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RESUMO

Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) compreende estirpes
diarreogénicas de E. coli que sdo caracterizadas pela produgédo de toxinas Shiga,
seu principal fator de viruléncia. O objetivo deste trabalho foi determinar o perfil
protedmico de STEC MO03 crescida na presengca e na auséncia do sal biliar
desoxicolato de sddio (DCS), sob baixos niveis de oxigénio, compara-lo ao de E. coli
ATCC 25922, uma estirpe nao diarreogénica e identificar as proteinas
diferencialmente expressas. As bactérias foram crescidas em meio LB na auséncia e
na presenca de 2,5 mM de DCS, e as células utilizadas para o preparo do extrato de
proteinas. O padrédo de expressao proteica das estirpes foi determinado através de
eletroforese bi-dimensional. Foram realizados 4 ensaios independentes, cada um em
duplicata, para cada estirpe. Os géis foram analisados com o programa
ImageMaster. As proteinas que apresentaram expressao diferencial em presencga de
DCS, em ambas as estirpes, foram identificadas por espectrometria de massas do
tipo MALDI-ToF/ToF-ToF. Em STEC MO03 a proteina fator de elongag¢ao Tu (EF-TU)
teve sua expressao induzida em presenca de DCS. Essa proteina atua na sintese de
proteinas e também como chaperona. Duas enzimas tiveram a expressao reprimida
pelo DCS: fosfato acetiltransferase (Pta) e glicerol dehidrogenase (GIdA). A primeira
enzima esta envolvida no metabolismo do acetato, e GIdA ndo tem sua funcao
claramente definida em E. coli. Ambas ja foram associadas com viruléncia. Nas
condi¢cbes avaliadas no presente estudo a enzima frutose bifosfato aldolase classe 2
(FbaA2) foi detectada apenas na estirpe M03. Essa enzima atua na via glicolitica e
gliconeogénese. Em E. coli ATCC 25922 a proteina Cold Shock Protein A (CspA)
teve sua expressao induzida pelo DCS. Dentre os papéis desempenhados por CspA
destaca-se o de RNA chaperona. As enzimas: L-treonina dehidratase (TdcB) e
glicerofosforil diéster fosfodiesterase (GIpQ) tiveram a expressao reprimida pelo
DCS. A primeira participa da degradagdo de aminoacidos e do metabolismo
anaerdbio do propanoato/propionato, enquanto GIlpQ participa do metabolismo de
glicerofosfolipideos e do glicerol. Nas condigcbes do presente trabalho, pode-se
concluir que as estirpes STEC M03 e E. coli ATCC 25922 apresentam respostas
diferentes frente ao agente estressante DCS e que proteinas associadas com o
metabolismo e sobrevivéncia tiveram sua expressdo mais afetada.

Palavras-chave: Escherichia coli. STEC. Eletroforese 2D. Desoxicolato de sdédio.



ABSTRACT

Escherichia coli Shiga toxin-producing (STEC) are diarrheagenic strains of E. coli
characterized by production of Shiga toxins, their main virulence factor. The objective
of this work was to determine the proteomic profile of the STEC E. coli M03 and E.
coli ATCC 25922, a non-diarrheagenic strain, grown in the absence and in the
presence of the biliar salt sodium deoxycholate (DOC) under low oxygen levels, and
to identify the differentially expressed proteins. The bacteria were grown in LB
medium in the absence and in the presence of 2.5 mM DOC, and cells were used to
prepare the protein extract. The protein profile was determined using 2D-
electrophoresis. Four independent assays, in duplicates, were performed for both
strains. The 2D gels were analyzed with the software ImageMaster. The proteins that
were differentially expressed in response to bile in both bacteria were identified using
mass spectrometry MALDI-ToF/ToF-ToF. In STEC MO03 the protein elongation factor
Tu (EF-TU) was induced in the presence of DOC. This protein has a role in
translation and also acts as a chaperone. Two enzymes were repressed by DOC:
phosphate acetyltrasferase (Pta) and glycerol dehydrogenase (GIdA). The first is
involved in the acetate metabolism, and the last has not its role clearly defined in E.
coli. Both were also associated with virulence. In the conditions analyzed at this
study, the enzyme fructose bisphosphate aldolase class Il (FbaA2), was detected
only in strain M03. This enzyme acts in the gluconeogenesis and in the glicolysis. In
E. coli ATCC 25922 DOC induced the expression of cold shock protein A (CspA).
This protein have many cellular functions, one of them is the RNA chaperone activity.
Yet in the same condition, this strain repressed the expression of two enzymes: L-
threonine dehydratase (TdcB) and glycerophosphoryl diester phosphodiesterase
(GlpQ). TdcB is involved in the amino acid degradation and anaerobic
propanoate/propionate metabolism. GIlpQ is involved in the glycerol and
glycerophospholipids metabolisms. At this work conditions, we can conclude that
STEC MO03 and E. coli ATCC 25922 answered differently to the stress agent DOC.
The proteins which more affected expression were metabolic enzymes and those
related to survival.

Key words: Escherichia coli. STEC. 2D electrophoresis. Sodium deoxycholate.
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1 INTRODUGAO

Para que um patdégeno entérico seja bem sucedido em um processo
infeccioso € necessario que ele responda aos sinais presentes no ambiente interno
do hospedeiro e module adequadamente a expressao dos seus genes de viruléncia.
Sabe-se que a bile pode atuar como um sinal ambiental, do mesmo modo que sinais
classicos como pH, osmolaridade e temperatura. Os patdgenos entéricos podem
responder a bile, expressando seus préprios mecanismos de patogenicidade. O
conhecimento adquirido por meio das pesquisas realizadas com bile tem permitido
uma melhor compreensao dos processos patoldgicos causados pelos patdgenos
entéricos (BEGLEY; GAHAN; HILL, 2005).

Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) € um patégeno entérico
veiculado por alimentos que representa um sério problema de saude publica em
varios paises (WHO/CSR/APH/98.8). A infeccdo causada por STEC decorre da
ingestdo de agua e alimentos contaminados e pode se manifestar sob diferentes
formas, algumas de evolugdo benigna e outras potencialmente fatais (BEERS e
CAMERON, 1995; GRIFFIN e BOYCE, 1998; KUNTZ e KUNTZ, 1999; GOLDMAN e
BENNETT, 2000). Atualmente ndo existe tratamento efetivo disponivel para as
infeccbes causadas por STEC. Varios relatos tém indicado que o uso de
antimicrobianos pode levar ao agravamento do quadro clinico, ndo tendo estes
medicamentos o emprego recomendado no tratamento das infec¢gdes causadas por
STEC (MATSUSHIRO et al., 1999; WONG et al., 2000; ZHANG et al., 2000).

Sendo assim, através deste projeto busca-se contribuir para o conhecimento
sobre os mecanismos utilizados por STEC para provocar doenca, analisando o
comportamento da estirpe de E. coli MO3 que foi a primeira STEC isolada no Estado
do Parana, a partir de fezes de uma crianga com diarreia (DE TONI, 2004; DE TONI
et al., 2009). Para tanto, foram determinadas as proteinas diferencialmente

expressas por este microrganismo em presenca de bile e baixos niveis de oxigénio.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TRATO GASTROINTESTINAL

O sistema digestério é formado pelo tubo digestivo, longo e sinuoso com 10
a 12 metros de comprimento contendo a cavidade oral, es6fago, estdbmago,
intestinos delgado e grosso, reto e anus, e os anexos (glandulas salivares, figado e
pancreas). Sua fungao é retirar dos alimentos ingeridos as moléculas necessarias
para o desenvolvimento e manutengédo do organismo. Além disso, as camadas mais
internas do tubo digestivo constituem uma barreira protetora, entre o conteudo do
tubo digestivo, que pertence ao meio externo, e o meio interno do corpo
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

2.1.1. Intestinos

O intestino € um 6rgao complexo, altamente diferenciado para exercer as
funcdes primarias de digestao, absorgcao e transporte dos nutrientes para o interior
do organismo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999; WECKER, 2010).

O intestino delgado mede cerca de 6 m e apresenta trés regides distintas:
duodeno, jejuno e ileo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999; WECKER, 2010). E
recoberto por uma membrana mucosa com grande capacidade absortiva em funcao
da presenca de estruturas como as vilosidades e microvilosidades, e é responsavel
pela digestdo e absor¢do da maior parte dos nutrientes (SCHENK e KLIPSTEIN,
1972).

O intestino grosso mede cerca de 1,5 m de comprimento e é dividido em
quatro partes principais: ceco, célon, reto e anus. Apresenta uma membrana mucosa
lisa, sem pregas, exceto na porgdo retal (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999;
WECKER, 2010). Suas principais fungdes sdo a absor¢édo de agua e sais e
consequente formacdo do bolo fecal e producdo de muco para lubrificacdo da
superficie mucosa (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999; WECKER, 2010).

Uma fina camada de muco recobre as células intestinais, sendo composta por
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moléculas de glicoproteinas, proteinas, glicolipideos, lipideos, agucares e por uma
glicoproteina de alto peso molecular, capaz de formar géis, denominada mucina. A
camada de muco esta em permanente processo de renovagdo (ATUMA et al., 2001).

O trato gastrointestinal apresenta uma microbiota residente normal. Diversos
tipos de bactérias sdo encontrados no trato gastrointestinal, porém tém distribuicdo
heterogénea. No estdmago e no intestino delgado o ambiente é desfavoravel para a
colonizacgao e proliferagao bacteriana, que é reduzida, pela agao bactericida do suco
gastrico, da bile e da secregao pancreatica, bem como pelo intenso peristaltismo do
intestino delgado. No intestino grosso a populacéo de anaerdbios assume particular
importancia. A enorme populacdo bacteriana € composta predominantemente por
anaerobios obrigatorios, como bacteroides, bifidobactérias, fusobactérias e
peptostreptococos, bem como por aerébios obrigatérios e facultativos tais como
lactobacilos e enterobactérias (CERUTTI e RESCIGNO, 2008).

O género Escherichia compreende bacilos gram negativos méveis e pertence
a familia Enterobacteriaceae (NATARO e KAPER, 1998). E. coli representa a
espécie predominante dentre os aerdbios facultativos da microbiota intestinal
humana. Existem, porém, muitas estirpes de E. coli patogénicas capazes de causar
diversos tipos de infecgdes intestinais ou extra-intestinais em humanos (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004). Trés tipos principais de sindromes clinicas podem ser
desencadeados pelos patotipos de E. coli: enterite/diarreia, infecgdo do trato urinario
e sepse/meningite (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Os patotipos de E. coli
implicados em infecgbes do trato urinario, sepse e meningite tem sido denominados
E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC), e os associados com enterite/diarreia
como E. coli diarreogénica (DEC) (SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007; RUSSO
e JOHNSON, 2000).

2.1.2 Bile

O trato gastrointestinal produz agentes com atividade bactericida
destacando-se as secregdes gastricas e a bile (MERRITT e DONALDSON, 2009). A
bile € uma mistura complexa de compostos organicos e inorganicos (TABELA 1) com
predominio de sais biliares, fosfolipidios, colesterol, proteinas e bilirrubina (BEGLEY;
GAHAN; HILL, 2005; ESTELLER, 2008).
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TABELA 1 - PRINCIPAIS COMPONENTES E PROPRIEDADES DA BILE HUMANA

Constituinte/propriedade Quantidade
Saédio 145 (mM)
Potassio 4 (mM)
Cloreto 90 (mM)
Sais biliares 40 (mM)
Colesterol 3 (mM)
Fosfolipideos 7 (mM)
Peso seco 20 (mg/mL)
Osmolaridade 280 (mOsmi/L)
pH 7,5-8,0

Adaptado de Bouchier, 1982.

Primeiramente os acidos biliares (acido coélico e quenodesoxicélico) séo
sintetizados no figado a partir do colesterol (HOFMANN, 1999). Antes da secrecéo,
os acidos biliares sao conjugados como N-acetil amidatos (ligagao peptidica),
principalmente com glicina (glicoconjugados) ou taurina (tauroconjugados)
(HUIUGHEBAERT e HOFMANN, 1986; RIDLON; KANG; HYLEMON, 2006). Como
conjugados os acidos biliares tém caracteristica de acidos fortes. Eles encontram-se
completamente ionizados em pH fisiologico e permanecem do lado de fora da
bicamada lipidica das membranas celulares, a menos que exista um sistema de
transporte disponivel. Acidos biliares ndo conjugados atravessam passivamente a
bicamada lipidica e entram nas células. A velocidade de entrada desses acidos
biliares ndo conjugados é dependente do numero de grupos hidroxila assim, os
diidroxilados atravessam rapidamente e os triidroxilados muito mais lentamente
(CABRAL et al., 1987).

Durante a passagem pelo intestino os sais biliares conjugados podem sofrer
transformagdes promovidas pela microbiota residente. Os produtos dessas
transformacdes bacterianas sdo os sais biliares secundarios (acidos desoxicélico e
litocdlico) (RIDLON; KANG; HYLEMON, 2006; MONTE et al., 2009).

Os sais biliares sao moléculas anfipaticas que atuam como detergentes
auxiliando na solubilizacdo e digestdo dos lipideos e apresentam potentes
propriedades antimicrobianas, fazendo parte do sistema de defesa do hospedeiro
(HOFMANN e HAGEY, 2008).

Devido as suas propriedades a bile pode afetar os fosfolipidios e as
proteinas das membranas celulares e interferir na homeostase celular. Além da
atividade sobre as membranas celulares os acidos biliares podem perturbar a

estabilidade de macromoléculas (RNA, DNA), por meio de estresse oxidativo
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(BEGLEY; GAHAN; HILL, 2005; MERRITT e DONALDSON, 2009). A dissociagao
intracelular de sais biliares pode levar a um estresse acido e a movimentacao de
ions pode ter efeitos osmoticos (DE SMET et al., 1995). Baixos niveis de bile
também afetam as propriedades fisico-quimicas das superficies celulares, tais como
a hidrofobicidade e o potencial zeta (GOMEZ-ZAVAGLIA et al., 2002; WAAR et al.,
2002).

Sendo de natureza complexa o estresse desencadeado pela bile, a
tolerancia das bactérias a este composto provavelmente envolve uma ampla
variedade de proteinas, dentre as quais aquelas relacionadas com a sintese e
protecdo da membrana celular (THANASSI; CHENG e NIKAIDO, 1997,
WIBBERNMEYER et al., 2002), o reparo do DNA (PRIETO; RAMOS-MORALES;
CASADESUS, 2004; KRISTOFFERSEN et al., 2007), envolvidas no efluxo da bile
(THANASSI; CHENG e NIKAIDO, 1997; LIN et al., 2003; PROUTY et al., 2004a;
CERDA-MAIRA; RINGELBERG e TAYLOR, 2008), ou enzimas que modifiquem ou
transformem os sais biliares também parecem possuir importante papel na
resisténcia a esse agente estressante (BEGLEY; GAHAN; HILL, 2005).

