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1.INTRODUCAO:

A bactéria Gram-negativa Vibrio cholerae causa a célera através da colonizaggo intestinal
e da produgdo de uma potente toxina, a toxina colérica (CT). Embora a toxina responsavel pela
forte diarréia caracteristica da colera, CT, esteja bem caracterizada, as adesinas responsaveis pela
colonizagdo intestinal ainda ndo estio completamente estudadas. Varios fatores potenciais de
aderéncia foram descritos em V. cholerae, e, entre eles, estdo proteinas de superficie,
hemaglutininas e diversos tipos de pili (Ehara et al., 1987; Hall et al., 1988; Taylor et al., 1989;
Taylor et al., 1987; Tweedy et al., 1988; Nakasone and Iwanaga, 1993). Foi demonstrado que o
pilus corregulado com a toxina colérica (TCP) é essencial para a colonizagdo intestinal da
linhagem de V.cholerae 395 do biotipo cldssico em camundongos € no homem (Taylor et. al.,
1987; Herrington et. al., 1988) e a hemaglutinina resistente a manose (MRH) ¢ essencial para a
fungdo de colonizagdo no biotipo El Tor (Jonson et. al., 1991). A colonizagdo intestinal por
V.cholerae parece ser um processo complexo que envolve a expressio temporal de varios fatores.

A produg@o de toxina em V.cholerae é parte de uma resposta regulada na qual varios
outros fatores de viruléncia em adigdo a toxina colérica sdo expressos sob o controle de um
regulador central, ToxR (Di Rita, 1992). Foram descritos cerca de dezessete genes ativados por
ToxR (Peterson and Mekalanos, 1988). Neste regulon encontram-se os genes ctx que codificam a
toxina colérica (Miller and Mekalanos, 1984), os genes que codificam o fator de colonizagdo
TCP (Taylor et al., 1987), um fator de colonizagdo acessorio (ACF) (Peterson and Mekalanos,
1988), ¢ as proteinas de membrana externa OmpU e OmpT (Miller and Mekalanos, 1988). A
expressio de CT, TCP, OmpT e OmpU ¢é afetada por mudangas na osmolaridade e na
concentragdo de aminoacidos no meio de cultura, ao passo que outros fatores ambientais como
modificagdes na temperatura e pH possuem um efeito mais pronunciado na expressdo de CT e
TCP do que nas proteinas de membrana externa OmpU ¢ OmpT (Miller and Mekalanos, 1988).
As subunidades protéicas de OmpU (38 kDa) e OmpT (40 kDa) sdo reguladas diferentemente,



sendo a expressdo de OmpU regulada positivamente e de OmpT negativamente por ToxR (Miller
and Mekalanos, 1988).

Enquanto alguns genes pertencentes ao regulon de ToxR como ctx e tcpa foram clonados
‘¢ extensivamente caracterizados, 0s genes que codificam outras proteinas como OmpU nio
foram previamente caracterizados, sendo que as fuhgées destas proteinas permanecem
desconhecidas. Neste trabalho foi realizada a caracterizagdo de OmpU como uma provavel
adesina de V.cholerae importante nos dois biotipos (classico e El Tor), além de clonagem e

sequenciamento parcial do gene ompU.



2.REVISAO BIBLIOGRAFICA:

A cblera é uma doenga causada pela bactéria Vibrio cholerae, usualmente do sorogrupo
O1. Em sua forma severa, denominada colera gravis, a doenga ¢ clinicamente caracterizada pela
perda de grande volume de 4gua através de intensa diarréia que leva a desidratagdo. Se o
tratamento ndo for iniciado imediatamente ao aparecimento dos primeiros sintomas pode ocorrer
choque hipovolémico, acidose ¢ mesmo morte dos doentes, sejam estes adultos ou criangas
(Koch, 1883).

Até hoje sete pandemias causadas pelo Vibrio cholerae foram registradas. Desde 1961,
iniciou-se no sudeste asiatico a sétima pandemia de célera, sendo esta causada pelo Vibrio
cholerae O1 do biotipo El Tor. Desde o final de 1992 tem sido registrada na india uma nova
epidemia de colera causada por um novo sorogrupo do V.cholerae, 0139. Os primeiros dados
epidemiolégicos relacionados a este novo sorogrupo demostram répida disseminago da doenga
para paises vizinhos e alta capacidade destas amostras em causar grandes surtos, demonstrando
que este novo sorogrupo pode representar o agente etiologico de uma nova, oitava pandemia de
colera (Centers for Disease Control, 1993; Cholera Working Group, 1993; Public Health
Laboratory service, 1993; Ramamurthy et al., 1993; Swerdlow e Ries, 1993).

2.2.Aspectos histéricos da célera.

A colera asiatica é endémica no subcontinente Indiano, em uma regido centrada nos rios
Ganges e Brahmaputra, desde a antiguidade (Pollizer, 1959). As epidemias de cdlera ocorreram
no sul da India com as peregrinagdes para o Ganges (McNeil, 1976), e desde o inicio do século
dezenove, vém se espathando para o mundo. No total, ocorreram sete pandemias de cdlera desde
1817 (Rabbani, 1986).

O aparecimento da colera na Europa Ocidental gerou horror e repulsdo como a peste

bubdnica o fez nos séculos anteriores (Spangler,1992). Respostas similares & doenga ocorreram



na América do Norte na epidemia de 1832, exacerbada pelo fracasso até das mais restritas
quarentenas (Rosenberg, 1962).

Meses ap6s a introdugdo da colera na Inglaterra, em 1831, reconheceu-se que o maior
efeito da doenca era a perda de fluidos e eletrolitos (Carpenter, 1992). A reposi¢do de fluidos
intravenalmente foi utilizada com sucesso em 1831 (Rabbani, 1986; Barua, 1988; Carpenter,
1992) mas ndo foi aceita pela maioria dos médicos que continuavam os tratamentos através de
sangramentos e Opio. Esta situagdo é compreensivel devido a alta mortalidade relacionada com
embolia e septicemia decorrentes de infusdes intravenosas (Barua, 1988).

O mais significativo avango na prevengdo da colera ocorreu através dos estudos
epidemioldgicos de John Snow (Snow, 1855), em Londres, que demonstrou a ligagdo entre a
dgua contaminada do canal da rua Broad e a doenga. Este sanitarista também demonstrou
diferenga na incidéncia da célera entre os compradores de dgua das companhias Southwark e
Vauxhall, que utilizavam 4gua de partes poluidas do rio Thames, e os da companhia Lambert,
cuja 4gua era proveniente de uma parte do rio acima do influxo de esgoto. Novas idéias visando a
prevengdo da colera superaram rapidamente as idéias sobre o tratamento da doenga em si, sendo
o saneamento ¢ outras medidas de saide publica consideradas o melhor tipo de prevengdo
(Rosenberg, 1962).

A ultima grande descoberta para o entendimento da célera durante o século dezenove foi
a descrigdo do organismo causador da doenga. Um médico italiano, Fillipo Pacini, observou, em
1853, a presenga de grande niimero de bactérias curvadas nos fluidos intestinais de cadaveres de
vitimas da colera e a estas bactérias ele denominou Vibrio cholerae (Barua, 1988). Trinta anos
depois, Robert Koch observou em outros trabalhos, independentemente, a mesma bactéria, a qual
chamou de "Kommabazillen", nas fezes e fluidos intestinais obtidos em autopsias de vitimas da
cdlera.Suas primeiras observagdes foram realizadas na Alexandria (Koch, 1883) e posteriormente
em Calcutd (Koch, 1884a), estabelecendo através de seus estudos, o carater ndo invasivo da
bactéria. Subsequentemente, Koch obteve culturas purificadas da bactéria (Koch, 1884b). O

passo final no estabelecimento da ligagdo entre a bactéria e a cdlera foi a demonstragdo de uma
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doenga semelhante a mesma, através do inéculo intra-duodenal da bactéria em cobaias tratadas
com 6pio (Koch, 1886), embora estes resultados ndo tenham sido aceitos universalmente na
época (Barua, 1988; Finkelstein, 1988).

Apds o isolamento da bactéria causadora da cdlera, sucederam-se, rapidamente, varias
tentativas de prevengio da doenga através de vacinagdo, por via oral, de organismos mortos ou

vivos atenuados e por inoculagdo de vacinas parenterais (Barua, 1988; Finkelstein, 1988).

2.3.Isolamento e identificagdo.

A bactéria Vibrio cholerae é uma espécie bem definida através de testes bioquimicos e
estudos de homologia de DNA (Baumann et al., 1984). Entretanto, esta espécie ndo ¢ homogénea
em relagdo ao seu potencial patogénico. Importantes distingdes entre as linhagens sdo observadas
conforme a capacidade de produgdo da enterotoxina colérica (toxina colérica ou CT), sorogrupo
e potencial para causar epidemias. Até recentemente, a distingdo entre as linhagens importantes
para a saude publica era simples, ou seja, linhagens de Vibrio cholerae do sorogrupo O1 que
produzissem CT eram associadas com colera epidémica e todos os outros membros da espécie
eram nio patogénicos ou patogenos ocasionais. Entretanto, devido a recente epidemia de cdlera
por linhagens do sorogrupo O139, as distingdes anteriores ndo sio mais validas. Existem,
portanto, atualmente, dois sorogrupos, O1 e O139, associados com a doenga epidémica, sendo
que dentro destes sorogrupos encontram-se linhagens que ndo produzem CT, e que, portanto, ndo
estdo envolvidas em epidemias. Da mesma forma existem linhagens de outros sorogrupos, que
ndo O1 e 0139, que sdo claramente patogénicas através da produgdo de CT ou de outros fatores
de viruléncia. Entretanto, nenhum deste outros sorogrupos foi associado como causa de grandes
epidemias ou pandemias extensas. Desta forma, para saber a importincia na saude piblica de
isolados de Vibrio cholera, deve-se ndo sé determinar a espécie como também identificar duas

propriedades: a produgdo de toxina colérica e o sorogrupo (O1 ou O139) (Kaper et al., 1994).



Amostras de Vibrio cholerae do sorogrupo O1, produtoras de CT tém sido a muito tempo
associadas com epidemias e pandemias de colera. Este sorogrupo pode ser subdividido nos
sorotipos Inaba, Ogawa e um terceiro raramente isolado que ¢ o Hikojima (Gustafsson ¢ Holme,
1985). Por outro lado, V.cholerae O1 também pode ser subdividido em dois biotipos: classico e
El Tor (Baumann et al., 1984). Todas as combinagdes podem ser encontradas, como linhagens
Classicas Inaba ou Ogawa e linhagens El Tor Inaba e Ogawa .

Amostras de Vibrio cholerae ndo-O1 e ndo-O139 pertencentes aos sorogrupos O2 a 0138
sdo normalmente consideradas ndo epidémicas e foram divididas nestes sorogrupos conforme o
seu antigeno lipopolissacarideo somatico (LPS). A maioria destas linhagens ndo produz toxina
colérica e ndo esta associadas com diarréia epidémica (Morris, 1990). Estas linhagens sdo
ocasionalmente isoladas de casos de diarréia e, também, de uma variedade de infecgdes
extraintestinais como no ouvido, urina e fluido cerebroespinhal (Morris, 1990; Morris e Black,
1985; Morris et al., 1981; Hughs er al., 1978). Sdo regularmente encontradas em ambientes
estuarinos e infecgGes causadas por estas linhagens sio normalmente de origem ambiental
(Morris, 1990). Embora a maioria das linhagens nd0-O1 e nd0-0139 ndo produza CT, algumas
linhagens produzem outras toxinas (ST, LT, "Shiga-like", etc...); sendo que para a maioria destas
linhagens os mecanismos de patogenicidade sdo desconhecidos.

A simples distingdo de V.cholerae Ol e ndo-O1 foi considerada obsoleta no inicio de
1993 quando apareceram os primeiros dados sobre uma nova epidemia de uma doenga tipa cdlera
que havia surgido na India oriental e em Bangladesh (Albert et al., 1993). No inicio, o organismo
responsavel pela epidemia foi reconhecido apenas como V.cholerae ndo-O1 por ndo aglutinar
com o antissoro O1. Entretanto, novas pesquisas revelaram que este organismo ndo pertencia a
nenhum dos sorogrupos O previamente descritos para V.cholerae, mas a um novo SOrogrupo
designado O139 e sinénimo de "Bengal" devido ao local de origem desta linhagem (Shimada et
al., 1993). Em geral, este organismo parece ser um hibrido entre sorogrupos Ol e ndo-Ol.
Quanto a caracteristicas de viruléncia, como produgio de CT e produgdo do fator de colonizagdo

TCP, V.cholerae 0139 ¢ indistinguivel do tipico V.cholerae El Tor Ol (Hall et al., 1993).
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Entretanto, este organismo nio produz LPS Ol1, ndo possui parte do material genético para a
produgio do antigeno Ol (Manning e al., 1994) e, como varias linhagens ndo-Ol, este

organismo possui capsula (Johnson et al., 1993).

2.3.1.Subtipagem de Vibrio cholerae.

2.3.1.1.Sorotipagem.

