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Resumo

Vibrio cholerae causa cOlera, uma doenga caracterizada por uma intensa diarréia aquosa. A
bactéria coloniza o intestino delgado humano, onde expressa diversos fatores de viruléncia,
mesmo na presenca de substincias toxicas como a bile. Dentre as proteinas de membrana
externa (OMP), OmpU ¢€ critica para a resisténcia da bactéria a bile in vitro. Recentemente,
uma nova OMP (VCA1008) foi identificada em V. cholerae O1. In vitro, sua expressao €
induzida pela limita¢do de fosfato inorganico (Pi) de maneira dependente de PhoB/R. Dados
da literatura sugerem que ela seja expressa também in vivo e essencial para a colonizagdo
intestinal de modelos animais. VCA1008 apresenta similaridade de sequéncia com a PhoE™,
uma porina anidnica de E. coli cuja expressdo também € induzida pela limitacdo de Pi.
VCAI1008 foi considerada homodloga de PhoEZ“ ¢ denominada PhoE"“. Neste trabalho, é
demonstrado que, em limitacdo de Pi, PhoE'* é expressa em cepas cldssicas e El Tor de V.
cholerae. Uma anélise eletroforética de preparacdes de membrana externa sob condi¢des nao-
desnaturantes revelou que a PhoE"* pode formar trimeros. Entretanto, quando submetidas a
temperaturas mais elevadas, a PhoE"* dissocia em monémeros de pl 4,4 que migram como
proteinas de 40 kDa. Durante a exportacio para a membrana externa, PhoE" perde um
peptideo sinal de 21 aminodcidos, predito pela andlise de VCA1008 com o programa Signal-P
e confirmado pelo seqiienciamento da por¢io N-terminal da PhoE" madura. Outras andlises
revelaram que a PhoE"* possui similaridade com diversas fosfoporinas, incluindo PhoE™.
Resultados da andlise da topologia sugerem que PhoE"* seja uma porina, ji que ela se insere
na membrana externa através de 16 folhas B, com sete al¢as (L1-7) voltadas para o periplasma
e oito (T1-8) voltadas para o meio externo, sendo a terceira al¢a (L3) excepcionalmente longa,
0 que ja foi descrito como uma caracteristica de porinas do grupo Vibrio-Photobacterium.
Além disto, a L3 em PhoE"* possui o dominio GTFTGD, caracteristico das porinas classicas.
PhoE"“ possui ainda trés dos quatro residuos de lisina necessérios 2 seletividade anidnica de
PhoE"* em posicdes equivalentes na estrutura secundéria predita. A posi¢io do quarto residuo
da lisina (KIS) em PhoE”* foi ocupada por um residuo de acido glutamico (Elg) em PhoE". O
residuo E'®, assim como as trés lisinas conservadas foram também encontrados em posicdes
equivalentes em porinas putativas, similares 2 PhoE'", de outras espécies do género Vibrio.
Curiosamente, a montante de seus genes foram encontradas seqii€éncias com caracteristicas de
caixa pho, sugerindo regulacio por Pi, dependente de PhoB/R. A PhoE"", aparentemente, tem
um papel na resisténcia aos sais biliares, uma vez que células de V. cholerae cultivadas em
limitacdo de P1 na presenca de deoxicolato de s6dio (DOC) apresentaram maiores niveis de
PhoE"“ na membrana externa e um aumento da atividade transcricional do promotor vcal008.
Além disto, estas células de V. cholerae, ao contrdrio de seus mutantes AphoB/R, se
mostraram mais resistentes ao DOC. Estes resultados sugerem que PhoE'‘, uma OMP
induzida por limitacdo de Pi, seja uma fosfoporina importante para resisténcia aos sais biliares
em células de V. cholerae Ol.



Abstract

Vibrio cholerae causes cholera, an often fatal human diarroheal disease. The bacterium
colonizes the small intestine, where it expresses virulence factors, despite the presence of
toxic substances such as bile. A major outer membrane protein (OMP), OmpU, seems to be
critical for bile V. cholerae resistance in vitro. Recently, a new OMP (VCA1008) has been
identified in cells grown under low inorganic phosphate (Pi), in a PhoB/R-dependent manner
in V. cholerae classical strain 569B. The gene vcal008 is apparently expressed in vivo and is
essential for the colonization of animal models. VCA1008 bears similarity to PhoEZ¢, an
anionic porin of E. coli, which is also induced by Pi starvation; therefore, it was denominated
PhoE". Here, we demonstrated that, under low Pi, PhoE"* is expressed by classical and El
Tor strains of V. cholerae. Electrophoretic analysis of outer membrane preparations under
non-denaturing conditions revealed that PhoE" can form trimers. When subjected to heat
treatments it can dissociate in monomers of pI 4.4 that run in gel as a protein of 40 kDa.
During its translocation to the outer membrane, PhoE"* loses a 21-residue peptide, as it was
predicted by the SignalP program analysis of VCA1008 and confirmed by N-terminal
sequencing of the mature form of the protein (PhoE"). Bioinformatic analysis with several
programs grouped PhoE"* among the B-barrel forming OMPs, a characteristic of classical
porins. Secondary structure prediction revealed 16 B strands with seven turns (T) and eight
loops (L) and a large loop L3 containing the domain GTFTGD, also a hallmark of classical
porins. PhoE"* has three of the four conserved lysine residues, responsible for the anionic
selectivity of PhoE™ (K", K¥, K* and K'*). In place of K'8, PhoE" has an acid residue, E'®.
These characteristics have been also identified in the aminoacid sequences of putative porins
of Vibrio sp. with similarity to PhoE"“. Curiously, upstream their corresponding genes, pho
box-like sequences have been found, suggesting regulation by Pi in a PhoB/R-dependent
manner. Additionally, PhoE"* seems to play an essential role in bile resistance, since V.
cholerae cells under low Pi, in the presence of sodium deoxycholate (DOC), showed
increased levels of PhoE"* and higher activities for the vcal008 promoter. Moreover, these V.
cholerae cells, but not their AphoB/R mutants, presented increased resistance to the bile salt.
These results strongly suggest that PhoE"“, a Pi induced OMP, is a phosphoporin that plays a
role in bile resistance in V. cholerae O1 cells.
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1. Introducao
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1.1. A colera

A célera é uma das doengas de maior impacto em satde publica e vigilancia sanitaria
em Vvarios paises. Sua propagacdo ocorre naturalmente sob a forma de grandes epidemias
periddicas em escala continental (pandemias), provocando milhares de mortes (BARUA,
1992; SACK e cols., 2004; WHO, 2006). Existem relatos da ocorréncia de oito pandemias de

coOlera (Tabela 1).

Tabela 1 — Pandemias de célera.

Periodo Origem
1817 — 1823 India
1829 — 1851 India
1852 — 1859 India
1863 — 1875 India
1881 — 1896 India
1899 — 1923 India

1961 em diante Ilhas Célebes

1992 em diante India e Bangladesh

Fonte: BARUA, 1992; SACK e cols., 2004

A sétima pandemia de célera chegou ao Brasil em 1991. Desta data até o ano 2000, o
Ministério da Satde confirmou 168.286 casos da doenca com 2.019 6bitos, sendo o Nordeste
a regido mais afetada. A partir de 2001, houve uma reducdo no nimero de casos de cdlera,
mas a doencga ndo deverd desaparecer do pais em curto espago de tempo. A ocorréncia regular
de casos e flutuacdes ciclicas de maior ou menor gravidade ndo pode ser descartada,

principalmente devido as condi¢des ambientais que favorecem a circulacio do agente
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etiologico da cdlera em vérias regides do pais (PEDROSA e XIMENES, 2003). Na Tabela 2,

sdo mostrados os numeros de casos de colera no Brasil de 1996 até 2005.

Tabela 2 — Casos confirmados de célera no Brasil, por local de transmissao.

Regido 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 Total
Norte 81 48 17 0 0 0 0 0 0 0 146
Nordeste 936 2996 2728 4279 733 7 0 0 21 5 11705
Sudeste 0 0 0 13 0 0 0 0 0 0 13
Sul 0 0 0 467 0 0 0 0 0 0 467
Centro-Oeste 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 1017 3044 2745 4759 733 7 0 0 21 5 12331

Fonte: Ministério da Saude - Secretaria de Vigilancia em Saude, 2006.

A cOlera € caracterizada por uma intensa perda de 4gua na forma de diarréia (“adgua de
arroz”), acompanhada de vomitos, chegando a uma perda de 1 litro de liquidos por hora nos
casos mais severos. Sem tratamento, a doenca mata por choque hipovolémico 50% dos
individuos infectados (SACK e cols., 2004). O tempo de incubagdo da doenca varia de 6 a 48
horas e a manifestacdo dos sintomas ocorre durante um periodo de dois a sete dias. Os
carreadores assintomaticos sdo raros e contribuem pouco para a disseminacdo da doenca
(FINKELSTEIN, 1996). Por ser transmitida através da dgua e de alimentos contaminados, a
cOlera ¢ uma doenca endémica em dreas sem saneamento bdsico, sendo caracteristica de

paises em desenvolvimento.

O tratamento da cdlera consiste na reposicao de fluidos tdo rapidamente quanto eles
sdo perdidos. Quando isto € possivel, o indice de mortalidade € baixo. Muitas vezes, porém, a
terapia de reidratacdo € realizada com dgua contaminada ou nio € eficiente, principalmente no

caso de pandemias, devido a falta de pessoal especializado para orientar os pacientes (SACK
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e cols., 2004). A prevencdo da doenca consiste em medidas sanitarias simples, como
tratamento de dgua, rede de esgoto e o cozimento de alimentos de alto risco, principalmente
frutos do mar. Além das medidas profiléticas, as vacinas orais contra a célera desenvolvidas
recentemente t€ém se mostrado seguras e imunogénicas, oferecendo 90% de prote¢do, mas
criancas e idosos sdo menos protegidos pela vacinagdo. (HOLMGREN e cols., 1989;

TAYLOR e cols., 1999; TRACH e cols., 2002).

1.2. Vibrio cholerae

O agente etioldgico da célera foi primeiramente descrito por Filippo Pacini na Itdlia
em 1854. Ao examinar o contetido intestinal de caddveres de vitimas da doenga, ele encontrou
um grande ndmero de bactérias curvas, que denominou de Vibrio cholerae. Na época, a
relacdo etioldgica nao foi demonstrada de forma convincente (BENTIVOGLIO e PACINI,
1995), o que foi feito posteriormente, em 1883, por Robert Koch, estudando casos de cdlera
no Egito. A confirmacgdo de que a doenca era causada por um organismo em forma de virgula,
que Koch denominou de Vibrio comma, levou os pesquisadores a reconhecer o trabalho de
Pacini e por isto o nome do organismo foi trocado para Vibrio cholerae (KAPER e cols.,

1995).

V. cholerae (Figura 1) é uma bactéria do género Vibrio, da familia Vibrionaceae
(KAY e cols., 1994). As 30 espécies incluidas neste género sdo bastonetes Gram-negativos
em forma de virgula, anaerdbios facultativos, modveis, possuindo de 1,4 a 2,6 um de
comprimento (KAY e cols., 1994). V. cholerae pode ser encontrado em diversos ecossistemas
aqudticos, variando de 4dguas doces a salobras, costeiras ou estuarinas, fazendo parte da

microflora autéctone (COLWELL e SPIRA, 1992; COLWELL e HUQ, 1994).

A espécie V. cholerae esta classificada em mais de 200 sorogrupos, de acordo com as

diferengas de reacdes soroldgicas entre os diversos antigenos somaticos O, um dos elementos
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que constituem o lipopolissacarideo (LPS) da membrana externa (KAPER e cols., 1995). A
maioria das cepas € composta por bactérias ambientais, que ndo sdo patogénicas (FARUQUE
e MEKALANOS, 2003). Até 1992, apenas cepas do sorogrupo O1 estavam associadas a
epidemias e pandemias de codlera, sendo responsdveis pela ocorréncia das sete primeiras
pandemias (Tabela 1). Apds esta data, um novo sorogrupo patogénico foi identificado na Asia
e classificado como 0139 (KAY e cols., 1994), o responsdvel pela oitava pandemia de cdlera
(SACK e cols., 2004). Algumas cepas que ndo pertencem aos sorogrupos Ol e O139 também
podem causar infec¢des esporddicas fracas ou moderadas que se manifestam, principalmente,

sob a forma de gastroenterites (MORRIS, 1994).

Figura 1 — Micrografia eletronica de varredura de Vibrio cholerae.
Fonte: http://microvet.arizona.edu/Courses/MIC420/lecture_notes/vibrio/vibrio_general.html,
consultado em dezembro de 2004.

Aparentemente, os humanos sdo os tnicos hospedeiros naturais de V. cholerae, mas
essas bactérias podem ser encontradas também associadas ao exoesqueleto de quitina dos
crusticeos (COLWELL e SPIRA, 1992). Durante a ingestdo de dgua ou alimentos
contaminados, a maioria das bactérias morre no estdbmago devido a sua sensibilidade a pH
menores do que 6,0. Aquelas que sobrevivem podem colonizar o intestino delgado sem a

invasdo das células do hospedeiro (FINKELSTEIN, 1996).
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1.3. Biotipos do sorogrupo Ol e viruléncia

As cepas agrupadas no sorogrupo O1 podem pertencer aos biotipos cldssico ou El Tor,
de acordo com diversas diferengas fenotipicas, que incluem propriedades bioquimicas,
susceptibilidade a bacteriéfagos e antibidticos, e capacidade de aglutinacdo do sangue e de
hemolise. Cada biotipo retine cepas de trés diferentes sorotipos ou formas antigénicas O
denominadas Ogawa, Inaba e Hikojima, que se diferem pela composi¢do do antigeno O

(FINKELSTEIN, 1996).

O biotipo cléssico, descrito por Robert Koch, estd associado as seis primeiras
pandemias de célera. J4 o biotipo El Tor, responsavel pela sétima pandemia, foi isolado por
Gotschlich, em 1906 na cidade de El Tor, no Egito, de peregrinos provenientes de Meca
(SACK e cols., 2004). Atualmente as cepas cldssicas sdo encontradas apenas em Bangladesh,
ja as cepas El Tor estdo espalhadas por todos os continentes, em paises da América Latina,

Asia, Africa, Europa e ainda na Austrdlia e Estados Unidos (KAY e cols., 1994).

As bactérias das cepas patogénicas do sorogrupo Ol sdo capazes de penetrar na
camada de muco e aderir as células do epitélio intestinal. Esse processo € mediado pela
motilidade da bactéria e por enzimas mucinoliticas, neuramidases e proteases
(FINKELSTEIN, 1996). A adesao das bactérias do sorogrupo O1 depende, principalmente, do
TCP (pilus co-regulado a toxina), que promove o reconhecimento e a adesdo das bactérias as
células do hospedeiro. O TCP € o principal fator de colonizacdo intestinal em cepas cldssicas
e El Tor e os genes responsdveis pela sua biossintese estdo localizados em uma ilha de

patogenicidade de Vibrio designada VPI-1 (THELIN e TAYLOR, 1996).

As cepas El Tor, ao contrario das cldssicas, apresentam a habilidade de aglutinar
hemadcias do sangue devido a hemaglutinina MSHA (hemaglutinina sensivel a manose), que

também atua como um fator de adesdo a superficies bidticas e abidticas. Entretanto, as cepas
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El Tor mutantes em mshA nao tém sua capacidade de colonizacdo afetada (THELIN e
TAYLOR, 1996). Além disso, a repressdo da expressdo de mshA € essencial para a
colonizag¢do intestinal, uma vez que MSHA pode se ligar a IgA secretada (S-IgA) e promover

a aglutinagado das bactérias, impedindo a colonizacdo (HSIAO e cols., 2006).

Uma vez aderida as células epiteliais do intestino humano, V. cholerae passa a secretar
a toxina colérica (CT), um complexo molecular tipo ABs (KAPER e cols., 1994). As
subunidades de CT sdo codificadas pelos genes ctxA/B, que fazem parte do bacteriéfago
filamentoso CTX®, cujo receptor em V. cholerae é o TCP. CT se liga a membrana plasmaética
das células do epitélio intestinal através da subunidade B, que reconhece o gangliosideo GM1,
presente em praticamente todas as células eucaridticas. A subunidade enzimaticamente ativa
da toxina (subunidade A) penetra na célula 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, entdo, nas células
entéricas, uma intensa perda de dgua e eletrélitos que sdo eliminados sob a forma de vomitos
e diarréia, promovendo também a eliminacdo das bactérias e fazendo-as voltar ao ambiente
(BENNISH, 1994). O efeito toxico dessa enzima € essencial a patogénese, mas sua fun¢do na

fisiologia da bactéria, quando esta ndo se encontra no hospedeiro, ainda é desconhecida.

A presenca de trés regides de patogenicidade adicionais nos cromossomos de cepas El
Tor pode explicar a sua a maior distribuicdo pelo mundo em relacdo a cepas cldssicas. As
ilhas de patogenicidade da sétima pandemia I e II (VSP-1 e VSP-II) contém genes cujos
produtos estdo envolvidos na formacdo de biofilme (FONG e YILDIZ, 2007). Ja o
bacteriéfago filamentoso RS1® € necessério para a propagacdo de CTX® (RASKIN e cols.,

2006).

A andlise genotipica de cepas de V. cholerae sugere que o sorogrupo Ol tenha origem

em cepas ambientais ancestrais de V. cholerae que adquiriram as ilhas de patogenicidade VPI-
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1 e VPI-2 (que inclui genes que codificam uma integrase, proteinas envolvidas no
metabolismo do 4cido sidlico, uma neuroamidase, além de outras proteinas), além do
plasmideo TLC (pTLC, plasmideo criptico ligado a toxina), que se encontra adjacente a
regido que codifica CT e pode ter algum papel na biologia do CTX®, facilitando sua
aquisicdo ou replicacdo (RUBIN e cols., 1998). As bactérias ancestrais do sorogrupo O1
deram origem aos biotipos cladssico e El Tor separadamente, através da aquisicio de CTX®

em ambos os casos e de RS1® somente pelo biotipo El Tor (O'SHEA e cols., 2004).

V. cholerae

sorogrupo O1
cldssico

— CTX® (classico)

V. cholerae

sorogrupo O1

CTX® (El Tor)
__ RSIO®

V. cholerae
sorogrupo O1
El Tor

Figura 2 — Mecanismo de evolu¢ao dos biotipos classico e El Tor de V. cholerae. Bactérias
ancestrais adquiriram as ilhas de patogenicidade de Vibrio (VPI-1 e VPI-2) e o plasmideo
pTLC, dando origem a bactérias do sorogrupo Ol. Estas bactérias deram origem a cepas
cléassicas, a partir da aquisicdo de CTX®, e as cepas El Tor, a partir da aquisicdo dos fagos
CTX® e RS1® e das ilhas de patogenicidade da sétima pandemia VSP-I e VSP-II (adaptado
de O’Shea e cols., 2004).

1.4. Regulagdo da expressdo dos genes de viruléncia

Em laboratério, os fatores de viruléncia TCP e CT sdo induzidos em condi¢des
distintas nos diferentes biotipos do sorogrupo O1. Para as cepas cldssicas, maiores niveis de

TCP e CT sdo obtidos quando as bactérias sdo cultivadas em meio LB (bacto-triptona 1%,
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extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%) em pH 6,5 a 30°C (MILLER e cols., 1987). Ao contrério,
cepas El Tor ndo expressam os fatores de viruléncia em LB. Elas requerem,
preferencialmente, cultivo em meio AKI (bacto-peptona 1,5%, extrato de levedura 0,4%,
NaCl 0,5%, NaHCOs3 0,3%) e temperatura de 37°C, inicialmente sem aeracdo por algumas
horas, seguido de forte aeracdo por mais algumas horas (IWANAGA e cols., 1986). Na
auséncia de NaHCO3; no meio AKI, as células sdo capazes de produzir quantidades menores
de CT desde que cultivadas com uma grande drea da superficie da cultura exposta
(SANCHEZ e cols., 2004). Ambas as condicdes (LB pH 6,5 a 30°C e AKI) diferem das
encontradas pela bactéria no intestino delgado do hospedeiro em relagdo a pH, temperatura e

osmolaridade (KAPER e cols., 1995).

A expressao dos fatores de viruléncia em V. cholerae € regulada in vitro por estimulos
ambientais tais como pH, temperatura, aminoicidos e fonte de carbono (MILLER e
MEKALANOS, 1984). No entanto, os sinais de indu¢do dos fatores de viruléncia in vivo
ainda ndo foram identificados. Sabe-se que a expressdo dos fatores de viruléncia € regulada
pelos produtos dos genes tcpP, tcpH, toxR, toxS e toxT (Figura 3). O operon tcpP/H codifica
duas proteinas reguladoras transmembranares, TcpP e TcpH, que ativam a transcri¢ao de toxT
(HASE e MEKALANOS, 1998; KRUKONIS e cols., 2000). A expressdao do operon tcpP/H,
por sua vez, estd sob o controle das proteinas AphA e AphB, cuja expressdo sugere-se ser

induzida por sinais de quorum-sensing (KOVACIKOVA e cols., 2004).