Varios trabalhos apontam a bile como um sinal ambiental que controla a
expressdo de fatores relacionados com a colonizagdo e viruléncia de muitas
enterobactérias (PROUTY e GUNN, 2000; DE JESUS et al, 2005;
KRISTOFFERSEN et al.,, 2007; TORRES et al., 2007; MALIK-KALE; PARKER;
KONKEL, 2008; HOUSE et al., 2009).

2.1.3 Diarreias de Origem Bacteriana

A diarreia é a patologia mais comum que acomete a parte inferior do trato
gastrointestinal. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a ocorréncia de
trés ou mais evacuacobes liquidas ou semi-liquidas em quantidade moderada ou

grande em 24 horas, caracteriza diarreia.

2.1.3.1. Etiologia das diarreias infecciosas bacterianas

Sao varias as bactérias consideradas enteropatogénicas, isto é, capazes de

proliferar na superficie ou intimidade da mucosa intestinal provocando diarreia. Os
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principais agentes das infecgdes intestinais s&o encontrados na familia
Enterobacteriaceae e nos géneros Campylobacter e Vibrio. As Enterobacteriaceae
reconhecidamente associadas com diarreia sdo: Escherichia coli enteropatogénica
classica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E.
coli produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli que

adere difusamente (DAEC), Shigella, Salmonella e Y. enterolitica.

Escherichia coli diarreogénicas

Provavelmente nenhuma espécie bacteriana € tado versati em sua
patogenicidade como E. coli. As estirpes diarreogénicas compreendem um grande
numero de grupos e tipos soroldgicos; possuem caracteristicas de viruléncia
distintas, o que sugere que a espécie E. coli, € constituida por uma variedade
relativamente grande de bactérias patogénicas (TRABULSI et al., 1981).

Com relagao as infecgdes intestinais, pelo menos seis categorias deste micro-

organismo sao conhecidas:

» Escherichia coli_enteropatogénica classica (EPEC) — causam diarreia em

criangas com menos de 1 ano de idade. A razdo da grande prevaléncia dessas
EPEC nas criancas ainda permanece desconhecida, entretanto, a infeccao € mais
frequente e mais grave naquelas que nao se alimentam de leite materno. O
reservatorio parece ser o proprio homem, e o mecanismo de transmissao da
infecgdo, na comunidade, ainda nao foi estabelecido. Em hospitais e bergarios, a
bactéria é transmitida por contato pessoal. Essas bactérias tém a caracteristica de
adeséo intima localizada formando microcoldnias na superficie das células epiteliais
intestinais provocando lesdo nas microvilosidades (NATARO e KAPER, 1998;
MELLIES; BARRON; CARMONA, 2007).

» E. coli enterotoxigénica (ETEC) — produzem as chamadas enterotoxinas LT

(termolabil) e ST (termoestavel). Algumas estirpes produzem as duas toxinas. A
termoestabilidade é definida pela retencdo da atividade téxica apds incubacao a
100°C, durante 30 minutos, enquanto a termolabilidade significa que a atividade da
toxina € perdida nestas condi¢cdes. A LT-1 é produzida por amostras de ETEC
associadas ao homem e a LT-Il tem sido encontrada em amostras de ETEC isoladas

de alimentos e certos animais. As ETEC aderem as células da mucosa do intestino
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delgado sem provocar qualquer alteragdo nas microvilosidades ndo penetrando no
epitélio intestinal. Por esta razdo as fezes dos pacientes afetados ndo apresentam
leucdcitos, sangue ou muco (NATARO e KAPER, 1998).

» E. coli_enteroinvasora (EIEC) - correspondem a sorotipos bem definidos,

caracterizados pelos seus antigenos O, geralmente s&o imoveis, lactose e lisina
descarboxilase negativas. Atualmente sdo conhecidos 14 sorotipos de EIEC, sao
estreitamente relacionadas com Shigella, apresentando em comum muitas
caracteristicas bioquimicas, antigénicas, genéticas e de patogenicidade. Sdo mais
frequentes em criangas maiores de dois anos de idade e no adulto. A transmissao se
faz pela ingestao de agua e alimentos contaminados e contato pessoal. As infec¢des
por EIEC costumam curar espontaneamente (NATARO e KAPER, 1998).

» E. coli enteroagregativa (EAEC) - formam um padrao agregativo de adeséao,

quando se associam com células Hep-2 ou Hela. Sao bastante frequentes nas fezes
de criangas saudaveis e com diarreia aguda, no entanto trabalhos tém mostrado
uma associacdo das EAEC com diarreia de duragdo de 7 a 14 dias (NATARO e
KAPER, 1998)

» E. coli que adere difusamente (DAEC) — seu papel na diarreia € controvertido,
ainda né&o esta totalmente comprovado (NATARO e KAPER, 1998).

> E. coli produtora de toxina Shiga (STEC)

Foi reconhecida como patogénica em 1982, quando foi isolada de pessoas

envolvidas em um surto de colite hemorragica e sindrome urémico-hemolitica que
ficou conhecida como a “Sindrome do hamburguer”. Esta denominacgéao foi devida
ao fato de hamburgueres mal assados terem sido implicados como agentes
transmissores da bactéria. A bactéria isolada dos doentes e dos alimentos
implicados como veiculos, foi identificada como E. coli O157:H7, sorotipo raro até
entdo. Em seguida foi verificado que essas bactérias eram capazes de produzir
uma toxina que apresentava efeito citotoxico em células Vero, e que a mesma
apresentava grande similaridade com a toxina produzida por Shigella dysenteriae
tipo 1. A bactéria passou a ser denominada E. coli produtora de toxina Shiga. A

producao dessas toxinas é o que caracteriza as STEC e as distingue dos demais
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tipos de E. coli. Essas toxinas também representam o principal fator de viruléncia
de STEC, sédo codificadas em bacteriéfagos inseridos no cromossomo dessas
bactérias. Existem dois tipos principais dessas toxinas: toxina Shiga tipo 1 (Stx1) e
tipo 2 (Stx2). As STEC podem produzir um ou ambos os tipos de toxinas. Além
dessas toxinas, varios outros fatores de viruléncia podem ser produzidos pelas
STEC, mas diferente das Stx, os demais t€ém uma distribuicdo heterogénea entre
as estirpes (PATON e PATON, 1998a; GYLES, 2006; MELLIES; BARRON;
CARMONA, 2007).

A intimina € produto do gene eaeA, localizado em uma ilha de patogenicidade
denominada LEE (locus for enterocyte effacement), que contém outros genes
associados com viruléncia (McDANIEL et al., 1995; PERNA et al., 2001). A produgéo
da intimina torna as estirpes de STEC capazes de aderir fortemente aos enterdcitos
e gerar lesdes do tipo A/E (attaching and effacing) nos enterdcitos. Essas lesbes sédo
caracterizadas por mudangcas na estrutura da célula, degeneracdo das
microvilosidades e a intima adesao da bactéria a superficie intestinal. Abaixo do sitio
de adesao da bactéria ocorre acumulo de componentes do citoesqueleto, resultando
na formacao de estruturas em pedestal (McDANIEL et al., 1995; FRANKEL et al.,
1998). A presencga simultdnea de eae e stx, gene que codifica Stx2 foi associada
com quadros clinicos mais graves como colite hemorragica e sindrome urémico-
hemolitica (BOERLIN et al., 1999; WERBER et al., 2003). Outras proteinas de
adesao tais como Saa (STEC autoagglutinating adhesin), Iha (IrgA homologue
adhesin), OmpA foram identificadas, mas o seu papel na patogénese de STEC ainda
nao € bem compreendido (PATON et al., 2001; JENKINS et al., 2003).

A enterohemolisina é outro fator de viruléncia, e a sua presencga foi
associada com doenca mais severa, mas a maneira como contribui para a
patogénese da STEC ainda ndo € bem compreendida. Uma possibilidade é que a
hemoglobina liberada por sua agédo sobre os eritrécitos sirva como fonte de ferro,
estimulando o crescimento dessa bactéria no intestino. Outros provaveis fatores de
viruléncia incluem a enzima bifuncional catalase peroxidase KatP e a serina
protease EspP. A producdo da EspP foi relacionada com a exacerbacdo da
hemorragia, ja que ela é capaz de clivar o fator de coagulagéo V in vitro (KARCH et
al., 1999). Outro fator que pode contribuir para a patogénese da diarreia aquosa
verificada nos estagios iniciais da infeccdo, é a produgdo de uma enterotoxina

estavel ao calor denominada EAST1 que provavelmente atua na secrec¢ao intestinal
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de agua e eletrolitos agindo sobre o modulador fisiolégico de sinalizag&o intracelular
GMPc (FASANO, 1998; GYLES, 2006).

A doencga causada por STEC pode se manifestar como uma sindrome
diarreica ndo complicada, colite hemorragica, purpura trombocitopénica trombotica e
sindrome hemolitico-urémica (BEERS e CAMERON, 1995; GRIFFIN e BOYCE,
1998; KUNTZ e KUNTZ, 1999; GOLDMAN e BENNETT, 2000; COOMBES et. al.,
2008). A producgao de toxina Shiga por STEC é o fator de viruléncia primario no
desenvolvimento da sindrome hemolitico-urémica, porém varias estirpes de STEC
nao O157:H7 produzem toxina Shiga e ndo causam esta sindrome; fato que sugere
a existéncia de outros fatores de viruléncia necessarios para o estabelecimento da
patologia (COOMBES et. al., 2008). A viruléncia, na maioria dos patégenos
bacterianos, € regulada pela aquisicdo de elementos genéticos mobveis
(bacteriéfagos, transposons, plasmideos e ilhas genéticas) (LAWRENCE, 2005).
Assim, as ilhas de patogenicidade (PAls) abrigam genes que codificam fatores de
viruléncia durante a infecgdo ao hospedeiro (COOMBES et. al., 2008). Em STEC
LEE (locus of enterocyte effacement) € uma ilha de patogenicidade que codifica um
sistema de secregéao do tipo Ill necessario ao desenvolvimento da lesdo associada a
patologia causada por esse micro-organismo (COOMBES et. al., 2008). Pesquisas
no campo da genética e da epidemiologia tém identificado genes presentes em
STEC nao 0157 associados com a viruléncia e desenvolvimento de doenca severa
em humanos (WICKHAM et. al., 2006). O sistema de secreg¢ao do tipo Il atua como
um determinante genético chave tanto para a colonizagéo e persisténcia em animais
reservatorios, quanto para a viruléncia em humanos apds transmissao zoondtica
(DZIVA et. al., 2004; GYLES, 2006).

A estirpe M03 (DE TONI et al., 2004) foi a primeira STEC isolada de humanos no
Estado do Parana, em 2003, e desde entdo vem sendo estudada no Laboratério de
Bacteriologia Clinica do departamento de Patologia Médica da Universidade Federal
do Parana (UFPR). Pertence ao sorotipo O69:H11, e apresenta o gendtipo stx; eae

hly indicando a produgéo da toxina tipo Stx1, intimina e hemolisina.

2.1.3.2. Epidemiologia de STEC

STEC sorotipo O157:H7 tem sido causa de inumeros surtos em paises

industrializados como os Estados Unidos, Inglaterra e Japao. Elas sao veiculadas
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principalmente por alimentos contaminados e representam um sério problema de
saude publica em varios paises. Seu reservatorio € o intestino de uma variedade
de animais, principalmente bovinos (WHO/CSR/APH/98.8). Os principais veiculos
de STEC incluem carne crua ou mal passada, leite, queijo, verduras cruas e
também produtos industrializados como maionese e sucos de fruta (PATON e
PATON, 1998a).

A doencga causada por STEC pode se manifestar como uma sindrome
diarreica ndo complicada, colite hemorragica, purpura trombocitopénica trombotica e
sindrome hemolitico-urémica (BEERS e CAMERON, 1995; GRIFFIN e BOYCE,
1998; KUNTZ e KUNTZ, 1999; GOLDMAN e BENNETT, 2000; COOMBES et al.,
2008).

As complicagdes decorrentes da doencga causada pelas STEC tais como:
insuficiéncia renal cronica, hipertenséo, entre outras, implicam na necessidade de
recursos elevados para o tratamento, onerando o sistema de saude publica por
longos periodos (PATON e PATON,1998a). A OMS classifica a identificacdo rapida
de STEC ndo 0157 virulentas como uma prioridade a saude publica
(WHO/CSR/APH/98.8). Nao existe tratamento especifico para as infeccoes
causadas por STEC, e os antibidticos sdo contraindicados por estimular a sintese da
toxina Shiga levando a uma piora no quadro clinico dos doentes (MATSUSHIRO et
al., 1999; WONG et al., 2000; ZHANG et al., 2000). As medidas para prevenir o
surgimento de novos casos da doenca na populacdo dependem da identificacdo das
STEC em amostras clinicas dos doentes e da identificagcado da fonte de transmissao
(PATON e PATON, 1998a).

STEC nao sao pesquisadas na grande maioria dos laboratérios clinicos do
pais, fator associado com a falta de informagdes sobre a bactéria e também com as
dificuldades para o diagndstico, uma vez que métodos como cultivo celular, ensaios
imunoldgicos ou moleculares sdo necessarios para a sua detecgédo. Desta forma,
casos de infecgcao por STEC nao tem sido reconhecidos.

No Laboratério de Bacteriologia Clinica do Curso de Farmacia da UFPR a
pesquisa de STEC utilizando métodos moleculares foi iniciada em 2003. Estudos
realizados nesse laboratério mostraram uma elevada prevaléncia de STEC em fezes
de gado bovino aparentemente saudavel, de varias regides do estado (PIGATTO,
2003; FARAH et. al., 2007), indicando a presengca de uma fonte potencial de

contaminagdo de alimentos e do ambiente. As STEC isoladas sao
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predominantemente ndo-0O157 e fermentadoras do sorbitol. A maioria das estirpes
produz toxina Stx2 sugerindo que sdo causas potenciais de doenga mais grave
como a colite hemorragica ou sindrome urémico-hemolitica (FARAH et. al., 2007).
Ainda no Parana, detectou-se a presenca de STEC em pessoas com diarreia e em
portadores saudaveis (DE TONI et al., 2004; FIALHO, 2008). A estirpe M03 O69:H11
(DE TONI et. al., 2004) foi o primeiro isolado de humanos no estado, e apresenta o
genotipo (stx1 eae hly) mais encontrado entre as STEC de isolados humanos no pais
(VAZ et al., 2004).