O principal antigeno de superficie empregado na caracterizagdo de V.cholerae é o
antigeno O. Este antigeno ¢ termoestavel e é composto de um homopolimero do amino dcido D-
perosamina ligado a um agucar (4-amina-4,6-dideoxi-D-manose) no qual os grupos amino sdo
acilados pelo acido 3-dideoxi-L-tetronico (Kenne et al., 1982; Manning et al., 1994; Redmond,
1979). Os diferentes grupos O sdo referidos como sorogrupos (Sakazaki, 1992). O antigeno
rugoso (R) de V.cholerae é idéntico em todas as linhagens (Shimada e Sakazaki, 1973). A forma
R (rugosa) ¢ dificil de ser distinguida da forma lisa (S) através de observagdo da morfologia de
coldnia, mas pode ser identificada utilizando-se o antissoro anti-R (Sakazaki, 1992). Além destes
antigenos, o V.cholerae apresenta um antigeno flagelar (H), sendo que o valor deste antigeno na
identificagdo das diferentes amostras ¢ limitado devido a presenga de epitopos comuns nos
flagelos de todas as espécies de Vibrio (Shinoda et al., 1976; Simonson e Siebling, 1988). Ao
contrario de outras espécies entéricas, para as quais o termo sorogrupo normalmente significa
uma combinag@o de antigenos O e H, para V.cholerae sorogrupo se refere a diferentes formas
antigénicas do antigeno O.

Existem varios sistemas de classificagdo do antigeno O de V.cholerae. O sistema mais
utilizado ¢ o de Sakazaki e Shimada (1977) que utiliza antissoros preparados contra bactérias
mortas por aquecimento. Este sistema possui 139 diferentes grupos O contando com o sorogrupo

0139, recentemente determinado (Shimada et al., 1993).



O sorogrupo Ol é dividido em 3 sorotipos ou subtipos correspondentes a formas
antigénicas diferentes denominadas Inaba, Ogawa e Hikojima. O antigeno O de V.cholerae O1
consiste de 3 fatores designados A, B e C; o fator A deve ser o homopolimero de D-perosamina
mas a natureza dos fatores B e C é desconhecida (Stroeher ef al., 1992). As diferengas entre os
sorotipos sdo amplamente quantitativas. Sorotipos Ogawa produzem os antigenos A ¢ B € uma
pequena quantidade do C, enquanto sorotipos Inaba produzem somente antigenos A e C
(Sakazaki, 1992). Antissoros especificos para os sorotipos Inaba ou Ogawa sdo preparados
através da absor¢do do antissoro de um com o outro sorotipo. O sorotipo Hikojima contém todos
os 3 fatores em quantidades iguais, reagindo com antissoros Inaba e Ogawa. O sorotipo Hikojima
é raro e instavel e ndo ¢ reconhecido por alguns autores (Kelly ef al., 1991).

Demonstrou-se que as linhagens de V.cholerae O1 mudam de sorotipo entre Inaba e
Ogawa (Sack e Miller, 1969). Esta conversio ¢ usualmente irreversivel em laboratoério e ocorre
mais frequentemente na diregdo de Ogawa para Inaba (Richardson e Parker, 1985). A andlise de
sequéncia de DNA dos genes (7/b) que codificam o antigeno O1 revelaram que as sequéncias
para Inaba e Ogawa sdo quase idénticas (Stroeher er al., 1992). A conversio de Ogawa para Inaba
pode resultar de uma variedade de mudangas. Entre elas, a modificagdo de um tnico par de base
no gene rfbT que crie um codon de terminagdo prematuro neste gene. As linhagens Inaba sdo
assim mutantes rfbT e esta conversio de Ogawa para Inaba pode ser feita por pressdo seletiva
através de resposta imune anti-Ogawa durante a infecgdo (Stroeher et al., 1992). Um estudo
recente da conversdo de sorotipos indicou que uma linhagem Ogawa, também pode surgir a partir
de duas mutagdes: uma mutagio de delegdo no gene rfbT produzindo a inicial conversdo de
Ogawa para Inaba e uma segunda muta¢do de insergdo que venha a restaurar a fase aberta de

leitura original de r/bT e assim restaur o sorotipo Ogawa (Fields et al., 1993)



2.3.1.2.Biotipagem.

Historicamente as linhagens de V.cholerae O1 tém sido divididas em 2 biotipos, classico
e El Tor. Amostras isoladas até a sexta pandemia eram quase que exclusivamente do biotipo
classico, sendo que até a sétima pandemia amostras isoladas do biotipo El Tor eram associadas
com casos esporadicos de diarréia (Pollitzer, 1959). Porém nesta pandémia, a maioria das
amostras de V.cholerae isoladas, sdo do biotipo El Tor. Nos altimos anos, o unico pais onde
foram isoladas linhagens cléssicas a partir de casos de diarréia foi Bangladesh (Siddique et al.,
1991).

As caracteristicas utilizadas para distinguir os biotipos El Tor e classico sdo: capacidade
de hemolizar eritrcitos de carneiro, caracteristica encontrada somente no biotipo El Tor (Barrett
e Blake, 1981); capacidade de aglutinar eritrécitos de galinha, que também s6 ocotre em
linhagens El Tor; reagio de Voges-Proskauer que é positiva para o biotipo El Tor ¢ negativa para
o biotipo classico; sensibilidade a polimixina B (50U), sendo o biotipo cléssico sensivel e o El
Tor resistente e a susceptibilidade a lise pelos bacteridfagos classico IV (Mukerjee, 1963) e FK
(Takeya et al., 1981), sendo o biotipo classico lisado pelos dois fagos ao passo que El Tor ndo €
lisado por nenhum deles. Um outro teste para diferenciar os biotipos ¢ realizado através de
hibridizagdes com sondas de oligonucleotideo sintético de sequéncias internas do gene que
codifica a hemolisina, uma vez que este gene é diferente nos dois biotipos (Alm e Manning,
1990). Uma outra forma de biotipagem, recentemente descrita, utiliza-se das diferengas nas
sequéncias de DNA entre os genes que codificam o pilus TCP em linhagens classicas e El Tor
(Keasler e Hall, 1993), e através de reagbes de polimerase em cadeia (PCR ou "Polimerase
chain reaction") produz fragmentos amplificados de tamanhos diferentes para os biotipos cldssico
e El Tor. Os fragmentos de restri¢do polimérficos (RFLP ou "Restriction Fragment Length
Polymorphisms") des genes de RNA ribossomico também sdo diferentes entre os dois biotipos

podendo distingui-los (Koblavi et al., 1990; Popovic et al., 1993).



Por varios anos, a técnica de tipagem por fagos foi utilizada para diferenciar linhagens
de V.cholerae O1 do mesmo biotipo e sorotipo. O uso desta técnica €, porém, limitado pela ndo
disponibilidade de um set de fagos de Vibrio bem caracterizados, sendo restrita a um pequeno
nimero de laboratdrios de referéncia (Kaper ef al., 1994).

Variagdes nos genes que codificam a toxina colérica (ctx) e as sequéncias de DNA que
flanqueiam estes tém ajudado no estudo da epidemiologia de V.cholerae. Kaper et al. (1982,
1986) examinaram RFLPs do locus ctx para estudar a relagdo entre linhagens de V.cholerae
isoladas no Golfo dos Estados Unidos.

A analise eletroforética de enzimas multilocos (MEE) (ou analise de Zymovar) tem sido
aplicada ao estudo de divergéncias de muitas espécies de bactérias (Selander et al., 1986). Foi
encontrada variagio na mobilidade de diferentes enzimas entre linhagens de V.cholerae que
podem ser divididas em multiplos tipos eletroforéticos (ETs) e distinguir linhagens classicas ¢ El
Tor (Momen e Sales, 1985; Wachsmuth et al., 1994).

2.3.2.Isolamento, cultivo e identificacio.

As bactérias do género Vibrio sdo clasificados na familia Vibrionaceae. As bactérias da
espécie V.cholerae sdo bacilos gram-negativos, anaerdbios facultativos, sdo oxidase positivos €
s3o moveis através de um unico flagelo polar. Amostras de V.cholerae t€m seu crescimento
inibido pelo composto 0/129 (2,4-diamino-6,7-diisopropilpteridina) mas resisténcia a este
composto tém aumentado, juntamente com a resisténcia a trimetropreno-sulfametoxazole (Nath e
Sanyal, 1992; Ramamurthy et al., 1992). V.cholerae 0139 é resistente a O/129 (Albert et al.,
1993).

Como outras espécies de Vibrio, o crescimento de V.cholerae é estimulado pela adigdo de
NaCl 1%. Entretanto, uma diferenga importante das outras espécies de Vibrio ¢ a capacidade de
V.cholerae de crescer em meio nutriente sem NaCl. Vibrio mimicus também cresce nestas

condi¢des, mas pode ser diferenciado de V.cholerae por nio fermentar sacarose (Heiberg, 1936).

10



Um teste fundamental para a identificagdo de V.cholerae de Enterobacteriaceae € o teste
de oxidase, uma vez que o V.cholerae é oxidase positivo e membros da familia
enterobacteriaceae sio oxidase negativos. (Kelly ef al., 1991). A confirmag@o para sorogrupo Ol
de V.cholerae é realizada através da aglutinagdo com antissoro polivalente contra o antigeno O1
(Rahman et al., 1989). Um teste baseado em anticorpos monoclonais € co-aglutina¢@o para testar
colonias isoladas ou amostras de diarréia é realizado atravéz do kit "Cholerac SMART"
produzido comercialmente (New Horizons Diagnostics Corp., Columbia, MD). Organismos
oxidase positivos que aglutinam antissoro O1 devem ser considerados V.cholerae O1 ¢, a seguir,
mandados para um laboratério de referéncia de saiide publica para a confirmagdo (Kelly er al.,
1991).

Hoje o antissoro contra 0139 é produzido em varios laboratdrios de referéncia e logo
devera ser comercialmente disponivel.

Sondas moleculares nio s3o utilizadas de forma rotineira para a identificagdo de
V.cholerae devido a facilidade de identificagdo desta espécie por métodos convencionais,
entretanto, elas tém sido extremamente uteis na distingdo de linhagens que contém os genes que
codificam a toxina colérica (cix) daquelas que ndo contém estes genes. A primeira aplicagdo de
sondas moleculares para a distingdo entre linhagens toxigénicas e ndo toxigénicas utilizou
sequéncias que codificam a enterotoxina termo-labil (LT) de Escherichia coli enterotoxigénica
que apresenta grande homologia com CT (Kaper et al., 1981). Foram desenvolvidos grande
numero de sondas de fragmentos de DNA e de oligonucleotideos sintéticos para a detecgdo de
sequéncias ctx (Popovic et al., 1994). Foram utilizadas duas sondas de oligonucleotideos
sintéticos utilizando marcagdo ndo radioativa para identificar V.cholerae O1 toxigénico de placas
de isolamento. Uma sonda de oligonucleotideo de ctx marcada com fosfatase alcalina descrita
por Wright et al. (1992) foi utilizada para triagem de coldnias crescidas em meio ndo seletivo,
inoculado com amostras de fezes de voluntarios humanos experimentalmente inoculados com
V.cholerae O1 toxigénico. Esta sonda detectou com sucesso todas as amostras de fezes com >103

V.cholerae por grama de fezes. Outra sonda de oligonucleotideo marcada com fosfatase alcalina
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foi utilizada por Yoh et al. (1993) para detectar genes ctx em amostras de fezes de um paciente
retornando de um pais endémico para cdlera.

A técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction) também tem sido utilizada na detecgdo de
sequéncias ctx, as quais sio extremamente conservadas entre linhagens de V.cholerae. Shirai et
al. (1991) desenvolveram um "set" de "primers" que amplificam uma regido de 302pb e capaz de
detectar até 1pg de DNA apos 40 ciclos de amplificagio. Estes pesquisadores também
examinaram amostras de fezes de pacientes com diarréia e detectaram sequéncias de ctx por PCR
em todas as amostras que eram positivas para V.cholerae Ol através de técnicas de cultura
(Shirai et al., 1991). Um estudo recente de 123 pacientes hospitalizados em Calcuta comparou as
técnicas de detecgdo de CT por PCR com ELISAS com antissoro anti-CT e técnicas de cultura
(Ramamurthy ef al., 1993), e a técnica de PCR mostrou-se mais sensivel que a de ELISA na
detecg¢do de CT. Outros pesquisadores tém utilizado PCR para a detecgdo de sequéncias ctx em
linhagens isoladas da epidemia de célera na América Latina (Fields ef al., 1992; Varela et al.,
1993). A técnica de PCR tem, também, sido utilizada para a detecgdo de V.cholerae Ol
toxigénico em amostras de comida (Koch et al., 1993).

Entre outros testes de classicos utilizados na detecgdo de V.cholerae destacam-se, 0s
exames de fezes por microscopia "dark field" ou de contraste de fase. Frequentemente muitos
vibrios moveis s3o observados no campo de vis3o, principalmente quando o numero € superior a
10s vibrios por ml de fezes. A adigdio de anticorpos policlonais (Greenough et al., 1965) ou
monoclonais (Gustafsson e Holme, 1985) contra o antigeno O1 resulta na inibigdo da motilidade,
identificando assim V.cholerae O1 em 2 ou 5 minutos em cerca de 50% dos casos (Greenough et
al., 1965). Uma técnica utilizando anticorpos fluorescentes reativos contra O1 também tem sido
utilizada para identificar V.cholerae O1 em amostras de fezes (Finkelstein e LaBrec, 1959; Sack
e Barua, 1965) mas ndo é usada extensivamente devido ao alto prego do equipamento e ao grande
numero de organismos (10s-107 por ml) necessarios para detecgdo (Pal, 1992).