A ativacdo de foxT também € dependente das proteinas ToxR e ToxS (MILLER e
MEKALANOS, 1984; MILLER e cols., 1989; OSORIO e KLOSE, 2000). ToxT ativa
diretamente a expressdo de diversos fatores de viruléncia, entre eles CT, TCP (CHAMPION e
cols., 1997; DIRITA e cols., 1991) e fatores de colonizagdo acessorios (codificados pelos

genes acf). Além de ativar toxT, ToxR regula positivamente a expressdo da porina de
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membrana externa OmpU e regula negativamente a porina OmpT, como mostrado na Figura 3

((PROVENZANO e KLOSE, 2000).

A expressio de CT pode acontecer de maneira dependente de ToxR, porém
independente de ToxT, quando as células sdo cultivadas na presenca de acidos biliares

(HUNG e MEKALANOS, 2005).

OmpU OmpT
membrana externa
ipl
periplasma ToxS _ TcpH
membrana citoplasmatica i ||

gmgU < ToxR TcpP
omoT / N

r ey ey
. tcp% operon tcp toxT genes acf
' ———ET g
At cixA/B
ToxT

Figura 3 — Representacao da regulacio da expressao dos genes de viruléncia em V.
cholerae. A producio de CT (codificada pelos genes ctxA/B) e TCP € regulada pelas proteinas
de membrana interna TcpP/H e ToxR/S dependente e independentemente de ToxT. ToxT
ainda regula a expressdo de fatores de colonizacdo acessoOrios, produtos de genes acf. As
proteinas AphA/B, que parecem ser reguladas por sinais de quorum-sensing, participam da
modulagdo do operon tcpP/H. As porinas OmpU e OmpT sdao reguladas de maneira
divergente por ToxR. Adaptado de http://mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/vfs.cgi?Genus=Vibrio&
Keyword=Adherence, consultado em agosto de 2006.

1.5. Sistemas de dois componentes

Para sobreviver e se multiplicar em diferentes ambientes, V. cholerae e outras
bactérias regulam de forma coordenada a expressdo de genes envolvidos em respostas

adaptativas. As bactérias podem monitorar e responder a uma variedade de estimulos
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ambientais através de sistemas constituidos de duas proteinas (sistema de dois componentes —

SDC).

Em um SDC tipico, a proteina sensora estd localizada na membrana citoplasmaética e
possui trés dominios. A porcao extracitoplasmaética, que capta os estimulos externos, funciona
como um sensor. O sinal é transmitido através do dominio transmembranar até ao dominio
transmissor, citoplasmatico, que possui atividade de histidina cinase. A segunda proteina do
sistema (reguladora da resposta) estd localizada no citoplasma e possui um dominio amino-
terminal receptor, que é fosforilado, por interacdo com sua proteina cinase sensora cognata na
sua forma fosforilada. A regido carboxi-terminal se liga ao DNA, regulando a expressao

génica, como pode ser visto na Figura 4 (GROSS e cols., 1989).

Todos os SDCs descritos possuem um mecanismo de transdugdo de sinal comum, que
envolve a auto-fosforilagdo de um residuo de histidina do mddulo transmissor carboxi-
terminal da proteina sensora, em resposta a um estimulo ambiental. O grupamento fosfato é
entdo transferido para um residuo de aspartato no médulo receptor da proteina reguladora de
resposta com a concomitante ativacdo do seu dominio efetor. Uma vez ativada, a proteina
reguladora interage com o DNA, regulando a expressdo génica, como mostrado na Figura 4

(MILLER e cols., 1989).
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Regulagdo da expressdo génica

Figura 4 — Esquema de transducdo de sinais por um SDC tipico. Em resposta a um
estimulo externo, a proteina sensora auto-fosforila e promove a fosforilagdo especifica da
proteina sensora, que interage com o DNA para regular a expressdo génica (adaptado de
http://wwwuser.gwdg.de/~genmibio/mascher/researchl1.jpg, consultado em agosto de 2006).

1.6. O sistema PhoB/R e a resposta a limitacao de fosfato

O fésforo € um componente essencial na nutricdo bacteriana, fazendo parte de dcidos
nucléicos, fosfolipideos e lipopolissacarideos, por exemplo. A assimilacdo de vdrios
componentes fosforilados garante o suprimento de fdsforo necessario ao metabolismo
bacteriano e consiste de duas etapas: o transporte desses componentes para dentro da célula e
a incorporacdo do fésforo na formacdo de ATP. A fonte de fésforo mais utilizada pelas
bactérias € o fosfato inorganico (Pi; WANNER, 1993). A entrada de Pi nas células bacterianas

ocorre através de dois sistemas de transporte: os sistemas Pit (transporte de fosfato



Introdugdo 25

inorganico) e Pst (transporte especifico de fosfato). Quando Pi estd em excesso no meio, ele é
transportado para dentro da célula através do sistema de baixa afinidade Pit. J4 em condicdes
limitantes, Pi € transportado através do sistema de alta afinidade Pst (ROSENBERG e cols.,

1977).

As condi¢des limitantes de Pi modulam a expressdao de genes psi (induzidos por
limitacdo de Pi), que codificam proteinas envolvidas no transporte e metabolismo de
compostos fosforilados (HULETT, 1996; MAKINO e cols., 1994). Em 1985, Makino e cols.
descreveram o sistema de dois componentes PhoB/R em E. coli, que responde aos niveis
extracelulares de fosfato inorganico. Quando Pi estd em excesso (concentragdes maiores que 4
mM), o sistema estd inibido. J4 em condi¢des limitantes de Pi, o sistema PhoB/R ¢ ativado. A
diminui¢do dos niveis de fosfato € “sentida” pela proteina de membrana sensora PhoR, que
auto-fosforila e promove a fosforilacdo especifica da reguladora da resposta PhoB (STOCK e
cols., 1989). PhoB € constituida por dois dominios distintos: o dominio amino-terminal
receptor € o dominio carboxi-terminal que se liga ao DNA. Essa ligacdo ocorre em regides
especificas conhecidas como caixas pho, cuja seqii€éncia consenso em E. coli e outras 12
proteobactérias compreende duas repeticdes diretas de 5° CTGT(C/A)A(C/T) 3~ separadas por
quatro nucleotideos com alto conteido de A e T (MAKINO e cols., 1985; YUAN e cols.,
2006). PhoB interage com a subunidade 6’ da RNA polimerase e ativa ou reprime a
transcricao dos genes do regulon Pho (KUMAR e cols., 1994). O mecanismo de regulacdo
génica do sistema PhoB/R de E. coli e alguns genes do regulon Pho estao ilustrados na Figura

5 (VERSHININA e ZNAMENSKAYA, 2002).
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Figura 5 - O sistema de dois componentes PhoB/R de E. coli e a regulacao dos membros
do regulon Pho. O sistema Pst é composto pelas proteinas PstA/B/C/S e PhoU. A fosfatase
alcalina € a enzima repérter do regulon Pho (adaptado de Van Dien e Keasling, 1998).

Em 1999, von Kriiger e cols. descreveram, em V. cholerae, um sistema homdélogo ao
sistema PhoB/R de E. coli. A andlise da seqii€éncia génica revelou que, assim como em E. coli,
os genes phoB e phoR de V. cholerae constituiem um operon que € precedido por uma
seqiiencia Shine-Dalgarno (AGG), uma caixa Pribnow e uma seqiiéncia similar a uma caixa
pho (MAKINO e cols., 1986a). As seqiiéncias de aminodcidos deduzidas para PhoB e PhoR
de V. cholerae revelam proteinas com o mesmo numero de residuos (279 e 430,
respectivamente) e com 72% e 58% de identidade em relacdo a PhoB e a PhoR de E. coli,

respectivamente (MAKINO e cols., 1986a; 1986b; VON KRUGER e cols., 1999).

Andlises protedmicas empregando cepas de V. cholerae selvagem e mutante em
phoB/R, cultivadas em meio limitante de Pi, demonstraram a existéncia de vdrias proteinas
expressas somente pelas células selvagens, sugerindo que os genes que as codificam sejam

regulados direta ou indiretamente por PhoB, e, portanto, membros do regulon Pho. A maioria
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destas proteinas tem funcdo transportadora ou de ligacdo a substratos fosforilados, como por
exemplo a fosfatase alcalina, uma enzima periplasmaética cuja atividade pode ser facilmente
medida. Além disso, algumas proteinas envolvidas na viruléncia também foram detectadas
somente na cepa mutante. Muitas proteinas expressas somente pela cepa mutante também
foram identificadas, algumas das quais estdo envolvidas na sobrevivéncia a condig¢des

nutricionais desfavoraveis (VON KRUGER e cols., 2006)
1.7. Proteinas de membrana externa

As proteinas de membrana externa (OMPs) estdo diretamente envolvidas na interacao
de bactérias Gram-negativas com os mais variados ambientes (LIN e cols., 2002; NIKAIDO,
1999). Em V. cholerae, as OMPs desempenham papéis importantes na fisiologia bacteriana,
contribuindo para a sobrevivéncia e a adaptagdo a diferentes ambientes in vitro e in vivo

(REIDL e KLOSE, 2002).

Em V. cholerae ja foram identificadas oito OMPs principais. OmpS € uma
maltoporina induzida pelo crescimento da bactéria na presenca de maltose (LANG e PALVA,
1993). OmpA € uma proteina imunogénica que confere resisténcia a estresses ambientais e €
essencial a manutencdo da estrutura celular em E. coli e em V. cholerae (WANG, 2002).
OmpV € uma proteina induzida pelo calor e estd aparentemente associada a parede celular
(SAHU e cols., 1994; STEVENSON e cols., 1985). OmpX € uma proteina regulada por
osmolaridade e ndo possui funcdo conhecida (CHAKRABARTI e cols., 1996). OmpW, assim
como OmpX, ndo € uma porina e, aparentemente, anticorpos anti-OmpW purificada induzem
uma protecao moderada no hospedeiro humano contra a infec¢do por V. cholerae. Além disto,
andlise da transcrigdo de ompW em diversas cepas de V. cholerae revelou um aumento em sua
expressdo em resposta a vdrias condicdes de estresse dentro e fora do intestino delgado

(JALAJAKUMARI e MANNING, 1990; NANDI e cols., 2005).
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OmpU e OmpT, as mais bem caracterizadas entre as OMPs de V. cholerae, sao
porinas com diferentes propriedades eletrofisiolégicas (CHAKRABARTI e cols., 1996).
Enquanto OmpU € mais permedvel a cdtions, OmpT possui baixa seletividade i6nica. Uma
outra porina putativa, filogeneticamente relacionada a OmpT, € codifica pelo gene vca0972

(banco de dados TIGR CMR).

A expressao de OmpT e OmpU é modulada por ToxR, de maneira independente de
TcpP/H e ToxT (Figura 3). ToxR regula a expressao de ompU e ompT de maneira divergente:
enquanto a transcricdio de ompU ¢é ativada, a de ompT € reprimida por ToxR
(CHAKRABARTI e cols., 1996; CHAMPION e cols., 1997, CRAWFORD e cols., 1998;
MILLER e MEKALANOS, 1988). OmpU, aparentemente, possui um papel na adesao
bacteriana (SPERANDIO e cols., 1995), estd relacionada a prote¢do contra peptideos
antimicrobianos e aos sais biliares (MATHUR e WALDOR, 2004) e € essencial para a
montagem da resposta de tolerancia a acidos organicos (MERRELL e cols., 2001). Apesar
disso, mutantes em ompU nado t€m a capacidade de colonizacdo alterada, sugerindo que esta
porina ndo € requerida in vivo para a infeccdo (OSORIO e cols., 2004; PROVENZANO e

cols., 2001).

O gene vcal008 também foi anotado como codificante de uma proteina putativa de
membrana externa (banco de dados TIGR CMR). Recentemente, VCA1008 foi caracterizada
como uma OMP, cuja expressdo € induzida em células cultivadas em meio com baixa
concentracdo de Pi, sugerindo que vcal008 é um membro do regulon Pho em V. cholerae
(VON KRUGER e cols., 2006). Esta proteina possui baixa identidade (26,3%) com a porina
PhoE de E. coli (PhoEEC; VON KRUGER e cols., 2006). Apesar disto, VCA1008 foi
considerada um homélogo de PhoE™ em V. cholerae (PhoE") pelo fato de ser uma proteina

. . N . . . Ec 2 .
de membrana externa induzida por deficiéncia de Pi, assim como PhoE™. Além disto, a
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montante de vcal008 foi encontrada uma seqii€éncia com caracteristicas de caixa pho, também

presente em E. coli a montante de phoE (VON KRUGER e cols., 2006).

A andlise da habilidade de colonizacdo de mutantes em genes de certas OMPs de V.
cholerae mostrou que os defectivos em vcal008 sao 40 vezes menos infectivos em
camundongos neo-natos do que bactérias selvagens, sugerindo que PhoE'* seja necessdria
para a infec¢dao. Mutantes-triplos em vca0972, ompT e ompU, entretanto, colonizam o modelo
animal com a mesma efici€éncia da cepa selvagem, uma indicacdo de que seus produtos nao
desempenham papéis relevantes no processo da colonizagdo intestinal. A observagdo de que
veal008 € expresso durante a infecg@o intestinal, enfatiza o papel desta OMP na patogénese

de V. cholerae (OSORIO e cols., 2004).

Viérias OMPs desempenham papéis na patogenicidade bacteriana (RAIVIO, 2005). A
proteina de membrana externa OmpS2, por exemplo, ndo tem fung¢do conhecida, porém
parece ser essencial para a viruléncia de Edwardsiella tarda (RAO e cols., 2003). Esta
bactéria causa septicemia em peixes e infec¢Oes gastrointestinais em humanos, mas mutantes
no gene que codifica OmpS2 t€m a sua capacidade de infec¢do em peixes reduzida, sugerindo
um papel para esta proteina no processo, assim como foi observado para a PhoE" em V.
cholerae (OSORIO e cols., 2004). Curiosamente, PhoE"“ e OmpS2 compartilham certa

similaridade de seqiiéncia (39% de similaridade e 24% de identidade).
1.8. A bile e os mecanismos de resisténcia aos sais biliares

A bile é uma secre¢do digestiva encontrada no intestino delgado humano em
concentracdes que variam de 0,2 a 2%. Ela € constituida, principalmente, de acidos biliares,
fosfolipideos e colesterol (Tabela 3), além do pigmento biliverdina (BEGLEY e cols., 2005;

GUNN, 2000). A bile funciona como um detergente biolégico, emulsificando e solubilizando
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lipideos, desestabilizando a integridade das membranas celulares e possuindo, portanto,

atividade antimicrobiana (revisado em BEGLEY e cols., 2005).

Os 4cidos biliares representam aproximadamente metade dos compostos organicos da
bile. Eles sdo sintetizados no figado, em um processo que envolve vdrias enzimas e € iniciado
pela quebra da cadeia lateral do colesterol. No intestino humano, os principais dcidos da bile
sao o deoxicélico, quenodeoxicdlico, ursodeoxicélico e glicocélico (BERNSTEIN e cols.,
1999). Esses 4cidos sdo moléculas anfipdticas que penetram no citoplasma de bactérias Gram-
negativas através dos canais hidrofilicos das porinas (GUNN, 2000; THANASSI e cols.,
1997) ou através da membrana externa, quando ndo possuem carga (PLESIAT e NIKAIDO,

1992).

Tabela 3 — Composicao e propriedades da bile humana

Componente / Propriedade

Sédio (mmol/L) 145
Potassio (mmol/L) 4
Cloreto (mmol/L) 90
Acidos 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 e cols., 2005

Além de desestabilizar a membrana celular, a bile induz danos no DNA (BERNSTEIN
e cols., 1999; KANDELL e BERNSTEIN, 1991), ativando enzimas de reparo (BERNSTEIN

e cols., 1999), chaperonas moleculares, tais como DnaK e GroESL, além de outras enzimas de
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resposta a estresses (BERNSTEIN e cols., 1999; FLAHAUT e cols., 1996a; FLAHAUT e
cols., 1996b). As bactérias entéricas respondem a bile alterando a expressdo de proteinas
envolvidas em sistemas de transducdo de sinais, em respostas a estresses ambientais
(BERNSTEIN e cols.,, 1999; FLAHAUT e cols.,, 1996b; LEVERRIER e cols., 2003;
SAVIJOKI e cols., 2005; VAN VELKINBURGH e GUNN, 1999) e ainda induzindo
resisténcia a bile e a detergentes anidnicos (GANZLE e cols., 1999; GUPTA e
CHOWDHURY, 1997; KRUKONIS e DIRITA, 2003; PACE e cols., 1997; PROVENZANO

e KLOSE, 2000; VAN VELKINBURGH e GUNN, 1999).

E possivel que proteinas sensoras de SDCs estejam envolvidas nestes processos
através de ligacdo a componentes da bile, dando inicio a uma cascata de fosforilacdo que
terminaria na regulacdo da expressdo gé€nica por proteinas reguladoras de resposta cognatas
(BEGLEY e cols., 2005; VAN VELKINBURGH e GUNN, 1999). Ha casos de proteinas
reguladoras da familia AraC que podem se ligar a componentes da bile para ativar a
transcricdo a partir de certos promotores (GUNN, 2000). A proteina Rob de E. coli, por
exemplo, interage com os acidos deoxicdlico e quenodeoxicélico ativando a transcri¢do de
genes que codificam bombas de efluxo (ROSENBERG e cols., 2003). Curiosamente, a
expressdo de Rob em E. coli é induzida por limitacdo de Pi (KAKEDA e cols., 1995),
sugerindo uma interacdo entre os mecanismos de resisténcia a bile e as vias de aquisicao e

metabolismo de Pi.

Além de responder diretamente a bile, a célula pode responder aos danos na
membrana (CLAVEL e cols., 1996; DIGIUSEPPE e SILHAVY, 2003) e a variacdes no nivel
de super enovelamento do DNA causados pelos componentes da bile (BERNSTEIN e cols.,
1999). Em muitas bactérias Gram-negativas existem mecanismos de efluxo responsdveis por
bombear a bile para fora da célula (GUNN, 2000; THANASSI e cols., 1997). Além disto,

estas bactérias apresentam uma tolerancia intrinseca a bile conferida pela camada de LPS e
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pelas porinas presentes na membrana externa (GUNN, 2000; SNYDER e MCINTOSH,
2000). O LPS funciona como uma barreira de permeabilidade devido ao empacotamento
denso de suas cadeias na superficie da célula (NESPER e cols., 2002; SNYDER e
MCINTOSH, 2000). O envolvimento das porinas no processo de tolerancia, por outro lado,
decorre da variabilidade na composicdo protéica da membrana externa da bactéria devido a
flexibilidade da expressao de proteinas ali localizadas em funcdo de alteracdes ambientais
(ACHOUAK e cols., 2001). Assim sendo, em muito casos, parte da resisténcia aos sais
biliares em bactérias Gram-negativas pode ser atribuida a perda ou a alteracdao na quantidade

de determinadas porinas na presenca da bile (POOLE, 2002).

Em V. cholerae, dentre os mecanismos de tolerancia a bile, ja foram descritas bombas
de efluxo dependentes e independentes de TolC (BINA e MEKALANOS, 2001;
CHATTERIEE e cols., 2004; COLMER e cols., 1998) e protecao via LPS (NESPER e cols.,
2002). Além disto, V. cholerae pode resistir a bile através da modulagdo da expressdo das
porinas na membrana externa (PROVENZANO e cols., 2000). Uma maior incorporacio de
OmpU na membrana externa de células de V. cholerae na presenca de bile confere um
aumento na resisténcia, ndo s a sais biliares, mas também a outros detergentes e antibidticos
(PROVENZANO e KLOSE, 2000; PROVENZANO e cols., 2000; WIBBENMEYER e cols.,
2002). Esta resisténcia pode ser explicada pelo fato de OmpU ser mais seletiva a cations e

menos sensivel aos sais biliares anidnicos do que OmpT, uma porina de baixa seletividade

16nica (DURET e DELCOUR, 2006; SIMONET e cols., 2003).

Devido ao fato de VCA1008 ser a primeira proteina de membrana externa induzida
por limitacao de Pi descrita em bactérias do género Vibrio e de que varias evidéncias sugerem
que seja um porina (VON KRUGER e cols., 2006) essencial a colonizacdo intestinal

(OSORIO e cols., 2004), este trabalho se concentrou na sua caracterizacdo molecular,
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regulacdo de expressdo e na andlise do seu papel na resisténcia a sais biliares em cepas de V.

cholerae O1, biotipos cléssico e El Tor.
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2. Objetivos
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Objetivos gerais:

Caracterizar molecularmente a PhoE'* e analisar a regulacio da sua expressdo e seu

papel na resisté€ncia a sais biliares em cepas de V. cholerae O1, biotipos cldssico e El Tor.