2.2 ANALISES PROTEOMICAS

O termo proteoma surgiu nos anos 90 e designa o conjunto de proteinas
expressas por um determinado genoma em condigbes especificas. A analise
protedmica permite saber se e quando um produto génico esta sendo expresso, a
concentracao relativa desse produto e, por fim, as modificagbes que podem ocorrer
nessas proteinas apos a sua tradugao. Tais informagdes ndo podem ser previstas
com precisdo a partir das sequencias dos acidos nucleicos, devido as modificagdes
pos-traducionais das proteinas, diferencas na estabilidade de mRNAs e proteinas e
as diferentes velocidades de regeneragéo (produgédo/degradacao) destas moléculas
(GRAHAM; ELLIOT; van EYK, 2005; SCHERL; SANCHEZ;, HOCHSTRASSER,
2005).

As tecnologias proteOmicas tém sido amplamente utilizadas para a
investigacado da expressao génica e da fisiologia microbianas. Mesmo com o rapido
avango no sequenciamento de genomas bacterianos completos (FOURNIER;
DRANCOURT; RAOULT, 2007; VAN SCHAIK e WILLEMS, 2010) a analise do
proteoma bacteriano permanece de grande importancia por fornecer informagoes
ndo disponiveis a partir de estudos gendmicos isoladamente (CASH, 2011). As
analises de RNA (transcriptoma), também bastante difundidas nos ultimos anos, nao
sao capazes de refletir diretamente o conteudo proteico de uma célula (GRAVES e
HAYSTEAD, 2002).

A analise protedmica envolve outros aspectos além da simples listagem de
proteinas e pode fornecer indicios substanciais quanto a organizacédo e a dinamica
dos processos metabalicos, regulatérios e de sinalizagdo através dos quais os micro-

organismos desenvolvem-se nos diferentes ambientes e sob as mais variadas
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condi¢cdes. Sendo assim, o conhecimento dos proteomas, além do mapeamento de
intrincados caminhos metabdlicos celulares, pode possibilitar a identificacdo de
novos alvos farmacologicos, novas moléculas bioativas e marcadores biolégicos
para fins de diagnéstico clinico (GRAHAM; ELLIOT; VAN EYK, 2005).

2.2.1 ELETROFORESE BIDIMENSIONAL

A eletroforese bidimensional (2D) é uma ferramenta poderosa, em se
tratando de separagao de proteinas. Essas sdo separadas de acordo com seu ponto
isoelétrico na primeira dimensdo, e de acordo com sua massa molecular, na
segunda dimenséao (KLOSE, 1975; SCHEELE, 1975).

A principal aplicagdo do 2D continua sendo a avaliagcdo do perfil de
expressao proteico. Sob este enfoque, a expressdo proteica de quaisquer duas
amostras pode ser quantitativa e qualitativamente comparada. A presenca ou
auséncia de “spots” pode fornecer informagdes sobre a expressao diferencial das
proteinas, enquanto a intensidade dos “spots” pode fornecer dados quantitativos
sobre os niveis de expresséo destas (GRAVES e HAYSTEAD, 2002).

2.2.1.1 Isoeletrofocalizacao

As proteinas podem ser separadas eletroforeticamente com base em seus
conteudos relativos de residuos &cidos e basicos. O ponto isoelétrico (p/) de uma
proteina é o pH no qual a sua carga global é zero. Nesse pH, sua mobilidade
eletroforética é nula, ja que z na equacgéao (1) é igual a zero. Quando uma mistura de
proteinas € submetida a eletroforese em gel com gradiente de pH e sem adig¢ao de
dodecilsulfato de sodio (SDS), cada proteina move-se até atingir o valor de pH

equivalente ao seu ponto isoelétrico.

Equacao (1) v = Ez/f
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onde: v é a velocidade de migragdo de uma molécula, E € a forga do campo

elétrico, z é a carga da molécula e f é o coeficiente friccional.

As tiras de pH imobilizado utilizadas na isoeletrofocalizagdo séo formadas por
uma matriz de derivados de acrilamida que sofrem ligagao covalente a radicais
(carboxila e amina/amida) que estabelecem e mantém um gradiente de pH. Como
vantagens essas tiras oferecem maior reprodutibilidade, por manter o gradiente de
pH fixo na matriz de poliacrilamida, e maior resolucéo, pela formacao de gradientes
de pH estreitos chegando até a uma variagdo de pl de 0,01 cm™ (SPEICHER, 2004).
Desta forma, na presenga de um gradiente de pH imobilizado e sob o efeito de uma
corrente elétrica, uma proteina com a soma de suas cargas negativa, por exemplo,
se deslocara em diregdo ao anodo até o ponto em que suas cargas se anulem pela
interacdo com os radicais positivos imobilizados, sendo que esse ponto
corresponderia a um valor de pH igual ao pl da proteina em questao (GE Healthcare,
2005).

A isoeletrofocalizacdo pode ser combinada com a eletroforese em gel de
poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE) para obter separagcbes de alta resolucao.
Através do acoplamento destas técnicas é possivel separar mais de mil proteinas
diferentes produzidas por E. coli (PASQUALI et al., 1996; LINK; ROBISON;
CHURCH, 1997; STRYER; TYMOCZKO; BERG, 2007; MAILLET et al., 2007).

2.2.1.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS

Toda molécula carregada eletricamente move-se em um campo elétrico. A
forga elétrica (Ez) arrasta as moléculas carregadas do polo positivo para o negativo
contra a forca de viscosidade (fn) resultado da friccdo entre as moléculas em
movimento e o meio (PEREZ, 2000; STRYER; TYMOCZKO; BERG, 2007).

O coeficiente friccional depende tanto da forma e massa da molécula
migrante quanto da viscosidade (77) do meio (PEREZ, 2000; STRYER; TYMOCZKO:
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BERG, 2007).

Separagdes eletroforéticas sdo normalmente realizadas em suporte de gel
ou em suportes solidos como papel. Pelas caracteristicas de sua malha o gel serve
como uma peneira molecular que favorece a separagdao. Moléculas que sao
pequenas quando comparadas aos poros do gel, movem-se prontamente através
deste. Ao contrario, moléculas maiores que os poros do gel ficam praticamente
iméveis. Moléculas de tamanho intermediario movem-se através do gel com
velocidades variadas (STRYER; TYMOCZKO; BERG, 2007).

A separacdo das proteinas em gel de poliacrilamida sob condi¢des
desnaturantes e em presenca de SDS, ocorre com base na massa das moléculas
em analise. Isso porque, o SDS ao interagir com as moléculas desagregadas confere
a elas carga negativa e impede que estas interajam entre si durante a separagéo.
Proteinas com massas diferindo em torno de 2% podem ser separadas. Essa é uma
técnica sensivel, que pode detectar quantidades bastante pequenas dependendo do
corante utilizado na revelagao das bandas (STRYER; TYMOCZKO; BERG, 2007). As
metodologias de coloracao pela prata sao bastante sensiveis permitindo visualizar 1-
10ng de proteinas por “spot”’, mas apresentam baixa reprodutibilidade, maior tempo
de realizagcdo e normalmente nao sao compativeis com as analises por
espectrometria de massas, enquanto as metodologias de coloragao por Coomassie
brilliant blue (CBB) sdo simples, compativeis com analises por espectrometria de
massas e capazes de detectar cerca de 8-100ng de proteinas por “spot” (PENQUE,
2009).

2.2.2 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas é uma técnica para analise de formas ionizadas
de moléculas em uma fase gasosa. Essa técnica € mais prontamente aplicavel aos
gases ou aos liquidos volateis, que facilmente liberam ions na fase gasosa. As
medicoes de massa sao obtidas determinando-se quao prontamente um ion é
acelerado em um campo elétrico. Considerando dois ions com a mesma carga total

e massas diferentes, em um campo de for¢ca conhecida, a mesma forga ira atuar
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sobre cada ion. Entretanto, a aceleracdo do ion mais pesado, ocasionada por essa
forca, sera menor de acordo com a terceira Lei de Newton (F = ma). Entdo, a medida
da aceleracao de um ion em um campo de for¢ga conhecida permite a determinagao
da massa desse ion (STRYER; TYMOCZKO; BERG, 2007; PENQUE, 2009).

Como as proteinas e peptideos ndo sdo volateis, a geragcdo de uma
concentracdo suficientemente alta de moléculas de proteina ionizadas, porém
intactas, na fase de gas é um grande desafio. Dois métodos amplamente utilizados e
que tém sido desenvolvidos para solucionar esse problema s&o: dessorcao-
ionizagdo com laser assistida por matriz (MALDI) e ionizag&o por eletrospray (ESI)
(AEBERSOLD e MANN, 2003).

2.2.2.1 Dessorgao-ionizagao com laser assistida por matriz (MALDI)

Neste método a proteina ou peptideo em estudo € co-precipitado com um
composto organico (matriz) que absorve a luz do laser em um determinado
comprimento de onda. O pulso de um laser sobre a preparagao expele moléculas da
superficie. Essas moléculas capturam elétrons assim que saem da matriz e, portanto
partem como ions carregados negativamente (AEBERSOLD e MANN, 2003; CANAS
et al., 2006).

2.2.3 PROGRAMAS PARA ANALISE DAS IMAGENS

Programas (softwares) de anadlise de imagens facilitam muito os processos
de comparacgao e determinagdo do proteoma. Atualmente existem varios programas
diferentes de analises de imagens, como ImageMaster, Melanie, PDQuest, Phoretrix,
ProGenesis, entre outros que estdo comercialmente disponiveis para analise de géis
2D (PENQUE, 2009).
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2.2.4 BIOINFORMATICA

A partir das analises de espectrometria de massas dois tipos especificos de
dados podem ser obtidos, (1) “impressdo digital” dos peptideos, que envolve a
determinacao das massas de todos os peptideos tripticos e (2) sequéncia dos
aminoacidos nos peptideos (MS/MS). Os espectros de MS e MS/MS sao
empregados em buscas contra perfis de massas ou sequéncias proteicas em um
banco de dados a fim de identificar a proteina de interesse utilizando algoritmos
como o SEQUEST ou MASCOT. Ao utilizar um banco de dados, as proteinas
candidatas sao classificadas de acordo com a combinagdo de massas mais proxima
a procurada, usando varios algoritmos de pontuacdo (AEBERSOLD e MANN, 2003;
CANAS et al., 2006; PENQUE, 2009).



A FIGURA 1 ilustra o processo global de analise envolvido nos estudos protedmicos.
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FIGURA 1 — ETAPAS DA ANALISE PROTEOMICA.

1 — primeira etapa: separacgéo das proteinas do extrato celular por cromatografia liquida bidimensional ou por eletroforese bidimensional; 2 — segunda etapa:
coleta das fragbes ou “spots” de interesse; 3 — terceira etapa: digestdo da(s) proteina(s) coletada(s) ou extraida(s) (do gel) e digestdo com tripsina; 4 — quarta
etapa: aplicagdo dos peptideos provenientes da digestdo da(s) proteina(s) da terceira etapa e analise por espectrometria de massas; 5 — quinta etapa:
comparagao dos espectros de massa observados contra bancos de dados com espectros de massa tedricos.

Fonte: adaptado de PIMENTA (2003).

8¢C
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2.2.5 APLICAGAO DAS ANALISES PROTEOMICAS

As técnicas protedmicas podem ser aplicadas ao estudo da interagao
patdogeno/hospedeiro ou para melhor conhecimento do patégeno isoladamente. As
alteracdes na expressao proteica apresentadas pelos micro-organismos em fungéo
de seu contato com o hospedeiro ou com fatores associados ao hospedeiro tém
cada vez mais chamando a atencado dos pesquisadores (TANAKA, 2010). Taddei e
colaboradores (2011) avaliaram as diferencas na membrana externa de EPECs
tipicas e atipicas por meio de analises protedmicas e relataram a presenca de 128
bandas proteicas especificas para EPEC atipica, sendo que 8 proteinas foram
identificadas pertencendo a diferentes classes dentre proteinas envolvidas no
metabolismo celular, regulagdo génica, estrutura celular e outras. Walters e Mobley
(2009) avaliaram a expressao de proteinas da superficie da membrana de E. coli
uropatogénicas (UPEC) quando cultivadas em urina humana € em meio LB e
identificaram 25 proteinas expressas apenas durante o cultivo em urina, sendo que 9
das 25 proteinas foram identificadas como pertencentes ao sistema de transporte de
ferro ou como proteinas de viruléncia reguladas pelo ferro. Li e colaboradores (2004)
analisaram o proteoma extracelular de EHEC EDL933 e de EPEC E2348/69 e
identificaram um total de 33 proteinas diferencialmente expressas, sendo 3
exclusivas de EHEC (EspA, TagA e uma proteina hipotética) e 4 de EPEC (EspC,
EspF, FliC e uma proteina relacionada ao profago CP-933V), na sua maioria
componentes do sistema de secreg¢ao do tipo Il (TTSS) responsavel pela secregao
de fatores de viruléncia que interajem diretamente com o hospedeiro. Nandakumar e
colaboradores (2006) realizaram a andlise protedmica das proteinas extracelulares
de E. coli W3110 e identificaram 44 proteinas, predominantemente proteinas
envolvidas no transporte e secregcao de moléculas. Estudos envolvendo modelos
animais objetivando elucidar as altera¢des induzidas pelo ambiente intestinal sobre
estirpes de E. coli demonstraram que no ambiente intestinal esses micro-organismos
utilizam simultaneamente varios dos carboidratos disponiveis no muco, além de
aminoacidos (ALPERT et al., 2009; FABICH et al., 2008), sendo que as analises
protedbmicas dessas bactérias isoladas das fezes e do ceco de camundongos
revelaram maior alteracdo na expressao de enzimas envolvidas com o metabolismo

desses compostos (ALPERT et al.,, 2009). Além desse fato foi constatado que
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estirpes patogénicas, quando crescidas isoladamente em intestino de camundongo,
utilizam os carboidratos em ordem de prioridade diferente daquela adotada por
estirpes comensais, nas mesmas condi¢gdes e quando, crescidas em conjunto, as
estirpes de E. coli consomem carboidratos distintos (FABICH et al., 2008).