O rapido diagndstico de V.cholerae O1 tem sido obtido por testes de coaglutinagio
utilizando anticorpos contra a subunidade CTB O1 (Jesudason et al., 1984; Rahman ef al., 1989).
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Um teste de ELISA para detectar CT demonstrou detectar a toxina diretamente de amostras de
fezes (Ramamurthy ef al., 1992). Um teste de coaglutinagio utilizando anticorpos monoclonais
contra o antigeno O1 esta disponivel comercialmente (Cholera Screen, New Horizons Diagnostic
Corp., Columbia, MD). Um teste modificado a partir do "kit Cholera Screen" € o "kit cholera
SMART" (New Horizons Diagnostic Corp.) que consiste em um teste imunolégico colorimétrico

baseado em ouro coloidal (Hasan et al., 1994).

2.4.Fatores de viruléncia.

As principais caracteristicas de patogenicidade do V.cholerae estio bem estabelecidas. A
infecgdio pelo V.cholerae comega pela ingestdo de comida e/ou 4dgua contaminada. Apos a
passagem pela barreira 4cida do estdmago, o vibrio coloniza o intestino delgado através do pilus
corregulado com a toxina colérica (TCP) e de outros fatores de colonizagdo. A toxina colérica,
produzida pelos vibrios aderidos ao epitélio intestinal, e possivelmente outras toxinas, alteram o
transporte de ions das células epiteliais. A subsequente perda de 4gua e eletrdlitos causa a intensa
diarréia que ¢ caracteristica da célera. Embora as principais caracteristicas de patogenicidade do
V.cholerae estejam bem estabelecidas, existem, ainda, questdes importantes a serem respondidas

a respeito de varios aspectos da doenga (Kaper et al., 1994).

2.4.1.Toxinas.

O V.cholerae sintetiza uma série de produtos extracelulares que possuem efeitos
deletérios nas células eucaridticas. A diarréia intensa e consequente desidratagdo caracteristica
da colera é produzida pela toxina colérica (CT). Estudos de colera em voluntirios humanos,
experimentalmente infectados com V.cholerae O1 toxigénico (Cash er al., 1974; Levine, 1980;
Levine et al, 1981) ou somente toxina colérica purificada (Levine et al., 1983), demonstraram a

grande importéncia da toxina colérica no estabelecimento de forte diarréia. Entretanto, linhagens
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mutantes de V.cholerae, apresentando dele¢do nos genes que codificam CT, ainda foram capazes
de causar diarréia pequena a moderada em muitos individuos (Kaper et al., 1984a; Kaper et al.,
1984b; Levine et al., 1988a; Levine et al., 1988b; Mekalanos et al., 1983). Este fato levou a

pesquisa de toxinas adicionais que seriam produzidas por V.cholerae.

2.4.1.1,Toxina colérica.

A existéncia de uma toxina responsavel pelos sintomas da colera foi primeiramente
inferida por Robert Koch que, em 1884, propds que o agente responsavel pela célera deveria ser
um "veneno especial" que agiria no epitélio intestinal e que os sintomas da cdlera poderiam ser
considerados como um "envenenamento” (Koch, 1884). A existéncia desta toxina hipotética foi
demonstrada em 1959 por dois grupos independentes que trabalhavam na India. De et al. (1959)
e Dutta et al. (1959) demonstraram que ocorria uma grande liberagdo de fluidos apos a
introdugdo de filtrados ou lisados de culturas de V.cholerae em experimentos de alga ligada de
coelho. A purificagio da toxina, dez anos mais tarde, por Finkelstein ¢ LoSpalluto (1969)
permitiu que diversos pesquisadores estudassem diversas caracteristicas fundamentais da toxina
tais como estrutura molecular, receptores ¢ modelo de agdo.

A estrutura da toxina colérica (CT) € tipica do grupo de toxinas de subunidades A-B, nos
quais cada subunidade possui uma fun¢fo diferente. A subunidade B serve para ligar a holotoxina
ao receptor da célula eucaridtica e a subunidade A possui uma atividade enzimatica especifica
que age intracelularmente. CT consiste de 5 subunidades B ¢ uma subunidade A sendo que
nenhuma das subunidades independentes sio capazes de apresentar as propriedades da toxina
integra tanto em modelos animais como em modelos de culturas celulares. A subunidade B
madura possui 103 amino4cidos e tem peso molecular de 11,6kDa. A subunidade A madura tem
peso molecular de 27,2kDa e é clivada proteoliticamente formando dois polipeptideos: um
polipeptideo de 195 residuos de amino4cidos denominado A, de 21,8kDa e um polipeptideo de

45 residuos de aminoacidos denominado A, de 5,4kDa. Apds a clivagem proteolitica, os
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peptideos A, e A, ainda se encontram ligados por uma ponte dissulfeto antes da internalizagdo
(Gill e Rappaport, 1979). A formagdo de pontes de dissulfeto dentro das cadeias das subunidades
A e B ¢ catalizada pela enzima dissulfato isomerase (Yu e Keirst, 1992). Esta mesma enzima ¢
necessdria para a montagem do pilus TCP dé V.cholerae que contém uma ponte de dissulfeto
dentro de sua cadeia (Peek e Taylor, 1992). Outros aspectos da montagem de CT e sua secre¢do
para o ambiente extracelular ainda ndo estio bem caracterizados (Hirst, 1991).

As estruturas cristalograficas de CT e de LT (toxina termo-labil de E. coli
enterotoxigénica), que sdo toxinas que apresentam grande homologia entre si, foram
determinadas recentemente (Sixma er al., 1991). As subunidades B formam um pentdmero
através de interagdes do tipo 8 sheets entre os mondmeros adjacentes. Um poro de 11 a 15 A ¢
formado no centro do pentdmero; a regifio C-terminal de A, localiza-se neste poro ¢ se liga ao
pentdmero das subunidades B através de inimeras interagdes entre residuos polares e com carga.
A regido N-terminal de A, ¢ uma o-hélice que se extende para fora do pentdmero das
subunidades B e interage com o peptideo A,. O peptideo A, apresenta homologia com a regido
catalitica da exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa ¢ com a toxina de difteria (Sixma et
al.,1991).

O receptor da toxina colérica é o gangliosidio G,,, [GalB1-3GalNAcB1(NeuAca2-3)-Gle-
ceramida onde Gal ¢ galactose, GalNAc é N-acetilgalactosamina, Glc ¢ glicose e NeuAc ¢ 4cido
N-acetilneuroaminico (4cido sidlico)] (King e vanHeyningen, 1973; Spangler, 1992). A interagdo
entre a toxina colérica e o receptor ocorre através da subunidade B, sendo que a adi¢do da
subunidade B (também conhecida como coleragenéide) ou de G,,, 4 alga ligada de coelho, antes
da adi¢do de CT, inibe a secre¢do de fluidos (King e vanHeyningen, 1973; Pierce, 1973).
Anticorpos contra a subunidade B de CT, que ¢ a subunidade imunodominante, s3o muito mais
eficientes para neutralizar a atividade da toxina do que anticorpos contra a subunidade A
(Peterson er al., 1979, Peterson ¢ Mekalanos, 1988). A ligagio de CT as células epiteliais é
aumentada por uma neuroaminidase (NANase) produzida por V.cholerae. Esta enzima, que

possui um peso molecular proposto de 83kDa (Galen et al., 1992), aumenta o efeito da toxina
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colérica catalizando a conversdo de gangliosideos complexos em Gy, (Holmgren et al., 1975).
Existe a hipétese de que a neuroaminidase pode produzir localmente grandes concentragdes do
receptor G,, para CT in vivo, aumentando, assim, a ligagdo de CT as células eucarioticas e
levando & maior secregio de fluidos (Holmgren et al., 1975; King e vanHeyningen, 1973).
Experimentos utilizando NANase purificada ¢ CT marcada com ] demonstraram que
microvilosidades de intestino delgado de coelho ou cultura de células de neuroblastoma de
camundongo quando expostas 4 NANase ligam 2 a 7 vezes mais CT do que células que ndo
foram tratadas com NANase (Griffths ef al., 1986; Miller et al., 1982).

O alvo intracelular de CT ¢ a adenilato ciclase, que ¢ um dos mais importantes sistemas
regulatdrios das células eucaridticas. Esta enzima estd envolvida na transformagido de ATP em
AMPc, o qual é um mensageiro intracelular fundamental para uma série de vias metabolicas.
Normalmente, a adenilato ciclase € ativada ou inativada em resposta a uma variedade de
estimulos. A regulagdo da adenilato ciclase é mediada por proteinas G, que ligam varios
receptores da superficie celular com proteinas efetoras na membrana plasmatica. Proteinas G sdo
heterotrimeros compostos de 3 subunidades distintas: o (PM= 39 a 46kDa), B (PM= 37kDa) e ¥
(PM= 8kda) (Hepler e Gilman, 1992). A proteina G envolvida especificamente nestas reagdes € a
proteina G, cuja ativagio leva ao aumento da atividade da adenilato ciclase. CT cataliza a
transferéncia de ADP-ribose de NAD para um residuo de arginina especifico na proteina Gg,,
resultando na ativagio da adenilato ciclase e no subsequente aumento nos niveis celulares de
AMPc. O AMPc ativa uma proteina kinase dependente de AMPc, promovendo fosforilagdo de
proteinas, altera¢Ges de transporte de ions e a diarréia (Hepler e Gilman, 1992).

Depois que CT se liga as células, ha periodo de 15 a 60 minutos até a ativagdo da
adenilato ciclase (Gill e King, 1975). Este tempo € necessario para que o peptideo A, atravesse a
membrana e entre em contato com as proteinas G. A adenilato ciclase estd localizada na
membrana basolateral de células epiteliais intestinais polarizadas e uma série de mecanismos
foram propostos para explicar como CT que se liga s microvilosidades (apical), alcan¢a a

adenilato ciclase que se encontra na membrana basolateral. A explicagdo mais convincente € que
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CT entra na célula por endocitose e o pH baixo do compartimento endossdmico permitiria a
translocagdo da subunidade A através da membrana do endossomo. O endossomo entio circula
pela célula com o peptideo A, ainda associado & sua membrana. Entdo , o peptideo A, ADP-
ribosila Gg, que esta 1oca1izado na membrana basolateral. Varios pesquisadores observaram que
a agdo de CT ¢ completamente inibida pela adigdo de brefeldina A, que ¢ um metabolito de
fungo que interfere com transporte endossémico e caminhos transcitoplasmaticos de varias
células eucaridticas (Donta et al., 1993; Lencer et al., 1993; Lencer et al., 1992; Nambiar et al.,
1993). Estes resultados demonstram a necessidade de um complexo de Golgi intacto para o
transporte de CT intracelularmente e implica a endocitose da toxina para a entrada de CT nas
células.

Uma vez na membrana basilateral, o peptideo A, cataliza a transferéncia de ADP-ribose
do NAD para um residuo de arginina em G, através da seguinte reagdo: NAD + G, — [ADP-
ribosil G,] + nicotinamida + H+ (Moss e Vaughan, 1977). A subunidade o de G, contém um sitio
de ligagdo de GTP e uma atividade GTPase intrinseca (Hepler e Gilman, 1992). A ligagdo de
GTP a subunidade o leva a dissociagdo das subunidades a e B-y e ao subsequente aumento da
afinidade de a pela adenilato ciclase. A resultante ativagdo da adenilato ciclase continua até que
a atividade GTPase intrinseca da proteina G hidrolise GTP para GDP, inativando, assim, a
proteina G e a adenilato ciclase. A ADP-ribosilagdo da subunidade a pelo peptideo A, de CT
inibe a hidrolise de GTP para GDP, deixando a adenilato ciclase ativada constitutivamente,
provavelmente por toda a vida celular (Cassel e Selinger, 1977; Kahn e Gilman, 1984).

O aumento da concentragdo intracelular de AMPc decorrente da ativagdo da adenilato
ciclase por CT aumenta a secre¢do de Cl” pelas criptas intestinais e diminui a absor¢io de NaCl
pelas células das vilosidades (Field, 1990). O fluxo de eletrdlitos para o limen intestinal resulta
em um gradiente osmoético que causa o fluxo de 4gua para o lumen. A quantidade massiva de
dgua no limen € maior que a capacidade de absorgdo do intestino resultando em diarréia. Os
passos entre o aumento dos niveis de AMPc e diarréia ainda ndo sdo completamente conhecidos.

Os primeiros estudos nesta area por Field et al. (1971; 1969) e outros pesquisadores (Finkelstein,
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1992) demonstraram que CT pode concomitantemente aumentar os niveis de AMPc e o
transporte de ions em um epitélio intestinal isolado em "Ussing chambers” (cimaras através das
quais passa-se corrente elétrica, um pedago de intestino de coelho € colocado nesta cdmara
juntamente com as bactérias patogénicas e a secre¢do de eletrélitos no limen intestinal ¢ medida
através da passagem de corrente elétrica). Uma importante resposta derivada do aumento de
AMPc ¢é a ativagdo da proteina kinase A que fosforila diversos substratos na célula (Chang e Rao,
1991).