Objetivos especificos:

1. Caracteriza¢io molecular da proteina PhoE":

1.1. Estudo da seqiiéncia primdria da PhoE"* para predicdo de peptideo sinal, estruturas
secunddrias, topologia e localizacdo de residuos de amino acidos que possam ser
importantes para a sua fungao

1.2. Determinagdo experimental da seqiiéncia N-terminal da proteina

1.3. Anélise das formas moleculares de PhoE"* na célula

2. Andlise da regulacio da expressdo de PhoE"“ nas cepas de V. cholerae dos biotipos cldssico
e El Tor

2.1. Avaliacdo da expressdo de proteinas de membrana externa em reposta aos niveis de
fosfato inorganico e deoxicolato de sédio

2.2. Avaliacao da atividade do promotor de vcal008 em resposta ao deoxicolato de sédio

3. Avaliagdo da sensibilidade aos componentes dos sais biliares de células de V. cholerae

expressando ou néo a PhoE"*
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3. Material e Métodos
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3.1. Cepas bacterianas, plasmideos, meios de cultura e condigoes de cultivo

As cepas de V. cholerae e os plasmideos utilizados neste trabalho estao listados na

Tabela 4.

Tabela 4 - Cepas bacterianas e plasmideos utilizados neste trabalho.

Descri¢ao Referéncia

Cepa

569BSR V. cholerae. Cepa cldssica Inaba derivada de VON KRUGER e

569B, Sm" cols., 1999
0395SR V. cholerae. Cepa classica Ogawa derivada de Estoque do laboratério
0395, Sm'

N16961SR V. cholerae. Cepa El Tor derivada de N16961, Estoque do laboratério

Sm"

WK3 V. cholerae AphoB/R derivada de 569BSR, Sm' e VON KRUGER e
Kan' cols., 1999

WKS8 V. cholerae AphoB/R derivada de O395SR, Sm' e  Estoque do laboratério
Kan'

WKI10 V. cholerae AphoB/R derivada de N16961SR, Sm'  Estoque do laboratdrio
e Kan'

DH5a E. coli. F— endAl hsdRI17 (r~, my ") supE44 thi- RALEIGH e cols.,
1 recAl gyrA (Nal)relAl A(lacZYA-argF) U169 1988

®80dlacZAM15
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Plasmideo

pIC552 vetor plasmideal contendo lacZ precedido por um MACIAN e cols., 1994
sitio multiplo de clonagem para a inser¢cao de uma
regido promotora, Ap"

pICPphoB  pIC552 contendo a regido promotora de phoBR FARACHE, 2003
(234 pb a montante do cdédon de inicio da
transcri¢do putativo) fundido ao lacZ

pICPphoE  pIC552 contendo a regido promotora de vcal008 Este trabalho
(231 pb a montante do cdédon de inicio da

transcri¢do putativo) fundido ao lacZ

Sm' — resistente a estreptomicina, Kan' — resistente a canamicina, Amp" — resistente a
ampicilina.

Os meios de cultura utilizados para crescimento celular de rotina foram LB (bacto-
triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%) ou LB-dgar 1,5% (SAMBROOK e cols.,
1989). Para o cultivo em concentragdes conhecidas de fosfato inorgéanico, foi utilizado um
meio contendo uma mistura de sais tamponada com Tris—HC] pH 7.4, suplementado com
glicose 0,04% e tiamina 0,01M (meio TG; ECHOLS e cols., 1961). O meio TG foi
complementado com KH,PO,4 6,5mM ou 65uM para crescimento em alta (HP) ou baixa (LP)
concentracdo de fosfato, respectivamente. Aos meios, foram adicionados deoxicolato de sodio
(DOC) 0,2%, estreptomicina (Sm) 100ug/mL, canamicina (Kan) 50ug/mL e ampicilina
(Amp) 100pug/mL, sempre que necessario. As bactérias foram cultivadas a 37°C e a uma

agitacdo de 200rpm para culturas liquidas, tanto em LB quanto em TG.
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3.2. Anadlise da expressdo de proteinas de membrana externa

3.2.1. Extracao das OMPs ligadas a parede celular (OMPs-Pg)

As bactérias foram cultivadas inicialmente em LB até atingirem a fase exponencial de
crescimento (DOgponm de aproximadamente 0,5). Em seguida, as células foram coletadas por
centrifugacao (12000g por 10 minutos a 15°C), ressuspensas em TGHP ou TGLP (no mesmo
voluma da cultura em LB) e cultivadas por mais 6 ou 14 horas, na auséncia ou na presenca de

DOC 0,2%, a 37°C e agitacao de 200rpm.

A extracdo das OMPs-Pg foi realizada tanto em bactérias cultivadas em LB na fase
exponencial quanto em TG na fase estaciondria, segundo o método de Rosenbusch (1974),
com modifica¢cdes. Um volume de células correspondente a uma DOgyonm de 10 (volume de
células X DOgoonm = 10) foi centrifugado e o sedimento celular ressuspenso em 500uL de
Tris-HCl 20mM pH 7,5 com PMSF 5mM. As células foram rompidas por sonicacdo (quatro
ciclos de 20 pulsos de 1 segundo, em banho de gelo) e ao lisado foram adicionados SuL. de
RNase 10mg/mL e 3uL de DNase 1mg/mL. O material foi incubado por 20 minutos a 37°C, e
ultracentrifugado, em seguida, a 66000g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado
e o sedimento foi ressuspenso em 500uL de PBS (NaCl 140mM; KCI 2,7mM; Na,HPO,
8mM; KH,PO, 1,5mM, pH 7,4) com N-lauril sarcosinato de sédio 1% e incubado por 30
minutos a temperatura ambiente, seguido de ultracentrifugacdo a 66000g por 60 minutos a
4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso em 500uL de Tris-HCl
20mM pH 7,5 com SDS 2% e incubado por 30 minutos a temperatura ambiente. O material
foi ultracentrifugado a 66000g por 60 minutos a 15°C, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi ressuspenso em 500uL de solucdo de azida (NaCl 0,4M; EDTA 5SmM; azida de

s6dio SmM e B-mercaptoetanol 0,05%) e incubado por 2 horas a temperatura ambiente. O
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material foi ultracentrifugado a 66000g por 2 horas a 15°C. As amostras foram preparadas

para SDS-PAGE como descrito no item 3.2.3.
3.2.2. Purificaciio parcial da PhoE"*

As células de V. cholerae 5S69BSR foram inicialmente cultivadas em LB até a fase
exponencial e entdo transferidas para TGLP, como descrito em 3.2.1. As proteinas de
membrana externa foram extraidas a partir de 1L de cultura (DOgyonm total de
aproximadamente 1500), basicamente também como descrito no item 3.2.1, com as
modificagdes abaixo. Apds a ultracentrifugacdo da suspensdo no PBS contendo N-lauril
sarcosinato de sédio 1%, o sedimento foi ressuspenso em SmL de Tris-HCl 20mM pH 7,5
com SDS 1% e incubado por 30 minutos a temperatura ambiente. O material foi
ultracentrifugado a 66000g por 1 hora a 15°C, o sedimento foi ressuspenso em SmL de
solucdo de azida (item 3.2.1) contendo octil-POE 0,5% e incubado por 30 minutos a 30°C. O
material foi ultracentrifugado por 66000g por 1 hora a 15°C e o sobrenadante foi recolhido

(GARAVITO e ROSENBUSCH, 1986). As amostras foram preparadas para SDS-PAGE

como descrito no item 3.2.3.
3.2.3. Preparacao das amostras para SDS-PAGE

As amostras das proteinas de membrana e da PhoE"* parcialmente purificada foram

analisadas por SDS-PAGE, como descrito no item 3.2.5.1.

Nas preparagdes das OMPs-Pg, o sedimento da ultracentrifugacdo apds incubagdo em
solucdo de azida foi ressuspenso em 10 uLL de PBS e 10 pL. de tampdo de amostra 2X (Tris—
HCI1 0,1M pH 6,8, glicerol 20%, SDS 4%, azul de bromofenol 0,2%, DTT 122mM). As
amostras foram incubadas a 100°C por 5 minutos, seguidos de centrifugacdo a 16000 g por 10

minutos.
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Para andlise da estabilidade das PhoE" parcialmente purificada em diferentes
temperaturas, aliquotas das amostras foram misturadas com tampao de amostra ndo
desnaturante 2X (glicerol 20%, azul de bromofenol 0,2%, Tris—HCI1 0,1M pH 6,8) e incubadas
por 10 minutos a diferentes temperaturas (25°C, 50°C, 75°C ou 100°C). As amostras foram

centrifugadas a 16000g por 10 minutos.
3.2.4. Preparacao das amostras de membrana para eletroforese bidimensional (2D)

As bactérias foram pré-cultivadas em LB e cultivadas em TGLP por 14 horas, como
descrito em 3.2.1. A cultura foi entdo centrifugada (12000g por 10 minutos a 15°C) e o
sedimento celular foi ressuspendido em solucao de lise (uréia 8M, Triton X-100 2%, anfdlitos
Pharmalyte GE Healthcare pH 3-10 0,5%) e incubado por 2 horas a temperatura ambiente,
sem agitacdo. O lisado foi submetido a uma ultracentrifugacdo a 66000g por 90 minutos a
4°C. O sedimento contendo as proteinas insoliveis em solug¢do de lise foi ressuspendido em
solucdo de reidratagdo (uréia 8M, ASB-14 1%, anf6litos Pharmalyte GE Healthcare pH 3-10
0,5%, tiouréia 2M, DTT 50mM), seguido de uma nova ultracentrifugacao a 66000g por 60

minutos a 4°C. As proteinas soltveis foram submetidas a andlise por eletroforese 2D.
3.2.5. Analise eletroforética de proteinas
3.2.5.1. SDS-PAGE

As amostras protéicas foram analisadas em gel de poliacrilamida (9 x 5,5cm) a 11%
com SDS, em tampao Tris—glicina SDS (glicina 38mM; Tris—HCI 5SmM; SDS 0,1%) a 100 V
(LAEMMLI, 1970). Os géis foram corados com azul de Coomassie (etanol 30%; acido
acético glacial 0,5%; azul de Coomassie R-250 0,2%) durante a noite e descorados com uma
solucdo de etanol 30% (SAMBROOK e cols., 1989) ou revelados com nitrato de prata

(Wanda von Kriiger, comunicacdo pessoal). Para este dltimo método de coloracdo, o gel foi
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incubado por 30 segundos no forno de microondas na poténcia méxima em solu¢do de fixagcao
(etanol 40%, 4acido acético 10%), seguido de agitacdo por cinco minutos a temperatura
ambiente. A seguir, a solucdo de fixacdo foi descartada e gel foi incubado como descrito
anteriormente em etanol 30%. O etanol foi descartado e o gel mergulhado em solucido de
sensibilizac¢do (etanol 30%, acetato de sédio anidro 6,8%, tiossulfato de s6dio pentahidratado
0,2%, glutaraldeido 0,125%) e incubado como descrito anteriormente. A solu¢do de fixacdo
foi descartada e o gel foi lavado duas vezes com dgua, permanecendo 30 segundos no forno
de microondas na poté€ncia méaxima e dois minutos sob agitagdo por cinco minutos a
temperatura ambiente em cada lavagem. O gel foi entdo colocado em nitrato de prata 0,25%
por 30 segundos no forno de microondas na poténcia mdxima, seguido de agitacdo por cinco
minutos a temperatura ambiente. A solucdo de prata foi descartada e o gel lavado em dgua por
40 segundos, com agita¢do a temperatura ambiente. As bandas foram reveladas em carbonato

de sddio anidro 2,5%. A revelagao foi interrompida pela adicao de EDTA 0,05M pH 8,0.

Os géis foram digitalizados no Image Scanner (GE Healthcare) e as andlises de
densitometria e determinacdo de massa molecular das bandas protéicas foram realizadas

utilizando o programa ImageMaster 2D Platinum v5.0 (GE Healthcare).

3.2.5.2. Eletroforese 2D

Para a primeira dimensdo (focalizacdo isoelétrica), 150ug de cada amostra foram
focalizadas em tiras de poliacrilamida de 7cm com intervalo de pH de 4 a 7 (Immobiline
DryStrip, GE Healthcare). As tiras foram reidratadas com as amostras em 125uL de solugdo
de reidratacao (item 3.2.3) durante a noite, a temperatura ambiente. A focalizacdo isoelétrica
foi realizada no aparelho Multiphor II (GE Healthcare), a 20°C, a uma corrente de 0,5mA por

tira e uma poténcia de SW, adotando o seguinte programa: fase 1 - 200V por 1 minuto,
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totalizando 1Vh; fase 2 - a voltagem foi aumentada gradativamente até 3500V em 90 minutos,

totalizando 2,8k Vh; fase 3 - 3500V por 90 minutos, totalizando 5,2kVh.

Para a segunda dimensdo (SDS-PAGE), as tiras focalizadas foram tratadas por 15
minutos com solucdo de equilibrio (Tris-HC1 50mM pH 8,8, uréia 6M, glicerol 30%, SDS
2%, azul de bromofenol 0,002%) contendo DTT 10mg/mL e por mais 15 minutos com
solucdo de equilibrio contendo iodoacetamida 25mg/mL. As tiras foram entdo posicionadas
sobre um gel de um gradiente de poliacrilamida de 12 a 14% (ExcelGel ™ Gradient XL 12-14,
GE Healthcare). A segunda dimensao foi realizada no aparelho Multiphor II (GE Healthcare),
utilizando o seguinte programa: fase 1 - 200V ou uma corrente de 20mA por 40 minutos; fase
2 - 800V ou 40mA por 40 minutos. A poténcia maxima foi ajustada para 20 e 40W, nas fases

1 e 2, respectivamente.

O gel foi corado com azul de Coomassie (etanol 30%; acido acético glacial 0,5%; azul
de Coomassie R-250 0,2%) durante a noite e descorado com uma solucdo de etanol 30%
(SAMBROOK e cols., 1989). O gel foi digitalizado no Image Scanner (GE Healthcare) e para
determinac¢do do pl das proteinas utilizou-se o programa ImageMaster 2D Platinum v5.0 (GE

Healthcare).
3.2.6. Identificacao das proteinas por espectrometria de massas
3.2.6.1. Preparacao das amostras

As proteinas de interesse foram digeridas in gel com tripsina de acordo com
Shevchenko e cols. (1996). Resumidamente, os fragmentos de gel contendo as proteinas de
interesse foram lavados individualmente com 1mL de acetonitrila 50% em NH/HCO; 25mM
pH 8,0. Aqueles provenientes de géis corados com prata foram tratados previamente com

S0uL de tiosulfato de sédio 100mM e 50pL de ferricianeto de potassio 30mM por 40
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minutos. Apds a lavagem com acetonitrila 50% em NH,HCO; 25mM pH 8,0, as proteinas
procedentes de géis unidimensionais (SDS-PAGE) foram tratados com solucdo de DTT
10mM em NH4HCO; 25mM, por 1 hora a 56°C e, entdo, com iodoacetamida 55mM em
NH4HCO; 25mM por 45 minutos a temperatura ambiente no escuro. Apds serem lavados
novamente com ImL de acetonitrila 50% em NHsHCO; 25mM pH 8,0, os fragmentos foram
transferidos para 25uL de acetonitrila 100%, secos em concentrador a vacuo (Speed-Vac) por
20 minutos e incubados em 25uL de tripsina (Porcine Tripsin, Promega) 10mg/mL em
NH4HCO; 25mM pH 8,0 a 37°C durante a noite. Os peptideos tripticos foram extraidos por
incubacdo de cada fragmento de gel com 100 uLL de uma solu¢do contendo acetonitrila 50% e
acido trifluoracético 5%, por 1 hora, a temperatura ambiente. As solu¢des das lavagens foram
transferidas para um tubo limpo e o volume foi reduzido em concentrador a vicuo (Speed-

Vac) por alguns minutos até aproximadamente SpuL.

3.2.6.2. Obtencao dos PMFs (peptide mass fingerprinting) por espectrometria de massas

Para andlise por espectrometria de massas, IuL de cada amostra contendo os
peptideos tripticos foi misturado com 1yl de matriz dcido 4-hidroxicindmico (Q-ciano,
SIGMA). O espectro dos peptideos de cada proteina (peptide mass fingerprinting, PMF) foi
adquirido no espectrometro de massas Voyager DE PRO Biospectrometry Workstation
(Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) e analisados com o programa Data Explorer v5.1.
Os peptideos derivados da autdlise da tripsina de massas 842,5 e 2211,1Da e as misturas de
calibrag¢do 1 ou 2 (Sequazyme Peptide Mass Standard kit, PerSeptive Biosystems, Foster City,
CA, USA) foram usados como calibragdo interna e externa, respectivamente. Os mapas
peptidicos (PMFs) foram obtidos no modo refletido com alta resolucao para massas entre 800

e 4000Da.
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As massas moleculares dos picos monoisotopicos foram obtidas e os PMFs foram
analisados contra um banco de dados incluindo V. cholerae e outras espécies do género
Vibrio, utilizando a interface Protein Prospector (http://prospector.ucsf.edu/prospector/4.0.8/
html/msfit.htm). Os critérios para identificacdo foram: uma pontuagdo (MOWSE Score) de
pelo menos 1000, no minimo quatro peptideos identificados, uma cobertura de ao menos 20%

da proteina, e apenas uma proteina atendendo aos critérios mencionados.
3.2.6.3. Seqiienciamento dos peptideos

Algumas proteinas resolvidas por eletroforese 2D ndo identificadas pelo seu PMF
(item 3.2.5.2) tiveram alguns de seus peptideos seqiienciados no aparelho 4700 Proteomics
Analyzer TOF/TOF (Applied Biosystems). Os fons foram fragmentados utilizando N, como
gds de colisdo a uma pressdo de 2.8 x 10°torr. Os espectros dos fons obtidos foram usados
para determinar a seqiiéncia dos peptideos considerando a diferenca de massa entre os fons
“y” e “b” (JOHNSON e cols., 1988).

Os PMFs e os espectros dos fons obtidos foram usados em buscas contra um banco de
dados incluindo V. cholerae e outras espécies do género Vibrio, utilizando a interface Mascot
(http://www.matrixscience.com). Os critérios para identificagcdo somente pelos PMFs foram:
uma pontuacdo de pelo menos 55 (p < 0,05), no minimo quatro peptideos identificados, uma
cobertura de ao menos 25% da proteina, e apenas uma proteina atendendo aos critérios
mencionados. Quando foi possivel seqiienciar peptideos com mais de cinco residuos, ndo foi

necessario atender a todos os critérios mencionados.
3.2.7. Seqiienciamento do N-terminal

As OMPs de células de V. cholerae 569BSR e N16961SR expressas em TGLP foram
separadas por SDS-PAGE e transferidas para uma membrana de PVDF (ImmobilonP,

Millipore). A transferéncia foi realizada durante 60 minutos a uma corrente entre 0,11 a 0,13A
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em temperatura ambiente usando CAPS 10mM pH 11 em metanol 10% como tampao de
transferéncia (SAMBROOK e cols., 1989). A membrana foi corada com Ponceau-S
(MATSUDAIRA, 1987) e a proteina de interesse foi excisada da membrana. Sua por¢ao N-
terminal foi seqilienciada por degradacdo de Edman (HEIRWEGH e EDMAN, 1957) no
Seqiienciador Shimadzu PSQ-23A do Laboratério de Toxinologia, Fiocruz, RJ, em

colaboracdo com os Drs. Jonas Perales e Ana Gisele Neves Ferreira.
3.3. Ferramentas computacionais
3.3.1. Busca por homologia e alinhamentos

As buscas por similaridade foram realizadas utilizando o banco de dados nao
redundante (nr) do NCBI (National Center for Biotechnology Information -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) usando Blastp (ALTSCHUL e cols., 1990), mantendo os
parametros padrdes. Os alinhamentos multiplos foram gerados com o programa ClustalW
(THOMPSON e cols.,, 1994) do EBI (European Bioinformatics Institute -

http://www.ebi.ac.uk/clustalw).
3.3.2. Caracterizaciio funcional da PhoE"

Para avaliar familias de proteinas foi utilizado o banco de dados Pfam (BATEMAN e
cols., 2004). A analise de dominios conservados foi realizada usando o banco de dados COG
(TATUSOV e cols., 1997; TATUSOV e cols., 2001). A presenca de peptideos sinais e a
posicdo do sitio de clivagem foram avaliadas com SignalP Server v3.0 (BENDTSEN e cols.,
2004). As hélices transmembranares foram preditas com TMHMM Server v2.0 (KROGH e
cols., 2001; SONNHAMMER e cols., 1998), enquanto que a localizacdo subcelular da

proteina foi avaliada com PSORTD v2.0.4 (GARDY e cols., 2005).
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3.3.3. Predicao da estrutura secundaria

A predicdo de estrutura de barril B, a localizagdo das fitas transmembranares ¢ a
topologia das al¢as foram determinadas com PRED-TMBB (BAGOS e cols., 2004). A

representacdo grafica das estruturas de barril  foi feita com TMRPres2D.