O estudo do comportamento fisiologico de um patdégeno em resposta a sinais
presentes no hospedeiro € importante para a compreensdo dos mecanismos que
dirigem o processo patolégico e fundamental para o desenvolvimento de métodos de
diagndstico e tratamentos aprimorados. Patégenos microbianos interagem com seus
hospedeiros em varios niveis ao longo do desenvolvimento da doenga, ndo existindo
um unico gene ou proteina do patdégeno que sozinho possa definir a habilidade

bacteriana de causar doenca (CASH, 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o padrdo de proteinas diferencialmente expressas pela STEC

MO3 na presencga e na auséncia de sais biliares, sob baixos niveis de oxigénio.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar o padrao de expresséao de proteinas em E. coli MO3 e em E.
coli ATCC 25922 crescidas na presenca e na auséncia de sais biliares, sob baixos

niveis de oxigénio.

o Comparar os padrdes de expressao de proteinas nas duas bactérias.

o Identificar as proteinas diferencialmente expressas em STEC MO03, em

ambas as condig¢des, utilizando espectrometria de massas.
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4. JUSTIFICATIVA

Informagdes substanciais sobre a patogenicidade das STEC foram
acumuladas nos ultimos anos, no entanto o processo de patogénese dessas
bactérias ainda ndo é totalmente compreendido. Para que um patégeno tenha
sucesso na colonizagdo do intestino humano, ele deve ser capaz de proliferar na
presenca de sais biliares e em baixas concentragbes de oxigénio. Mapas
protedmicos, das diversas fragdes proteicas, de E. coli nao patogénica em condigcdes
aerobias e anaerdbias e em condi¢cdes de estresse osmotico ja foram estabelecidos,
e as proteinas expressas diferencialmente naquelas condigbes identificadas
(WEBER; KOL; JUNG, 2006).

Os sais biliares atuam de forma semelhante a detergentes, permeabilizando
membranas bacterianas e causando dano celular (BEGLEY; GAHAN; HILL, 2005;
DE BOEVER; VERSTRAETE, 1999). Nas bactérias gram negativas, pouca
informagéo esta disponivel sobre a tolerancia a bile, acredita-se que estas sejam
inerentemente mais resistentes que as gram positivas, ja que sais biliares sao
frequentemente utilizados nos meios seletivos para as primeiras. E. coli é
considerada como resistente a bile e é frequentemente isolada da em ambientes
com concentracdes de bile moderada a alta, em animais e humanos.

A genética da resisténcia a bile ainda é pouco compreendida, embora varias
alteragbes promovidas ao nivel de membrana celular ja tenham sido descritas para
as estirpes patogénicas de E. coli (GRUENHEID et al., 2004; SAINZ et al., 2005;
SCORZA et al., 2008; WALTERS e MOBLEY, 2009; SHAMES et al., 2010;
SOMMER et al., 2010; TADDEI et al., 2011). Considerando a natureza complexa
deste estresse, a habilidade de um organismo tolerar a bile requer presumivelmente
a sintese de proteinas que controlam a estrutura da membrana celular, que fazem a
manutengdo da homeostase intracelular e nas bactérias patogénicas, a expressao
daquelas associadas com viruléncia (BEGLEY; GAHAN; HILL, 2005).

Dessa forma, o desenvolvimento deste projeto podera auxiliar no
esclarecimento dos mecanismos moleculares que determinam a toleréncia a bile,
bem como o efeito dessa substancia sobre a expressao de fatores de viruléncia de

STEC, contribuindo para a compreensao do processo de patogénese dessa bactéria
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e eventualmente levar ao desenvolvimento de novas alternativas diagndsticas, para

prevencao ou terapia antibacteriana.



34

5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

As estirpes de E. coli patogénicas extra-intestinais (EXPEC) sdo, em sua
maioria, oriundas da microbiota intestinal de seus hospedeiros (SMITH;
FRATAMICO; GUNTHER, 2007; SANTOS et. al., 2009). Segundo informagdes
fornecidas pela American Type Culture Colection E. coli ATCC 25922 é um isolado
clinico de ExXPEC, pertence ao sorogrupo O6, produz alfa hemolisina € ndo produz
toxina Shiga.

Um primeiro passo comum nas analises protedbmicas de um patdégeno
bacteriano € a identificagdo de biomarcadores de viruléncia por meio da
comparagao entre isolados bacterianos virulentos e nao virulentos (CASH, 2011).
Geralmente, extratos proteicos celulares totais obtidos a partir de isolados
bacterianos clinicos, exibindo diferengcas em termos de viruléncia, sdo comparados
visando correlacionar as proteinas expressas com a viruléncia bacteriana
(HANSEN; WILSON; BASEMAN, 1979; THONGBOONKERD et al., 2009).

Para tanto realizamos os seguintes procedimentos:

1. Estabelecimento das condicbes de cultivo, na presenca e na auséncia
de 2,5 mM de desoxicolato de sodio, para a obtencdo do extrato
proteico;

2. Obtencdo de 4 replicatas bioldgicas dos extratos proteicos celulares
em duplicata, da cepa enteropatogénica (STEC MO03) e da cepa
controle ndo enteropatogénica (E. coli ATCC 25922);

3. Obtengdo de géis bi-dimensionais pH 3-10 dos extratos proteicos
celulares de ambas as cepas e em ambas as condi¢des de cultivo;

4. Avaliagao do perfil proteico obtido a partir dos géis bi-dimensionais pH
3-10 para determinagcdo da melhor faixa para a visualizagdo das
proteinas diferencialmente expressas pelas cepas estudadas;

5. Obtencdo de géis bi-dimensionais pH 4-7 dos extratos proteicos
celulares de ambas as cepas e em ambas as condi¢des de cultivo;

6. Comparagao dos perfis proteicos celulares de STEC M03 em ambas as
condicdes de cultivo para determinacao das proteinas diferencialmente
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expressas e que pudessem caracterizar a resposta de STEC MO03 ao
desoxiclotato de sodio;

. Comparacao dos perfis proteicos celulares de E. coli ATCC 25922 em
ambas as condigdes de cultivo, para determinagdo das proteinas
diferencialmente expressas que pudessem caracterizar a resposta de
uma E. coli nao enteropatogénica ao desoxiclotato de sodio;

. Comparacao dos perfis proteicos celulares de STEC M03 e E. coli
ATCC 25922 cultivadas na presenga e na auséncia do sal biliar para
determinacdo das proteinas diferencialmente expressas pela estirpe
enteropatogénica em funcéo da presencga do sal biliar;

. Identificagdo por espectrometria de massas do tipo MALDI-ToF/ToF-

ToF das proteinas diferencialmente expressas pelas estirpes avaliadas.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1.ESTIRPES UTILIZADAS

e STEC MO03: sorotipo O69:H11
genotipo stx; eaeA hlyA.

Foi a primeira STEC isolada de fezes de crianga com diarreia, no Estado do
Parana (DE TONI et al., 2004; DE TONI et al., 2009). Fonte: bacterioteca do
Laboratdrio de Bacteriologia Clinica e Biologia Molecular (UFPR).

e E. coli ATCC 25922 sorogrupo O6
gendtipo stx” eaeA” hlyA- (ndo produtora de toxina
Shiga, intimina e enterohemolisina).
Fonte: a bactéria foi adquirida comercialmente da ATCC. Outras denominacdes:
DSM 1103, NCBI 12210.

As estirpes foram reativadas conforme indicado no Esquema 1.

6.2.REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) MULTIPLEX

Foi realizada PCR multiplex de ambas as estirpes de E. coli empregadas
neste trabalho para a confirmagdo do gendtipo, quanto aos genes stxy, stx,, eaeA e
hlyA. A metodologia empregada na realizagdo desta analise encontra-se descrita por
PATON e PATON (1998b). Quatro microlitros dos extratos de DNA bacterianos
foram utilizados para reagcédo de PCR realizada em um volume final de 50 uL. A
mistura de reacgao continha 2,5 U de Tag DNA polimerase, tampao de Taq 1X, MgCl,
1,5 mM, 300 nM de cada iniciador (primer) e 200 uM de dNTP. Para a PCR foi
utlizado o seguinte programa: 1 ciclo a 94°C por 5 min.; 10 ciclos de 94°C por 1 min.,
65°C por 1 min. e 72°C por 1 min. ApOs esses ciclos a temperatura de anelamento
foi reduzida em 1°C por ciclo até 60°C e entdo foram realizados mais 20 ciclos de
94°C por 1 min, 60°C por 1 min. e 72°C por 1 min. (DE TONI, 2004). O produto da

PCR multiplex foi visualizado por meio de eletroforese em gel de agarose a 2,5%,
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tampao TBE 1X, 35V por 3 horas.

6.3.DETERMINACAO DAS CONDICOES PARA PREPARO DA AMOSTRA

Curvas de crescimento foram realizadas em diferentes condicbes para as
estirpes de E. coli visando determinar. as condicbes de preparo do inoculo e
concentracdo do mesmo, volume de cultivo, momento adequado para coleta das
células (em fase logaritmica de crescimento) e preparo dos extratos proteicos. As
células foram cultivadas em caldo LB (SAMBROOK et al., 2001) acrescido ou nao de
2,5 mM de desoxicolato de sédio (Merck) (STENSRUD et al., 2008), incubado a 35 +
1°C sem agitacdo. Os ensaios foram realizados em duplicata. Aliquotas foram
retiradas em intervalos de uma hora e a densidade o6tica das culturas determinadas
espectrofotometricamente em 600 nm. O processo esta descrito nos ESQUEMAS 1
e 2.
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ESQUEMA 1 - ATIVAGAO DAS CEPAS BACTERIANAS E ELABORAGCAO DO PRE-

INOCULDO.

Fonte: www.adrialaboratorios.com.br

Fonte: www.bjwinslow.com

|

A\

Fonte: www.alfa-lab.com.br

Reativagdo das bactérias
STEC MO03 e ATCC
25922 estocadas em
TSB com glicerol e
mantidas a -20°C.

1° Repique em TSA
com incubagdo por
aproximadamente 24 h

a35+1°C.

2° Repique em TSA
com incubagdo por
aproximadamente 24
ha35+1°C.

Inoculagdo de caldo LB
com as bactérias e
incubacdo ‘“overnight”
a35+1°C.

Leitura da  DOgyonm

€

determinagdo do volume a
ser centrifugado para o

preparo do indculo.

Centrifugagdo de volume de
cultura para ser utilizado

como indculo.
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ESQUEMA 2 - AVALIACAO DO CRESCIMENTO DAS ESTIRPES STEC M03 e E.
coli ATCC 25922

Biomassa do E. coli ATCC
STEC M03 pré-inéculo 25922
centrifugada.
a_7 a_ 7
f i f i
._1&—1 D Preparo do indculo. > :_1
& Volume adequado de pré- '
EE‘; inéculo foi adicionado ao ﬁ
LB para se obter uma
l DOGOO inicial ~0,02.
- —
- L=y o o o |
(o) (o) Incubagao das cepas bacterianas - =
A = A = no caldo LB sem e com 2,5 mM 5 f_ 5 f_.
5 ; _1 § ; _3 de.tdefoxicoéast(j)E ldz s];'di(i,. Stem 28R Jor-
* * agitacdo ¢ a °C. Duplicata

Coleta de aliquotas de 1 mL em
intervalos de tempo pré-estabelecidos,
para a determina¢ao da DOgoonm,
contagem de colonias em placa
(crescimento bacteriano).

6.4.PREPARO DOS EXTRATOS PROTEICOS DE E. COLI ATCC 25922 e
STEC M03

As células foram centrifugadas a 800g, 4°C por 7 minutos, lavadas trés vezes
com 30 mL de tampao de lavagem estéril (KCI 3,0 mM; KH,POy4; 1,5 mM; NaCl 68
mM; NaH2;PO4 9,0 mM), uma vez com 30 mL de tampao de ressuspenséo (10 mM
Tris-HCI pH 8.0; 1,5 mM MgCly; 10 mM KCI; 0,5 mM DTT). O sedimento foi
ressuspenso em quantidade adequada de tampéao de tampéo de lise (2,0 M tioureia;
7,0 M ureia; 40 mM DTT; 4% (p/v) CHAPS; 2% (v/v) Pharmalyte 3-10 e 1% (v/v)
inibidor de proteases) (GORG et al., 2000; LEE et al., 2002). O processo de lise foi
complementado por processo de congelamento (-20°C) e descongelamento

(temperatura ambiente) realizado trés vezes. A cada extrato foi adicionado mix de
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nucleases, na propor¢cao de 1 uL/100 uL de extrato proteico e em seguida as
amostras foram sonicadas 5 vezes por 10s com intervalo de 30s entre as sonicagdes
(Sonicator Ultrasonic Processor XL2020). Na sequéncia, os extratos proteicos foram
centrifugados a 10.000g, 4°C por 15 min. e os sobrenadantes (proteinas soluveis)
transferidos para novos tubos tipo eppendorf. Os extratos soluveis foram

armazenados em freezer a -20°C até o momento de realizacéo das IEF.

6.5 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS NOS LISADOS CELULARES E
EXTRATOS PROTEICOS DE E. COLI ATCC 25922 E STEC M03

Antecedendo a ultima centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em
tampao de ressuspensdo e tomou-se uma aliquota de 1,0 mL. As aliquotas foram
adicionados 200 uL de solugao de hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 M e deixado reagir
a temperatura ambiente por 1h. Em sequéncia elas foram congeladas (-20°C) e
descongeladas (temperatura ambiente) trés vezes.

Procedeu-se a quantificagdo de proteinas em 100 uL das aliquotas com 1,0 mL
do reativo de Bradford (1976), pelo método homdnimo. A conversdo das leituras de
absorbancia das aliquotas foi feita por meio da equacdo da curva padrao de
proteinas em BSA (nas concentragdes de 2 ug/100 pl, 4 ug/100 ulL, 8 ug/100 uL e
10 pg/100 pL). Foram aceitas curvas cuja equacéo da reta apresentou R%>0,97. As

quantificacdes foram realizadas em duplicata. A metodologia é descrita no Esquema
3.
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ESQUEMA 3 - DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO DE PROTEINAS
INTRACELULARES

Centrifugar o cultivo em caldo LB a 800 g/7 min/4°C
e lavar 2x com tampéao de lavagem.

l

Ressuspender o sedimento em 38 mL de tamp&o de
resuspensao, transferir 1 mL para um tubo tipo
eppendorf e adicionar 200 yL de NaOH 0,2 M. Deixar
agir por 1h em temperatura ambiente. Proceder ao
congelamento (-20°C) e descongelamento
(temperatura ambiente) repetindo o processo 3 vezes.

|

Tomar aliquotas de 100 uL das misturas
anteriores, adicionar 1 mL da solugdao de
Bradford, deixar reagir por 5 min. e ler a
absorbancia em 595 nm. Branco = 100 pL de
agua destilada + 1 mL da sol. de Bradford.

6.6. ELETROFORESE BI-DIMENSIONAL (2D)

Foram realizadas eletroforeses desnaturantes com SDS-Tris-Glicina em gel
de poliacrilamida (12, 5%) para determinar o perfil preliminar de proteinas totais dos
cultivos de E. coli ATCC 25922 e de STEC MO03.