Embora seja claro que canais de cloreto possam ser regulados por proteina kinases
dependentes de AMPc, os canais afetados por CT ainda nfio séo conhecidos. Existem diversos
tipos de canais CI° na membrana apical com diferentes modos de ativagdo e distribuigdo
subcelular (deJonge, 1991). Também ndo € certo se a proteina kinase A fosforila diretamente o
canal de ions ou se fosforila um intermediario que, por sua vez, fosforila outras proteinas numa
cascata. Um alvo protéico atraente € o produto do gene da fibrose cistica (CF), a proteina CTFR.
A proteina CTFR é um canal de CI™ (Bear et al., 1992) e possui muitas sequéncias qﬁe podem ser
fosforiladas pela da kinase A. Ao contrario de tecidos intestinais normais, aqueles obtidos de
pacientes com fibrose cistica (homozigotos CF) ndo respondem a compostos secretogénicos de
AMPc ou mediados por Ca*? (Bershneider et al., 1988). E interessante o fato de existir uma
hipétese de que individuos que sdo heterozigotos para CF apresentarem uma vantagem seletiva
sobre individuos homozigotos "normais" para sobreviver a colera (Rodman e Zamudio, 1991).0s
heterozigotos provavelmente possuem apenas metade dos canais de cloro respondendo a kinase.
Apos a infecgdo com V.cholerae, o heterozigoto CF deve ter menor secregdo de cloro intestinal e,
consequentemente, menor diarréia.

A ativagio da adenilato ciclase conduzindo a um aumento do AMPc e a subsequente
altera¢do no transporte de ions é o modelo "classico" aceito para CT. Entretanto, dados de outros
grupos sugerem que os niveis elevados de AMPc e a subsequente ativagdo da proteina kinase A

ndo sdo suficientes para explicar todos os efeitos secretorios de CT. Existem evidéncias de que
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prostaglandinas e o sistema nervoso entérico estejam envolvidos na resposta 8 CT em adigéo ao
mecanismo da adenilato ciclase.

Vérios estudos conectaram prostaglandinas com a patogenicidade de colera (Bennett,
1971; Beubler et al., 1979; Peterson € Ohoa, 1989). Observou-se que pacientes de colera, em
estado secretorio avangado, possuiam concentragdes elevadas de prostaglandina PGE, no jejuno,
quando comparados com pacientes em convalescéncia (Speelman et al., 1985), sendo que as
prostaglandinas PGE, e PGE, parecem estimular a adenilato ciclase em correntes de circuitos
curtos (Isc) em "Ussing chambers" (Kimberg et al., 1971).

Posteriormente, o envolvimento de prostaglandinas, leukotrienes e outros metabolitos do
icido araquidonico em diarréia foi bem documentado (Gaginella, 1990), embora seus
mecanismos de a¢do exatos ndo sejam ainda claros. Peterson et al. (1989) demonstraram que a
adi¢io de AMPc¢ induzia apenas a um pequeno e transiente aumento de fluidos em al¢a ligada de
coelho, ao passo que PGE, induzia um acimulo de fluidos bem maior. A adig¢do de CT levou ao
aumento de AMPc e PGE, em alga ligada de coelho e em células CHO, resultando na liberagdo
de acido araquidonico pelos fosfolipidios da membrana (Reitmeyer € Peterson, 1990). Num
modelo sugerido por Peterson ef al. (1991), os niveis aumentados de AMPc por CT, nfo so
ativam a proteina kinase A como também regulam a transcrigio de uma fosfolipase ou de uma
proteina ativadora da fosfolipase. A fosfolipase ativada poderia, desta forma, agir nos
fosfolipidios da membrana produzindo 4cido araquiddnico, que ¢ o precursor de prostaglandinas
e leukotrienes (Peterson et al., 1991). Consistente com este modelo, o experimento realizado por
de Jonge et al. (1991) utilizando células intestinais humanas HT29.c1.19A em "Ussing
chambers" demonstraram que 40 a 60% da resposta Isc para CT ¢ inibida por pequenas
concentragdes do inibidor mepacrine da fosfolipase A,. O efeito de CT no metabolismo do acido
araquidonico deve ocorrer através da ribosilagdo de ADP de G; na membrana apical que poderia,
entdo, diretamente ativar uma fosfolipase ou este efeito poderia ser mediado por uma proteina

kinase A que por sua vez ativaria a fosfolipase.
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O sistema nervoso entérico (ENS), que é parte do sistema nervoso autdnomo, tem uma
importante fungdo na secregio e absorgdo intestinal (Cooke, 1991). O intestino também contém
uma séria de células que produzem hormdnios e neuropeptideos-produtos que podem afetar a
secrecdo. Duas destas substincias, cujo envolvimento em secre¢do ¢ bem conhecido, sdo o
peptidio intestinal vasoativo (VIP) e a serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) (Cooke, 1991).
Lungren et al. (1988) publicaram varios estudos que suportam a hipdtese de que o ENS tem
envolvimento crucial na secre¢do causada por CT. A hipdtese proposta por estes pesquisadores €
que CT se liga a "células receptoras”, denominadas células enterocromafim, que liberariam uma
substdncia semelhante a serotonina capaz de ativar estruturas tipo dendritos, localizadas abaixo
do epitélio intestinal. Isto levaria a secregdo de VIP, resultando na secregdo de eletrolitos e
fluidos.

Este modelo ¢ sustentado por varias evidéncias, incluindo: (1) a secregdo induzida por CT
¢ inibida por uma série de bloqueadores gangliénicos ou de neurotransmissores (Cassuto et al.,
1981; Cassuto et al., 1982; Cassuto et al., 1983); (2) CT estimula a liberagdo de serotonina (5-
HT) das células enterocromafim no lamen intestinal (Nilsson et al., 1983) sendo a secre¢do de
fluidos por esta toxina marcadamente diminuida por receptores antagonistas de 5-HT (Sjoqvist et
al., 1992); e (3) a secregdo induzida por CT é acompanhada por um aumento na secre¢do de VIP
pelo intestino delgado sendo o aumento da liberagdo de VIP bloqueado por tetrodoxina (Nilsson
et al., 1983). Os pacientes de colera também apresentam niveis sanguineos elevados de VIP
(Holmgren, 1992).

Cassuto et al. (1981) estimam que 60% da atividade de CT no transporte de fluidos
intestinais pode ser atribuida ao sistema nervoso. A liberagdo de serotonina pelas células
enterocromafim em resposta a ligagdo de CT poderia causar secregdo por dois mecanismos: (1) A
5-HT poderia estimular diretamente o ENS, conduzindo a liberagdo de VIP ou (2) a 5-HT libera
prostaglandinas que poderiam alterar a fun¢fo de transporte diretamente ou através de ativagédo
do ENS. Além do efeito secretorio direto, também existem evidéncias de que CT aumenta a

mobilidade intestinal o que poderia contribuir para a diarréia (Mathias et al., 1976).
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A toxina célerica ¢ um dos mais potentes imundgenos ja estudados (Lycke ¢ Holmgren,
1986). Intensa resposta imune n3o sé é gerada contra CT ingerida oralmente, como também a
antigenos ndo relacionados a CT ingeridos oralmente com esta toxina (Mathias et al., 1976).
Enquanto que a subunidade B isoladamente apresenta-efeito adjuvante, provavelmente devido a
ligagdo da subunidade B a G,,, (Czeeckinnsky et al., 1989; Francis et al., 1992). O maior efeito
adjuvante de CT e LT foi verificado como devido & atividade ADP ribosiltransferase da
subunidade A. Lycke et al. (1992) demonstraram que a alteragdo de um unico residuo no sitio
ativo da subunidade A diminuia significantemente o efeito adjuvante de LT.

Esta resposta a CT apresenta diversos efeitos sobre células do sistema imune como
estimulagio da produgdo de IL-1 e aumento da capacidade de apresentagdo de antigenos por
macrofagos (Bromander et al., 1991), promovendo a diferenciagdo das células B (Lycke e
Strober, 1989), e inibigdo das células Thl (Mung et al., 1990). Também, foi sugerido que o efeito
adjuvante de CT poderia ser devido ao aumento da permeabilidade intestinal em resposta a CT,
talvez promovendo maior acesso dos antigenos as células do sistema imune presentes na mucosa
intestinal (Lycke et al., 1991).

Os genes que codificam CT (ctxAB) foram, inicialmente, clonados através de sua
homologia com a sonda molecular dos genes que codificam LT de E. coli enterotoxigénica
(ETEC) (Gennaro et al., 1982; Kaper e Levine, 1981; Pearson e Mekalanos, 1982). A sequéncia
de DNA demonstrou uma similaridade de 78% e a sequéncia predita para a proteina mostrou
uma similaridade de 80% entre os genes de CT e LT (Lockman e Kaper, 1983; Lockman et al.,
1984; Mekalanos et al., 1983; Yamamoto et al., 1984; Yamamoto e Yokoda, 1983). Estudos
genéticos demonstraram que as subunidades A e B sdo codificadas em duas fases abertas de
leitura separadas que se sobrepdem; as primeiras 2 bases do sinal de terminagdo (TGA) de
tradugdo de ctx4 sdo as duas Gltimas do cédon de iniciagdo (ATG) de ctxB (Lockman e Kaper,
1983; Mekalanos e al., 1983). Os cistrons A e B possuem sequéncias de ligagdo de ribossomos
(RBS ou "ribossome binding sites") imediatamente acima de seus coédons de iniciagdo, com o

sitio RBS para ctxB localizando-se na terminagio 3' de ctx4. A maior expressdo da subunidade B,
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levando a propor¢do de 5:1 de subunidades B:A na holotoxina, resulta de uma tradugdo mais
eficiente, devida a um RBS mais forte para a subunidade B (Mekalanos er al., 1983). A
transcricdo do operon cix é regulada pelo sistema regulatério ToxR que sera descrito
posteriormente.

Muitas linhagens de V.cholerae O1 possuem miltiplas copias do operon ctx. As linhagens
classicas apresentam duas copias que s3o separadas no cromossomo de V.cholerae por uma
distincia desconhecida (Mekalanos, 1983; Moseley e Falkow, 1980). A maioria das linhagens El
Tor apresentam apenas uma copia do operon ctx, porém, cerca de 30% das linhagens El Tor
contém 2 ou mais cOpias adjacentes (Mekalanos, 1983; Mekalanos, 1985).

O operon ctx juntamente com os genes que codificam as toxinas de Zonulla occludens
(Zot) e colérica acesséria (Ace) (descritas posteriomente), os quais localizam-se logo acima de
cix, estdo localizados em uma regido de 4,5kb denominada regido core (Goldberg e Mekalanos,
1986). Flanqueando a regido de 4,5kb, encontra-se uma ou mais copias de uma sequéncia
repetida de 2,7kb (RS1). A recombinagdo entre sequéncias RS1 pode gerar a duplicagdo em
tandem ou amplificagdo da regido core, como também a delegdo desta (Goldberg e Mekalanos,
1986). A passagem serial de uma linhagem El Tor por alga ligada de coelho conduziu a
amplificagfo in vivo, resultando em linhagens que expressavam maiores niveis de CT e possuiam
mais copias de ctx que a linhagem introduzida na primeira alga ligada de coelho (Mekalanos,
1983). Embora CT por si so0 possa ajudar na colonizagdo (Pierce et al., 1985), o aumento da
colonizagdo in vivo através da amplificagdo da regido de 4,5kb inteira pode ser decorrente da
presenga nesta regido de um gene que codifica um fator de colonizagio intestinal (Pearson et al.,
1993). As linhagens classicas e algumas linhagens El Tor possuem sequéncias RS1 em apenas
um dos lados da regifio core, sendo a duplicagdo ¢ amplificagdo da regido core ndo observada
nestes casos (Mekalanos, 1983; Mekalanos, 1985). A sequéncia RS1 codifica um elemento de
transposi¢do sitio-especifico que pode se inserir em uma sequéncia especifica de 18pb

denominada attRS1 (Pearson ef al., 1993).
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Linhagens de V.cholerae isoladas da natureza que ndo produzem CT, ndio possuem
sequéncias homologas a ctx e o restante da regido core (Kaper ef al., 1981; Miller e Mekalanos,
1984) mas contém sequéncias attRS1 (Pearson et al., 1993). Pearson et al. (1993) demonstraram
recéntemente que quando a regido core € RS1 estdo clonadas em um plasmidio suicida incapaz
de se replicar em V.cholerae e transferido através de uma E. coli conjugativa, as sequéncias RS1

e c/x podem inserir-se no sitio attRS1 de uma forma independente de recA.
2.4.1.2.0utras toxinas produzidas por V.cholerae.