3.3.4. Busca por caixas pho putativas

As buscas de caixas pho putativas foram realizadas em seqiiéncias de 200 pb a
montante do sitio de inicio da traducdo putativo dos genes de interesse, utilizando os
programas MEME/MAST (BAILEY e GRIBSKOV, 1998) e BLASTn (ALTSCHUL e cols.,
1990) baseados no modelo Hidden Markoff. As regides selecionadas foram comparadas a
dominios conservados de caixas pho observados em bactérias, levedura e plantas: repeti¢des
diretas de GTCAT, GCCAT, TCCAT ou GCCAAT separadas por uma regido rica em A/T
(HIRANI e cols., 2001; MAKINO e cols., 1985; OGAWA e cols., 1995). As caixas pho
putativas selecionadas pelo MAST possuem 16 nucleotideos e foram definidas quando p <
0,0001. As buscas pelo BLASTn (ALTSCHUL e cols., 1990) foram realizadas variando a

distancia entre os dois dominios repetidos das caixas pho.

3.4. Avaliagdo da ativagdo transcricional dos promotores de vcal008 e phoB/R

Para avaliar a atividade do promotor de vcal008 nas cepas de V. cholerae, em resposta
as condi¢Oes de cultivo, utilizou-se a técnica de fusdo de operons. A regido do promotor
putativo de vcal008 foi clonada a montante do lacZ no plasmideo pIC552 e sua atividade
transcricional foi avaliada pela atividade do reporter, B-galactosidase, em células cultivadas
em meio deficiente de Pi, com ou sem DOC 0,2%. Para analisar a atividade do regulon Pho
nestas culturas, atividades da fosfatase alcalina (PhoA), o repdrter natural do regulon Pho,

foram dosadas. Além disto, as atividades transcricionais do promotor phoB/R foram avaliadas
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pela atividade de B-galactosidase, em células de V. cholerae transformadas com pICPphoB
(Tabela 4) e submetidas as condi¢des de cultivo em TGLP, com ou sem DOC 0,2%. O
procedimento experimental necessdrio a esta andlise segue-se abaixo.

Os resultados foram avaliados estatisticamente utilizando o programa GraphPad Prism
v4.00. Cada conjunto de dados foi analisado utilizando o teste t pareado com um intervalo de

confianca de 95%.

3.4.1. Métodos genéticos

3.4.1.1. Preparaciao de DNA cromossomal

Amostras de DNAs cromossomais das cepas de V. cholerae 569BSR, O395SR e
N16961SR foram extraidas de acordo com (AUSUBEL e cols., 1995), com modifica¢gdes. As
células foram cultivadas em 3mL de LB, a 37°C durante a noite, coletadas por centrifugacao
(12000g por 10 minutos a temperatura ambiente) e os sedimentos celulares foram
ressuspensos em 560ul. de TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM pH 8,0). A cada suspensao
foram adicionados 30uL de SDS 10%, 6uL de proteinase K 20mg/mL e 4ul. de RNase
10mg/mL. As amostras foram incubadas a 65°C por 20 minutos € o DNA foi extraido trés
vezes com fenol:cloroférmio (1:1) equilibrado em Tris-HCI 1M pH 8,0. Para remog¢ao de
residuos de fenol fez-se uma extragdo com cloroférmio:éalcool isoamilico (24:1). O DNA foi
precipitado com 0,6 volumes de isopropanol e 10% de acetato de sédio 3M pH 5,2, e
incubado por 10 minutos a temperatura ambiente com leve agitacdo. O DNA foi coletado por

centrifugacdo a 16000g por 5 minutos, lavado com 500uL de etanol 70% e ressuspenso em

100pL de TE.

3.4.1.2. Amplificacao do promotor putativo de vcal008

Os DNAs cromossomais serviram como moldes, em reacdes de PCR, para amplificar

um fragmento de 241pb localizado a montante do cédon de inicio da traducdo putativo de



Material e Métodos 49

veal008. Foram desenhados 0s pares de iniciadores PhoE"“-Ncol
(5’CATAGCCATGGATTCCTCATCACTCACC3’) e PhoE"“-Xhol
(5’ ACGTCTCGAGTATTAGTTTGATTGGGC3’), com base na seqiiéncia de vcal008 da
cepa El Tor N16961 (banco de dados TIGR CMR). Para as reacdoes de PCR (termociclador
PTC-200; MJ Research) usou-se a Taqg DNA Polimerase (Promega) e o programa: (a) 1
minuto a 94°C, (b) 1 minuto a 56°C, (c) 30 segundos a 72°C, repetindo o ciclo “a-b-¢” 30

vezes, seguido por uma ultima etapa de extensdo a 72°C por 10 minutos.

Os produtos das PCRs foram analisados em gel de dgarose a 1,5% em TAE 1X (Tris —
acetato 40mM, EDTA 1mM (SAMBROOK e cols., 1989) e purificados do gel com o kit de

purificagdo Wizard SV (Promega) de acordo com as instru¢des do fabricante.
3.4.1.3. Construcao da fusao transcricional (promotor de vcal008-lacZ)

Os fragmentos purificados foram digeridos com as enzimas de restricdo Nco I e Xho 1
(Promega) e ligados (T4 DNA ligase, Promega) ao plasmideo pIC552 (MACIAN e cols.,
1994) digerido com as mesmas enzimas. A mistura de ligacdo foi utilizada para transformar
células competentes de E. coli DH5a e as colonias contendo os plasmideos foram
selecionadas por plaqueamento em LB-dgar com ampicilina 100pug/mL e incubacao a 37°C.
Algums coldnias de E. coli DH5a resistentes a ampicilina foram inoculadas em meio de
cultura liquido (LB/Amp) e, na fase estaciondria do crescimento foram utilizadas para mini-
preparagdes de plasmideos. Dentre os plasmideos obtidos, os recombinantes de interesse
foram selecionados por andlise por eletroforese em gel de dgarose 1% em TAE 1X e PCRs
utilizando as condi¢des descritas anteriormente. Os procedimentos de digestdo enzimatica,
ligacdo, preparo de células competentes e selecdo dos plasmideos recombinates de interesse
foram realizados de acordo com Sambrook e cols. (1989). As fusdes pIC552-promotor
veal008-lacZ (denominadas pICPphoE) foram confirmadas por seqiienciamento usando o kit

ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reactions (Applied Bisystems) na
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Plataforma Gendmica - Seqiienciamento de DNA / PDTIS-FIOCRUZ. Os plasmideos
recombinantes pICPphoB e pICPphoE (Tabela 4) foram usados para transformar cepas de V.

cholerae competentes (VON KRUGER e cols., 1999).

3.4.2. Atividades transcricionais dos promotores de vcal008 e phoBR: dosagem da

atividade da p-galactosidase

As bactérias contendo os plasmideos pICPphoB ou pICPphoE foram cultivadas sob
agitacdo de 200rpm a 37°C em meio LB até uma DOgynm de aproximadamente 0,5. Dez mL
de cada cultura foram centrifugados e o sedimento celular correspondente foi ressuspenso em
10mL de TGLP sem ou com DOC 0,2% e as culturas mantidas sob agitacao de 200rpm a
37°C por 22 horas. As atividades transcricionais dos promotores de vcal008 e phoB/R nas
células das cepas de V. cholerae foram avaliadas apds 6, 14 e 22 horas de incubagdo, pela
atividade da B-galactosidase (MILLER, 1972), como descrito a seguir. Um volume de cultura
de 300 ou 600uL (somente no caso de culturas em TGLP/DOC 0,2%, para o tempo de 6
horas) foi centrifugado (16000g por 10 minutos a temperatura ambiente) e o sedimento celular
foi ressuspenso em 500uL. de PBS. As células foram rompidas por sonicacao (quatro ciclos de
20 pulsos de 1 segundo, em banho de gelo) e os lisados foram centrifugados a 25000g por 15
minutos a 4°C. As atividades da [-galactosidase foram dosadas em 50uL de cada
sobrenadante ao qual foram adicionados S0uL de tampdo Z (KCl 10mM; MgSO4 ImM; B-
mercaptoetanol 50mM; NaH,PO, 40mM; Na,HPO, 60mM) e 20uL de o-nitrofenil-B-D-
galactopiranosideo (ONPG) 4mg/mL em tampdo Z. A reagdo foi incubada a 30°C por 15
minutos e interrompida pela adi¢do de SOuL. de Na,CO3; IM. A DO4onm foi determinada em
um leitor de microplacas (Versamax tunable - Molecular Devices) e a atividade especifica da
B-galactosidase foi determinada considerando a massa de proteinas no volume do
sobrenadante analisado (LOWRY e cols., 1951), através do calculo DOgonm x 1000 x

(quantidade de proteinas em g)'l.
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3.4.3. Atividade do regulon Pho: dosagem da atividade da fosfatase alcalina (PhoA)

As atividades da PhoA foram determinadas como descrito (VON KRUGER e cols.,
1999) nas mesmas culturas utilizadas para medida de [-galactosidase para avaliar as
atividades transcricionais do promotores de vcal008 e phoB/R (item 3.5.2). Resumidamente,
150 ou 300uL (somente para culturas em TGLP/DOC 0,2% apds 6 horas de incubagdo) de
cultura foram centrifugados e os sedimentos celulares ressuspensos individualmente em
250uL de Tris—HCI IM pH 8,0. A cada tubo, foram adicionados Sul. de CTAB (brometo de
cetiltrimetilamonio) 0,5% e a mistura era agitada vigorosamente por 1 minuto e incubada por
5 minutos a temperatura ambiente, para permeabilizar as células e permitir a liberacdo da
PhoA que € periplasmatica em V. cholerae (ROY e cols., 1982). A seguir, foram adicionados
200uL de Tris—HCI 1M pH 8,0 e 50uL. de PNPP (p-nitrofenil-fosfato) 6mg/mL, cuja hidrdlise
pela PhoA gera um produto amarelo. A mistura foi incubada por 15 minutos a 37°C. A reagao
foi interrompida pela adi¢ao de 5S0uL de KoHPO4 IM. A DO4onm de cada reagao foi medida e
a atividade da PhoA foi determinada considerando a concentragdo de proteinas determinada
pelo método de Lowry (LOWRY e cols., 1951), através do cdlculo DOg4yonm x 1000 x

(quantidade de proteinas por pL da cultura de bactérias) .
3.4.4. Dosagem de proteinas

A quantidade de proteinas nos lisados utilizados para dosagem da atividade da [-
galactosidase foi determinada pelo método de Lowry (LOWRY e cols., 1951). A cada
amostra (50 e 100uL de cada lisado) foi adicionado SDS 0,5% em quantidade suficiente para
200uL, seguida pela adi¢do de 1mL de uma mistura 100:1:1 das solu¢gdes A (Na,CO3; 2% em
NaOH 0,1N), B1 (CuSO4.5H,O 1%) e B2 (tartarato de sédio e potdssio 27mg/mL),
respectivamente. Apds incubagdo de 10 minutos a temperatura ambiente, foram adicionados

100pL de reagente de Folin 1N (Merck) a cada reacdo. Apds 30 minutos, a DO7sonm foi
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medida em espectrofotdmetro (Pharmacia Biotech Ultrospec® 3000). A quantidade de
proteinas presente em cada amostra foi determinada a partir de uma curva padrdo realizada

com 20, 40 e 80 pug de albumina bovina sérica (BSA).
3.5. Teste de sobrevivéncia bacteriana ao DOC

As bactérias foram pré-cultivadas em meio LB até uma DOggonm de aproximadamente
0,5. Cinco mL de cultura foram centrifugados e o sedimento celular foi ressuspenso no
mesmo volume de TGHP ou TGLP, como descrito em 3.2.1. Apds 12 (para O395SR e
WKS8SR em TGHP) ou 14 horas (para as demais condi¢des), S50ul. de cultura foram
centrifugados e ressuspensos no mesmo volume de TGHP ou TGLP. Uma aliquota de S0uL
foi submetida a diluicdes seriadas e plaqueamentos em LB-dgar 1,5% (item 3.1) para
determinar o nimero de unidades formadoras de coldonias em ImL de cultura (tempo O,
100%). Aos 500uL restantes, foi adicionado DOC para a concentragdo final de 0,2%. Apés 1,
2 e 5 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, com agitacdo ocasional, aliquotas de
50uL foram submetidas a dilui¢des e plaqueamento, como acima, para determinacdo da
porcentagem de bactérias vivas na cultura apds cada tempo de incubacao em DOC 0,2%, em

relac@o ao tempo 0 (100%).
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4. Resultados
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4.1. Expressdo de proteinas de membrana externa associadas a parede celular (OMPs-Pg)

por cepas de V. cholerae selvagens e mutantes (AphoB/R) cultivadas em meio rico

Em todas as abordagens experimentais utilizadas neste trabalho, as bactérias foram
previamente cultivadas em meio rico LB, até atingirem uma DOgyonm de aproximadamente 0,5
(fase exponencial intermedidria) antes de serem transferidas para os meios definidos TGHP
ou TGLP. Assim, foi feita inicialmente uma anélise das OMPs-Pg expressas em LB, na fase
exponencial, pelas cepas selvagens de V. cholerae biotipos cldssico S69BSR e O395SR e El
Tor NI16961SR e por seus mutantes isogénicos AphoB/R WK3, WKS8 e WKIO0,

respectivamente (Figura 6 e Tabela 5).

569BSR WK3 0395SR WK8 N16961SR WK10

97 kDa
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45kDa 1 2 5 9 13
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3 10 14 15
6 11
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Figura 6 - Perfis eletroforéticos das OMPs-Pg de cepas de V. cholerae em LB na fase
exponencial intermediaria (SDS-PAGE 11% corado com azul de Coomassie). As cepas
WK3, WK8 e WK10 sd@ao mutantes AphoB/R isogénicos de S69BSR, O395SR e N16961SR,
respectivamente. As proteinas numeradas foram identificadas por espectrometria de massas
(Tabela 5). As setas indicam a posi¢ao das porinas OmpU (azul) e OmpT (vermelho).
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Tabela 5 - Proteinas (referentes ao gel da Figura 6) identificadas por MS e MS/MS.

Gene Cobertura Peptideos
Banda Proteina Pontuaciio®
codificante” (%)° identificados’
1 OmpT vel854 105 21 12
2 OmpT vel854 252 48 19
3 OmpU vc0633 259 32 14
4 OmpV vel318 79 19 5
5 OmpT vel854 111 23 11
OmpU ve0633
6 77 35 7
“truncada”
7 OmpV vel318 193 55 14

Receptor de ve0156
8 119 18 11
vitamina B12

9 OmpT vel854 116 40 16
10 OmpU vc0633 242 42 16
OmpU ve0633
11 118 44 15
“truncada”
12 OmpV vel318 147 46 11
13 OmpT vel854 210 38 18
14 OmpU vc0633 604 56 23
15 OmpU vc0633 294 53 23

Os valores de pontuacgdo, cobertura e peptideos identificados referem-se somente ao MS.

* Gene que codifica a proteina na cepa N16961, cujo genoma estd completamente seqiienciado
® Valor de probabilidade baseado na pontuacio MOWSE

¢ Percentual da proteina coberto pelos peptideos identificados

4 Niimero de peptideos dos PMFs identificados na proteina
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Nestas condi¢des de cultura (meio LB e fase exponencial), as bactérias nao t€m o
regulon Pho ativado, ou seja, a atividade da fosfatase alcalina, o repdrter natural deste
regulon, ndo € detectada (VERSHININA e ZNAMENSKAYA, 2002). Apesar disso, foram
observadas diferencas entre as OMPs-Pg expressas pelas bactérias selvagens e seus
respectivos mutantes AphoB/R (Figura 6). Na Tabela 6 é mostrada a quantidade de cada

OMP-Pg por amostra (totalizando 100% por amostra).

Tabela 6 — Quantidade percentual das OMPs-Pg expressas pelas cepas de V. cholerae em
LB na fase exponencial

Cepa| 569BR WK3 0O395SR WKS8 N16961SR  WK10

Proteina

OmpT 6% 53% 4% 6% 5% -
OmpU 90% 44% 87% 82% 94% 79%
OmpU - - 2% 3% - R
“truncada”

OmpV - 3% 5% 2% - -
Outras OMPs 4% - 2% 7% - 21%

A cepa 569BSR apresentou OmpU como OMP-Pg majoritéria (cerca de 90%, Figura
6) e seu mutante isogénico WK3 apresentou quantidades equivalentes de OmpT e OmpU na
membrana externa (aproximadamente 44 e 53%, respectivamente — bandas 2 e 3 da Figura 6).
Além disso, outras OMPs menos abundantes foram detectadas diferencialmente nas células

destas cepas em LB, tal como a proteina OmpV detectada apenas em WK3.
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De modo semelhante, as cepas O395SR e WKS8 também apresentaram OmpU como
OMP-Pg a mais expressa, mas diferiram, principalmente, no perfil das OMPs-Pg menos
abundantes. Uma destas OMPs-Pg foi identificada por MS como uma forma de OmpU de
massa molecular menor, sugerindo uma degradagdo proteolitica ou uma isoforma com funcao
desconhecida (bandas 6 e 11, Figura 6). OmpV (bandas 7 e 12, Figura 6) foi aparentemente
mais expressa pela cepa O395SR (5%, contra 2% em WK3). A expressio de OmpV em
condi¢des consideradas atipicas, uma vez que esta proteina em V. cholerae é induzida pelo
calor (SAHU e cols., 1994; STEVENSON e cols., 1985), sugere que ela possa ter outras

funcoes na fisiologia da célula.

Entre a cepa El Tor N16961SR e seu o mutante AphoB/R WK10 também parece haver
diferencas na expressio das OMPs-Pg em células cultivadas em LB, durante a fase
exponencial. A OmpU (bandas 14 e 15, Figura 6) ¢ majoritdria em ambas as cepas, porém a
cepa WK10 apresentou um rastro de proteinas de massa molecular entre 60 e 100 kDa que
podem ser citoplasmaticas e, por isso, para a quantificacdo das bandas por densitometria, estas
proteinas ndo foram consideradas. Vale ressaltar que estas contaminacdes apareceram em
todas as preparacdes de membrana externa de WK10 (Figuras 6 e 8), sugerindo um problema

especifico desta cepa.

Além de serem distintos entre si, os perfis das OMPs-Pg expressos pelas cepas
selvagens S69BSR, O395SR e N16961SR, em LB na fase exponencial, também diferiram dos
seus respectivos mutantes WK3, WK8 e WK10. Em todas as cepas, excetuando WK3, OmpU
parece ser a majoritdria na condi¢do analisada (Figura 6, Tabela 6). As cepas classicas
569BSR e O395SR, diferentemente da El Tor N16961SR, apresentaram adicionalmente

OMPs-Pg menos abundantes (Figura 6, Tabela 6).
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Quanto aos perfis de OMPs-Pg das cepas selvagens versus mutantes AphoB/R, a maior
diferenca observada foi a expressao relativamente alta da OmpT por WK3 em relacdo a cepa

parental 569BSR (Figura 6, Tabela 6).

4.2. Expressdo de OMPs-Pg por cepas de V. cholerae selvagens e mutantes (AphoB/R)

cultivadas em meio definido na abunddncia (TGHP) e escassez (TGLP) de Pi

A andlise eletroforética das OMPs-Pg também foi realizada em cepas de V. cholerae
selvagens e mutantes AphoB/R apds a sua transferéncia do meio rico LB para os meios
definidos TGHP e TGLP. Ao atingirem a fase exponencial em LB, as células foram
transferidas para TGHP e TGLP e mantidas por 14 horas a 37°C, atingindo assim a fase
estaciondria. As OMPs-Pg foram extraidas e analisadas por SDS-PAGE (Figuras 7 e 8). As

identifica¢des das proteinas de interesse foram realizadas por MS (Tabelas 7 € 9).

569BSR 0395SR N1691SR
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Figura 7 - Perfis eletroforéticos das OMPs-Pg de cepas de V. cholerae selvagens em TG
(SDS-PAGE 11% corado com azul de Coomassie). As bactérias foram cultivadas por 14
horas em TGHP ou TGLP. As proteinas numeradas foram identificadas por espectrometria de
massas (Tabela 7). As setas indicam a posi¢ao das porinas OmpU (azul), OmpT (vermelho) e
PhoE" (verde).
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Tabela 7 — Proteinas (referentes ao gel da Figura 7) identificadas por MS.