O protocolo de eletroforese 2D foi adaptado do Manual da GE Healthcare
para proteoma e de Gorg e colaboradores (2000). O processo inclui a
isoeletrofocalizagdo (IEF) que € realizada em tiras de gel IPG Immobiline (GE
Healthcare). Apds a IEF e equilibrio das tiras com solugdo de tampao de equilibrio e
DTT ou iodoacetamida, estas s&o colocadas sobre o gel da SDS-PAGE vertical. Os
equipamentos necessarios para a realizagao da eletroforese 2D, IPGphor Isoelectric
focusing system (GE Healthcare), foram disponibilizados pelo Nucleo de Fixagao de
Nitrogénio, Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Setor de Ciéncias
Biologicas da UFPR.
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6.6.1. Primeira dimenséao — Isoeletrofocalizagao (IEF)

A reidratacdo foi feita com a aplicagdo de 350 ug de proteina das amostras,
permitindo que a IEF fosse feita em um uUnico passo. A amostra foi misturada a
solugao de reidratagao (tiouréia 2 M, ureia 7 M, 2% CHAPS, 0,05% DTT, 0,5% de
Pharmalyte pH 3-10 e 0,002% de azul de bromofenol), e aplicada com micropipeta
nas tiras de Immobiline para pH de 3-10. O processo de I|IEF foi realizado
inicialmente na faixa de pH de 3 a 10 e nas seguintes condigbes: 1° Passo) Re-
hidratacao ativa 20 V/11 h, 2° Passo) Step Hold 500 V/500 Vh, 3° Passo) Gradiente
1000 V/800 Vh, 4° Passo) Gradiente 8000 V/11300 Vh, 5° Passo) Gradiente 8000
V/4400 Vh. E posteriormente foi realizada IEF na faixa de pH 4-7 nas seguintes
condigdes: 1° Passo) Re-hidratagao ativa 20 V/11 h, 2° Passo) Step Hold 500 V/500
Vh, 3° Passo) Gradiente 1000 V/800 Vh, 4° Passo) Gradiente 8000 V/11300 Vh, 5°
Passo) Gradiente 8000 V/12000 Vh. As IEF foram realizadas em sarcéfagos
(FIGURA 2) no aparelho Ettan IPGphor (Amersham Bioscience) (FIGURA 3). Esse
protocolo de IEF foi feito com temperatura de 20°C e termina com o acumulo de
aproximadamente 24800 Vh. Terminada a IEF as fitas foram retiradas do aparelho e

preparadas para a realizagado da segunda dimenséao.

&

FIGURA 2 - SARCOFAGOS UTILIZADOS PARA REIDRATACAO DAS AMOSTRAS
E SEQUENCIAL IEF EM APARELHO ETTAN IPG PHOR.

Fonte: A autora (2012)
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FIGURA 3 - APARELHO EMPREGADO PARA A REALIZAGCAO DAS IEF - ETTAN
IPG PHOR.

Fonte: A autora (2012)

6.6.2. Segunda dimenséo - Eletroforese vertical

Antes de aplicar as tiras da IEF no gel para eletroforese SDS/segunda
dimenséo, estas foram equilibradas (em duas etapas) com quantidade padronizada
de solugao de equilibrio. Para o equilibrio de cada tira proveniente da IEF adicionou-
se 5 mL da solugao de equilibrio base (6 M ureia, 75 mM Tris-HCI (pH 8,8), 29,3%
glicerol (v/v), 2% SDS (p/v), 0,002% solugédo de azul de bromofenol 1% (p/v))
misturados com 50 mg de DTT para a primeira etapa e para a segunda etapa 175
mg de iodoacetamida a outros 5 mL de solugé&o de equilibrio base (ESQUEMA 5).
Para a elaboragédo do gel da segunda dimensdo (2D) foi utilizada a solugao
acrilamida/bisacrilamida ReadySol DNA/PAGE 40% T, 5% C (Amersham
Bioscience), em propor¢cao adequada para o preparo do gel de 1,5 mm com
concentragcdo de 12%. Apds polimerizagdo do gel 2D as tiras de IEF foram
colocadas no topo do gel e seladas com uma camada de gel de agarose 1,0% em
tampao LAEMMLI (250 mM TRIS, 1,92 M Glicina, 1% SDS) com 0,01% de azul de
bromofenol. As corridas foram realizada em cuba Rubi (GE HealthCare) com fonte
Electrophoresis Power Supply EPS-601 (Amersham  Bioscience) por

aproximadamente 4 h, com as seguintes condi¢cdes: 45 mA por gel em corrida, 300
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V, 50 W, temperatura de 11°C em tamp&o LAEMMLI (1x).

ESQUEMA 4 - EQUILIBRIO DAS TIRAS DE IEF

Homogeneizar 10 mL de tampéao
de equilibrio adicionados de 100

mg de DTT.

\4

Etapa 1 - Colocar 5 mL dentro de
cada tubo de ensaio com a tira de
& IEF e homogeneizar por 15 mim.

Fonte: www.medsteel.com.br I

Etapa 2 - Repetir os passos
anteriores, porém adicionar 350 mg
de iodoacetamida aos 10 mL de
tampao de equilibrio.

6.6.3. Visualizac&do das proteinas

Terminada a corrida da segunda dimensdo os géis foram corados com
PhastGel Blue R 0,1% por 12h a 18h. Em sequéncia foram descorados com
etanol/acido acético/agua (3/1/6) e colocados em agua destilada durante a noite
para a intensificacdo da coloragcdo das bandas. A imagem dos géis foi obtida por
meio do aparelho Imagescaner (Amershan Biosciences) e com auxilio do programa
Labscan (GE Healthcare). A anélise do padrao de expressao foi realizada utilizando
o programa ImageMaster 2D Platinum v.6.01 (Amershan Biosciences). Os géis
foram mantidos em agua destilada com 1% de acido acético até a extragdo das

bandas para analise.
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6.7.IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS

As proteinas diferencialmente expressas, tanto de STEC MO03 quanto de E.
coli ATCC 25922, foram retiradas do gel manualmente utilizando-se ponteiras novas
estéreis tipo P1000 e colocadas em tubos tipo eppendorf. Cada banda retirada do
gel foi descorada com 400 uL de solugé&o descorante (25 mM bicarbonato de aménio
pH 8,0; acetonitrila 50% e &agua miliQ). Este procedimento foi repetido até
descoloragao completa dos pedacos de gel. Em seguida, os fragmentos de gel
foram desidratados com 200 pl de acetonitrila 100% por 5 minutos, sendo que este
procedimento foi repetido por duas vezes. Apos 10 minutos de desidratacéo, retirou-
se com micropipeta o maximo volume de acetonitrila 100%, dos tubos tipo
eppendorf, e os mesmos foram mantidos abertos para a completa secagem dos
fragmentos de gel.

Para a digestdo das proteinas adicionou-se 10 ul de solugdo de tripsina (10
pMg/mL em tampéo 40 mM bicarbonato de aménio pH 8,0 contendo 10% acetonitrila)
sobre os fragmentos de gel e deixou-se reidratar por trinta minutos em gelo. Apos
esse tempo, as amostras foram retiradas do gelo e colocadas em estufa a 37°C por
um periodo de 14 a 16 h.

As massas dos peptideos tripticos foram determinadas utilizando um
espectrometro de massas MALDI-ToF/MS/MS modelo Autoflex Il (Bruker Daltonics).
O programa de computador utilizado foi FlexControl 2.0 (Promega Madison, USA).
Os espectros foram obtidos no modo refletor positivo, com uma voltagem de
aceleracdo de 20 kV, intervalo de 150 ns entre o pulso de laser e aplicagado da
voltagem e faixa de aquisicao entre 800 — 3200 Da. A calibracdo externa foi feita
utilizando o padrdo de calibragdo para peptideos Il (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany) e como calibrante interno foram utilizados picos de autdlise da tripsina
(842,50 Da e 2211,10 Da), quando presentes. A analise e tratamento dos espectros
foi feita utilizando o programa FlexAnalysis 2.0 (Bruker Daltonics).

Dados de fragmentacédo de peptideos (espectro MS/MS) foram obtidos
utilizando o espectrdbmetro de massas MALDI-ToF/ToF/MS/MS tipo Autoflex Il
(Bruker Daltonics). O programa de computador utilizado foi o FlexControl 2.0
(Promega, Madison, USA), segundo procedimento descrito por Westermeier e

Naven (2002). O espectro MS foi obtido utilizando os mesmos parametros descritos
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anteriormente e o espectro MS/MS foi obtido utilizando os parametros especificados
pelo método LIFT do programa FlexControl v.2.0.

Para identificacdo das proteinas diferencialmente expressas os “spots” de
pelo menos duas replicatas de uma das cepas e de pelo menos um gel da outra
cepa foram retirados para analise de identificacdo. A busca dos peptideos tripticos
foi realizada com o programa de acesso livre MASCOT (www.matrixscience.com)
contra o banco de dados SwissProt, tendo definido o organismo E. coli. Picos de
tripsina e queratina foram eventualmente empregados como padrdes internos de
calibracdo das massas dos peptideos, previamente a busca no banco de dados
SwissProt. Os parametros utilizados na busca da “impressao digital” dos peptideos
(PMF) foram os seguintes: enzima tripsina, um sitio de clivagem perdido,
carbamidometilacdo de cisteinas como modificagao fixa e oxidagcdo de metionina
como modificagdo varidvel, massa monoisotopica, valor de massa — MH" e
tolerancia maxima permitida na massa do peptideo 100 ppm.

A identificacdo por MS, da proteina, foi considerada positiva obedecendo-se
os critérios: cobertura minima de 20%; pl tedrico + 0,5 pl experimental (dados
obtidos do gel) e massa molecular (MM) tedrica + 15% da MM experimental (dados
obtidos do gel). Proteinas que nao atingiram algum desses critérios tiveram sua
identidade confirmada por MS/MS.

Os parametros utilizados na busca do “ion parental” (MS) para subsequente
fragmentacdo (MS/MS) foram os mesmos descritos anteriormente. Ja os critérios
para a busca dos ions resultantes da fragmentagcdo do ion parental foram os
seguintes: enzima tripsina, um sitio de clivagem perdido, carbamidometilacdo de
cisteinas como modificacao fixa e oxidagdo de metionina como modificagcao variavel,
tolerancia na variagdo da massa MS/MS de 0,6 Da, massa monoisotopica, carga do
peptideo +1, formato do dado Bruker (.XML), instrumento MALDI-ToF-ToF, valor de

massa — MH" e tolerdncia maxima permitida na massa do peptideo 100 ppm.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1.DETECCAO DOS GENES DE VIRULENCIA EM STEC M03

Inicialmente a STEC MO3 foi analisada para confirmar o gendtipo, ou seja, a
presenca dos genes de viruléncia stx;, eaeA, e hlyA. O ensaio também foi realizado
com a estirpe ATCC 25922 que ndo contém esses genes. Foi empregada a
metodologia de PCR multiplex como descrito por PATON e PATON (1998b) e De
TONI (2004). A FIGURA 4 representa os resultados da PCR multiplex.

FIGURA 4 - PCR MULTIPLEX PARA DETECCAO DE GENES DE VIRULENCIA stx1

stx2 eaeA hlyA.

Registro fotografico de eletroforese realizada em gel de agarose a 2,5% preparada em tampao TBE
1X. A corrida eletroforética foi realizada em TBE 1X, 35 V por 3 horas. Linha 1: STEC MO03; linha 2:
branco; linha 3: E. coli ATCC 25922; linha 4: marcador de massa molecular 1 Kb (Fermentas).
Fonte: A autora (2012)

Como esperado, o perfil de PCR obtido foi idéntico ao relatado por De Toni
(2004). Foram detectadas bandas representativas de fragmentos de DNA dos genes
stxs (~ 180 pb), eaeA (~ 390 pb) e hlyA (~ 580 pb) foram observados nos produtos
da PCR multiplex realizada com DNA extraido de STEC MO03. As bandas nao foram
amplificadas no caso da estirpe E. coli ATCC 25922, confirmando que a mesma nao

possui esses genes.
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7.2.DETERMINACAO DAS CONDICOES PARA PREPARO DA AMOSTRA

Anteriormente a obtencdo dos extratos proteicos celulares propriamente ditos,
varias curvas de crescimento foram realizadas visando a determinacdo das
melhores condi¢cdes para a obtengdo dos mesmos. Os critérios avaliados durante a
padronizacao das condicbes de cultivo para a obtencdo dos extratos proteicos
celulares foram: tempo de incubacio a 35 + 1°C; quantidade de células bacterianas
totais (DOeoonm), Células bacterianas viaveis (contagem em placa) e quantidade de
proteinas por Bradford (DOsgsnm).

O tempo de incubacao foi estabelecido em funcdo da fase de crescimento
(aproximadamente meio de fase exponencial) observada nos graficos de
absorbancia (600 nm) e de contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC/mL),

em funcdo do tempo de incubacéo a 35 + 1°C, Graficos 1 e 2 respectivamente.
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GRAFICO 1 - CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO A 35 + 1°C EM FUNGCAO
DA DENSIDADE OTICA EM 600nm.

Variagdo dos valores de densidade 6tica a 600 nm de aliquotas (1 mL) dos cultivos bacterianos em
fungéo do tempo e dos tratamentos empregados: STEC MO03 condigéo teste ( ——), STEC MO03
condigao controle ( @ ); E. coli ATCC 25922 condigéo teste ( --#--); E. coli ATCC 25922
condic¢ao controle ( —&—).
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Contagem de colénias (Log,,UFC/mL)

Tempo (h)

—&— MO03 com dsc --E3--M03 sem dsc - A--ATCC com dsc —— ATCC sem dsc

GRAFICO 2 — CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO A 35 + 1°C EM FUNGCAO
DA CONTAGEM DO NUMERO DE COLONIAS FORMADAS.

Variagdo do numero de unidades formadoras de coldnia (UFC) expressas como logs, em funcéo do
tempo e dos tratamentos empregados: STEC M03 condicéo teste ( —«—), STEC MO03 condicao
controle ( --g--); E. coli ATCC 25922 condigao teste ( --#-- ); E. coli ATCC 25922 condigao controle

( ——).

Com base nas curvas de crescimento obtidas determinou-se que até as trés
primeiras horas de cultivo ambas as cepas se encontravam em fase exponencial de
crescimento. Estabeleceu-se entdo que este seria o tempo de incubacdo e
crescimento para a coleta de células visando a realizacdo do extrato proteico celular.
Nao se adotaram valores finais de densidade 6tica (DO) a 600 nm, como referéncia
para o ponto de coleta dos extratos proteicos celulares, uma vez que o desoxicolato
de sodio na concentragdo utilizada mostrou-se um interferente importante,
provocando visivel alteragao da viscosidade do meio, com formacado de grumos e
consequentemente dificultando a leitura de densidade ética para ambas as cepas

utilizadas.
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7.3.ELETROFORESE BIDIMENSIONAL

As |IEF, primeira separagao das analises bidimensionais, foram inicialmente
realizadas em tiras de pH 3-10.