Toxina de Zonnula occludens ("Zonnula occludens toxin" ou Zot). A toxina de
Zonnula occludens foi descrita por Fasano et al. (1991) como sendo uma toxina que aumentava a
permeabilidade da mucosa do intestino delgado afetando a estrutura das jungdes "tight" celulares
ou zonnula occludens (ZO). Quando sobrenadantes de culturas da linhagem de V.cholerae
CVDI101 (Actxd) foram adicionados a tecidos de ileo de coelhos montados em "Ussing
chambers" foi observado um aumento imediato na condutuvidade do tecido (uma diminui¢do da
resisténcia do tecido) (Fasano et al., 1991). Ao contririo do aumento do potencial elétrico
diferencial (PD) observado em resposta 4 CT, que reflete o transporte de ions através da
membrana (Field er al., 1972), no transporte transcelular, a variagdo na condugfo transepitelial
reflete primariamente, embora ndo exclusivamente, a modificagio da permeabilidade do tecido
através dos espagos intercelulares, o transporte paracelular (Diamond, 1977). O exame por
microscopia eletrnica das jungdes "tight" epiteliais, a maior barreira para este transporte
(Diamond, 1977; Madara, 1989), revelaram que a exposigdo de tecido do ileo a sobrenadantes de
culturas de CVD101 resultaram num relaxamento das jung3es "tight" (Fasano et al., 1991). A
toxina responsdvel por este efeito na Zonnula occludens (ZO) foi denominada Zot (Zonnula
occludens toxin). Fasano ef al. (1991) propuseram que Zot deve causar diarréia, aumentando a
permeabilidade intestinal através do relaxamento das ZO, através de fluxo de agua e eletrélitos

para o lumen intestinal.
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O gene que codifica Zot foi clonado e se encontra imediatamente acima do /ocus ctx
(Baudry ef al., 1992). A sequéncia do gene zot estd presente em linhagens de V.cholerae O1 e
nfi0-O1, linhagens que contém sequéncias ctx quase sempre contém zot € vice versa (Farques et
al., 1993; Johnson et al., 1993; Karasawa et al., 1993). O gene zof consiste de uma fase aberta de
leitura de 1.3kb que potencialmente codifica um polipeptideo de 44,8kDa. A sequéncia de
aminodcidos prevista para Zot ndo apresenta homologia com nenhuma toxina bacteriana.

Toxina colérica acesséria ("Accessory cholerae enterotoxin'ou Ace). A toxina
colérica acessdria (Ace) de V.cholerae foi identificada por Trucksis ef al. (1993). Este trabalho
demonstrou que o produto génico de uma fase aberta de leitura acima de zot pode aumentar a
corrente em circuito curto em "Ussing chambers". Como CT, e ao contrario de Zot, esta toxina
aumenta o potencial elétrico diferencial e ndo a condutividade do tecido. Linhagens contendo o
gene de ace clonado causaram significativo acimulo de fluidos em alga ligada de coelho. O gene
ace potencialmente pode codificar um peptideo de 96 residuos de aminoéacidos com um peso
molecular previsto de 11,3kDa (Trucksis ef al., 1993). A sequéncia de aminodcidos prevista para
Ace mostra grande similaridade com uma familia de ATPases de eucariotos envolvidas do
transporte de ions, como a bomba de célcio da membrana plasmatica humana, a ATPase de
transporte de calcio do cérebro de ratos e o produto do gene da fibrose cistica, o regulador de
transmembrana da fibrose cistica. As primeiras duas proteinas estdo envolvidas no transporte de
ions de cdlcio através da membrana e CFTR funciona como um canal de cloro (Bear et al.,
1992). Ace também apresenta similaridade com uma proteina de viruléncia de Salmonella
dublin, SpvB, que ¢ essencial para a viruléncia em camundongos (Krause et al., 1991).

A estrutura prevista para Ace sugere um modelo no qual multimeros de Ace inserem-se
na membrana eucaridtica com a regido hidrofébica para a bicamada lipidica e a regido
hidrofilica no interior de um poro transmembrana (Trucksis ef al., 1993).

Hemolisina/citolisina. Tradicionalmente a hemdlise de ertrécitos de carneiro era
utilizada para distinguir entre os biotipos El Tor e classico de V.cholerae, embora os isolados

mais recentes de El Tor sejam pouco hemoliticos para eritrocitos de carneiro (Barrett ¢ Blake,

24



1981; Gallut et al., 1974). A hemolisina foi purificada por Honda e Finkelstein (1979) € mostrou-
se citolitica para uma série de eritrocitos e células de mamiferos em cultura além de ser
rapidamente letal para camundongos. A hemolisina/citolisina ¢ inicialmente traduzida como uma
proteina de 82kDa, sendo processada em duas etapas, até uma citolisina ativa de 65kDa
(Yamamoto et al., 1990). Uma hemolisina idéntica, indistinguivel fisicoquimicamente e
antigenicamente da produzida por linhagens El Tor € produzida por V.cholerae ndo-Ol
(Yamamoto ef al., 1986). Os genes que codificam esta hemolisina, Aly4, estio presentes em
linhagens classicas, El Tor e nd30-O1 de V.cholerae (Brown e Manning, 1985). Embora as
linhagens classicas sejam negativas para a hemdlise de eritrocitos de carneiro, E. coli que contém
os genes hlyA clonados da linhagem cléassica 395 s3o capazes de lisar eritrécitos de galinha e
coelho, mas ndo de cameiro (Richardson et al., 1986). As bases moleculares para as diferengas
entre a atividade hemolitica entre linhagens classica, El Tor antiga e El Tor recentes ainda ndo
estio completamente entendidas, mas numa linhagem ndo hemolitica, 569B, foi encontrada uma
delegdo de 11pb que produziria um produto truncado de 4/y4 de 27kDa (Alm et al., 1988). Uma
sonda de oligonucleotideo sintético contendo estes 11 pares de base hibridizou com todas as
linhagens El Tor e ndo-Ol1 testadas, mas ndo hibridizou com as linhagens classicas (Alm e
Manning, 1990). Genes que codificam uma segunda hemolisina geneticamente distinta da
hemolisina/citolisina de El Tor, foi clonada a partir da linhagem classica 395 (Richardson et al.,
1986) mas nio houve nenhuma caracterizagdo posterior desta hemolisina.

A hemolisina purificada causa acumulo de fluidos na alga ligada de coelho (Ichinose er
al., 1989). Em contraste com o fluido aquoso produzido por CT, o fluido acumulado em resposta
a hemolisina € ensanguentado ¢ possui muco (Ichinose et al., 1987). McCardell et al. (1985) e
Spira et al.(1986) descreveram uma citolisina que € citotoxica para células Y-1 ¢ CHO e causa
acumulo de fluidos em alga ligada de coelho. Esta citolisina foi proposta como sendo idéntica a
hemolisina de El Tor. Para testar se esta hemolisina era responsavel pela diarréia observada em
linhagens Actx de V.cholerae, Kaper et al. (1988) construiram derivativos destas linhagens que

possuiam uma mutagdo no gene hly4 por delegdo de um fragmento Hpa 1 de 400pb. Quando
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testadas em voluntdrios humanos, as linhagens Ahly4A CVD104 ¢ CVD105 ainda causaram
diarrédia em 33% dos voluntirios (Levine et al, 1988b), indicando, assim, que a
hemolisina/citolisina provavelmente n3o é a causa da diarréia observada em voluntarios
imunizados com Actx V.cholerae.

Outras toxinas. Em adigdo a CT, Zot, Ace e hemolisina/citolisina, que sdo amplamente
distribuidas em V.cholerae e cujos genes foram clonados e sequenciados, outras toxinas foram
encontradas nesta espécie.

Foi descrita uma toxina "Shiga-like" para V.cholerae O1 com base em sua citotocidade
em células HeLa que foi neutralizada por anticorpos contra a toxina Shiga purificada de Shigella
dysenteriae 1 (OBrien et al., 1984).

Algumas linhagens de V.cholerae ndo-O1 produzem uma outra toxina que possui 50% de
homologia com a toxina termo-estavel (ST) de E.coli enterotoxigénica (ETEC) (Ogawa ef al.,
1990). Em 1983, Sanyal et al. demonstraram que linhagens de V.cholerae ndo-O1 que ndo
possuiam genes que codificavam CT causava acimulo de fluidos em alga ligada de coelho
(Sanyal et al., 1983). O acimulo de fluidos foi observado com o uso de células inteiras ou com
filtrados de culturas. Os filtrados também aumentaram a permeabilidade capilar da pele de
coetho, mas ao contrdrio de CT também causaram necrose (Sanyal et al.1983). A atividade
enterotoxica foi subsequentemente encontrada em linhagens CT+ como a linhagem cldssica Inaba
569B (Saha e Sanyal, 1988). Esta toxina foi denominada "nova toxina colérica" (NCT) e proposta
como a causa da diarréia em voluntarios imunizados com V.cholerae CT (Saha e Sanyal, 1990).
Esta toxina foi encontrada em isolados clinicos e ambientais de V.cholerae e também foi
encontrada em linhagens que naturalmente ndo possuem cix, zof e ace (Baudry et al., 1992). Até
o momento nenhuma caracterizagdo bioquimica ou genética desta toxina foi divulgada.

Tamplin et al. (1987) demonstraram que linhagens de V.cholerae O1, incluindo CT-
CVD101, produziam um fator que inibia canais de sédio. A caracterizagdo inicial deste composto
sugeriu que o composto ativo era tetrodoxina ou uma toxina relacionada, mas nenhuma

caracterizagio adicional desta toxina foi publicada.
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Uma hemolisina termoestavel direta (TDH) (Kanagawa aphenomenon hemolysin) de
V.parahaemolyticus é responsavel pela atividade enterotoxica desta espécie (Nishibuchi ef al.,
1992). Genes que codificam uma toxina tipo hemolisina termoestavel direta (tipo-TDH) foram
encontrados em um plasmidio em V.cholerae nio-O1 (Honda et al., 1986) mas sequéncias

homologas ainda nio foram encontradas em V.cholerae O1 (Terai et al., 1991).

2.4.2.Fatores de colonizacgio.

Embora a principal toxina responsavel pelos sintomas da colera tenha sido descrita a
muitos anos atras, apenas recentemente os mecanismos pelos quais o V.cholerae adere ao
intestino delgado foram elucidados. Durante muitos anos, os trabalhos foram focalizados em
aglutinagdo de eritrécitos como evidéncia da presenga de fatores de colonizagio intestinais.
Desta forma, verificou-se que V.cholerae produz pelo menos 4 hemaglutininas (HA) (Hanne e
Finkelstein, 1982): (1) uma hemaglutinina D-manose, D-frutose sensivel expressa por linhagens
El Tor (MFSHA); (2) uma hemaglutinina L-fucose sensivel expressa por linhagens cléassicas
(FSHA); (3) uma hemaglutinina D-manose, L-fucose resistente expressa por ambos os biotipos; €
(4) uma hemaglutinina solivel produzida por ambos os biotipos e que também possui atividade
de protease. Estas hemaglutininas devem ter algum envolvimento na colonizagio intestinal, mas
foi somente com a descrigdo do pilus TCP que um fator de colonizag@o significativo para a
doenga foi demonstrado (Herrington et al., 1988). Embora TCP seja importante para adesdo as
células epiteliais, a colonizag3o intestinal pelo V.cholerae é, provavelmente, multifatorial.

A identidade dos receptores celulares intestinais que sio o alvo de aderéncia do
V.cholerae ndo é conhecida . Jones e Freter (1976) verificaram que L-fucose inibe parcialmente a
aderéncia de V.cholerae as membranas das microvilosidades e propuseram que este agticar forma
parte do receptor intestinal. Yamamoto et al. (1988) utilizaram células do intestino delgado
humano para estudos de aderéncia e demonstraram que L-fucose possuia um efeito inibitério,

entre os agucares pesquisados, na aderéncia de V.cholerae as células intestinais humanas. Estes
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pesquisadores verificaram que os alvos primarios para adesdo de V.cholerae a células do
intestino humano eram (por ordem de eficiéncia): (1) muco; (2) superficie de células epiteliais
dos foliculos linfaticos ileais, e (3) a superficie de células absorventes das vilosidades do jejuno
ou ileo (Yamamoto ef al., 1988; Yamamoio e Yokoda, 1988). Dentro dos foliculos linfoides, as
células M foram melhores alvos para aderéncia, que outras células epiteliais dos foliculos
(Yamamoto e Yokoda, 1989). A especificidade dos alvos pode variar conforme as condigdes de
crescimento das culturas bacterianas (Yamamoto ef al., 1988), indicando, assim, que a expressio
de fatores de colonizagdo em V. cholera é altamente regulada.

Os trabalhos iniciais sobre a adesdio de V.cholerae normalmente empregavam linhagens
de V.cholerae mutagenizadas quimicamente para estudar os varios fatores de colonizagio. A falta
de mutagdes especificas e bem caracterizadas dificulta a interpretagdo destes resultados (Levine

et al., 1983).

2.4.2.1.Pilus corregulado com a toxina colérica ("Toxin coregulated

pilus" ou TCP).

Em 1987, Taylor et al. publicaram a descoberta de um fator de colonizagdo do tipo pilus
em V.cholerae O1 que era composto de longos filamentos de 7nm de didmetro e associados
lateralmente em magos. Este pilus foi descoberto através do uso de Tnphod, que é um transposon
utilizado para identificagdo de muitos fatores de viruléncia bacterianos. Quando o TnphoA se
insere em frame em um gene que codifica uma proteina secretada ou de membrana, é formada
uma proteina hibrida que expressa a atividade da fosfatase alcalina (Manoil e Beckwith, 1985),
permitindo assim a diferenciagdo de proteinas hibridas citoplasmaticas, onde a fosfatase alcalina
nfo ¢ ativa. Taylor er al. (1987) triaram col6nias que expressavam a atividade da fosfatase
alcalina e encontraram um mutante de TnphoA que tinha sua capacidade de colonizagdo muito
diminuida quando testado em camundongos recém-nascidos. Este mutante era defectivo na

produgdo de um pilus que era associado & hemaglutinagdo na presenga de fucose. O pilus foi

28



denominado pilus corregulado com a toxina colérica (TCP) porque a expressdo do pilus estd
relacionada com a expressdo da toxina colérica.