Gene Pontuacao Cobertura # peptideos
Banda Proteina
codificante® MOWSE (%)" identificados®
1 OmpT vel854 9,24E+06 45 13
2 OmpT vel854 9,25E+06 45 13
3 PhoE"* veal008 9873 61 14
4 Proteina relacionada vel888 1,12E+04 17 8
a hemolisina
5 Receptor de ve0156 1,20E+08 49 21
vitamina B12
6 OmpT vel854 1,32E+05 48 10
7 OmpU vc0633 3,03E+07 56 13
8 Proteina relacionada vel888 3,44E+07 29 13
a hemolisina
9 Receptor de ve0156 1,28 E+05 22 10
vitamina B12
10 OmpT vel854 5,40E+06 48 13
11 OmpU vc0633 3611 27 6
12 PhoE"* veal008 9,42E+05 44 12
13 OmpT vel854 1254 23 5
14 OmpT vel854 1648 25 6
15 PhoE"* veal 008 1043 38 11

* Gene que codifica a proteina na cepa N16961, cujo genoma estd completamente seqiienciado
® Percentual da proteina coberto pelos peptideos identificados
“Nudmero de peptideos dos PMFs identificados na proteina
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A comparacgao entre os perfis das OMPs-Pg expressas pelas cepas selvagens em LB
(Figura 6, Tabela 6) e TGHP (Figura 7, Tabela 8) mostra que a passagem das células do meio
rico (LB) para o meio definido (TGHP) causou uma alteracdo quantitativa e qualitativa das

OMPs-Pg.

Tabela 8 — Quantidade percentual das OMPs-Pg expressas pelas cepas selvagens de V.
cholerae em meio definido TGHP ou TGLP

Cepa 569BR 0395SR N16961SR
Proteina TGHP TGLP TGHP TGLP TGHP TGLP
Proteina relacionada a 4% 17%
hemolisina
Receptor de vitamina 16% 12%
B12
OmpT 96% 65% 43% 13% 96% 57%
OmpU 37% 5%
PhoE"* 35% 54% 43%
Outras OMPs 4% 4%

Em LB, a principal OMP-Pg da cepa 569BSR foi a OmpU (cerca de 90%; Figura 6).
Em TGHP, a quantidade de OmpU foi reduzida, sendo acompanhada por um expressivo
aumento de OmpT (banda 1, Figura 7). Uma alteracdo semelhante foi observada para a cepa
El Tor N16961SR (banda 14 das Figuras 6 e 7). A outra cepa cldssica analisada, O395SR,
comportou-se de modo distinto. Em meio rico, OmpU era a OMP-Pg majoritaria (Figura 6),
mas, em TGHP, O395SR apresentou quantidades equivalentes de OmpU e OmpT na

membrana (bandas 6 e 7, Figura 7). Esta cepa também expressou duas OMPs-Pg menos
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abundantes em TGHP: uma proteina relacionada a hemolisina e o receptor de vitamina B12

(bandas 4 e 5, Figura 7).

Quando os perfis das OMPs-Pg das trés cepas em TGHP e TGLP foram comparados,
verificou-se que a reducdo de Pi no meio de cultivo causou uma profunda alteracao no padrao
das OMPs-Pg. As trés cepas apresentaram, em TGLP, uma OMP-Pg ndo expressa nas
condicdes anteriores (LB e TGHP) identificada como produto do gene vcal008 (bandas 3, 12

e 15, Figura 7), a PhoE"".

Assim como o observado em TGHP, a expressdo de OMPs-Pg pelas trés cepas em
TGLP também foi distinta (Figura 7, Tabela 8). Neste meio, as cepas S69BSR e N16961SR
apresentaram um comportamento semelhante. Ambas expressaram, além de PhoE"“, OmpT
(bandas 2 e 14, Figura 7). A cepa O395SR, nas mesmas condi¢des, apresentou
majoritariamente PhoE"“ e apenas tracos de OmpT e OmpU (bandas 10 e 11, Figura 7). Duas
outras proteinas menos abundantes também foram identificadas na O395SR: uma proteina

relacionada a hemolisina e o receptor da vitamina B12 (bandas 8 e 9, Figura 7).

A andlise das OMPs expressas pelas cepas mutantes AphoB/R em TGHP e TGLP por
14 horas (Figura 8, Tabela 9) revelou que, ao contrario das cepas selvagens, os mutantes nao
apresentaram PhoE"* na membrana em TGLP, como jd havia sido observado para WK3

(VON KRUGER e cols., 1999; VON KRUGER e cols., 2006).
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Figura 8 - Perfis eletroforéticos das OMPs-Pg de cepas de V. cholerae mutantes
AphoB/R cultivadas em TG (SDS-PAGE 11% corado com azul de Coomassie). As
bactérias foram cultivadas por 14 horas em TGHP ou TGLP. As proteinas numeradas foram
identificadas por espectrometria de massas (Tabela 7). As setas indicam a posi¢ao das porinas
OmpU (azul) e OmpT (vermelho).

Os perfis das OMPs-Pg dos mutantes AphoB/R (WK3, WK8 e WK10) cultivados em
TGHP e TGLP (Figura 8, Tabela 10) também apresentaram diferencas em relacdo ao que foi
observado em LB (Figura 6, Tabela 6). A cepa WK3 foi a tnica que manteve um perfil
semelhante nas trés condicdes analisadas, ou seja, quantidades similares de OmpU e OmpT na
membrana em cada condicdo (LB, TGHP e TGLP). Além disso, em TGHP e TGLP,
diferentemente do que foi visto em LB, WK3 apresentou outras OMPs-Pg menos abundantes.

A cepa WKS, por outro lado, apds ser transferida do meio rico LB para TGHP ou
TGLP, passou a apresentar na membrana externa quantidades maiores de OmpT, o que foi

acompanhado por uma queda relativa de OmpU na membrana externa.
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Tabela 9 - Proteinas (referentes ao gel da Figura 8) identificadas por MS.

Gene Pontuacao Cobertura # peptideos
Banda Proteina
codificante® MOWSE (%)" identificados®
Receptor de ve0156 7,73E+6 24 9
1 vitamina B12
2 OmpT vel854 60424 31 6
3 OmpU vc0633 1,95E+9 60 16
4 OmpU “truncada” vc0633 7,54E+7 51 12
Receptor de ve0156 24931 20 8
’ vitamina B12
6 OmpT vel854 3,31E+8 54 15
7 OmpU vc0633 286615 40 12
8 OmpU “truncada” vc0633 2,09E+6 37 11
9 OmpT vel854 1,29E+8 46 13
10 OmpU vc0633 2,71E+7 48 11
11 OmpT vel854 1,29E+8 46 13
12 OmpU vc0633 2,05E+8 54 13
13 OmpU vc0633 1,38E+6 43 10
14 OmpS veal028 2,13E+7 33 11

* Gene que codifica a proteina na cepa N16961, cujo genoma estd completamente seqiienciado
® Percentual da proteina coberto pelos peptideos identificados
“Nudmero de peptideos dos PMFs identificados na proteina

No caso da cepa WK10, em TGHP também houve um aumento na incorporacio de
OmpT na membrana, em relagdo ao LB. Em TGLP, porém, uma OMP até entdo ndo detectada

em nenhuma das condi¢des analisadas foi identificada como OmpS (banda 14, Figura 8). A

andlise por eletroforese 2D de preparacdes de membrana externa mostrou que OmpS migra
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muito préxima a OmpT, com pequenas diferencas de massa molecular e pl; além disto
permitiu detectd-la também nas cepas O395SR e N16961SR em TGLP (Figura 15). Portanto,
€ possivel que a expressdo de OmpS tenha impedido a deteccao de OmpT nesta condi¢do. A
expressao de OmpS, uma maltoporina induzida pelo crescimento da bactéria na presenga de
maltose (LANG e PALVA, 1993) em TGLP ¢ intrigante e requer mais investigacdo. Assim
como observado em LB, em TGLP a cepa WKI0 também apresentou um rastro,
provavelmente uma contaminacdo com proteinas citoplasmadticas. Para a quantificagdo das
bandas por densitometria (Tabela 10), no caso de WKIO em TGLP, somente foram
consideradas as bandas correspondentes a OmpU e OmpS.

Tabela 10 - Quantidade percentual das OMPs-Pg expressas por cada cepa de V.
cholerae mutante AphoB/R em meio definido TGHP e TGLP

Cepa WK3 WKS8 WK10
Proteina TGHP TGLP TGHP TGLP TGHP TGLP
Receptor de 3% 2%

vitamina B12

OmpS 35%
OmpT 48% 58% 42% 65% 21% ?
OmpU 35% 36% 35% 34% 78% 65%
OmpU 7% 3%

“truncada”

Outras OMPs 7% 23%
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4.3. Caracterizacio da PhoE"“ da cepa de V. cholerae El Tor N16961

Em trabalhos anteriores foi mostrado que a proteina PhoE"*, produto do gene vcal008,
€ expressa pela cepa classica S69BSR de V. cholerae O1, mas nao pelo seu mutante isogénico
WK3 (AphoBR), quando cultivados em condic¢des limitantes de Pi, indicando uma expressao
dependente de PhoB/R (VON KRUGER e cols., 1999; VON KRUGER e cols., 2006). Neste
trabalho, estes dados foram confirmados e é mostrado pela primeira vez que a PhoE" é
expressa pelas cepas de V. cholerae O395SR (classica) e N16961SR (EI Tor), também em

TGLP e com a participagdo de PhoB/R, ja que seus respectivos mutantes AphoB/R WKS e

WK10 nio produzem PhoE" sob estas condicdes (Figura 8).

A PhoE" da cepa 569BSR ji havia sido descrita como uma OMP ligada a
componentes da parede celular, ou seja, uma OMP-Pg (VON KRUGER e cols., 1999; VON
KRUGER e cols., 2006). Dados deste trabalho mostraram que o produto de veal008 induzido

nas cepas O395SR e N16961SR por limitacdo de Pi é também uma OMP-Pg (Figura 7).

A PhoE"* possui similaridade com a PhoE* (VON KRUGER e cols., 2006) e é uma
proteina ortéloga a OmpU (OSORIO e cols., 2004), o que sugere que PhoE" seja uma porina.
Para fazer predicdes sobre caracteristicas da PhoE'* (topologia, similaridades estrutural e
funcional, presenca de residuos de aminodcidos com envolvimento funcional), foi realizada
uma andlise computacional com a sequéncia de aminodcidos da cepa N16961, depositada no

banco de dados TIGR CMR.

A localizacdo celular da PhoE" na membrana externa da cepa El Tor N16961 foi
confirmada pelo programa PSORTb v2.04 (GARDY e cols., 2005), corroborando os dados

obtidos experimentalmente (Figura 7).

O programa SignalP 3.0 (BENDTSEN e cols., 2004) foi aplicado a seqiiéncia de

aminodcidos do produto de vcal0O08, indicando a seqiiéncia de 21 aminodcidos
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MKKAAIAVAVLSAVVSGSTLA como um peptideo sinal de bactérias Gram-negativas
(Figura 9), devido a suas caracteristica, ou seja, uma regido N-terminal carregada
positivamente, uma regido central hidrofébica e uma regido C-terminal ndo carregada
(PAETZEL e cols., 2002). Este peptideo sinal tem alta similaridade (90,5%) com o da PhoE™,
apesar de que as formas maduras das duas proteinas ndo apresentam uma similaridade tao alta
(40%). Ambos os peptideos sdo gerados a partir de clivagens entre os residuos 21 e 22,
sugerindo uma via comum de clivagem e exportacdo dessas duas proteinas. A clivagem do
peptideo sinal em PhoE™ ocorre através da acdo de uma peptidase do tipo I e a secrecio da
proteina através da via geral de secrecio (sistema Sec; (PAETZEL e cols., 2002). E possivel
que a PhoE"“ seja processada e secretada via mecanismos semelhantes, uma vez que ambos os

sistemas de clivagem e secre¢do ja foram identificados em V. cholerae (MARSH e TAYLOR,

1998; SANDKVIST e cols., 1997).
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Figura 9 — Predicio da seqiiéncia sinal do produto de vcal008 (PhoE") de N16961
utilizando o programa SignalP 3.0 (BENDTSEN e cols., 2004).

A andlise funcional da PhoE"“ por comparagio com proteinas no banco de dados COG

classificou esta proteina como uma porina (COG 3203), enquanto a busca no banco dados
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Pfam incluiu a PhoE'* na superfamilia de proteinas de membrana externa com estrutura de
barril B (Clan MBB), além de sugerir que ela pode atuar como um filtro molecular para
compostos hidrofilicos (dominio Porin_1). .

O programa PSI-Blast foi entdo utilizado para detectar relagdes filogenéticas com a
PhoE"“. Este programa constréi um consenso a partir do alinhamento das regides conservadas
encontradas na proteina em estudo e em similares e, a partir deste consenso, realiza uma busca
no banco de dados por proteinas com maior similaridade (ALTSCHUL e cols., 1997). Esta
andlise mostrou que a PhoE"* possui similaridade com porinas putativas de outras espécies do
género Vibrio e com muitas fosfoporinas, incluindo PhoE™, de bactérias da familia
Enterobacteriaceae, apresentadas na Tabela 11 em ordem alfabética.

A busca por similaridade utilizando Blast (Blastp contra o banco de dados nr), por
outro lado, confirmou, entre as proteinas com maior similaridade a PhoEVC, diversas porinas
classificadas como OmpU em bactérias como Vibrio alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio fischeri, Photobacterium sp., Listonella anguillarum, Vibrio angustum, Vibrio
cholerae, entre outras.

As seqiiéncias de aminodcidos destas proteinas (banco de dados TIGR CMR) foram
submetidas a algumas das andlises computacionais usadas para fazer predi¢des sobre as
caracteristicas moleculares da PhoE"* (SignalP 3.0 PSORTDb v2.04) e forneceram resultados
semelhantes (resultados ndo mostrados). Curiosamente, uma busca computacional com o
programa MEME/MAST (BAILEY e GRIBSKOV, 1998) em uma seqiiéncia de 200 pb a
montante dos genes codificantes destas OMPs (banco de dados TIGR CMR) revelou a
existéncia de caixas pho putativas (Tabela 12), sugerindo que estes genes podem ser

regulados por niveis de Pi via PhoB/R.
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Tabela 11 — Proteinas similares a PhoE"* determinadas pelo programa PSI-Blast.

Proteina Organismo

Funcao

C2383 Escherichia coli O6
OmpF Serratia marcescens
OmpK36  Klebsiella pneumoniae
OmpK36  Enterobacter aerogenes

OmpS2 Edwardsiella tarda

PhoE Enterobacter cloacae
PhoE Escherichia coli
PhoE Shigella sonnei
PhoE Shigella boydii
PhoE Klebsiella oxytoca
PhoE Klebsiella pneumoniae
VV20580 Vibrio vulnificus

VVAI1129 Vibrio vulnificus

VPAO0526 Vibrio parahaemolyticus

Proteina de membrana externa

Porina, transporte de moléculas hidrofilicas de baixo peso
Proteina de membrana externa

Porina tipo OmpC

Proteina de membrana externa

Porina, transporte de compostos negativamente carregados
Porina, transporte de compostos negativamente carregados
Porina, transporte de compostos negativamente carregados
Porina, transporte de compostos negativamente carregados
Porina, transporte de compostos negativamente carregados
Porina, transporte de compostos negativamente carregados
Proteina de membrana externa

Proteina de membrana externa putativa

OmpU putativa




Resultados 69

Tabela 12 — Caixas pho identificadas a montante dos genes codificantes das porinas
putativas de Vibrio sp. com maior similaridade com PhoE"", além daquelas sugeridas
para os genes vcal008 (PhoE"*) e phoB/R e a caixa pho consenso de E. coli.

Similaridade (identidade)

Proteina Caixas pho putativas
com PhoE"*

PhoE"* CGCCAT AAAAAT TCAATC (-102)
VV20580 62,1% (46,3%) GGGCAT GTAA GCCCAT (-35)
VVA1129 61,5% (46,3%) GGGCAT GTAA GCCCAT (-35)
VPAO0526 59.,2% (44,1%) GGGCAA GTAA GCCCAT (-36)

PhoB/R (V.
AGGTCAC AAAAT TGTCAT (-35)
cholerae)
consenso F.
CTGTCAT AAAT CTGTCAC
coli

VV20580 e VVA1129 sao OMPs putativas de V. vulnificus CMCP6 e YJO16,
respectivamente. VPA0526 foi anotada como OmpU putativa em V. parahaemolyticus RIMD

2210633. Entre parénteses € mostrada a posi¢do das caixas pho relativa a base proximal do
sitio de inicio da traducdo putativo.
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Segundo (NIKAIDO, 2003), as porinas de proteobactérias y possuem alta similaridade
entre si. Assim, para predizer a estrutura secunddria de PhoE'“, as possiveis regides
transmembranares da PhoE", PhoE™ e OmpU foram identificadas (PRED-TMBB) e
alinhadas (ClustalW), como visto na Figura 10. As regides de folhas B presentes no cristal da

PhoE™ (COWAN e cols., 1992) foram utilizadas para checar a eficiéncia da predigio.

PhoEVc ATVYDAEGTSLKVGGRLEF 40
OmpU DGINQSGDKAGSTVYSAKGTSLEVGGRAEA 60
PhoEEc AAEIYNKDGNKLDVYGKVKA 40
Fokroskoxo oo .. A S O
PhoEVc RGDFNGNDKGEEIEGTMLNKSRVRLNVAGETD I GAGMKGFGFWEAEQGVKSSAGTSTEQE 100
OmpU RLSLK-——————— DGKAQDNSRVRLNFLGKAEINDSLYGVGFYEGEFTTNDQG--KNASN 110
PhoEEc MHYMSDN—————— ASKDGDQSYIRFGFKGETQINDQLTGYGRWEAEFAGNKAESDTAQQK 94
. ..k ok . Koo e ek . * * .k * . .
PhoEVc TTFKQRYMYVGMK-GDFGSLSFGRONTAGVQISDMSDIG-TFTGDQKAFVSAGNEQINNT 158
OmpU NSLDNRYTYAGIG-GTYGEVTYGKNDGALGVITDFTDIM-SYHGNTAAEKIAVADRVDNM 168
PhoEEc T-——-RLAFAGLKYKDLGSFDYGRNLGALYDVEAWTDMFPEFGGDSSAQTDNFMTKRASG 150
* . * . * oK e o. * . oK. . * . * .
PhoEVc IAYGYDFESFKLKASYIADDQKNADGYG--LSGIYSAPFG——————————— LDIGLGYAA 205
OmpU LAYKGQF GDLGVKASYRFADRNAVDAMGNVVTETNAAKY SD————— NGEDGYSLSAIYTF 223
PhoEEc LATYRNTDFFGVIDGLNLTLOQYQGKNENRDVKKQNGDGFGTSLTYDFGGSDFAISGAYTN 210
.k . . . . . . . * .
PhoEVc NDLGTDKGS———————— ADQIIAGLGYTMGDLYFGATYTTGDKDDKADTEFT-———GIEV 253
OmpU GDTGFNVGAGYADQ-DDONEYMLAASYRMENLYFAGLFTDG--ELAKDVDYT----GYEL 276
PhoEEc SDRTNEQNLQSRGTGKRAEAWATGLKYDANNIYLATFYSETRKMTPITGGFANKTQONFEA 270
* . . * . oK. .. .. *
PhoEVc SAQYKITKEFRLIAAYQNQEEETKN--VTKDKADFFELTGRYDFTKNFRSYLAYKANGLD 311
OmpU AAGYKLG————— QAAFTATYNNAET--AKETSADNFAIDATYYFKPNFRSYISYQFNLLD 329
PhoEEc VAQYQF DFGLRPSLGYVLSKGKDIEGIGDEDLVNYIDVGATYYFNKNMSAFVDYKINQLD 330
* K. . . . . . . . * * * . LY * . * * x
PhoEVc -DKDAGYKVEDTIRLGLRYDF 331
OmpU SDKVGKVASEDELAIGLRYDF 350
PhoEEc SDNKLNINNDDIVAVGMTYQF 351

Figura 10 — Alinhamento entre as seqiiéncias de PhoE"*, OmpU e PhoE™. Os peptideos

sinal estdo marcados em laranja, enquanto as folhas B estdo assinaladas em azul. As regides

grifadas em cinza correspondem as folhas B na PhoE" cristalizada (COWAN e cols., 1992) .
A comparagdo das regides transmembranares previstas pelo programa PRED-TMBB e

as presentes na forma cristalina de PhoE™ (Figura 10) mostrou uma alta coincidéncia,

sugerindo que a previsdo tedrica pode ser utilizada com confianca.

e A . . . . . E,
As seqiiéncias N-terminais e C-terminais de PhoEVC, PhoE™ ¢ OmpU se mostraram
bastante conservadas. E importante ressaltar que as trés proteinas possuem em suas
extremidades C-terminais um residuo de fenilalanina, que € encontrado em muitas porinas

(Nikaido, 2003). O nimero de folhas B observadas nas trés proteinas foi igual (16; Figuras 10
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e 11) e em regides semelhantes, sugerindo que a PhoE" se organiza na forma de um barril B,

assim como as porinas clédssicas (NIKAIDO, 2003).