A partir das imagens digitalizadas dos géis e com o emprego do programa
ImageMaster 2D Platinum® (GE Healthcare) foi possivel analisar e comparar os géis
entre si. Nas analises preliminares dos perfis protedmicos das cepas de E. coli foram
empregados 8 géis 2D pH 3-10. Os géis obtidos foram entdo fotodocumentados e

figuras representativas sdo mostradas abaixo.
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FIGURA 6 - GEL 2D pH 3-10 DA FRACAO SOLUVEL DO EXTRATO PROTEICO
DE STEC M03 CULTIVADA NA AUSENCIA DE DESOXICOLATO DE SODIO
Imagem digitalizada de gel bidimensional pH 3-10 linear, preparado com 350 pg de proteinas do
extrato de STEC MO03 cultivada na condigao controle. As setas localizadas na parte superior da figura,
no sentido horizontal, indicam aproximadamente os valores de pH 3 a 10. No sentido vertical, a
esquerda estédo indicados as massas do marcador de baixo peso molecular (GE Healthcare). As
manchas no gel representam as proteinas separadas em fung¢éo do pl (horizontal) e MM (vertical). O
gel foi corado com PhastGel Blue R 0,1% (GE Healthcare) e digitalizado com auxilio do aparelho
Imagescaner (Amershan Biosciences) e do programa Labscan (GE Healthcare).
FONTE: A autora (2012)
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FIGURA 7 - GEL 2D pH 3-10 DA FRACAO SOLUVEL DO EXTRATO PROTEICO
DE STEC M03 CULTIVADA NA PRESENCA DE 2,5 mM DE DESOXICOLATO DE

sODIO

Imagem digitalizada de gel bidimensional pH 3-10 linear, de 350 pg de proteinas do extrato de STEC
MO3 cultivada na condicéo teste. Horizontalmente no topo da esquerda para direita: cada seta
indica aproximadamente os valores de pH 3, pH 4, pH 5, pH 6, pH 7, pH 8, pH 9, pH 10;
verticalmente na lateral esquerda: marcador de baixo peso molecular (GE Healthcare) e regido
central: proteinas separadas em funcéo do pl (horizontal) e MM (vertical) e coradas por PhastGel
Blue R 0,1% (GE Healthcare) e digitalizado com auxilio do aparelho Imagescaner (Amershan
Biosciences) e do programa Labscan (GE Healthcare).

FONTE: A autora (2012)
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FIGURA 8 - GEL 2D pH 3-10 DA FRAGCAO SQLUVEL DO EXTRATO PROTEICO
DE E. coli ATCC 25922 CULTIVADA NA AUSENCIA DE DESOXICOLATO DE
SODIO

Imagem digitalizada de gel bidimensional pH 3-10 linear, de 350 ug de proteinas do extrato de E. coli
ATCC 25922 cultivada na condigao controle. Horizontalmente no topo da esquerda para direita:
cada seta indica aproximadamente os valores de pH 3, pH 4, pH 5, pH 6, pH 7, pH 8, pH 9, pH 10;
verticalmente na lateral esquerda: marcador de baixo peso molecular (GE Healthcare) e regiao
central: proteinas separadas em func¢do do pl (horizontal) e MM (vertical) e coradas por PhastGel
Blue R 0,1% (GE Healthcare) e digitalizado com auxilio do aparelho Imagescaner (Amershan
Biosciences) e do programa Labscan (GE Healthcare).

FONTE: A autora (2012)
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FIGURA 9 - GEL 2D pH 3-10 DA F-RA(;AO SOLUVEL DO EXTRATO PROTEICO
DE E. coli ATCC 25922 CULTIVADA NA PRESENGA DE 2,5 mM DE
DESOXICOLATO DE SODIO

Imagem digitalizada de gel bidimensional pH 3-10 linear, de 350 ug de proteinas do extrato de E. coli
ATCC 25922 cultivada na condigao teste. Horizontalmente no topo da esquerda para direita: cada
seta indica aproximadamente os valores de pH 3, pH 4, pH 5, pH 6, pH 7, pH 8, pH 9, pH 10;
verticalmente na lateral esquerda: marcador de baixo peso molecular (GE Healthcare) e regiao
central: proteinas separadas em funcdo do pl (horizontal) e MM (vertical) e coradas por PhastGel
Blue R 0,1% (GE Healthcare) e digitalizado com auxilio do aparelho Imagescaner (Amershan
Biosciences) e do programa Labscan (GE Healthcare).

FONTE: A autora (2012)

Com base nos perfis encontrados nos geéis feitos com as tiras pH 3-10,
constatou-se que a maior concentragao das proteinas celulares de ambas as cepas
encontra-se na faixa de pH 4-7 (TABELAS 2 e 3) .

TABELA 2 — PORCENTAGEM MEDIA DE SPOTS NOS GEIS pH 3-10 DOS
EXTRATOS PROTEICOS DE STEC M03

] Crescimento em
Crescimento sem
STEC MO03 ] presenca de
desoxicolato ]
desoxicolato

Quantidade de spots entre pH 3 — 4 1% 1%

Quantidade de spots entre pH 7 — 10 17% 11%

Quantidade de spots entre pH 4 — 7 82% 88%
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TABELA 3 - PORCENTAGEM MEDIA DE SPOTS NOS GEIS COM pH 3-10 DOS
EXTRATOS PROTEICOS DE E. coli ATCC 25922.

) Crescimento em
Crescimento sem
ATCC 25922 ) presencga de
desoxicolato ]
desoxicolato

Quantidade de spots entre pH 3 — 4 1% 2%
Quantidade de spots entre pH 7 — 10 1% 7%
Quantidade de spots entre pH4 -7 88% 91%

Para as analises comparativas entre STEC M03 e E. coli ATCC 25922
baseadas nos géis 2D pH 4-7 foram empregados 32 géis com média de 340 bandas
proteicas para STEC MO03 e 410 para E. coli ATCC 25922. Alguns géis

representativos sdo expostos nas FIGURAS 10, 11,12 e 13.
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FIGURA 10 - GEL 2D pH 4-7 DA FRACAO SOLUVEL DO EXTRATO PROTEICO
DE STEC M03 CULTIVADA NA AUSENCIA DE DESOXICOLATO DE SODIO.
Imagem digitalizada de gel bidimensional pH 4-7 linear, de 350 ug de proteinas do extrato de STEC
MO3 cultivada na condigdo controle. Horizontalmente no topo da esquerda para direita: variagao
do pH 4 - pH 7; verticalmente na lateral esquerda: marcador de baixo peso molecular (GE
Healthcare) e regidao central: proteinas separadas em fungdo do pl (horizontal) e MM (vertical) e
coradas por PhastGel Blue R 0,1% (GE Healthcare) e digitalizado com auxilio do aparelho
Imagescaner (Amershan Biosciences) e do programa Labscan (GE Healthcare).

FONTE: A autora (2012)
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FIGURA 11 - GEL 2D pH 4-7 DA FRAGCAO SOLUVEL DO EXTRATO PROTEICO
DE STEC M03 CULTIVADA NA PRESENCA DE 2,5 mM DE DESOXICOLATO DE

SODIO.

Imagem digitalizada de gel bidimensional pH 4-7 linear, de 350 ug de proteinas do extrato de STEC
MO3 cultivada na condigéo teste. Horizontalmente no topo da esquerda para direita: variagdo do
pH 4 - pH 7; verticalmente na lateral esquerda: marcador de baixo peso molecular (GE Healthcare)
e regiao central: proteinas separadas em funcao do pl (horizontal) e MM (vertical) e coradas por
PhastGel Blue R 0,1% (GE Healthcare) e digitalizado com auxilio do aparelho Imagescaner
(Amershan Biosciences) e do programa Labscan (GE Healthcare).

FONTE: A autora (2012)
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FIGURA 12 - GEL 2D pH 4-7 DA FRACAO SOLQVEL DO EXTRATO PROTEICO
DE E. coli ATCC 25922 CULTIVADA NA AUSENCIA DE DESOXICOLATO DE
SODIO.

Imagem digitalizada de gel bidimensional pH 4-7 linear, de 350 ug de proteinas do extrato de E. coli
ATCC 25922 cultivada na condigdo controle. Horizontalmente no topo da esquerda para direita:
variacdo do pH 4 - pH 7; verticalmente na lateral esquerda: marcador de baixo peso molecular (GE
Healthcare) e regido central: proteinas separadas em funcdo do pl (horizontal) e MM (vertical) e
coradas por PhastGel Blue R 0,1% (GE Healthcare) e digitalizado com auxilio do aparelho
Imagescaner (Amershan Biosciences) e do programa Labscan (GE Healthcare).

FONTE: A autora (2012)
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FIGURA 13 - GEL 2D pH 4-7 DA FRAQAé SOLUVEL DO EXTRATO PROTEICO
DE E. coli ATCC 25922 CULTIVADA NA PRESENCA DE 25 mM DE
DESOXICOLATO DE SODIO.

Imagem digitalizada de gel bidimensional pH 4-7 linear, de 350 ug de proteinas do extrato de E. coli
ATCC 25922 cultivada na condicao teste. Horizontalmente no topo da esquerda para direita:
variagdo do pH 4 - pH 7; verticalmente na lateral esquerda: marcador de baixo peso molecular (GE
Healthcare) e regido central: proteinas separadas em fungédo do pl (horizontal) e MM (vertical) e
coradas por PhastGel Blue R 0,1% (GE Healthcare) e digitalizado com auxilio do aparelho
Imagescaner (Amershan Biosciences) e do programa Labscan (GE Healthcare).

FONTE: A autora (2012)

As proteinas foram consideradas como diferencialmente expressas quando
apdés analise pelo programa ImageMaster 2D Platinum® obtiveram relacdo da
porcentagem de volume entre os spots comparados (ratio %vol.) igual ou superior a
1,5 e Teste t de Student com resultado superior ou igual a 2,44 correspondendo a
P<0,05. Para aquelas proteinas consideradas exclusivas foram adotados os critérios
de presenca em 75% ou mais dos géis da condicdo e/ou cepa em analise e auséncia

em 100% dos géis da outra condigdo e/ou cepa em analise.
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7.4.IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS DIFERENCIALMENTE EXPRESSAS

Nas estirpes de E. coli diarreogenicas, enteropatogenica E. coli (EPEC) e
enteropatogenica E. coli atipica (aEPEC) o estresse por sais biliares estimula o
aumento da adesao as células epiteliais humanas (DE JESUS et al., 2005; TORRES
et al., 2007). Analises por microarranjo de STEC O157:H7 indicaram que a presenca
de sais biliares resultaram em adaptacdes de protecdo a membrana externa,
reprimindo a expressao da porina OmpF e estimulando a expressado do sistema de
efluxo AcrA-AcrB visando a limitagdo dos efeitos tdéxicos na bactéria. OmpF esta
associada a passagem dos sais biliares através da membrana externa para dentro
do espacgo periplasmico. Outras respostas, que aparentemente ndo sdo necessarias
para a resisténcia a bile propriamente, também s&o observadas. Entre elas a
estimulacédo de genes cujos produtos sao responsaveis por modificagdes do lipideo
A, conferindo resisténcia bacteriana a varios peptideos catibnicos antimicrobianos,
sugerindo que a bile poderia atuar como um sinal do ambiente que dispararia
mudancas na membrana externa para aumentar a resisténcia as defensinas;
integrantes do sistema imune inato no intestino delgado (KUS et al., 2011).

Tem sido proposto que a bile poderia atuar como um sinal do ambiente que
desencadearia a expressao de respostas adaptativas como a expressdo de genes
relacionados com o processo de colonizagdo e viruléncia, em enterobactérias,
permitindo sobrevivéncia bem sucedida no intestino do hospedeiro (PROUTY e
GUNN, 2000; BEGLEY; GAHAN; HILL, 2005; MERRITT e DONALDSON, 2009; KUS
etal., 2011).

No presente trabalho a resposta de STEC MO03 a presenga do sal biliar
desoxicolato de sodio (DCS) foi analisada por eletroforese bidimensional.
Aproximadamente 340 bandas proteicas foram detectadas nos géis 2D preparados
com os extratos celulares de STEC M03 nas condi¢bes controle (auséncia de DCS)
e teste (presenca de 2,5 mM DCS). Nao foi detectada proteina alguma que fosse
especifica da condigao teste. Entretanto foram detectadas trés proteinas que tiveram
a expressao afetada pela presenga do DCS, sendo duas delas reprimidas e uma
proteina com expressao exclusiva (TABELA 4 e FIGURA 14).

Uma das proteinas reprimidas corresponde a glicerol dehidrogenase (GIdA)
(EC 1.1.1.6) a qual participa da reagdo, em ambos os sentidos, de conversao de



59

glicerol a dihidroxiacetona, sendo NAD® dependente e apresentando ampla
especificidade de substrato (TANG et al., 1979; KELLEY e DEKKER, 1985; SUBEDI
et al., 2008). Em E. coli a expressao de GIdA €& maior na fase estacionaria que na
fase logaritmica de crescimento, sendo que a expressdao maxima € encontrada na
presencga de hidroxiacetona durante a fase estacionaria de crescimento (TRUNIGER
e BOOS, 1994). No entanto o papel desta enzima, que assume a funcdo de
dissimilagdo aerobica do glicerol em E. coli em mutantes para a glicerol-3-fosfato
dehidrogenase (G3PDH), n&do estd bem estabelecido (TANG et al., 1979;
TRUNIGER e BOOS, 1994). Baseado na afinidade e especificidade da enzima pela
dihidroxiacetona (DHA) em pH fisiologico e a sensibilidade apresentada por
mutantes gldA a este composto, foi recentemente proposto que o papel principal
desta enzima em E. coli seria a regulacdo dos niveis intracelulares de
dihidroxiacetona, pela conversao desta a glicerol (SUBEDI et al., 2008). Porém, um
aspecto chave de GIdA na dissimilacdo fermentativa do glicerol foi recentemente
descrito em E. coli. Nesta via GIdA é responsavel pela converséo de glicerol a DHA
que é transformada na sequencia em DHA-fosfato, um intermediario glicolitico, pela
acao da enzima dihidroxiacetona quinase. Além disso, GIdA esta também envolvida
na sintese de 1,2-propanediol a partir de hidroxiacetona, provendo um meio para o
consumo de equivalentes reduzidos gerados durante o crescimento, mantendo as
condigdes do balango redox (GONZALEZ et al., 2008).