TCP ¢ o unico fator de colonizagdo de V.cholerae cuja importancia na doenga humana foi
comprovada. Herrington ef al. (1988) conduziram ‘um estudo em voluntdrios humanos
demonstrando que a colonizagdo intestinal por uma linhagem de V.cholerae, onde a
subunidade de TCP (TcpA) fora inativada, foi significantemente diminuida. Os voluntdrios que
ingeriram a 'linhagem mutante nio apresentaram diarréia e ndo foram recuperados vibrios das
fezes destes voluntarios. Nenhuma resposta imune significativa contra antigenos de V.cholerae
foi observada apods a ingestdio do mutante fcpA4. Curiosamente, apesar do requerimento de TCP
funcional para uma resposta imune, voluntirios que ingeriram V.cholerae selvagem ndo
apresentaram anticorpos contra TCP, mesmo na presenga de uma forte resposta vibriocida ou
anti-toxina (Hall ef al., 1991). Embor anticorpos contra TCP protejam camundongos da doenga,
no modelo do camundongo recém-nascido (Sun et al., 1990a; Sun et al., 1990b), solida protegdo
a longo prazo em humanos pode ser obtida mesmo sem uma resposta imune anti-TCP detectavel.

A sequéncia prevista de aminoacidos da subunidade de 20,5kDa de TcpA apresenta
significante homologia com pili tipo IV de Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae,
Moraxella bovis e Bacterioides nodosus (Shaw e Taylor, 1990). TCP ¢ encontrada em linhagens
El Tor e classicas e a sequéncia prevista para a proteina apresenta similaridade de 82-83% entre
os biotipos (Rhine e Taylor, 1994). Anticorpos monoclonais produzidos contra TCP, mostram
diferengas de epitopos entre os pili produzidos por linhagens classicas e El Tor (Jonson et al.,
1991; Sun et al., 1990a). As linhagens El Tor produzem menos TCP que as linhagens cléssicas e
as condigOes Otimas de culturas para a expressio de TCP diferem entre os biotipos (Jonson et al.,
1992; Sun et al., 1990b; Voss e Attridge, 1993). Sequéncias que codificam TCP nZo foram
encontradas em uma colegdo de linhagens de V.cholerae ndo0-O1 ou em isolados ambientais de
V.cholerae O1 que ndo produziam CT (Taylor er al., 1988). A sintese de TCP € complexa e nio
totalmente compreendida, mais de 15 fases abertas de leitura sdo encontrados no conjunto de

genes fcp (Kaufman et al, 1993; Ogierman e Manning, 1992; Ogierman ef al., 1993) e pelo
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menos um outro gene ndo ligado ao conjunto, tcpG (dsbA4), também € requerido para a expressdo
de um pilus funcional (Peek e Taylor, 1992). Regulagdo da expressdo de /cp ¢ similarmente
complexa e encontra-se sob a regulagio de sistema toxR (Kaufman er al, 1993; Miller e
Mekalanos 1988; Oigerman ef al., 1993, Taylor'et al., 1987). Ha também evidéncia de que a
expressio de TCP ¢ diminuida na presenga do plasmidio conjugativo P de V.cholerae (Bartowsky
et al., 1990), sugerindo, assim, que niveis adicionais de regulagdo podem estar envolvidos na
biossintese dé TCP.

TCP foi estudada quase que exclusivamente em V.cholerae O1 e a produgdo de TCP ou a
possessio de genes /cp ndo foi encontrada em linhagens de V.cholerae ndo-O1. Entretanto TCP €
expressa em V.cholerae 0139 quando crescido em condi¢des favoraveis 4 expressdo de TCP em

V.cholerae O1 El Tor (Hall et al., 1993).

2.4.2.2.Fator acessorio de coloniza¢io (""Acessory colonization

factor"ou ACF).

Mutagénese por tnphod também foi utilizada para descobrir um outro potencial fator de
colonizagio de V.cholerae. Peterson e Mekalanos (1988) isolaram mutantes de TnphoA que eram
regulados por ToxR e encontraram 4 mutantes cuja capacidade para colonizagdo encontrava-se
diminuida em camundongos recém-nascidos. A redugdo de colonizagdo observada através de
inser¢des no Jocus acf (fator acessorio de colonizagio) foi de cerca de 10 a 50 vezes menor que a
da linhagem selvagem, ndo sendo tdo severa quanto a diminui¢do de colonizagdo observada no
mutante de TCP (1000 vezes (Taylor et al., 1987). A natureza do ACF ainda n3o é conhecida,
mas uma das 4 fases abertas de leitura deste /ocus (acf D) codifica uma lipoproteina (Parsot ez
al., 1991). A sequéncia de nucleotideos do locus acf foi determinada (Everiss et al., 1992) e
localizada imediatamente adjacente aos /oci tcp e toxT. Sendo assim, parece haver uma segunda
regido do cromossomo de V.cholerae, em adigdo a regido que contém ctx, zot € ace na qual

genes codificando fatores de viruléncia estio agrupados.
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2.4.2.3.Hemaglutinina resistente a manose e fucose (MFRHA).

Uma hemaglutinina associada com a célula e que ndo € inibida por manose, fucose ou
outros aglcares, é produzida por ambos os biotipos de V.cholerae. O gene que codifica esta
hemaglutinina, denominada hemaglutinina resistente a manose e fucose (MFRHA), foi clonado
por Franzon e Manning (1986). A sequéncia de nucleotideos de uma fase de leitura aberta de
693pb prevé uma proteina de 26,9kDa associada com esta atividade (Franzon et al., 1993). Uma
linhagem isogénica mutada neste gene mostrou-se atenuada em camundongos recém-nascidos
(Franzon et al., 1993). Experimentos de colonizagio competitiva em camundongos recém-
nascidos mostrou que a colonizag3o in vivo do mutante estava reduzida 100-1300 vezes em
relagdo a linhagem selvagem. A natureza de MFRHA ndo ¢ conhecida, mas foi sugerido que
MFRHA ¢ uma proteina de membrana externa catidnica que ¢ mantida na superficie celular

primariamente por interagdes de carga com o LPS (Kolvin e Roberts, 1982).

2.4.2.4.Hemaglutinina sensivel a manose.

A hemaglutinina sensivel a manose (MSHA) de V.cholerae € expressa por linhagens do
biotipo El Tor e ¢ raramente expressa por linhagens do biotipo classico (Jonson ef al., 1991).
Jonson et al. (1991) identificaram este fator de colonizagdo como um pilus fino e flexivel
composto de subunidades de peso molecular de 17kDa. Um anticorpo monoclonal capaz de inibir
a aglutinagdo de eritrocitos de galinha mediada por linhagens El Tor, liga-se especificamente ao
longo do pilus, sugerindo que a por¢do de ligagdo ao receptor reside na subunidade estrutural
(Jonson et al., 1991). Os mesmos anticorpos monoclonais protegem contra cdlera experimental
causada por V.cholerae el Tor em camundongos recém-nascidos e alga ligada de coeiho (Osek et
al., 1992). Os anticorpos monoclonais nfo protegem contra desafio com V.cholerae do biotipo

classico, sugerindo que existe um antigeno protetor especifico para o biotipo El Tor. Finn et al.
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(1987) caracterizaram mutantes produzidos por Tn5 em linhagens El Tor que nd3o produziam
MSHA. Estes mutantes eram defectivos para colonizag@o do tecido do ileo de coelhos 104 vezes
menos em relagdo a linhagem selvagem. A analise inicial da sequéncia de nucleotideos dos genes
inativados por inser¢do de Tn5 sugeriram que os transposons ndo estdo inseridos no gene
estrutural do pilus MSHA mas em um gene requerido para secre¢do e/ou montagem do pilus

(Hase et al.,' 1993).

2.4.2.5. Pilus codificado no "core' (""Core encoded pilus' ou CEP).

Além de possuir os genes para as toxinas ctx, zot ¢ ace, o elemento de 4,5kb do "core"
contém um gene que codifica um fator que aumenta a colonizagdo em camundongos recém
nascidos. Pearson ef al. (1993) demonstraram que uma proteina de 82 aminoacidos € codificada
pelo locus cep ("core-encoded pilus"). A sequéncia de aminoéacidos prevista para esta proteina
apresenta similaridade com um pilus flexivel de Aeromonas hydrophila, embora uma estrutura de
pilus ndo tenha sido identificada ainda com o produto do gene cep. Uma delegdo do locus cep
reduziu a colonizag@o em camundongos recém-nascidos de 13 a 21 vezes (Pearson ef al., 1993).
Experimentos anteriores mostrando que a regido "core" de 4,5kb pode ser amplificada in vivo
(Mekalanos, 1983) podem ser explicados pela vantagem seletiva na colonizag3o conferida pelo
locus cep. A informag@o disponivel sugere que cep contribui pouco para a colonizagdo intestinal
humana. Tacket ef al. (1993) experimentaram em voluntirios humanos uma linhagem derivada
de V.cholerae El Tor E7946 deletada para cep. A linhagem mutante resultou em respostas

imunes idénticas as observadas para a linhagem selvagem que contém cep.

2.4.2.6.Hemaglutinina/protease solivel.

A hemaglutinina/protease (HA/protease) de V.cholerae ndo parece ser um fator de

colonizagio, mas ¢ uma metaloenzima com zinco que corta a toxina colérica e também quebra
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fibronectina, mucina e lactoferrina (Finkelstein et al., 1983). Esta enzima ¢ produzida por
linhagens de ambos os biotipos, mas linhagens El Tor produzem niveis maiores de HA /protease
que linhagens classicas (Duby et al., 1990; Svennerholm et al., 1983). O gene que codifica a
HA/protease (hap) foi clonado (Hise e Finkelstein, 1991) e a sequéncia de aminodcidos prevista
para a proteina de 46,7kDa possui 61,5% de similaridade com a elastase de Pseudomonas
aeruginosa. A proteina de 46,7kDa ¢ processada em uma proteina de 32kDa que € a forma
comumente isolada (Hése e Finkelstein, 1991). Embora a HA/protease seja um atraente fator de
viruléncia potencial, uma linhagem isogénica de V.cholerae, mutada neste gene, ndo era menos
virulenta que a linhagem selvagem em camundongos recém-nascidos (Finkelstein et al., 1992).
Um aspecto interessante, € que a HA/protease possui uma atividade de "descolamento" que
permitem aos vibrios se descolarem em culturas de células epiteliais intestinais humanas
(Finkelstein et al., 1992). O significado desta atividade ndo € conhecido. mas poderia contribuir

para o espalhamento do organismo no meio ambiente (Finkelstein et al., 1992).

2.4.2.7. Outros pili.

Existem outras fimbrias descritas para V.cholerae O1, mas a relagéo entre estas estruturas
e a potencial colonizagdo intestinal ndo ¢ clara. Hall er al. (1988) descreveram pelo menos dois
outros tipos de fimbria além de TCP e que diversos tipos de fimbrias podem ser expressos pela
mesma linhagem. Ehara e colaboradores (1987) purificaram um pilus de V.cholerae O1 que
possuia um peso molecular de 16kDa. Este peso molecular é semelhante ao de MSHA, mas o pili
descrito por Ehara possui atividade hemaglutinante resistente & manose e a frutose. Nakasone e
Inagawa (1990) purificaram um pili de uma linhagem de V.cholerae n3ao-O1 com uma
subunidade de peso molecular de 16kDa. Anticorpos contra este pil/i reagiram com 12 entre 49
linhagens de V.cholerae ndo-O1 e 25 entre 99 linhagens de V.cholerae O1, indicando ser um

pilus comum a varias linhagens de V.cholerae de sorogrupos distintos.
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2.4.2.8. Proteinas de membrana externa (OMPs).

Numerosas proteinas de membrana de V.cholerae foram identificadas e os genes que
codificam vérias delas, clonados. Anticorpos contra OMPs inibem a colonizagéo intestinal em
camundongos recém-nascidos (Sengupta et al., 1992). Uma OMP que ¢é importante para a
viruléncia em camundongos ¢ IrgA, uma OMP de 77kDa cuja expressdo ¢ regulada por ferro.
Uma linhagém de V.cholerae O1 especificamente mutagenizada no gene irgd mostrou um
aumento de 100 vezes na LD,, quando comparada com a linhagem selvagem (Goldberg et al.,
1990). A colonizagdo competitiva do mutante irg4 foi reduzida 10 vezes (Goldberg ef al., 1990),
sugerindo a existéncia de um defeito de coloniza¢do neste mutante. Uma OMP que ¢é necessaria a
biogénese de TCP € TcpC, que possui peso molecular de 55kDa conforme a sequéncia da
proteina prevista pelo gene rcpC (Ogierman € Manning, 1992). TcpC é uma lipoproteina
envolvida na resisténcia sérica de V.cholerae (Parsot et al., 1991).