Figura 11 - Representacdo grifica das estruturas de barril  em PhoE"*, OmpU e
PhoE" feita pelo programa TMRPres2D. Em azul, estdo marcados os aminodcidos
positivamente carregados, enquanto em vermelho estdo os que possuem carga negativa. As
setas indicam a L3 nas trés proteinas.
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As andlises das seqiiéncias primdrias da PhoE"*, PhoE™ e OmpU ainda permitiram
predizer a existéncia de alcas extramembranares nas proteinas (uma representagdo estd
ilustrada na Figura 11). Nas trés proteinas analisadas foram observadas pequenas voltas na
por¢ao das proteinas virada para o espaco periplasmatico (furns, T 1-7) e grandes algas
externas (loops, L 1-8). Uma al¢a especialmente grande (L3) foi detectada nas trés proteinas
(Figura 11). Esta alca maior € extremamente conservada nas porinas cldssicas (COWAN e
cols., 1992). O motivo de seis aminodacidos PEFGGD, uma caracteristica da L3 de porinas
classicas (COWAN e cols., 1992), é encontrado na PhoE® e em porinas de outras
enterobactérias. Este motivo também foi encontrado na L3 de PhoE"*, porém com algumas
alteracdes: GTFTGD (Figura 12).

Os residuos de aminodcidos responsdveis por determinar a seletividade iOnica em
porinas tais como OmpF, OmpC e PhoE™ em E. coli, e OprR em Pseudomonas aeruginosa
estdo localizados nas por¢des N-terminais destas proteinas (NIKAIDO, 2003; SUKHAN e
HANCOCK, 1996). PhoE* ¢ uma proteina anidnica cuja seletividade estd relacionada a um
grupo de residuos positivamente carregados (lisinas) nas posi¢oes 18, 29, 64, e 125 (K'®, K%,
K™ e K'®) a partir da extremidade N-terminal da proteina madura, ou seja, apds
processamento e clivagem do peptideo sinal (BAUER e cols., 1989). Estes residuos se
encontram na primeira regido transmembrana e nas algas L1, L2 e L3, respectivamente. Os
residuos KIS, K29, K64, e K'*° foram encontrados também em outras fosfoporinas das
enterobactérias Salmonella choleraesuis (Q57ST4), Salmonella typhi (Q56119, P30705),
Shigella boydii (Q325P5), Shigella flexneri (Q7UDLA), Shigella sonnei (Q372596), Klebsiella
oxytoca (CAA48163), Klebsiella pneumoniae (AALT1890) e Klebsiella granulomatis
(AAD21519) cujas seqiiéncias génicas estdo depositadas no banco de dados do NCBI

(National Center for Biotechnology Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Peptideo sinal Tml L1
[MKKAAIAVAVLSAVVSGSTLAATVYDAEGTSLKVGGRLEFRGDFNGNDKGEE I

L1 Tm?2 T1 Tm3 L2 Tmd
EGTMLNKSRVRLNVAGETDIGAGMKGEFGFWEAEQGVKSSAGTSTEQETTFKQOR

Tm4 T2 TmS L3 Tmo6
YMYVGMKGDFGSLSFGRONTAGVQISDMSDIGTETGOOKAFVSAGNEQINNTI

Tm6 T3 Tm?7 L4 Tm8 T4 Tm9 LS
AYGYDFESFKLKASYIADDQKNADGYGLSGIYSAPFGLDIGLGYAANDLGTDK

L5 Tm10 TS Tml1l L6 Tm12 Té Tml3
GSADQITIAGLGYTMGDLYFGATYTTGDKDDKADTEFTGIEVSAQYKITKEFRL

Tm13 L7 Tm14 T7 Tmls L8 Tm16
IAAYONQEEETKNVTKDKADFFELTGRYDF TKNFRSYLAYKANGLDDKDAGYK

Tml6
VEDTIRLGLRYDF

Figura 12 - Seqiiéncia primaria da PhoE' com as indicacdes das 16 regides
transmembranares (Tm 1-16, em vermelho), sete voltas periplasmaticas (T 1-7, em
verde) e oito alcas externas (L 1-8, em azul). As lisinas supostamente envolvidas no
funcionamento da proteina estdo sombreadas em amarelo. O residuo E'® estd marcado em
cinza. O motivo GTFTGD esté assinalado na L3.
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A busca de residuos de lisina na seqiiéncia de aminodcidos da PhoE"* deduzida a
partir de veal008 sem o peptideo sinal predito pelo SignalP (PhoE"“ madura, Figura 9) trouxe
resultados semelhantes. Enquanto PhoE™ e seus homélogos mencionados anteriormente
possuem 14 residuos de lisina (de um total de 23) em suas porcdes N-terminais, PhoE"
possui apenas 9 (de um total de 22). A busca dos residuos de lisina nas posi¢des 18, 29, 64 ¢
125 ou em suas proximidades levou aos seguintes resultados: nenhum residuo de lisina foi
encontrado na posi¢do 18 ou na primeira regifo transmembranar da PhoE"*, sendo a posicdo
18 ocupada por um aminodcido carregado negativamente (dcido glutAmico — E'®). K* também
ndo foi encontrado, porém hd uma lisina préxima (K**), localizada na L1. Na posicdo 64,
encontra-se uma alanina (A64), sendo o residuo de lisina mais préxima o K69, também
presente na L2. Ao invés da K'* da PhoE™, foi encontrado um residuo de lisina préximo
(K'*"), localizado na L3. As lisinas possivelmente importantes para o funcionamento de
PhoE"* e suas localizacdes na proteina estdo ilustradas na Figura 12.

A andlise das seqii€ncias das porinas putativas de Vibrio sp. com maior similaridade a
PhoE"* pelo programa TMRPres2D mostrou uma topologia semelhante 4 da PhoE"*, ou seja
16 folhas B transmembranares, com 7 voltas periplasméticas e oito al¢as externas, sendo a L3
especialmente grande (ver Anexo). A busca pela presenca de residuos de aminodcidos
determinantes da seletividade idnica dos canais, nestas seqiiéncias, revelou que alguns destes
residuos encontrados na PhoE", sdo conservados nestas proteinas de Vibrio (Tabelas 12 e 13).
Por exemplo, todas as OMPs de Vibrio sp. analisadas possuem um EIS, um aminoacido nao-
polar (alanina ou glicina) na posi¢do 29 e um aminodcido sem carga na posi¢do 64 (alanina,
glutamina ou valina). Além disto, residuos de lisina nas vizinhangas das posi¢cdes 29, 64 e 125
também foram encontrados nestas proteinas, em regides equivalentes as da PhoE", como

predito pelo programa TMRPres2D (Tabela 13).



Resultados 75

Tabela 13 —Residuos de aminoacidos possivelmente envolvidos na seletividade ionica de
PhoE"™, PhoE"* e outras porinas de Vibrio sp.

OMP Aminoacido P

PhoE"* K"
PhoE"  E™
VVAI1129 E®™
VV20580 E™

VPA0526 E'

Os residuos de lisina que desempenham papel na seletividade idnica do poro de PhoE™ estdo
marcados em vermelho. VV20580 e VVA1129 sdao OMPs putativas de V. vulnificus CMCP6
e YJO16, respectivamente. VPA(0526 foi anotada como OmpU putativa em V.
parahaemolyticus RIMD 2210633. Os residuos sombreados estdo localizados na Tml
(amarelo), L1 (azul), L2 (lilas) e L3 (cinza).
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4.4. Caracterizacio da PhoE"* da cepa de V. cholerae cldssica 569BSR

O genoma da cepa de V. cholerae 569B, ao contrario da cepa N16961, ainda ndo foi
seqiienciado. Assim, a estrutura primédria de PhoE" da cepa 569BSR foi inferida a partir da
digestdo da proteina intacta com tripsina e andlise das massas dos peptideos obtidos através de
MS (Figura 13). Esta andlise mostrou um alto grau de identidade entre a PhoE"* das duas
cepas. Os peptideos da PhoE"* da cepa N16961 que ndo foram identificados na proteina da
569BSR foram, em sua maioria, aqueles que apresentam baixa massa (di e tripeptideos, por
exemplo) porque, nas condi¢des da andlise por MS, peptideos menores que 800 Da (cerca de

6 residuos) nao foram considerados.
4.4.1. Seqiienciamento N-terminal da PhoE"*

Para determinar o N-terminal das proteinas maduras nas células das cepas N16961SR
e S69BSR, proteinas em preparacdes de membrana externa foram separadas por SDS-PAGE e
transferidas para uma membrana de PVDF. As bandas identificadas por MS como PhoE"*, das
duas cepas (Figura 7), foram cortadas da membrana e suas seqiiéncias N-terminais foram
determinadas por degradacdo de Edman (Figura 13). Em ambas as cepas, a forma madura de
PhoE" apresentou no seu N-terminal a seqiiéncia ATVYDAEGTSLXVGG, compativel com
a uma perda de um peptideo de 21 residuos de aminoicidos em relacdo a proteina intacta,
deduzida a partir da seqiiéncia de vecal008, como previsto pela andlise com o Signal P 3.0

(BENDTSEN e cols., 2004).
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Clivagem entre os residuos 21 e 22

|

MKKAATAVAVLSAVVSGSTLAATVYDAEGTSLKVGGRLEFRGDFNGNDKG
EEITEGTMLNKSRVRLNVAGETDIGAGMKGFGFWEAEQGVKSSAGTSTEQE
TTFKQRYMYVGMKGDFGSLSFGRONTAGVQISDMSDIGTFTGDQKAFVSA
GNEQINNTIAYGYDFESFKLKASYIADDQKNADGYGLSGIYSAPFGLDIG
LGYAANDLGTDKGSADQIIAGLGYTMGDLYFGATYTTGDKDDKADTEFTG
IEVSAQYKITKEFRLIAAYONQEEETKNVTKDKADFFELTGRYDFTKNEFR
SYLAYKANGLDDKDAGYKVEDTIRLGLRYDF

Figura 13 - Seqiiéncia da PhoE"* da cepa N16961 (disponivel no banco de dados TIGR
CMR). Na seqiiéncia sinal (em vermelho) determinada pelo programa SignalP 3.0
(BENDTSEN e cols., 2004), os residuos positivos estdo marcados com sublinhado simples, a
seqiiéncia hidrofébica estd grifada em cinza e a regido C-terminal ndo carregada esta
assinalada com sublinhado duplo. Em azul, estdo assinalados os aminoécidos seqiienciados
por degradacdo de Edman. Em amarelo, estdo marcados outros sitios de clivagem da tripsina.
As massas dos peptideos em verde foram observadas na PhoE" expressa pela cepa S69BSR
analisada por MS.

4.4.2. Purificaciio parcial da PhoE"*

As porinas classicas normalmente se associam fortemente ao envelope celular
bacteriano, onde estdo arranjadas como trimeros (KOEBNIK e cols., 2000; NIKAIDO, 2003).
Assim sendo, as porinas ndo sdo solubilizadas com Triton X-100, SDS 2% ou cloreto de
guanidina 5M a 70°C (NIKAIDO, 2003). Nas primeiras tentativas de purificar as principais
OMPs de V. cholerae, o método de Chakrabarti e cols. (1996) foi utilizado. Nele, as amostras
eram incubadas em tampao contendo SDS 2% por 30 minutos a 30°C. Este processo ndo foi
suficiente para solubilizar as OMPs satisfatoriamente. Em uma segunda tentativa, utilizou-se
o detergente ndo idnico n-octilpolioxietileno (octil-POE), que é miscivel em solugdes aquosas,
tem alta concentragdo micelar critica (IMC) e forma micelas bem definidas. Este detergente
foi especialmete sintetizado para a solubilizacdo de OMPs (GARAVITO e ROSENBUSCH,

1986).
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O tratamento de preparagdes de membrana externa com octil-POE mostrou que as trés
principais OMPs de V. cholerae sao solubilizadas em concentragdes distintas deste detergente.
Enquanto a porina OmpT e PhoE"* foram solubilizadas com 0,5% de octil-POE, para OmpU
foi preciso utilizar octil-POE 3% (dados ndo mostrados). Assim, a PhoE"* expressa pela cepa
569BSR foi parcialmente purificada com octil-POE 0,5%, ja que esta cepa expressa na
membrana externa, principalmente, OmpT e PhoE' em TGLP. Resultados mais recentes
sugerem que a PhoE"“ pode ser solubilizada em concentracdes menores de octil-POE (0,3%),
0 que poderia facilitar a sua purificacdo. Idealmente, a O395SR seria a cepa a ser utilizada
para purificar a PhoE"*, uma vez que em TGLP ela expressa como OMPs majoritdrias PhoE"*
e OmpU, proteinas que poderiam ser facilmente separadas pela solubilizac¢do diferencial com
octil-POE. Entretanto, a sequéncia do genoma desta cepa ainda nao foi publicada e nao se
pode garantir que a PhoE' expressas por estas trés cepas estudadas tenham a mesma

sequencia primaria.

As proteinas solubilizadas em octil-POE 0,5% foram analisadas por SDS-PAGE e o
gel foi revelado com nitrato de prata. As proteinas nas bandas majoritdrias foram excisadas do
gel e identificadas por MS; além de PhoE"* (identificada po MS com uma pontua¢io MOWSE
de 111712, uma cobertura de 36% e 10 peptideos identificados), uma outra proteina,
provavelmente OmpT, também foi detectada na preparacdo (Figura 14, pista “100°C”).
Entretanto, a amostra ndo continha contaminacdes de fosfolipideos nem de LPS, que sdo
corados pelo tratamento com nitrato de prata e seriam vistos como bandas ao longo de toda a

pista (GARAVITO e ROSENBUSCH, 1986).
4.4.3. Formacio de oligdmeros e estabilidade térmica da PhoE"*

Porinas cldssicas, como OmpU e OmpT de V. cholerae e PhoE™ se arranjam na

membrana externa das células como trimeros, formas bastante estaveis a tratamento com
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detergentes e calor (NIKAIDO, 2003). Para verificar a habilidade de PhoE"* de se organizar e
para determinar a estabilidade de possiveis oligdmeros, a proteina de células de 569BSR
cultivada em TGLP foi parcialmente purificada e ressupensa em tampao de amostra nao
desnaturante, ou seja, sem SDS nem DTT, sendo incubada por 10 minutos a diferentes
temperaturas: 25°C, 50°C, 75°C e 100°C. As amostras foram entdo submetidas a andlise

eletroforética em SDS-PAGE (Figura 14).

25°C 50°C 75°C 100°C
: gt | ;

Ty B =

66 kDa
45 kDa L i .
— el
. <mmmm
30kDa *

Figura 14 — Perfil eletroforético da PhoE'* de 569BSR parcialmente purificada e
submetida a diferentes tratamentos térmicos (SDS-PAGE 11% revelado com prata). As
amostras foram incubadas por 10 minutos a 25°C, 50°C, 75°C ou 100°C em tampao de
amostra ndo-desnaturante. O gel foi revelado com nitrato de prata. As bandas assinaladas com
as setas vermelhas foram identificadas como PhoE"".

As bandas protéicas foram retiradas do gel, submetidas a digestdo com tripsina e as
proteinas correspondentes foram identificadas por MS, a partir da comparacdo de seus
espectros com a lista de massas preditas a partir da digestdo teérica do produto de vcal008

(codificante da PhoE"“). As bandas correspondentes a PhoE"“ desnaturada (40kDa) nas
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amostras aquecidas a 75°C e 100°C foram identificadas como produto de vcal008. Nas
amostras tratadas a 25°C e 50°C, devido a quantidade relativamente baixa de material nas
bandas (lembrando que o gel foi revelado com nitrato de prata), a identificacao do produto de

veal008 foi baseada nos picos mais intensos dos PMFs.

Nas amostras aquecidas a 75°C ou a 100°C, PhoE"* migrou como uma banda tnica de
40kDa, correspondente ao monomero desnaturado. Nas amostras incubadas a 25°C ou a 50°C,
trés formas distintas da PhoE"*, que migraram como proteinas de 33, 67 e 91kDa, foram
observadas. A banda de menor peso molecular deve corresponder a0 mondmero nativo. As
formas de maior peso, provavelmente, correspondem a forma trimérica de PhoE"*, s6
detectadas nas amostras incubadas as temperaturas mais baixas (25°C e 50°C), como ja foi

observado para outras porinas (CHAKRABARTI e cols., 1996; JANSEN e cols., 2000).

4.4.4. Analise por eletroforese 2D das OMPs de V. cholerae

As OMPs das cepas de V. cholerae 569BSR, O395SR e N16961SR foram analisadas
por eletroforese 2D. Para isto, células cultivadas em TGLP foram lisadas em tampao contendo
Triton X-100 2% e uréia 8M. As proteinas insoliveis nesta condi¢do foram separadas por
ultracentrifugacao e solubilizadas em solucdo de reidratacdo contendo o detergente ASB-14
1% (item 3.2.4, Material e Métodos). Este detergente tem sido utilizado com eficicia para a
solubilizacdo de OMPs. Apoés terem sido focalizadas em tiras de 7 cm, com intervalo de pH

de 4 a 7, as proteinas foram submetidas a SDS-PAGE e coradas com azul de Coomassie
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Figura 15). As bandas majoritarias foram identificadas por MS ou MSMS, por

seqiienciamento dos trés peptideos tripticos de maior intensidade.

O pl predito para a PhoE" (considerando a seqiiéncia da cepa N16961 no banco de
dados TIGR CMR) em sua forma madura, ou seja, sem o peptideo sinal, é 4,4
(http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html). O pl experimental, calculado a partir da PhoE"*

resolvida por eletroforese 2D também foi de 4,4 para as trés cepas (Figura 15).

A observacio de que a PhoE" das trés cepas em estudo possuem valores iguais de
massa molecular e pl, somada a identidade entre os peptideos tripticos da proteina expressa
pelas cepas N16961SR e 569BSR, sugere que o produto de vcal008 seja 0 mesmo nas trés
cepas (569BSR, 0395SR e N16961SR), entretanto, estes dados necessitam confirmagdo. Para

isto, fragmentos gendmicos das trés cepas contendo o gene vcalOO8 estdo sendo

sequenciados.
pH 4 7
569BSR s
N16961SR —*

0395sR I a |

Figura 15 — Analise por eletroforese 2D das proteinas de membrana externa de bactérias
cultivadas em TGLP. As setas vermelhas indicam a PhoEVC, enquanto as setas verdes
mostram a OmpS. As proteinas foram identificadas por MS/MS. O gel foi corado com azul de
Coomassie.
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4.5. Papel da PhoE"* na resisténcia ao deoxicolato de sédio (DOC)

4.5.1. Expressao de OMPs em células cultivadas na presenca de DOC

As observacdes de que o produto de vcalOO8 é expresso in vivo e essencial na
colonizagdo intestinal (OSORIO e cols., 2004) e de que mutagdes em vc0633 (que codifica a
OmpU) ndo afetam a coloniza¢do de modelos animais (OSORIO e cols., 2004), levou-nos a
questionar um papel para o produto de vcal008 (PhoE'*) na resisténcia aos sais biliares in
Vivo € in vitro.

Para fins de comparacdo, a expressio das OMPs das trés cepas de V. cholerae
(569BSR, O395SR e N16961SR) foi analisada em células cultivadas em TGHP e TGLP, na
auséncia e na presenca de DOC 0,2%, aproximadamente a mesma concentragdo em que ele se
encontra na bile no trato gastrointestinal (BEGLEY e cols., 2005). As preparacdes das OMPs
das trés cepas cultivadas nas quatro condi¢des foram analisadas por SDS-PAGE (Figura 16).
As bandas protéicas foram excisadas do gel, digeridas com tripsina e identificadas com base
nos seus PMFs no banco de V. cholerae (Figura 16, Tabela 14).

As OMPs majoritirias foram OmpU, OmpT e PhoE'’, mas OMPs minoritirias
diferencialmente expressas foram detectadas nas amostras das cepas O395SR e 569BSR.
Novamente, a forma truncada de OmpU foi observada (banda 14, Figura 16), desta vez em
células de O395SR cultivadas em TGHP na presenca de DOC 0,2%.

Curiosamente, a presenga de DOC 0,2% em TGHP afetou de modo distinto os perfis
das OMPs nas trés cepas (Figura 16). Para O395SR, o DOC 0,2% causou uma redu¢do nos
niveis de OmpT e um aparente aumento nos niveis de OmpU, de acordo com os dados na
literatura sobre a importancia de OmpU para a sobrevivéncia de V. cholerae aos sais biliares

(PROVENZANO e KLOSE, 2000).