Além dos papéis desempenhados no metabolismo, uma funcgao relacionada
a viruléncia também tem sido sugerida a proteinas com atividade de glicerol
dehidrogenase. Em E. coli K1, um agente etioloégico de meningite neonatal, a
proteina CgID, que apresenta alta homologia com a GIdA e tem atividade de glicerol
dehidrogenase, foi associada a viruléncia por induzir resposta inflamatéria com dano
grave ao hospedeiro (ZHANG et al., 2009). Em Salmonella sorovariedade
Typhimurium, existem dois genes que codificariam glicerol dehidrogenases, gldA
codificando GIdA e glhA codificando GIhA (glicerol dehidrogenase hipotética).
Evidéncias apontam a necessidade da acdo de uma glicerol dehidrogenase para a
completa expressao de hilA, um regulador da ilha de patogenicidade 1 (SPI-1) de
Salmonella, necessario no processo de invasao das células epiteliais do intestino.
Em mutantes gldA e glhA a expressao de hilA foi de 80% e 110% respectivamente
em relagdo a estirpe selvagem. Para o duplo mutante a expressao de hilA foi de

aproximadamente 60% em relagdo a estirpe parental, sugerindo que os genes gldA
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e glhA sédo redundantes na ativacdo de hilA e que qualquer um deles pode
desempenhar esse papel (NAKAYAMA e WATANABE, 2006). Além disso, foi
descrito que na presenga de bile ha uma redugcdo marcante na transcricao dos
genes da SPI-1 (PROUTY e GUNN, 2000; PROUTY et al., 2004b; HERNANDEZ et
al., 2012), sugerindo que Salmonella em ambiente com grande concentragao de bile,
como o lumem intestinal, interprete isso como um sinal para a ndo expressao de sua
capacidade invasiva. Porém, apos a penetragao na camada de muco, regido com
menor concentracao de bile, e associagao as ceélulas epiteliais intestinais o processo
de invasdo pode ser iniciado (PROUTY e GUNN, 2000; BEGLEY; GAHAN; HILL,
2005).

Nossos resultados indicam que GIdA tem sua expressao reprimida em STEC
MO3 na condicao teste em relagao a condicao controle. Nao podemos afirmar qual o
significado fisiologico deste achado que deve ser melhor estudado. No entanto uma
possibilidade € que o glicerol esteja sendo utilizado na sintese de lipideos da
membrana.

Fosfato acetiltransferase (Pta, EC 2.3.1.8), uma enzima envolvida na
dissimilacdo do acetato, também foi encontrada reprimida em STEC MO03 pela
presenga de DCS. O acetato € produzido a partir de acetil coenzima A (CoA) pela
agao das enzimas Pta e acetato quinase (AckA). Pta converte de forma reversivel
acetil-CoA e fosfato inorganico em acetil-fosfato, um composto altamente energético,
regenerando CoA. Enquanto AckA reversivelmente converte acetil-fosfato e ADP em
acetato e ATP, acoplando o metabolismo energético ao de carbono e fésforo. A
primeira metade do processo de dissimilacdo do acetato permite as células
crescerem rapidamente quando o carbono se apresenta em excesso em relagao ao
oxigénio ou nitrogénio, enquanto a segunda metade permite que as células
recuperem o acetato excretado.

Em E. coli, os niveis de AckA e Pta, bem como suas atividades enzimaticas
variam em resposta a diversos fatores ambientais e sob condi¢gdes anaerébias o
nivel de ambas aumentam (WOLFE, 2005). Extratos celulares de STEC M03 foram
preparados a partir de células crescidas em estufa estacionaria promovendo um
ambiente anaerdbio, entretanto Pta foi encontrada reprimida pela presenca do DCS.
A repressao de Pta nessa condigdo pode ser relacionada ao papel chave do acetil-
CoA como intermediario nas vias de degradagdo e biossintese de lipideos.
Considerando que a bile pode causar dano a membrana (BEGLEY; GAHAN; HILL,
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2005), o consumo de acetil-CoA para a sintese de lipideos poderia estar aumentado.
Entdo, a repressao de Pta, disponibilizaria uma maior quantidade de acetil-CoA para
o0 metabolismo de lipideos.

O volume de células de STEC MO03 provenientes de cultivo na presenca de
DCS, recuperadas apds centrifugacao, foi menor que o obtido a partir das células
cultivadas na condi¢ao controle. Esse efeito pode ser relacionado com a repressao
de Pta uma vez que o acetil-fosfato, que é produzido na reagéo catalisada por essa
enzima, regula varios processos celulares como divisdo celular, assimilacdo de
nitrogénio, osmorregulacdo, desenvolvimento de biofilme, biossintese e montagem
de flagelo e a expressdo de porinas e efetores de estresse (SHIN e PARK, 1995;
PRUSS, 1998; WOLFE et al., 2003; WOLFE, 2005). Em adi¢cdo, mutantes para Pta
ou Pta e AckA cresceram mais lentamente que estirpes selvagens de E. coli
(PRUSS, 1998; WOLFE et al., 2003).

Estudos mostram que algumas proteinas apresentam expressao
negativamente influenciada pelos niveis de acetil-fosfato, incluindo algumas
envolvidas na biossintese de flagelo, porinas de membrana externa (OmpF, OmpC)
e chaperonas (DnaK, MopB, MopA). Outras envolvidas em protecdo ao estresse
(OsmB, OsmY) responderam positivamente (WOLFE et al., 2003). O acetil-fosfato
também tem sido associado com a regulagdo da biossintese de alguns fatores de
viruléncia como pili e a capsula (WOLFE et al., 2003; WOLFE, 2005) que tem
participagdo na patogénese de algumas bactérias. Em Borrelia burgdorferi o acetil-
fosfato esta relacionado com infectividade em ratos por ativar a via Rrp2-RpoN-
RpoS, que modula a expressao diferencial de genes de viruléncia principais (XU et
al.,, 2010). Um mutante pta de E. coli CFTO73 urinaria mostrou inabilidade em
colonizar os rins de camundongo (ANFORA et al., 2008). Em Salmonella
Typhimurium um mutante pta teve seu crescimento reduzido e foi atenuado em
camundongos BALB/c (KIM et al., 2006). Em Vibrio cholerae um mutante pta
apresentou deficiéncia de crescimento, bloqueio da produgdo de toxina pilus co-
regulada (estrutura fimbrial requerida para a colonizagéo) e também a redugao da
producado de toxina da coélera (CHIANG e MEKALANOS, 1998). Assim, tem sido
sugerido que o acetil-fosfato possa servir como um sinal global na patogénese
bacteriana (XU et al., 2010).

Foi mostrado que STEC EDL933 n&o conseguiu crescer no conteudo

intestinal de camundongo, mas colonizou o intestino crescendo na camada de muco
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e em associagdo proxima com as células epiteliais intestinais (MIRANDA et al.,
2004) onde os niveis de bile sdo menores. Um comportamento similar é possivel
para STEC M03, que no muco intestinal com menor concentragdo de bile adaptaria
seu metabolismo e expressaria suas caracteristicas de viruléncia. Considerando que
ambas, GIdA e Pta tém sido associadas com viruléncia em algumas bactérias, nos
especulamos que em adi¢cdo a seus papeis no metabolismo, elas possam de alguma
forma participar na viruléncia de STEC MO03.

O fator de alongamento Tu (EF-Tu, TufA) foi induzido pelo DCS em STEC
MO03 (FIGURA 14, TABELA 4). Essa proteina € parte da maquinaria de tradugao
transportando o aminoacil-tRNA para o ribossomo. Entretanto, foi demonstrado que
o EF-Tu de E. coli também tem atividade semelhante a chaperona, em adicédo a seu
papel na traducdo. Esse fator também interage com proteinas desnaturadas e com o
enovelamento afetado (incorreto) e foi implicado no enovelamento e renaturagéo
proteica apos exposicao a diferentes agentes estressantes incluindo choque térmico
e guanidina, que sao desnaturantes proteicos, e dietiltreitol (DTT), um agente redutor
capaz de afetar o balango redox no citoplasma (CALDAS; EL YAAGOUBI;
RICHARME, 1998; HAN et al., 2008).

EF-Tu foi encontrado super expresso em Bifidobacterium longum NCIMB
8809 apds exposicao aos sais biliares (SANCHEZ et al., 2005) e em células de E.
coli isoladas do trato gastrointestinal de camundongos gnotobioticos em relagéo
aquelas isoladas a partir da cultura de fezes; sugerindo que no intestino exista um
sinal que ative sua expressao (ALPERT et al., 2009).

Uma vez que menor quantidade de células bacterianas foi recuperada a
partir de cultivos na condigao teste, a indu¢gdo do EF-Tu pode ser uma resposta de
protecao exibida pela estirpe MO3 para superar os danos celulares decorrentes da
exposicao ao DCS. Nessa situacdo acreditamos que a atuagdo de EF-Tu como
chaperona seja de fundamental importancia para a manutengao do crescimento.

A enzima frutose bifosfato aldolase classe Il (AlffFbaA2, EC 4.1.2.13), que
catalisa a quebra da frutose 1,6-bisfosfato em gliceraldeido 3-fosfato (G3P) e
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) foi detectada apenas em STEC MO03, nas condi¢des
utilizadas. Essa é a enzima chave da via de Embeden-Meyerhof-Parnas (ENCHEVA,;
SHAH; GHARBIA, 2009). Alf foi encontrada induzida em E. coli K-12 (ATCC 10798)
cultivada sob agitacdo em meio minimo M9 suplementado com acetado de sodio,
em comparagao com os cultivos na presenca de glicose ou lactose (SILVA et al.,
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2006). Em Staphylococcus aureus duas ezimas com fungao de frutose bisfosfato
aldolase (FbaA e SA2399) foram induzidas durante fase exponencial de crescimento
em relacdo a fase estacionaria de crescimento (KOHLER et al., 2005). FbaA2 foi
induzida em Yersinia pestis KIM5D27 cultivada na presenca de calcio e que a
temperatura de 37°C sua expressdo foi favorecida, quando comparada a
temperatura de 26°C (CHROMY et al., 2005). E. coli estirpe UNC em co-cultivo com
células epiteliais de rato (IEC6) induziu a expressdo de FbaA2 (ALPERT et al.,
2005). E. coli estirpes CMH1 e CMH2 inoculadas em camundongos gnotobioticos e
obtidas de amostras do ceco e das fezes destes ndo apresentaram diferenca de
expressdo da enzima FbaA2 (ALPERT et al., 2009). Células de Mycoplasma
mycoides em condi¢cdo de biofilme apresentaram maior expressdao de FbaA em
relagcdo as células em condigdo plancténica (MCAULIFFE et al., 2008). Yersinia
pseudotuberculosis cultivada em plasma humano induziu a expressao de FbaA em
relacédo ao cultivo em LB (ROSSO et al., 2008).

Conforme relatado por Alpert e colaboradores (2009), ndo encontramos
diferenca de expressao de FbaA2 em relacédo as condi¢des teste (presenga de DCS)
e controle, mostrando que essa enzima € metabolicamente relevante para STEC
MO03 nas condi¢gbes empregadas, mesmo na auséncia de sal biliar.

Sendo essa uma enzima chave do metabolismo ela deve estar presente
também na estirpe E. coli ATCC 25922, talvez como uma isoforma; com alguma
modificagdo pds traducional ou mesmo em quantidade muito baixa ndo detectavel

nas condi¢des deste estudo.
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FIGURA 14 — GEIS 2D DE STEC M03 COM PROTEINAS DIFERENCIALMENTE EXPRESSAS MARCADAS
Imagem digitalizada de gel bidimensional pH 4-7 linear, de 350 pg de proteinas do extrato de STEC M03. Horizontalmente no topo da esquerda para
direita: variagdo do pH 4 - pH 7; verticalmente na lateral esquerda: marcador de baixo peso molecular (GE Healthcare); regidao central: proteinas
separadas em fungéo do pl (horizontal) e MM (vertical) e coradas por PhastGel Blue R 0,1% (GE Healthcare); circulos: proteinas reprimidas (75 e 585) e
estimulada (1234) na condicdo teste; A: gel 2D de STEC MO03 cultivada na presencga de dcs; a: detalhe do gel 2D de STEC MO03 cultivada na presenca de
dcs; B: gel 2D de STEC MO03 cultivada na auséncia de dcs; b: detalhe do gel 2D de STEC MO03 cultivada na auséncia de dcs.
FONTE: A autora (2012)
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TABELA 4 — PROTEINAS DIFERENCIALMENTE EXPRESSAS POR STEC M03

Vol. Variagido MM/ pl MM/pl

Fragmento

SN(:).t Spot da Proltglna CA Gene Cepae(;cé?r:alor experimental tedrica F;'EI (SO/C) ESICL.? " Em identificado
PO (9;) expressio (kDa) (kDa) ° no EM2
Proteina detectada apenas em STEC M03
Frutose bifosfato ALF_ . . 39,351/
559 2,23 presente aldolase classe 2 ECO57 fbaA E. coli O157:H7 37/5,98 552 36/10 27 101 EM1 -
Proteina Induzida na condigao teste
Fator de : . 43,457/
1234 0,04 1,7 ~ EFTU_ECO57 tufA E. coli O157:H7 43 /5,16 28/11 36 119 EM1 -
elongacgéo Tu 5,30
Proteinas Reprimidas na condigao teste
75 012 185 Fosfalo pra EcoLl  pta Ecoik12  73/565 247215110 17 93 EMTepapwwLVEGLVPTR
acetiltransferase 5,28 EM2
585 034 39 Glicerol ) pA ECOLE  gldA E. coli 06 38/506 S2094/ 2 27 EM2 LGEYLKPLAER
dehidrogenase 4,81

No. Spot: numero atribuido ao “spot” no gel de referéncia utilizado nas analises no programa ImageMaster; Vol. Spot (%): volume médio dos referidos
“spots” em porcentagem, obtido por meio do programa ImageMaster; Variagao da expressdo: razdo entre 0 menor volume para um “spot” nos géis do
tratamento teste, pelo maior volume para um “spot” no tratamento controle, valores positivos indicam indugao, sendo considerados apenas os valores acima
de 1,5 e que apresentaram teste t significativo em nivel de 0,05; Proteina ID: proteina identificada por PMF no banco de dados SwissProt; CA: nome de
acesso no SwissProt; PP/PE: quantidade de peptideos tripticos procurados/ quantidade de peptideos tedricos encontrados no banco de dados SwissProt;
SC: sequéncia da proteina identificada coberta pelos peptideos ou fragmentos de peptideos procurados; Escore ID: escore obtido pela proteina identificada
em relacdo ao valor de corte de 56 estabelecido pelo programa Mascot quando o SwissProt foi utilizado como banco de dados para as buscas, EM: espectro
de massa utilizado para a identificagdo da proteina analisada, espectro de massas dos ions dos peptideos tripticos (EM1 - ToF) e espectro de massas da
fragmentacédo de ion parental (EM2 - ToF/ToF); Fragmento identificado no EM2: sequéncia de aminoacidos correspondente aos fragmentos de um ion

parental, que permitiram a identificagdo da proteina analisada.