A fungfio de outras OMPs na viruléncia do V.cholerae ainda ndo foi estabelecida
utilizando-se modelos animais nem humanos. OmpV é uma OMP de 25kDa, cujo gene foi
clonado e sequenciado (Pohlner er al., 1986). Apesar do fato de que esta ¢ um dos maiores
compostos imunogénicos da superficie de V.cholerae, uma inser¢do de TnphoA neste gene ndo
afetou a LD,, ou a colonizagdo competitiva em camundongos recém-nascidos (Taylor et al.,
1987). Outra OMP imunogénica ¢ uma OMP de 22kDa denominada OmpW (Jalajakumari e
Manning, 1990), para a qual nenhum envolvimento em viruléncia foi demonstrado. OmpS é uma
proteina de 44kDa que € induzida por maltose e possui homologia com o receptor A LamB de E.
coli (Lang e Palva, 1987; Lang e Palva, 1993); em E. coli a proteina LamB funciona como um
poro ¢ uma fungdo semelhante foi proposta para OmpS de V.cholerae (Lang e Palva, 1993).
V.cholerae também produz uma OMP de 35kDa que reage com antissoro anti-OmpA de E. coli e
uma sonda molecular de ompA4 de Serratia marcescens hibridizou fracamente com V.cholerae
(Alm et al., 1986). Duas outras OMPs, OmpT (40kDa) e OmpU (38kDa) estdo sob regulagio de
ToxR , sendo que OmpU ¢ ativada e OmpT ¢ reprimida por ToxR (Miller e Mekalanos, 1988).
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2.4.2.9. Motilidade e flagelo.

O V.cholerae é mével através de um tinico flagelo polar mével. O "core" do flagelo ¢
constituido de duas proteinas de 47 e 49kDa (Richardson e Parker, 1985). Anticorpos contra estas
proteinas ndo aglutinam nem inibem a motilidade de V.cholerae (Richardson e Parker, 1985).
Uma cobertura membranosa recobre o flagelo e parece ser continua com a membrana externa
(Follet e Gordon, 1963). As proteinas associadas com esta cobertura do flagelo sdo trés
polipeptideos de 56, 60 e 61,5kDa (Hranitzky et al., 1980) ou duas proteinas de 38 e 40kDa
(Sinha et al., 1993). Anticorpos contra as proteinas de 38kDa e 40kDa inibiram a motilidade de
V.cholerae mas ndo induziram imunizagdo protetora contra a doenga em coelhos (Richardson e
Parker, 1985). Anticorpos contra o LPS de V.cholerae, marcaram o flagelo recoberto, indicando

que o flagelo e a superficie celular possuem antigenos de LPS comuns (Fuerst e Perry, 1988).
2.4.2.10. Lipopolissacarideos (LPS).

Existem evidéncias de que o LPS esteja envolvido na aderéncia de V.cholerae O1 a
mucosa intestinal. Em um estudo, LPS purificado inibiu significantemente, a aderéncia de
V.cholerae Inaba a mucosa de coelhos (Chitnis ef al., 1982). Em experimentos "in vitro" e em
animais, anticorpos contra LPS Ogawa e Inaba demonstraram inibir a aderéncia de V.cholerae a

mucosa intestinal (Chitnis et al., 1982; Freter € Jones, 1976).
2.4.2.11. Cépsula de lipopolissacarideos.

Embora ¥V.cholerae O1 ndo seja encapsulado, linhagens de V.cholerae ndo-O1 produzem
uma capsula de polissacarideos (Johnson et al., 1992). Esta capsula poderia facilitar a septicemia

em hospedeiros susceptiveis, algo que ndo ¢ incomum com linhagens ndo-O1. Johnson et al.
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(1992) descobriram que um mutante acapsulado derivado por mutagénese com transposon era
menos virulento em camundongos que a linhagem selvagem capsulada. A linhagem selvagem
capsulada era protegida contra a atividade bactericida do soro, enquanto que o mutante
acapsulado era morto imediataménte. Existe, também, evidéncia de que a céapsula de
polissacarideos (LPS) esta envolvida na aderéncia as células epiteliais. Utilizando a linhagem de
células epiteliais intestinais Caco-2, encontrou-se uma clara correlag@o entre a quantidade de
material ca;;sular expresso ¢ a avidade de ligagdo as células Caco-2 (Johnson et al., 1993b). A
pré-incubagdo de células Caco-2 com LPS purificado da linhagem capsulada NRT-36S inibiu
50% da adesdo desta linhagem enquanto que CPS de uma outra linhagem nfo inibiu a ades3o.
Um fato interessante, € que linhagens de V.cholerae O139 também produzem uma cédpsula de
polissacarideos (Johnson et al., 1993a) que possivelmente pode ter contribuido para um caso de

septicemia com este sorogrupo (Jesudason et al., 1993).
2.4.2.12. Qutros fatores.

Uma pequena hemaglutinina, de natureza ndo esclarecida, presente no flagelo esta
envolvida na aderéncia ndo especifica de V.cholerae (Atridge and Rowley, 1983). Uma proteina
de superficie de 33kDa de V.cholerae El Tor induz a produgio de anticorpos capazes de bloquear

a aderéncia de V.cholerae a mucosas de rato e coelho (Jacob et al., 1993).
2.5. Regula¢io de mecanismos de viruléncia.

Existem varios sistemas envolvidos na regulagio da viruléncia em V.cholerae. O regulon
ToxR regula a expressdo de varios fatores de viruléncia importantes e foi 0 mais extensamente
caracterizado. A regulagfio em resposta a concentragio de ferro é um sistema regulatério distinto,
que controla provaveis fatores de viruléncia adicionais. Outros provaveis fatores de viruléncia

como a neuroaminidase e varias hemaglutininas se n3o encontram sob a regulagio de nenhum
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destes dois sistemas. Existe, também, uma série de genes que sdo expressos somente in vivo e
ndo pertencem aos sistemas regulatorios ToxR e de ferro. Estes diferentes sistemas regulatorios,
sem duvida, permitem que o V.cholerae varie a expressdo de seus genes para otimizar sua
sobrevivéncia em uma variedade de ambientes que vido desde o intestino humano ao ambiente

estuarino.

2.5.1. O regulon ToxR.

Como mostrado por Miller e Mekalanos (1984; 1988), a expressdo de varios fatores de
viruléncia em V.cholerae Ol ¢ regulada coordenadamente. Desta maneira, varios genes
respondem de uma mesma forma as condigdes ambientais. A regulagdo coordenada e transdugio
sensorial para o controle de fatores de viruléncia, foi encontrada em diversos patégenos
bacterianos (Miller et al., 1989). Para o V.cholerae O1 o fator principal para o controle destes
fatores € ToxR; uma proteina trans-membranica de 32kDa (Miller ef al., 1987). ToxR se liga a
uma sequéncia repetida em tandem de 7pb acima dos genes estruturais cix4B aumentando a
transcrigdo de cfxAB, resultando em maiores niveis de expressdo da toxina colérica (Miller e
Mekalanos, 1984; Miller ef al., 1987). A atividade de ToxR ¢ aumentada pela proteina ToxS,
uma proteina trans-membranica de 19kDa que interage com ToxR (DiRita e Mekalanos, 1991).
Foi proposto um modelo no qual dimeros de ToxR séo ativos para se ligar a0 DNA e aumentar a
transcrigdo, enquanto que ToxS serve para montar mondmeros de ToxR em sua forma dimérica
ativa (DiRita e Mekalanos, 1991).

Além da producgdo da toxina colérica, ToxR também controla a expressdo do fator de
colonizagdo TCP (Taylor et al., 1987), do fator de colonizagdo acessorio ACF (Peterson e
Mekalanos, 1988), das proteinas de membrana externa OmpT e OmpU (Miller ¢ Mekalanos,
1988) e trés lipoproteinas (Parsot ef al., 1991). O efeito de ToxR na maioria destes fatores é
aumentar a sua expressdo com exce¢do da proteina OmpT cuja expressio é diminuida na

presenga de ToxR (Miller e Mekalanos, 1988). Uma pesquisa de genes cuja expressio ¢é

37



controlada por ToxR foi realizada por Peterson e Mekalanos (1988) que encontraram pelo menos
17 genes distintos regulados por ToxR. Estes genes formam o regulon ToxR. A importincia de
ToxR na doenga humana foi demonstrada por Herrington e colaboradores (1988) que infectaram
voluntarios humanos com uma linhagem derivada de V.cholerae classico 395 que possuia uma
mutagdo em ToxR. Nenhum dos voluntarios infectados com o mutante de toxR desenvolveu
diarréia e os organismos utilizados no desafio ndo puderam ser recuperados de amostras de fezes.

A ligaéﬁo direta de ToxR ao operon ctx parece ser a excegdo € nio a regra para o regulon
ToxR. A sequéncia repetida de 7pb para a ligagdo de ToxR nfo ¢ encontrada acima de nenhum
outro gene regulado por ToxR (DiRita, 1992). A expressdo de pelo menos alguns dos genes do
regulon ToxR ¢ controlada por um outro fator de regulag@o, ToxT (DiRita ef al., 1991). ToxT ¢é
uma proteina de 32kDa que possui homologia com os ativadores transcricionais da familia AraC
(Higgins et al., 1992; Ogierman e Manning., 1992). Os estudos de DiRita e colaboradores (1991)
indicam que ToxR controla a transcri¢do do gene foxT. O aumento na expressio de ToxT, leva a
ativacdo de outros genes do regulon ToxR. Sendo assim, existe uma regula¢io em cascata que
controla a expressdo de importantes fatores de viruléncia de V.cholerae sendo ToxR a primeira
proteina reguladora, ToxT em segundo lugar, e vérios genes controlados por ToxT estdo no
ultimo nivel (DiRita et al., 1991).

A influéncia de fatores ambientais na expressdo de CT ¢é conhecida ha muito tempo
(Richardson, 1969). A expressdo de outros fatores de viruléncia, como TCP, respondem, de
forma similar, a estes fatores, € muitas destas respostas sdo controladas pelo regulon ToxR. Foi
proposto que a proteina ToxR sente estas condigdes ambientais e transmite esta informagdo para
outros genes através de transdugdo de sinal (DiRita, 1992). Para linhagens clédssicas, o aumento
da expressdo do regulon ToxR ocorre em pH6,5, 37-C ¢ 66mM de NaCl (Miller ¢ Mekalanos,
1988). A expressdo de CT, TCP e outros fatores de viruléncia potenciais difere entre os biotipos
classico e Ei Tor (Jonson ef al., 1990) sendo o controle do regulon ToxR em Ei Tor ndo
totalmente caracterizado. A diminuigdo da expressdo de fatores de viruléncia a 37-C in vitro

conhecidamente expressos a 37°C, no intestino, é paradoxal. Talvez o efeito da temperatura in
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vitro seja resultante da falta de outros sinais in vitro que estdo presentes in vivo a 37:C (DiRita,
1992). Outros fatores de regulagdo devem estar envolvidos na regulagdo do regulon ToxR. Logo
acima do gene que codifica ToxR, localiza-se um gene para uma proteina de choque térmico,
htpG (Parsot e Mekalanos, 1990). Os genes para AfpG € toxR so transcritos em diregdes opostas,
e os promotores dos dois genes estdo tio proximos que apenas uma RNA polimerase pode ligar-
se a regido intergénica. No modelo proposto por Parsot ¢ Mekalanos (1990), a RNA polimerase
normal signia—70 pode ligar-se ao promotor de ToxR e transcrever foxR apenas a baixas
temperaturas. A temperaturas elevadas (>37-C), a subunidade sigma da RNA polimerase
envolvida na transcrigdo de genes de choque térmico, sigma-32, liga-se ao promotor de htpG
resultando na repressdo do promotor de foxR. Foi sugerido que apds a entrada no corpo e a
passagem pelo estdmago, a resposta de choque térmico ¢€ primeiramente induzida, diminuindo
assim a expressdo do regulon ToxR (Parsot € Mekalanos, 1990). Quando o organismo estd no
intestino delgado, o sistema de choque térmico ndo seria mais expresso, viabilizando assim a

expressdo do regulon ToxR.

2.5.2. Regulacio de ferro.

O crescimento de V.cholerae em condigdes limitantes de ferro induz a expressio de
varas proteinas de membrana externa (OMPs) que normalmente ndo sdo observadas em células
cultivadas em meios ricos em ferro (Siegel e Payne, 1982). Muitas destas proteinas sdo similares
a proteinas induzidas pelo crescimento "in vivo" de V.cholerae, indicando que o ambiente
intestinal € pobre em ferro (Sciortino e Finkelstein, 1983). A expressdo de algumas OMPs
diminui em condigdes de limitagdo de ferro (Sciortino e Finkelstein, 1983; Siegel e Payne, 1982).
Viérias proteinas cuja expressio ¢ intensificada em condi¢des limitantes de ferro foram
identificadas, incluindo a hemaglutinina/citolisina, vibriobactina e IrgA (Goldberg et al., 1990;

Stoebner e Payne, 1988).
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V.cholerae possui pelo menos dois sistemas altamente eficientes para captagdo de ferro.
O primeiro, envolve a expressio de um sideréforo tipo fenolato, denominado vibriobactina, que €
produzido em condi¢des limitantes de ferro (Griffths et al., 1984; Laval, 1989). A vibriobactina
se liga ao ferro extracelularmente e o transporta através da célula por um receptor especiﬂco
(Stoebner et al., 1992). O receptor da vibriobactina é uma OMP de 74kDa codificada pelo gene
viud (Butterton et al., 1992). Mutagdes em viud impedem o crescimento em meio pobre em
ferro, mas ndo afetam a sintese de vibriobactina ou o transporte de outros complexos de ferro
como ferrocromo, hemina e citrato férrico (Stoebmer, er al., 1992). Demonstrou-se que a
produgdo de vibriobactina ndo era essencial para a viruléncia (Siegel et al., 1985), o que sugere a
existéncia de outros sistemas de transporte de ferro. O segundo sistema de V.cholerae para
captagdo de ferro, utiliza heme e hemoglobina como fonte deste elemento (Stoebner e Payne,
1988). Henderson e Payne (1993), clonaram os genes que codificam uma proteina de membrana
interna de 26kDa e uma OMP de 77kDa (diferente de IrgA) que permitem o transporte de heme
para dentro da célula.