Resultados 83

569BSR 0395SR N16961SR
HP HP LP LP HP HP LP LP HP HP LP LP
DOC DOC DOC DOC DOC DOC
97 kDa
—_———
o7 15 ’ 66 kDa
= 16
1 2 3 5 9 11 25 27 45 kD
3“-_""““ 17 20 12.. 2 e e Apa
—> L ] - 10 12 ——-18 “-2 -
4 6 19 22 -6 28

13 30 k!l)a

Figura 16 — Perfis eletroforéticos das OMPs-Pg de cepas de V. cholerae cultivadas por 14
horas em TGHP ou TGLP na auséncia e na presenca de DOC 0,2% (SDS-PAGE 11%
corado com azul de Coomassie). As proteinas numeradas foram identificadas por MS
(Tabela 14). As setas indicam a posi¢ao da OmpU (azul), OmpT (vermelho) e PhoE"* (verde).

No caso das cepas 569BSR e N16961SR, o efeito do DOC 0,2% na expressdo das
OMPs em TGHP ndo ¢ muito claro. Nesta condicdo, ambas expressaram majoritariamente
OmpT, ao contrdrio da cepa O395SR e de dados em diversas publicacdes sobre a maior
protecdo aos sais biliares garantida pela OmpU (DURET e DELCOUR, 2006;
PROVENZANO e KLOSE, 2000; PROVENZANO e cols., 2000). Esta divergéncia
provavelmente se deve ao fato de que estes pesquisadores utilizaram células de 0395
cultivadas em meio rico na presenca de bile; estas condicdes foram reproduzidas em nosso
laboratdrio e os resultados foram confirmados para esta cepa (dados ndao mostrados). Neste
trabalho, além da O395SR, foram testadas outras cepas de V. cholerae, que foram cultivadas
em meio definido (TG) e DOC, ao invés de LB e bile, uma vez que o objetivo era manter a
concentracao do Pi sob controle.

Em TGLP, a presenca de DOC 0,2% promoveu um aumento nas quantidades de

PhoE" na membrana externa nas trés cepas analisadas e, aparentemente, uma queda nos
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niveis relativos de OmpT. Apenas em O395SR ocorreu também um aumento nos niveis de
OmpU na presenca do detergente.

Tabela 14 — Proteinas (referentes ao gel da Figura 16) identificadas por MS.

Gene Pontuacdo  Cobertura  # peptideos
Banda Proteina
codificante® @ MOWSE (%)" identificados®
1 OmpT vel854 9,24E+06 45 13
2 OmpT vel854 1,27E+06 39 12
3 OmpT vel854 9,25E+06 45 13
4 PhoE"* veal008 9873 61 14
5 OmpT vel854 4,21E+05 40 11
6 PhoE"* veal008 1,98E+04 50 14
7 Proteina relacionada vel888 1,12E+04 17 6
a hemolisisna
8 Receptor de ve0156 1,20E+08 49 21
vitamina B12
9 OmpT vel854 1,32E+05 48 10
10 OmpU vc0633 3,03E+07 56 13
11 OmpT vel854 6,02E+05 43 11
12 OmpU vc0633 9,51E+05 47 11
13 OmpU “truncada” ve0633 1,03E+04 29 8
14 OmpV vel318 1,40E+04 49 8
15 Proteina relacionada vel888 3,44E+07 29 13
a hemolisisna
16 Receptor de ve0156 1,28E+05 22 10

vitamina B12
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28

OmpT
OmpU
PhoE"
OmpT
OmpU
PhoE"
OmpT
OmpT
OmpT
PhoE"
OmpT

PhoE"*

85

vel854 5,40E+06 48 13
vc0633 3611 27 6
veal 008 9,42E+05 44 12
vel854 7,00E+05 44 10
vc0633 5,54E+07 49 11
veal 008 2,24E+06 45 13
vel854 1254 23 5
vel854 2576 25 6
vel854 1648 25 6
veal 008 1043 38 11
vel854 1772 37 8
veal 008 5424 35 10

* Gene que codifica a proteina na cepa N16961, cujo genoma estd completamente seqiienciado
® Percentual da proteina coberto pelos peptideos identificados
“Nudmero de peptideos dos PMFs identificados na proteina

As OMPs principais (OmpU, OmpT e PhoE") presentes em cada amostra foram

quantificadas por densitometria (Tabelas 15 e 16).

Tabela 15 — Volume relativo das principais OMPs expressas por cepas de V. cholerae
selvagens em TGHP na auséncia (-) e na presenca (+) de DOC 0,2%.

Cepa 569BSR 0395SR N16961SR
Proteina - + - + - +
OmpT 96% 85% 43% 11% 96% 85%
OmpU - - 37% 75% - -
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Tabela 16 - Volume relativo das principais OMPs expressas por cepas de V. cholerae
selvagens em TGLP na auséncia (-) e na presenca (+) de DOC 0,2 %

Cepa S569BSR O395SR N16961SR
Proteina - + - + - +
OmpT 65% 24% 13% 5% 57% 37%
OmpU - - 5% 18% - -
PhoE"* 35% 76% 54% 69% 43% 63%

4.5.2. Analise da expressao de componentes do regulon Pho em resposta ao DOC

Para avaliar a expressao de vcal008 em resposta a alteracdes nas condi¢des de cultivo,
seqiiencias de 241 pb da regido promotora putativa deste gene nas cepas N16961SR, O395SR
e 569BSR foram amplificados por PCR e clonados no vetor de expressao pIC552 a montante
do gene da B-galactosidase (lacZ). Os clones recombinates contendo o fragmento de 241 pb
foram identificados por PCR utilizando os mesmos oligonucleotideos da reacdao de
amplificacdo original (item 3.4.1 — Material e Métodos) e submetidos a reacdes de
seqiienciamento, que revelaram que a seqiiéncia de 241 pb a montante de vcal008 nas das trés
cepas de V. cholerae é idéntica (Figura 17). O plasmideo recombinate resultante pICPphoE
foi utilizado para transformar cepas de V. cholerae selvagens (569BSR, O395SR e
N16961SR) e o mutante AphoB/R WK3, derivado de 569BSR. As mesmas cepas foram
transformadas também com a constru¢do pICPphoB, contendo a montante do gene lacZ uma
seqiiencia de 234 pb do promotor putativo do operon phoB/R de V. cholerae (FARACHE,
2003), que codifica as proteinas do SDC PhoB/R. Esta seqiiéncia € idéntica nas cepas

569BSR, 0O395SR e NI16961SR (VON KRUGER e cols., 1999); Simone Queiroga,

comunicacdo pessoal). Todas as cepas transformadas com pICPphoE e pICPphoB foram
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cultivadas em TGLP, na auséncia e presenca de DOC 0,2%, para analisar o efeito deste
detergente na expressdao do regulon Pho, através das atividades da fosfatase alcalina, e na
atividade dos promotores de vcal008 e phoB/R, através de medidas da atividade da -

galactosidase (Figura 18).

0395SR GATTCCTCATCACTCACCACGGCGAAGCGCTTTTTTCACTCTAGAGAGCATACTTGAAAG 60
N16961SR GATTCCTCATCACTCACCACGGCGAAGCGCTTTTTTCACTCTAGAGAGCATACTTGAAAG 60
569BSR GATTCCTCATCACTCACCACGGCGAAGCGCTTTTTTCACTCTAGAGAGCATACTTGAAAG 60
Kk ok ok ok ok ok ok ok kK Kk ok ok ok ok ok ok ok ok kK ke k ok ok ok ok ok ok kK ko k ok ok ok ok ok ok ok Kk kR k ok ok ok ok ok kK K
0395SR CTCAACAGGAGGTACGTGCTCCGCCGTGTGATTAAGGCCTGTCATCATTTTTCCTTATCT 120
N16961SR CTCAACAGGAGGTACGTGCTCCGCCGTGTGATTAAGGCCTGTCATCATTTTTCCTTATCT 120
569BSR CTCAACAGGAGGTACGTGCTCCGCCGTGTGATTAAGGCCTGTCATCATTTTTCCTTATCT 120
khkhkhkkhkhkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhhkhkhkhkhhhhkhhhhhkhkhhkhhhhkhkhkhkhkhkhrhkhkhkhkhhkhhhkk*k
0395SR CTGCCATCCCCGCGCCATAAAAATTCAATCAAAACGTCACCAAATAGAAACGCATTATTC 180
N16961SR CTGCCATCCCCGCGCCATAAAAATTCAATCAAAACGTCACCAAATAGAAACGCATTATTC 180
569BSR CTGCCATCCCCGCGCCATAAAAATTCAATCAAAACGTCACCAAATAGAAACGCATTATTC 180
R I b b I I I I b b b S I I 2 b b 2 I I I b 2 I b I I b b b b I b b h I I S b b b b
0395SR ATTTTCAATCAGTACCTTAGCGGCATCACAAGTCGGGCAGTAAAGCCCAATCAAACTAAT 240
N16961SR ATTTTCAATCAGTACCTTAGCGGCATCACAAGTCGGGCAGTAAAGCCCAATCAAACTAAT 240
569BSR ATTTTCAATCAGTACCTTAGCGGCATCACAAGTCGGGCAGTAAAGCCCAATCAAACTAAT 240
hkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhhkhkhkhkkhkhkhhkhkkhhhhkhkhkhkhhhhkhhhhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkr bk hkhhkhkkk*k
0395SR A 241
N16961SR A 241
569BSR A 241

*

Figura 17 — Alinhamento das seqiiéncias das regioes promotoras putativas de vcal008
das cepas O395SR, N16961SR e 569BSR de V. cholerae O1. Os nucleotideos assinalados
foram sugeridos como uma caixa pho putativa (VON KRUGER e cols., 2006).

Confirmando dados anteriores (Kriiger e cols., 1999; von Kriiger e cols., 2006), o
promotor do operon phoB/R mostrou atividade relativamente baixa no mutante WK3 em
comparacdo a cepa parental S69BSR (cerca de 25% da atividade) e as cepas O395SR e
N16961SR (Figura 18). Estes dados sugerem alguma transcri¢do do operon independente de
PhoB/PhoR. O promotor phoB/R, no entanto, ndo se mostrou igualmente ativo nas trés cepas

selvagens: nas cepas cldssicas O395SR e 569BSR sua atividade foi, respectivamente, cerca de

60 e 70% da observada para a cepa El Tor N16961SR (Figura 18).



Resultados 88

120 -

phoB/R
100 |
[
@ 80
b
3
2 60
)
©
G 40 |
[-~N
20 |
O 4
N16961SR 0395SR 569BSR WK3
300 -
* * * veal 008
250 -
2
8 200 -
S
3
£ 150 -
K
©
S 100 |
[-~N
50 -
0 ‘
N16961SR 0395SR 569BSR WK3
40000 - *
35000 | PhoA
@ 30000 -
£
g 25000
()]
@ 20000 |
s
& 15000 1
3
£ 10000 -
5000 -
04 ‘
N16961SR 0395SR 569BSR WK3

Figura 18 — Atividades dos promotores phoB/R e vcal(008 e do regulon Pho em células
transformadas com os plasmideos pICPphoB ou pICPphoE cultivadas por 14 horas em
TGLP (barras vermelhas) ou TGLP / DOC 0,2% (barras azuis). A atividade da PhoA foi
medida nas mesmas células utilizadas para as dosagens de atividade da B-galactosidase. As
barras representam a média de trés (B-galactosidase) ou seis (PhoA) experimentos
independentes com o desvio padrao.Os asteriscos indicam as condi¢des em que hé diferenca
significativa (p < 0,05) entre os pares.
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A expressao do regulon Pho, medida pela atividade da PhoA, foi semelhante nas cepas
569BSR, O395SR e N16961SR cultivadas em TGLP sem DOC 0,2%, mas ndo foi observada
no mutante AphoB/R WK3 (Figura 18).

A atividade do promotor putativo de vcal008 nas trés cepas selvagens, também foi
aproximadamente igual e praticamente nula em WK3, evidenciando sua dependéncia de PhoB
para a ativagao e em acordo com dados de expressao do regulon Pho (Figura 18).

A adi¢ao de DOC 0,2% ao TGLP causou uma alteracao significativa na expressao do
regulon Pho das trés cepas selvagens, principalmente em O395SR, onde houve um aumento
de cerca de 50% na atividade da PhoA. Em relacdo a atividade do promotor phoB/phoR
observada na auséncia ou na presenca de DOC 0,2% nao ha diferenca significativa entre as
duas condi¢des para nenhuma cepas (Figura 18).

O promotor vcal008 putativo, por outro lado, teve sua atividade aumentada 2,5 vezes
nas trés cepas selvagens, indicando uma atuacao do DOC sobre a expressao de vcal008 por
uma via distinta de PhoB/R. A indu¢do da atividade do promotor vcal008 pelo DOC tem uma
relacdo direta com os dados da Figura 16 e da Tabela 16, onde se pode ver um aumento na
incorporagio da PhoE"* na membrana externa das trés cepas selvagens na presenca de DOC.

Para as cepas selvagens, foi feita também uma andlise temporal da atividade do
promotor putativo de vcal008 em bactérias cultivadas em TGLP e TGLP/DOC 0,2% (Figura
19). As células de 569BSR, O395SR e N16961SR transformadas com pICPphoE foram
cultivadas em LB até DOgynm de aproximadamente 0,5 e entdo transferidas para TGLP e
TGLP/DOC 0,2% e a atividade do promotor putativo de veal008 foi medida apds 6, 14 e 22

horas.
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Figura 19 — Atividades do promotor putativo de vcal008 em células transformadas com
o plasmideo pICPphoE cultivadas por diferentes tempos em TGLP (barras vermelhas)
ou TGLP / DOC 0,2% (barras azuis). As barras representam a média de trés experimentos
independentes com o desvio padrdo. Os asteriscos indicam as condi¢des em que ha diferenca
significativa (p < 0,05) entre os pares.
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As cepas classicas O395SR e 569BSR apresentaram padrdes semelhantes de ativacao
do promotor nas condigdes testadas e diferentes do observado para N16961SR (Figura 19).
Ap6s 6 horas em TGLP, as cepas cldssicas apresentaram atividades relativamente maiores
para o promotor vcal008 do que N16961SR. A adicdo de DOC 0,2% ao meio retardou a
ativacdo do promotor nas cepas cldssicas, mas, na cepa El Tor N16961, o detergente, causou
indu¢do na atividade trancricional do promotor, neste periodo. A atividade méxima do
promotor veal008 nas trés cepas em TGLP/DOC 0,2% foi observada em 14 horas, tempo em
que sua atividade em 569BSR foi cerca de 70% maior e, em O395SR e N16961SR 100%
maior do que a observada em TGLP. Apds 22 horas, a atividade do promotor vcal008 nas
cepas cléssicas, em TGLP/DOC 0,2%, se manteve nos niveis observados em 14 horas, mas na

cepa N16961SR ela foi cerca de 30% menor.
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4.5.3. Avaliacio da sobrevivéncia ao DOC

O fato do DOC 0,2% ter induzido um aumento na incorpora¢io da PhoE" na
membrana externa das cepas de V. cholerae (Figura 16), levou-nos a analisar a sensibilidade
ao DOC das células expressando PhoE" ou ndo. Para isso, células selvagens e mutantes
AphoB/R foram cultivadas em TGHP ou TGLP e submetidas ao choque com DOC 0,2%

(Figuras 20 e 21, respectivamente).
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Figura 20 — Sobrevivéncia de bactérias selvagens (linhas cheias) e mutantes AphoB/R
(linhas tracejadas), pré-cultivadas em TGHP, ao DOC 0,2%. As células foram cultivadas
por 12 (O395SR e WKS) ou 14 horas (demais cepas) em TGHP antes do choque com DOC
0,2% por alguns minutos. A sobrevivéncia foi determinada por plaqueamento em LB-4gar
1,5%, como descrito no item 3.5 (Material e Métodos).
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Para as cepas O395SR e seu mutante AphoB/R WKS, nao foi possivel trabalhar com as
células apds 14 horas em TGHP. Ap6s esse tempo de cultivo, as bactérias ndo eram mais
vidveis, uma vez que nao formaram colonias em placas de LB-4gar, mesmo antes da adi¢do de
DOC e nem se replicaram quando transferidas para meio LB liquido e incubadas a 37°C
durante a noite com agitacdo. Assim, para estas cepas em TGHP, o tempo de cultivo de 12

horas foi adotado.
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Figura 21 - Sobrevivéncia de bactérias selvagens (linhas cheias) e mutantes AphoB/R
(linhas tracejadas), pré-cultivadas em TGLP, ao DOC 0,2%. As cepas, inclusive O395SR
e WKS, foram cultivadas por 14 horas em TGLP antes do choque com DOC 0,2% por alguns
minutos. A sobrevivéncia foi determinada por plaqueamento em LB-4gar 1,5%, como descrito
no item 3.5 (Material e Métodos).

Os resultados nas Figuras 20 e 21 mostram que as cepas selvagens foram mais

resistentes ao DOC 0,2% do que seus respectivos mutantes AphoB/R, apds os pré-cultivos em
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TGHP ou TGLP. A cepa O395SR foi, dentre todas, a que mais resistiu ao DOC 0,2% ap6s
pré-cultivos em ambos os meios. Quanto a 569BSR e N16961SR em THGP, no primeiro
minuto no DOC 0,2%, a sobrevivéncia da 569BSR caiu para cerca de 40% e a de N16961SR
para aproximadamente 70%. Apds 5 minutos, no entanto, a cepa N16961SR, apds ter sua
sobrevivéncia reduzida a 25% em 2 min, apresentou uma recuperagao, chegando a 30% de
sobrevivéncia. A cepa S69BSR, por outro lado, se mostrou incapaz de recuperagdo, atingindo
uma taxa de sobrevivéncia de 10% em 5 min.

As cepas selvagens, que expressam PhoE" na membrana externa, ou seja, as pré-
cultivadas em TGLP, se mostraram, em geral, mais resistentes ao DOC 0,2% do que as
proveninetes da cultura em TGHP, que ndo expressam esta proteina. (Figuras 20 e 21). Dentre
estas, O395SR se destacou como a de maior resisténcia ao detergente, nesta condigdo,
apresentando uma queda minima de sobrevivéncia nos primeiros 2 minutos e chegando uma
mortalidade de apenas de 15% apds 5 minutos no DOC 0,2%. Quanto as cepas S69BSR e
N16961SR pré-cultivadas em TGLP, a ultima foi, dentre as duas, a que apresentou menor
sensibilidade ao detergente ao longo dos 5 minutos. Curiosamente, a cepa 569BSR
proveninete de TGLP, no primeiro minuto, sofreu uma queda de sobrevivéncia semelhante a
observada para as células pré-cultivadas em TGHP. Entretanto, apds 5 minutos, as primeiras
mostraram uma capacidade de recuperagdo (sobrevivéncia de 40%) ndo observada nas pré-
cultivadas em TGHP (sobrevivéncia de cerca de 10%).

Quanto aos mutantes AphoB/R WK8 e WK10, o pré-cultivo em TGHP, lhes garantiu
maior sobrevivéncia em DOC 0,2%, ao contrario do verificado para suas cepas parentais
(Figuras 20 e 21). WK3, independentemente das condicdes de pré-cultivo, foi a cepa que
apresentou maior sensibilidade ao DOC 0,2%, em acordo com o observado para a sua cepa
parental 569SBR, que dentre as cepas selvagens de V. cholerae testadas foi também a mais

sensivel ao DOC 0,2% (Figuras 20 e 21).
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5. Discussao
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3.1. Plasticidade da membrana externa de V. cholerae

A membrana externa de bactérias Gram-negativas constitui uma eficiente barreira
adaptativa que protege as células contra agentes téxicos do meio extracelular. Ela é
assimétrica em composi¢do, possuindo uma camada interna de fosfolipidios e uma externa,
quase exclusivamente formada por lipopolissacarideos (LPS), que funcionam como um filtro
molecular para substancias hidrofilicas e hidrofébicas (NIKAIDO, 2003). Nesta estrutura,
encontram-se ainda moléculas protéicas (OMPs), que constituem cerca de 50% da massa da
membrana externa, e podem ser integrais ou ancoradas a lipideos, as lipoproteinas. Muitas
delas estdo envolvidas no transporte de ions e nutrientes para o periplasma. As OMPs estao
diretamente envolvidas na sobrevivéncia e adaptacdao de bactérias Gram-negativas aos mais
variados ambientes. Portanto, sua expressao € freqiientemente regulada por sinais ambientais
e, dependendo da classe da OMP e da espécie bacteriana, estas proteinas podem atingir cerca
de 10* = 10° copias por célula (LIN e cols., 2002; NIKAIDO, 1999). Assim sendo, a
membrana externa € uma estrutura cuja composicdo protéica € altamente dindmica, podendo
variar em termos de qualidade e/ou quantitade de proteinas individuais, embora, de acordo
com observagdes anteriores, as células tendam a manter aproximadamente constante o
nimero total de OMPs (RAO e TORRIANI, 1990; VILAIN e cols., 2002). A importancia das
OMPs, principalmente OmpU e OmpT, na fisiologia e viruléncia of V. cholerae ja foi
demonstrada por varios pesquisadores (PROVENZANO e KLOSE, 2000; SIMONET e cols.,
2003; WIBBENMEYER e cols., 2002). Neste trabalho, esta versatilidade de composi¢dao
protéica da membrana externa de cepas de V. cholerae O1 foi mais uma vez observada pela
passagem de células de um meio complexo (LB) para um meio definido (TG). Células de trés
cepas de V. cholerae, duas do biotipo cldssico (569BSR e O395SR) e uma El Tor
(N16961SR) tiveram seus perfis de OMPs alterados profundamente ao serem transferidas do

meio LB para o TGHP. Em LB, a OMP majoritdria nas trés cepas foi identificada como
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OmpU (cerca de 90% das OMPs expressas), uma porina catidnica de V. cholerae
(Chakrabarti, et al., 1996). Em TGHP, entretanto, O395SR apresentou uma reducdo nos
niveis de OmpU e passou a apresentar na membrana externa niveis equivalentes de OmpT
(aproximadamente 40% de cada), uma porina de baixa seletividade idnica. As cepas S69BSR
e N16961SR, por outro lado, apresentaram uma alteracdo mais drdstica na composi¢do da
OM, com a substituicdo de toda OmpU por OmpT (representando 96% das OMPs). Esta
substituicao total ou parcial de uma porina de maior para uma de menor seletividade ionica &,
aparentemente, uma estratégia de sobrevivéncia em um meio pobre, onde os nutrientes sao
qualitativa e quantitativamente reduzidos e a baixa seletividade das porinas, neste caso, seria

uma vantagem adaptativa que facilitaria a sobrevivéncia.