99
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Para sobreviver e colonizar o hospedeiro as bactérias da microbiota
precisam obter os nutrientes necessarios para o crescimento a partir do ambiente
interno do hospedeiro. Para tanto, as bactérias localizam e respondem a sinais
especificos nos microambientes do hospedeiro, promovendo alteragdes nas vias
metabodlicas necessarias ao crescimento, sendo de fundamental relevancia a
compreensao da fisiologia bacteriana dentro do hospedeiro (BROWN et al., 2008).

A comparacédo entre os géis 2D obtidos a partir dos extratos celulares de E.
coli ATCC 25922 cultivada na condicao controle e na condicdo teste revelou a
indugao (superior a 1,5 vezes) de uma proteina (n° spot 1418) e a repressao de duas
outras (n° spot 602 e 670) na condigdo teste em relagdo a condigdo controle,
identificados na FIGURA 15. Alguns dados acerca destas proteinas encontram-se na
TABELA 5.

A proteina que apresentou maior expressdo na condicdo teste em
comparacgao a condi¢cao controle foi identificada como Cold shock protein A (CspA).
CspA foi inicialmente identificada como sendo a proteina mais expressa em
condicao de choque ao frio. CspA foi encontrada ligada a acidos nucleicos (JONES;
van BOGELEN; NEIDHARDT, 1987; GOLDSTEIN; POLLITT; INOUYE, 1990;
YAMANAKA e INOUYE, 2001) e descrita como chaperona de RNA (JIANG; HOU e
INOUYE, 1997; BAE; XIA; INOUYE e SEVERINOV, 2000; GARAPATI e
SURYANARAYANA, 2012) e participando na estimulacdo da expressao de genes
relacionados com o choque frio (JONES, P. G. et al., 1992) ao estabilizar complexos
RNA-polimerase-DNA (GRAUMANN, P. L.; MARAHIEL, M. A., 1998). BAHK e
colaboradores (2004), estudando dois isolados clinicos de Mycobacterium
tuberculosis, estirpes K e CDC1551, sugerem que a proteina Rv3648c,
anteriormente purificada e caracterizada como CspA (WELDING et al., 2000) esteja
relacionada com viruléncia por ter sido capaz de induzir resposta por célula T (em
camundongos) e do tipo hipersensibilidade tardia (em porquinhos da india infectados
por Mycobacterium tuberculosis). CspA parece estar envolvida na resposta a
diferentes agentes estressantes. Em Pseudomonas putida DOT-T1E cultivada na
presenga de tolueno, solvente organico capaz de desorganizar as membranas
celulares, houve indugédo na expresséo de cspA2, um gene que codifica para CspA.
Mutantes cspA2 submetidos a choque com tolueno apresentam taxa de
sobrevivéncia semelhante a estirpe selvagem, porém durante cultivo prolongado na

presenca do mesmo solvente o resultado obtido foi oposto, sugerindo que CspA
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possa estar envolvida na resisténcia a exposi¢cao prolongada a solventes, porém nao
na sobrevivéncia ao choque com tolueno (SEGURA et al., 2005). Staphylococcus
aureus estirpe COL (meticilina-resistente) e estirpe 8325 (sensivel a meticilina)
submetidos a tratamento com Triton X-100, detergente n&o ibnico capaz de
permeabilizar as membranas celulares, induziram a expressdo de CspA em relagao
ao cultivo na auséncia deste detergente. Essa resposta parece estar relacionada
com a ativagdo do fator o®, induzido pela presenca de Triton X-100 (CORDWELL et
al., 2002).

Sendo assim, o resultado encontrado no presente trabalho mostra-se de
acordo com os estudos referenciados. Frente ao papel estressante exercido pelo
DCS sobre as células de E. coli ATCC 25922, no sentido de provocar disturbios na
membrana celular, podemos supor que CspA estaria contribuindo para a
estabilizacdo de complexos RNA-polimerase-DNA, favorecendo o aumento da
transcricdo e tradugcdo de enzimas envolvidas no reparo e manutengdo da
membrana celular, bem como dos sistemas de efluxo para os sais biliares.

O crescimento na condicao teste levou a diminuicdo da expressao de duas
proteinas identificadas como: catabdlito da enzima L-treonina dehidratase (TdcB) e
glicerofosforil diéster fosfodiesterase (GlpQ).

O gene tdcB codifica a enzima L-treonina dehidratase (EC 4.3.1.19) TdcB é
responsavel pela catalise da reacdo de desaminacido da L-treonina a 2-cetobutirato
e amodnia (DATTA et al., 1987). TdcB é codificado no operon tdcABCDEFG que é
anaerobicamente regulado em E. coli e codifica outros genes envolvidos no
transporte e metabolismo da L-treonina e L-serina (HESSLINGER; FAIRHURST e
SAWERS, 1998; LIM et al., 2010). TdcB foi encontrada com expressdo aumentada
em E. coli K12 crescida aerobicamente em pH levemente basico (MAURER et al.,
2005) e anaerobicamente em pH levemente acido (HAYES et al., 2006). Em
Klebsiella pneumoniae crescendo em LB com 5% (p/v) de bile bovina foi observada
a indugdo da expressao de tdcB, a qual se mostrou dependente unicamente da
expressao de tdcA (HSIEH et al., 2010). Com base nos dados apresentados, o fato
de termos encontrado TdcB reprimida na condicao teste (presenga de sal biliar)
pode sugerir que as condicbes do meio no momento da realizagdo do extrato
proteico de E. coli ATCC 25922 eram diferentes (pH e tens&o de oxigénio) das
presentes nos trabalhos com E. coli K-12. Condi¢cbes semelhantes que levaram a

inducdo de tdcB em K. pneumoniae, nao foram capazes de produzir a mesma
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resposta em E. coli ATCC 25922, provavelmente pelo fato deste operon, em E. coli,
ser controlado por varios outros fatores (SAWERS, 2001).

A segunda proteina reprimida pelo cultivo de E. coli ATCC 25922 na
condicao teste foi glicerofosforil diester fosfodiesterase (GlpQ, EC 3.1.4.46), enzima
responsavel pela hidrdlise de ésteres do glicerol-3-fosfato com formagéo de glicerol-
3-fosfato e alcool (SONCK et al., 2009). Em Mycoplasma pneumoniae essa enzima
foi associada com o controle da expressao génica em nivel de transcricdo atuando
como enzima disparadora. Ainda neste micro-organismo a expressao do gene glpQ
foi induzida na presenga de glicerol-3-fosfato, importante intermediario no
metabolismo de lipideos, e reprimida quando fontes de carbono mais favoraveis (ex.
glicose) estavam presentes no meio de cultivo (SCHMIDL et al., 2011).

O regulon glp de Bacilus subtilis esta envolvido na assimilagéo e catabolismo
do glicerol e glicerol-3-fosfato. Dentro deste existem 4 operons, glpP, glpFK, gipD e
glpTQ (NILSSON; BEIJER e RUTBERG, 1994) glpP codifica uma proteina
antiterminagéao, glpF codifica um facilitador da entrada de glicerol, glpK uma glicerol
quinase, glpD uma glicerol-3-fosfato dehidrogenase, glpT uma permease para
glicerol-3-fosfato e glpQ uma glicerofosfodiester fosfodiesterase (TOMMASSEN et
al., 1991; NILSSON; BEIJER e RUTBERG, 1994). E. coli W3100 cultivada a 37°C,
sob forte agitacdo em meio LB adicionado ou ndo de mitomicina C, um agente
causador de dano ao DNA, apresentou expressdo induzida de glpQ (KHIL e
CAMERINI-OTERO, 2002). Células de E. coli K-12 MG1655 cultivadas de forma
estacionaria em LB adicionado de 0,2% de glicose, temperatura de 25°C com
inoculo de 17 dias de cultivo, apds subcultivadas por até 5 h (fase lag/adaptativa)
apresentaram repressao dos genes envolvidos no metabolismo anaeroébio do glicerol
e (dlicerolipideos (glpA, glpB, glpT e glpQ) (PIN et al., 2009). BELOIN e
colaboradores (2004) relataram que GlpQ foi induzida em biofilmes maduros de E.
coli K-12. Em Salmonella enterica Typhimurium cultivada em condigdes miméticas
do sistema in vivo (baixa tensdo de oxigénio e alta osmolaridade) induziram a
expressao das proteinas TdcB e GIpQ (SONCK et al., 2009). O resultado para GlpQ,
por nds relatado foi obtido em condi¢cado diversa as descritas nos trabalhos acima.
Sendo os extratos feitos a partir de inoculo com no maximo 28 h de incubacéao e
subcultivadas por 3 h em meio LB sem adicdo de qualquer outra fonte de carbono,
podemos afirmar que as células eram relativamente jovens e que se encontravam

em fase exponencial e ndo adaptativa. Na condigdo teste (presenca de DCS) o
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glicerol-3-fosfato pode estar sendo desviado para a sintese de outros lipideos que
nao os glicerolipideos, no processo de manutengdo da membrana celular, o que
acarretaria uma diminuicdo da expresséao de GlpQ.

Os resultados encontrados no presente trabalho mostram que nao foi
detectada a expressao diferencial em presenga de sal biliar de nenhum fator de
viruléncia classico de E. coli. As justificativas para tanto poderiam estar na questao
destes fatores estarem normalmente associados a membrana, sendo proteinas
hidrofébicas, serem secretados no meio extracelular ou terem pl fora do intervalo
mais estudado neste trabalho (HAN e LEE, 2006).

Os dados apresentados indicam que as estirpes de E. coli estudadas
respondem de forma diferenciada as condi¢gdes de tratamento impostas. As
proteinas encontradas como diferenciais sdo sugestivas e vem ao encontro dos
resultados das pesquisas mais recentes nesta area, que tem mostrado que as
adaptacdes metabdlicas bacterianas possam ser tdo importantes quanto a
capacidade de expressao de fatores de viruléncia classicos, para o desenvolvimento
do processo infeccioso. Porém, estudos confirmatérios com metodologias
complementares como a reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR),
RNAseq ou mutagenese, visando corroborar os dados aqui apresentados seriam

aconselhaveis.



TABELA 5 — PROTEINAS DIFERENCIALMENTE EXPRESSAS POR E. coli ATCC 25922 NA CONDICAO TESTE

Vol. Variagao . Cepa com MM/ pl Fragmento
SNcgt Spot da Proltgma CA Gene maior experimental teér“incl\:l:)lea) PP/PE (SO/C) Esﬁ; " Em identificado
P (%) expresséo escore (kDa) ? no EMS

Proteina Induzida

Proteina de choque = CSPA _ . EM1e
14180,461 2,23 frio CspA ECOL] cspA  E. coliK12 12/6,08 7,7/6,54 - 14 39 EM2 VTFSIESGAK

Proteinas Reprimidas

Glicerofosforildiester GLPQ_ . EM1 e

602 0,796 1,62 fosfodiesterase ECOLI glpQ E. coli K12 42 /5,76 40,8/5,38 18/7 17 82 EM2 YYAIDFTLDEIK
L-treonina dehidratase TDCB_ .

670 0,172 1,68 TdcB ECOLB tdcB E. coli O6 39/6,42 355/575 2812 33 143 EM1 -

No. Spot: nimero atribuido ao “spot” no gel de referéncia utilizado nas analises no programa ImageMaster; Vol. Spot (%): volume médio dos referidos
“spots” em porcentagem, obtido por meio do programa ImageMaster; Variagao da expressao: razao entre o menor volume para um “spot” nos géis do
tratamento teste, pelo maior volume para um “spot” no tratamento controle, valores positivos indicam indugéo, sendo considerados apenas os valores acima
de 1,5 e que apresentaram teste t significativo em nivel de 0,05; Proteina ID: proteina identificada por PMF no banco de dados SwissProt; CA: nome de
acesso no SwissProt; PP/PE: quantidade de peptideos tripticos procurados/ quantidade de peptideos tedricos encontrados no banco de dados SwissProt;
SC: sequéncia da proteina identificada coberta pelos peptideos ou fragmentos de peptideos procurados; Escore ID: escore obtido pela proteina identificada
em relagao ao valor de corte de 56 estabelecido pelo programa Mascot quando o SwissProt foi utilizado como banco de dados para as buscas, EM: espectro
de massa utilizado para a identificacdo da proteina analisada, espectro de massas dos ions dos peptideos tripticos (EM1 - ToF) e espectro de massas da
fragmentagédo de ion parental (EM2 - ToF/ToF); Fragmento identificado no EM2: sequéncia de aminoacidos correspondente aos fragmentos de um ion
parental, que permitiram a identificagao da proteina analisada.
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FIGURA 15 - GEIS 2D DE E. coli ATCC 25922 COM PROTEINAS DIFERENCIALMENTE EXPRESSAS MARCADAS

Imagem digitalizada de gel bidimensional pH 4-7 linear, de 350ug de proteinas do extrato de E. coli ATCC 25922. Horizontalmente no topo da esquerda
para direita: variacdo do pH 4 - pH 7; verticalmente na lateral esquerda: marcador de baixo peso molecular (GE Healthcare); regido central: proteinas
separadas em fungdo do pl (horizontal) e MM (vertical) e coradas por PhastGel Blue R 0,1% (GE Healthcare); circulos: proteinas reprimidas (75 e 585) e

estimulada (1234) na condigéo teste;A: gel 2D de E. coli ATCC 25922 cultivada na presenga de dcs; B: gel 2D de E. coli ATCC 25922 cultivada na auséncia
de dcs.

FONTE: A autora (2012)
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8 CONCLUSAO

Nao foi detectada a expressao diferencial de fatores de viruléncia classicos
de E. coli.

As proteinas com expressao diferencial encontradas nas estirpes em estudo
pertencem a enzimas do metabolismo geral ou da resposta a agentes estressantes.

A inibicdo de Pta e GIdA, em presenca de DCS, pode estar relacionada ao
controle metabdlico da viruléncia em STEC MO03 sob as condi¢gdes deste estudo,
enquanto a estimulacdo da expressao de EF-Tu deve fazer parte da resposta geral
ao estresse quimico.

A inducdo da expressdo de CspA pelo DSC deve fazer parte da resposta
geral de E. coli ATCC 25922 ao estresse quimico, enquanto a repressdo da
expressao de TdcB e GIpQ pode estar relacionada com a resposta de adaptagéo ao
microambiente do hospedeiro.

Nas condigbes de ensaio empregadas a enzima frutose bifosfato aldolase
classe 2 (FbaA2) foi detectada apenas na estirpe STEC MO03.

Nao foram encontradas proteinas exclusivas que caracterizassem a resposta

das estirpes ao DCS.
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