela cepa selvagem, indica que estes genes podem estar de alguma forma relacionados ao
processo.

Diferentemente do que foi observado para o mutante toxR de V. cholerae, um mutante
toxR de V. anguillarum forma mais biofilme que o selvagem em meio minimo, sugerindo um
novo papel para ToxR na resposta a estimulos ambientais (Wang et al., 2002). Apesar de V.
cholerae formar pouco biofilme em MGLP, E. coli nessa condigcao forma biofilme, superexpressa
PhoE (uma fosfoporina induzida por limitacdo de Pi) e apresenta uma alta resisténcia a
antibiéticos em relagcao a bactérias plancténicas. Isto pode sugerir que, ou ha falta de fosfato
dentro do biofilme ou ainda, que a proteina tem outra fungéo nesta condigéo (Vilain et al., 2002).
Neste trabalho mostramos que tanto células plancténicas quanto biofilme de N16961,
expressam VC_A1008 (homéloga de PhoE de E. coli) nas condi¢des estudadas, mas nao foi

possivel determinar se houve variacao na expressao da proteina entre as condigdes.
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6 Conclusoes
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e A cepa N16961 de V. cholerae O1 forma uma quantidade maior de biofilme em baixo Pi
(MGLP), a 37°C, na presenga do que na auséncia do acido deoxicolico (DOC), um componente
majoritario da bile.

e O crescimento em placas de petri, sem agitacao, no MGLP/DOC a 37°C por 48h foi a
condigdo mais eficiente entre as testadas para formagéo de biofilme pela cepa N16961.

e O detergente zwiteribnico ASB-14 usado no tampao para preparo do lisado protéico para
analise por eletroforese 2D foi o mais eficiente que o Triton X-100 para solubilizagdo das
proteinas em geral.

e Bactérias planctonicas cultivadas em MGLP e biofilme em MGLP/DOC expressaram
inumeras proteinas diferencialmente e a grande maioria delas foi proveniente de spots
especificos no gel 2D referente a cada condigéo.

e Analise do conjunto de proteinas expressas diferencialmente e identificadas para as
células em cada condigao permitiu concluir que:

o As células plancténicas cultivadas em MGLP, nas condicbes do estudo,
mostraram caracteristicas metabdlicas de células na fase estacionaria de cultura.
o As células derivadas do biofilme em MGLP/DOC, nas condi¢des deste estudo,
mostraram caracteristicas metabdlicas de células na fase exponencial de cultura.

e A andlise protedmica diferencial permitiu identificar proteinas do biofilme sem fungdes
definidas no processo em V. cholerae, porém com fungbes definidas na produgéo de biofilme
em outras espécies bacterianas. Estas poderao ser objetos de estudos futuros.

e A expressao diferencial de biofilme pelos mutantes CG4 (vc_a1008), CG5 (toxR) e
WK10 (phoB) sugere papéis para os produtos dos referidos genes na formacao do biofilme e

consequentemente do regulons Pho e Tox de V. cholerae no processo.
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Figura 1-Via da glicélise e gliconeogénese. Em vermelho proteinas identificadas e
destacadas em azul proteinas especificas das células planctonicas.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