Dentre os mutantes AphoB/R, chamou a atenc@o a composicao de OMPs de WK3 em
LB (cerca de 50% OmpU e OmpT), bem distinta da de sua cepa parental, S69BSR (que possui
96% de OmpU), sugerindo a possibilidade de que a delecdo de phoB/R, direta ou
indiretamente, tenha afetado a expressdo destas porinas, embora nao haja dados na literatura
relacionando um papel para o SDC PhoB/R na regulacio da expressdo de OmpT e OmpU. A
passagem de WK3 de LB para TGHP nao causou alteracdes drédsticas na composicao da
membrana externa. Por outro lado, os mutantes WK8 e WK10, que em LB apresentaram
perfis de OMP semelhantes aos de suas cepas parentais, quando transferidos para TGHP,
passaram a apresentar na membrana externa OmpT em niveis que variaram com a cepa. Esta
expressdo diferencial de porinas entre as cepas O395SR e N16961SR e seus mutantes
AphoB/R em uma mesma condi¢ao pode ser um efeito direto ou indireto da mutacdo. Embora
a expressao de OmpU e OmpT esteja sob regulacdo de ToxR/S (CHAKRABARTI e cols.,
1996; CHAMPION e cols., 1997; CRAWFORD e cols., 1998; MILLER e MEKALANOS,

1988) e ndo haja informagdes sobre o envolvimento do PhoB/R no processo, os resultados
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deste trabalho sugerem que uma interacdo entre os dois sistemas em V. cholerae O1 ndo deva

ser descartada e que, portanto, seja investigada futuramente.

De qualquer modo, os resultados apresentados mostraram que a delecdo de phoB/R
afetou diferencialmente as cepas selvagens analisadas, aumentando a lista das distingdes entre
cepas de biotipos diferentes (cldssico e El Tor) e, principalmente, entre cepas do mesmo

biotipo, no caso, entre as cldssicas, S69BSR e O395SR.

A passagem das células de LB para TGLP evidenciou novamente esta plasticidade da
membrana externa das bactérias Gram-negativas. Neste trabalho, € mostrado que além da
cepa 569BSR, como ja havia sido demonstrado (VON KRUGER e cols., 1999;: VON
KRUGER e cols., 2006), outras cepas do biotipo cldssico (O395SR) e El Tor (N16961SR)
também incorporaram uma nova OMP (PhoEVC), identificada como produto de vcal008, em
condicdes de escassez de Pi. Isso sugere que esta estratégia possa ser utilizada por outros
membros da familia Vibrionaceae para captar nutrientes (principalmente fosfato) presentes
em concentragdes muito baixas (umolar), quando a difusdo passiva pelas porinas pré-
existentes ndo € eficiente. De maneira semelhante, quando se encontra em meio deficiente de
Pi, E. coli expressa a PhoE™, uma porina com similaridade a PhoE", que transporta
preferencialmente anions, apesar de ndo apresentar especificidade por Pi (NIKAIDO, 2003).
A dependéncia de PhoB/R para expressdo de vcal008 nas cepas de V. cholerae analisadas
ficou demonstrada pelo fato de que os mutantes phoB/R ndo apresentaram PhoE'* na
membrana externa em TGLP. Estes mutantes, apesar de expressarem duas porinas, OmpU e
OmpT (OmpS, no caso de WK10), sobrevivem mal em TGLP (VON KRUGER e cols., 1999)
enfatizando a importancia de uma OMP com caracteristicas de fosfoporina para captagao do
Pi do meio, quando este se encontra em concentracdes muito baixas. Naturalmente, a

deficiéncia de outros sistemas de captacdo e metabolismo de Pi (codificados por membros do
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regulon Pho, tais como a fosfatase alcalina e PstS, entre outros) também dificulta a

sobrevivéncia dos mutantes AphoB/R de V. cholerae em TGLP.
5.2. A proteina PhoE"*: uma (fosfo)porina?

O produto de veal008 (PhoE" ) identificado em cepas de V. cholerae dos biotipos
classico e El Tor € uma proteina de membrana externa, induzida por limitagdo de Pi com
expressdo dependente de PhoB/R. Andlises preliminares demonstraram que a PhoE'
apresenta 26,3% de identidade e 59,7% de similaridade com a fosfoporina PhoEEC, além de
similaridade também com outras porinas, incluindo OmpU de V. cholerae O1. A PhoE" foi
recentemente descrita como essencial a colonizacdo intestinal de modelos animais (OSORIO
e cols., 2004) e, por esta razdo, foi iniciada uma caracterizacdo molecular detalhada da
proteina, que aparentemente é um fator de viruléncia de V. cholerae regulado por PhoB/R, o
que pode explicar, pelo menos em parte, a incapacidade de coloniza¢do de mutantes AphoB/R

(VON KRUGER e cols., 1999).

Algumas ferramentas de bioinformética foram utilizadas para predicao de
caracteristicas da molécula, algumas das quais foram confirmadas experimentalmente. Estas
andlises indicaram que o produto de vcal0O8 é uma proteina secretada, que durante o
processo de exportagdo perde um peptideo sinal de 21 residuos de aminodcidos, inserindo-se
na membrana externa das células de V. cholerae O1. A predi¢do funcional e de similaridade
colocou a proteina entre os membros da superfamilia das OMPs capazes de formar estruturas
tipo barril com 16 folhas 3, com potencial de atuar como filtro para compostos hidrofilicos,
ou seja, com caracteristicas de uma porina cldssica (NIKAIDO, 2003). Outras propriedades
das porinas cldssicas, tais como formacgao de trimeros na sua forma funcional, e resisténcia a
tratamentos térmicos e a detergentes (NIKAIDO, 2003), também foram comprovados

experimentalmente para PhoE"“. Assim sendo, nossa proposta é que a PhoE'* se comporte
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como uma fosfoporina em cepas de V. cholerae, permitindo, sob limitacao de Pi no meio, uma

captacao mais eficiente deste fon.

A busca por residuos de lisina importantes ao funcionamento e a caracteristica
anidnica da PhoE™ (K'®, K*, K* e K'*) na seqiiéncia da PhoE"* sugere diferencas no carter
ionico dos poros destas proteinas. Isto pode ser exemplificado por um residuo 4cido na
posicdo 18 (E'®) ao invés de K'®, importante na atracdo de anions pela PhoE* (BAUER e
cols., 1989). Quanto aos demais residuos de lisina (29, 64 € 124), estes foram encontrados um
pouco deslocados na estrutura priméria de PhoE'* em comparacio a PhoE™, porém nas
mesmas regides de ambas as proteinas, ou seja, nas alcas L1, L2 e L3, respectivamente, de
acordo com predicdes da topologia da proteina. Curiosamente, todas as porinas putativas do
género Vibrio que apresentam similaridade com PhoE", também apresentam um residuo
4cido na posicdo 18 (E'™), além dos trés outros residuos de K, em posi¢des que poderiam ser
funcionalmente equivalentes aos de PhoE'“. Além disto, a montante dos genes de algumas
destas proteinas de outras espécies do género Vibrio, foram identificadas caixa pho putativas,
sugerindo uma regulacdo por Pi, com a participacio de PhoB/R. Estes dados, embora
necessitem de confirmacdes experimentais, sugerem que fosfoporinas da familia

Enterobacteriacea e Vibrionaceae constituem dois grupos distintos.

5.3. Um papel para PhoE"* na resisténcia a bile

A andlise das seqiiéncias primérias de OmpU e PhoE"“, mostrou que essas proteinas
compartilham 33% identidade e 62% de similaridade, o que a primeira vista, sugere proteinas
com fungdes distintas. Entretanto, deve-se levar em conta que estas proteinas apresentam,
entre as folhas [ transmembranares, al¢as externas que interagem com elementos do meio
exterior, e que, portanto, estdo sujeitas a mutagdes freqiientes (NIKAIDO, 2003). Portanto, o
mais importante antes de comparar proteinas da membrana externa € identificar as seqiiéncias

que formam folhas B transmembranares ¢ entdo procurar similaridades. Assim, no caso de
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porinas, uma alta identidade de seqiiéncia priméria, ndo supde similaridade funcional; a
porina catibnica OmpF e a aniénica PhoE™, por exemplo, ambas de E. coli, possuem 72% de
identidade nas suas seqii€éncias primadrias e, no entanto, desempenham fun¢des muito distintas
na célula (NIKAIDO, 2003).

Testes de sensibilidade ao DOC, um dos componentes majoritarios dos sais biliares,
foram realizados com cepas selvagens e mutantes AphoB/R de V. cholerae O1. Independente
da condi¢do de pré-cultivo, os mutantes AphoB/R das cepas 569BSR, O395SR e N16961SR,
mostraram sensibilidade ao DOC muito maior que seus respectivos isogénicos parentais,
embora, todos eles, no momento de transferéncia para o meio com DOC, apresentassem
OmpU nas suas membranas externas. WKI10, por exemplo, pré-cultivada em TGHP,
apresentou como OMP majoritiria OmpU, uma porina de alta seletividade catidnica
(SIMONET e cols., 2003) e, no entanto, sua sensibilidade ao DOC foi muito maior que a de
que sua cepa parental N16961SR, que nas mesmas condi¢des, apresentava na sua membrana
externa praticamente apenas OmpT, sabidamente de menor seletividade que OmpU
(SIMONET e cols., 2003). O mesmo raciocinio se aplica aos pares S69BSR/WK3 e
0395SR/WKS pré-cultivados em TGHP. No primeiro caso, a cepa S69BSR, com expressao
majoritdria de OmpT, mostrou-se mais resistente ao DOC que WK3 com quantidades
semelhantes de OmpT e OmpU na membrana externa. No segundo exemplo, O395SR e WKS,
nas condi¢des mencionadas, possuem cada uma, quantidades equivalentes de OmpU e OmpT
nas suas membranas externas, entretanto a sensibilidade ao DOC da cepa selvagem foi
significantemente maior. Estes resultados somam-se a dados anteriores (VON KRUGER e
cols., 2006) que sugerem outras funcdes celulares para o sistema PhoB/R de V. cholerae além
daquelas envolvidas no transporte e metabolismo de Pi, ou seja, também em meio abundante
de Pi. Além disto, chamam atenc¢do para o fato de que a super-expressdo de OmpU ndo

garante maior resisténcia ao DOC. Esta observacdo vem de encontro com os dados de Osorio
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e cols. (2004) que mostraram que OmpU ndo é essencial a colonizagdo de modelos animais
por V. cholerae.

As células selvagens pré-cultivadas em TGLP, por outro lado apresentaram uma
resisténcia ao DOC visivelmente maior que as pré-cultivadas em TGHP. Uma grande
diferenca entre elas foi a presenca de PhoE" na membrana externa das pré-cultivadas em
TGLP. Curiosamente, a cepa com maior percentual de PhoE" na membrana externa, ou seja
0395SR, foi também a mais resistente ao DOC, seguida na ordem pela N16961SR e 569BSR,
que possuem percentuais menores de PhoE"“. Interessante também foi o fato da resisténcia ao
DOC, aparentemente, nao depender da presenca de OmpU, que foi detectada apenas na
membrana externa da cepa O395SR, em percentuais muito baixos.

A maior incorporacio de PhoE'* na membrana externa das cepas selvagens em
TGLP/DOC ¢, aparentemente, resultado de uma ativacdo da transcri¢cao de vcal008 induzida
pelo detergente no meio, como observado nos experimentos de fusao de operons. O aumento
da expressdo de vcal008 e a incorporacio de PhoE" na membrana externa parecem estar
relacionados a uma maior resisténcia das células ao DOC. Portanto, estes dados sdo fortes
indicadores do envolvimento de PhoE" na resisténcia aos sais biliares in vitro. Se
considerarmos que vcal008 é essencial a colonizagdo e € expresso in vivo, como observado
por Osorio e cols. (2004), podemos postular que OmpU pode nio ter, in vivo, 0 mesmo papel
que lhe € conferido in vitro na resisténcia a bile e que este papel pode ser exercido por sua
ortéloga PhoE'“. O intestino delgado é um meio rico em Pi, portanto, aparentemente
inadequado para a expressao de um gene do regulon Pho. Entretanto, hd inimeras evidéncias
(VON KRUGER e cols., 2006), e neste trabalho apontamos e discutimos mais algumas, que
sugerem que PhoB/R possam ter funcdes na fisiologia da bactéria além das ja descritas e

independentes do baixo nivel extracelular de Pi. Alternativamente, pode-se supdr que



Discussdo 103

membros individuais do regulon Pho, possam ter sua expressdo regulada por outros sinais

ambientais além de Pi, de forma dependente ou nao de PhoB/R.
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6. Conclusoes
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X A membrana externa de V. cholerae O1 dos biotipos cldssico e El Tor é uma estrutura
dinamica cuja composicao varia qualitativa e quantitativamente em funcao do meio de
cultura.

* O SDC PhoB/R esté envolvido (direta ou indiretamente) na regulacdo da expressao de
OMPs e, portanto, na plasticidade da membrana externa de V. cholerae O1.

X Sob limita¢do de Pi, de maneira dependente de PhoB/R, os biotipos classico e El Tor
de V. cholerae O1 incorporam PhoE" na membrana, o que é acompanhado por uma
reducgdo percentual de outras OMPs majoritérias.

% PhoE"“ tem caracteristicas moleculares de uma (fosfo)porina:

1- € uma OMP associada a parede celular que durante o processo de exportagao
perde um peptideo sinal de 21 residuos de aminoacidos
2- possui similaridade com diversas porinas, entre elas a fofosporina PhoE™, e a

estrutura secunddria predita para o mondmero é um barril B composto de 16

cadeias B transmembranares.

3- forma trimeros na membrana externa de V. cholerae Ol e é uma proteina

resistente a tratamentos com detergentes e calor.

4- possui trés dos quatro residuos de lisina importantes para a seletividade anidnica
da porina PhoE™, em posi¢des equivalentes na estrutura secundéria predita para
0 mondmero.

5- tem similaridade com porinas putativas de outras espécies do género Vibrio, que
também apresentam o residuo E' ¢ as trés lisinas encontrados em PhoE"*, em
posicdes equivalentes nas estruturas secunddrias preditas para seus monomeros.

% PhoE" parece desempenhar um papel na resisténcia de V. cholerae O1 aos sais
biliares:

1- células cultivadas na presenca de DOC tém a expressio de PhoE"* aumentada
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2- 0 aumento da expressdo de PhoE'* em presenca do DOC estd relacionado a
maior ativacao do promotor veal008.

3- células expressando PhoE"* sdo mais resistente ao DOC.

4- a maior expressio de OmpU em V. cholerae Ol nao determina,

necessariamente, uma maior resisténcia ao DOC.
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Anexo 120

Seqiiéncia primaria da VVA1129, uma OMP putativa de V. vulnificus YJ016, com as
indicacoes das 16 regides transmembranares (Tm 1-16, em vermelho), sete voltas
periplasmaticas (T 1-7, em verde) e oito al¢cas externas (L 1-8, em azul). As lisinas
supostamente envolvidas no funcionamento da proteina estdo sombreadas em amarelo.

O residuo E'® esta marcado em cinza. O motivo TEFSGYV esta assinalado na L3.

Peptideo sinal Tml L1

| MKKAALATATILSAVVTGS SFP[ATVYKTDGTELKIGGRVEFRGDF IGTDKGVE

L1 Tm2 T1 Tm3 L2 Tm4
IDGTMEDSTRARLNVKGTTDLGNDLQAFGFYEAEQKTGESSFKNRYMYAGVK

Tmd T2 Tm5 L3 Tmé6 T3
TNAGAFSVGKQDMASVIVSDLTDITEFSGVQQFIDASSDKTDSTFAYRGSFED

T3 Tm7 L4 TmS8 T4 Tm9 L5 Tm10
ALQIEATYSASDADNSDLMGISGLYSLPIGLDLGLAYSTGDNGAGNGSQKQI

Tml0 TS Tmll Lé6 Tm1l2 T6  Tml3
LVGAGYTLNDLYLGATFSTGDLDDKAKQEF TAYEFAVQYKISKPFSVAAMYT

Tml13 L7 Tm14 T7 Tm15 L8
FAEEDDNGTKSDATKGLELVGYYKLNSNFRTYLSYYLNKLDDVKDVNGKVTS
L8 Tm16

GEDTLRLGVRYDF



Anexo 121

Seqiiéncia primaria da VV20580, uma OMP putativa de V. vulnificus CMCP6, com as
indicacoes das 16 regides transmembranares (Tm 1-16, em vermelho), sete voltas
periplasmaticas (T 1-7, em verde) e oito al¢cas externas (L 1-8, em azul). As lisinas
supostamente envolvidas no funcionamento da proteina estdo sombreadas em amarelo.
O residuo E'® estd marcado em cinza. O motivo TEFSGYV esta assinalado na L3.

Peptideo Sinal Tml L1 Tm2
MVTGSSFAATVYKTDGTELKIGGRVEFRGDFIGTDKGVEIDGTMEDSTRARLN

Tm2 T1 Tm3 L2 Tmd T2 Tm5
VKGTTDLGNDLOQAFGFYEAEQKTGESSFKNRYMYAGVKTNAGAFSVGKQDMAS

TmS L3 Tmé6 T3 Tm?7 L4
VIVSDLTDITEFSGVQQOFIDASSDKTDSTFAYRGSFDALQIEATYSASDADNS

L4 Tm8 T4 Tm9 LS Tm10 TS Tmll
DLMGISGLYSLPIGLDLGLAYSTGDNGAGNGSONQILVGAGYTLNDLYLGATF

Tml1l L6 Tm12 T6 Tm13 L7 Tm14
STGDLDDKAKQEFTAYEIAVQYKISKPFSVAAMYTFAEEDDNGTKSDATKGLE

Tml4 T7 Tml5 LS8 Tml6
LVGYYKLNSNFRTYLSYYLNKLDDVKDVNGKVTSGEDTLRLGVRYDF



Anexo 122

Seqiiéncia primaria da VPA0526, uma OmpU putativa de V. parahaemolyticus RIMD
2210633, com as indicacoes das 16 regioes transmembranares (Tm 1-16, em vermelho),
sete voltas periplasmaticas (T 1-7, em verde) e oito al¢cas externas (L 1-8, em azul). As
lisinas supostamente envolvidas no funcionamento da proteina estdo sombreadas em
amarelo. O residuo E'® estd marcado em cinza. O motivo TEFSGV est4 assinalado na
L3.

Peptideo sinal Tml L1
[MKKAALTTAILTALVSAPSFAATVYKNDGTELKVGGRVEFRGDFIGSDGAEV

L1 Tm2 T1 Tm3 L2 Tm4
EGSMEDQSRARLNLKGKTDIGNGMSAFGVYEAEQKTGKSEFKNRYMYAGVNT

Tm4T?2 Tm5 L3 Tmé T3
DVGAFSVGRODMAAVIISDMTDITEFSGVIOQOVIDSSSDKODSVFAYRGEFDA

Tm7 L4 Tm8 T4 Tm9 LS Tm10
LOLOATYQANSGDSODKYGISGMYSLPMGLDLGLAYSGGDVDKSNSEDQILG

Tml10 T5 Tmll Lé6 Tm12 Té6 Tm1l3 L7
GIAYSLDNLYLAGTYSQOGSLTDSEDFTAYELVASYKVATKVTLAALYTAQEN

L7 Tm1l4 T7 Tm15 L8
DPDNGSKYDSVEGIELVGYYKLNSNFRTYLSYYINQLDEVKDATSGLVTEGE

L8 Tm16
DTLRLGVRYDF
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Baixar livros de Literatura

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
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