A regulagdo da expressio de genes envolvidos com os sistemas de captagdo de ferro
em V.cholerae envolve uma proteina denominada Fur que possui 76% de similaridade com a
proteina Fur de E.coli (Butterton et al., 1992). A regulagdo por Fur envolve a ligagdo da proteina
Fur, na presenga de ferro, a uma sequéncia operadora de 21pb encontrada nos promotores dos
genes regulados por ferro, reprimindo, assim, a transcrigio (Calderwood e Mekalanos, 1987). Em
V.cholerae, Fur funciona como um repressor para os genes irgd e viud (Butterton ef al., 1992;
Goldberg et al., 1990). A regulagdo de irg4 também requer uma segunda proteina, IrgB, que age
como um ativador de transcrigdo positivo (Goldberg ef al., 1991). O gene irgB ¢ localizado

imediatamente acima de irg4 e a transcrigdo de irgB ¢ reprimida por Fur na presenga de ferro.
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2.5.3. Regulacio in vivo.

Além dos genes cuja expressdo ¢ regulada por ToxR ou por ferro, existem outros genes
que s30 expressos in vivo mas ndo in vitro. Sciortino e Finkelstein (1983) mostraram que cultura
de V.cholerae cultivado em alga ligada de coelho, apresentava um padrio de proteinas diferente
de V.cholerae cultivado in vitro. Algumas pareciam ser induzidas em condigdes de limitagdo de
ferro. Estudos subsequentes por Richardson e colaboradores (1989) € Jonson e colaboradores
(1989) também demontraram a presenga de novas proteinas expressas in vivo. Também notaram-
se antigenos que eram expressos in vifro, mas eram reprimidos in vivo. Jonson e colaboradores
(1989) encontraram proteinas expressas in vivo entre 29 ¢ 100kDa que ndo eram induzidas por
meios pobres em ferro. Ndo foi observado nenhum aumento na expressdo de proteinas reguladas
por ToxR, como TCP ¢ OmpU, in vivo. A resposta imune humana a proteinas expressas in vivo
foi examinada por Richardson e colaboradores (1989) utilizando IgG do soro e IgA do fluido
intestinal de voluntérios em convalescéncia infectados com V.cholerae. Em adigio a anticorpos
que reagiam com antigenos expressos in vitro, tanto o soro como o fluido do jejuno reagiram

com varios antigenos produzidos somente in vivo.

2.6.Vacinas.

Um ano apos o isolamento de V.cholerae por Koch em 1883, uma vacina constituida de
cultura liquida de V.cholerae foi administrada parenteralmente (Bornside, 1981). A vacina
parenteral licenciada atualmente nos Estados Unidos consiste de organismos de V.cholerae
mortos por fenol e promove uma imunidade moderada e de curta duragfo. A vacina também é
reactogénica € uma variedade de sintomas como dor no local, febre, moleza e dor de cabega
foram observados (Tacket er al., 1992). Devido a4 modesta e curta eficicia € o fato de que estas
vacinas ndo previnem infecgdes assintomaticas, estas vacinas ndo sdo recomendadas pela World

Health Organization (WHO) (Glass et al., 1991).
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Nos ultimos anos, tem sido reconhecida a importincia do sistema imune intestinal na
produgdo de anticorpos protetores, ocasionando uma mudanga das vacinas parenterais para as
vacinas orais. Uma vez que o V.cholerae coloniza a mucosa intestinal sem invadir os enterécitos,
acredita-se que a proteg@o imune seja devida a produgfio de anticorpos pela mucosa e ndo pelo
soro. Para maximizar a secregio de anticorpos intestinais, os antigenos devem ser entregues
diretamente a superficie da mucosa através da via oral (Levine e Pierce, 1992). A administragdo
parenteral dé antigenos pode resultar em um aumento de anticorpos SIgA (secretory IgA), porém
esta resposta € de curta duragio e ¢ usualmente restrita a individuos com um excelente sistema
imune (Levine e Pierce, 1992). J4 a imunizagdo oral, estimula a memdria de longa duragdo
permitindo que o sistema imune intestinal possa rapidamente responder a uma subsequente
exposigdo ao antigeno.

Holmgren e Svennerholm (1986) desenvolveram uma vacina oral consistindo na
combinagdo de Img da subunidade B de CT purificada e células de V.cholerae mortas. Sendo
que as linhagens representavam ambos os biotipos € sorotipos € foram mortas por aquecimento
ou formalina. Esta vacina denominada B-WC mostrou-se segura e protetora. Mas a limitagdo no
uso desta vacina deve-se a: (1) a menor protegio em pessoas do grupo sanguineo O; (2) As
multiplas doses requeridas espagadamente; (3) a protegdo transiente em criangas; e (4) o alto
custo do preparo de subunidades B e do grande nimero de bactérias inativadas fequeridas.

As linhagens vivas sdo mais eficientemente incorporadas pelas células M, a principal
célula de reconhecimento de antigenos no intestino (Qwen et al., 1986). Além do mais, existem
uma série de antigenos reconhecidos durante a infecgdo que s@o expressos in vivo, mas ndo in
vitro (Jonson et al., 1989; Richardson ef al., 1989). A possibilidade de se fazer uma vacina viva e
atenuada foi inicialmente demonstrada com a linhagem de V.cholerae Texas Star-SR, atenuada
por mutagénese quimica de forma a produzir a subunidade B mas nZo a subunidade A de CT
(Honda e Finkelstein, 1979; Levine ef al., 1984). Vacinas atenuadas subsequentes a esta foram

construidas através de técnicas de DNA recombinante através da obtengdo de mutantes deletados
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de centenas de pares de base no gene que codifica a subunidade A de CT, evitando a potencial
reversdo da mutagdo (Kaper ef al., 1994).

A primeira mutag@o nestas linhagens atenuadas, envolve a deleg@io de centenas de pares
de base do gene ctx4 clonado que codifica a subunidade A de CT. O promotor de ctx e o gene
ctxB, que codifica a subunidade B sdo mantidos e os genes mutados sio introduzidos em
V.cholerae selvagem por uma recombinagdo homoéloga. Grande variedade de vacinas atenuadas
foram desenvolvidas por pesquisadores do Center for Vaccine Development na University of
Maryland (Kaper et al., 1984a; Kaper ef al., 1984b; Levine et al., 1988a; Levine ef al., 1988b) e
na Harvard University (Mekalanos et al., 1983; Pearson ef al., 1990).

As primeiras linhagens recombinantes atenuadas de V.cholerae O1 El Tor Inaba JBK70,
CT (AB"), e V.cholerae O1 classico Ogawa CVD101, CT(A'B*) (Levine et al., 1988b)
demonstraram ser imunogénicas, porém reatogénicas. Acreditou-se que esta reatogenicidade
poderia ser devida a potenciais toxinas adicionais que foram identificadas posteriormente como
hemolisina/citolisina, Zot ¢ Ace (veja acima). O envolvimento de hemolisina foi estudado
construindo-se linhagens mutantes derivadas de CVD101 (V.cholerae classico ActxA) € JBK70
(V.cholerae El Tor ActxA e ActxB) que nio produziam hemolisina. Os voluntarios que receberam
estas linhagens CT e hemolisina negativas, ainda apresentaram diarréia e outros sintomas (Levine
et al., 1988b). Uma linhagem derivada de V.cholerae O1 deletada para os genes que codificam
CT, hemolisina/citolisina, Zot e Ace foi construida e denominada CVD110 (Michalski et al.,
1993), e esta ainda apresentou a produg@io de diarréia e outros sintomas em voluntarios,
demonstrando que existem outros fatores de viruléncia ainda ndo descritos que podem ser os
responsaveis pela produgdo desta diarréia residual nestas linhagens de vacinas (Tacket et al.,
1993).

Embora as primeiras geragdes de vacinas recombinantes tenham sido inaceitavelmente
reactogénicas e insuficientemente imunogénicas, existe uma linhagem de vacina recombinante de
V.cholerae O1 que mostrou-se bem tolerada e bastante imunogénica em extensivos estudos

realizados em vérios paises. Esta linhagem de vacina é denominada V.cholerae CVD 103-HgR e
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¢ derivada da linhagem classica Inaba 569B (Ketley et al., 1993; Levine et al., 1988a) sendo
construida através da delegdo de 550pb do gene ctxA, removendo 94% da regido que codifica a
subunidade A, madura de CT ¢ da inserg¢do de um gene codificando resisténcia a mercurio (mer)

no locus que codifica a hemolisina (A/y4) no cromossomo.
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3. OBJETIVOS:

Grande parte dos genes relacionados & viruléncia de V.cholerae s3o positivamente
regulados pela proteina ToxR. Esta proteina, também regula positivamente uma proteina de
membrana externa ,OmpU (Miller ¢ Mekalanos, 1988), cuja fun¢io ainda ndo é conhecida. O
objetivo do presente trabalho foi a purificagdo da proteina de membrana externa OmpU de
V.cholerae, 5 determinagdo de sua fungdo e seu envolvimento na viruléncia do V.cholerae, a

clonagem e o sequenciamento parcial do gene que codifica esta proteina.
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4. MATERIAL:

TABELA 1-Amostras utilizadas

Amostra Genétipo Referéncia/Origem
V. cholerae
395 O1 amostra inaba classica selvagem CVD
E7946 O1 El Tor, Ogawa, selvagem CVD
CVD101 0395 ActxA (Kaper et al., 1983)
CVD110 E7946 ActxA,Azot, orfU, hlyA::mer-ctxB (Michalsky et al., 1993)
395ToxR- 395, toxR” CVD
Kb207 El Tor selvagem CVD
TCP2 Classica 395 ArcpA (Taylor et al., 1988)
395 Smr amostra 0395 Smr CVD
569B . O1 amostra Inaba classica selvagem CVvD
CVD103-HgR 569B ActxA, -ot”, ace”, orfU, (Ketley et al., 1993)
hlyA::mer-ctxB
Al1837 sorogrupo 0139, capsulado CVD
1A AI1827 mutante ndo capsulado (Comstock et al., 1994)
E6 Al1837 mutante acapsulado (Comstock et al., 1994)
E. coli
PAP702 OmpA~ (Pasteur Institut)
SM10Apir thr,leulacY,thityrT,recA, Rp4-2-Tc::Mu CVD
S327Apir F~, araD A(lac pro), argE(Am), recA56, CVD
rifr, nalA
HB101 hsd20(r-b, m-b)recAB, ara-14, proA2, leu, CVD
lacYl, galK2, (Smr),rspL20, xyl-5
DH5a F-s 80d lacZ M15 (lacZYA-argF) U169, CVvD

recAl, endAl, hsdR17(r-k,m-k),
sSupE44 -thi-1, gyrA, reldl

XL1-Blue supE44,hsdR17,recAl,endAl,gyrA46,thi,  (LBMP, CBMEG)
relAl,lac FproAB™ lacli LacZAMI1S5
Tnl0 (ter)]
Bacillus subtilis
BR151 selvagem (Ambulus, N.;UMAB)

CVD= Center for Vaccine Development, University of Maryland, Baltimore, MD, USA

Sm= antimicrobiano estreptomicina; UMAB= University of Maryland at Baltimore;

LBMP= Laboratério de biologia molecular de plantas; CBMEG=Centro de biologia molecular e
engenharia genética, UNICAMP.
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TABELA 2-Plasmidios utilizados

Plasmidios e cosmidios Caracteristicas Origem
pBluescript IIKS- lacZ, F1, Apr, ColE1 ori Stratagene
pT291 TnphoA, Tcr,IncP1 CVD
pPH1JI Genr,Smr,tra,IncP1,Sper CVD
pGP704 Apr, mobRP4, R6K oni CVD

A ZAPI fagoA com pBluescript SK Stratagene

CVD= Center for Vaccine Development, University of Maryland, Baltimore, MD, USA

MCS= Multiple cloning site

TnphoA= Transposon contendo o gene para fosfatase alcalina

Ap= antimicrobiano ampicilina

Tc= antimicrobiano tetraciclina

Gen=antimicrobiano gentamicina
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4.1.Meios de cultura:

Na formulagdo dos meios de cultura e solugdes adicionais utilizadas para a
manutengdo, cultivo e ensaio das amostras bacterianas, foram empregados reagentes de grau P.A.
e dgua destilada ou deionizada (Mili-Q), conforme a necessidade. Os meios de cultura foram

sempre autoclavados, a menos que de outra maneira especificado.

4.1.1.LB (Luria Bertani broth)

Triptona 10g
Extrato de levedura 5g
NaCl 10g
H,0 1000ml

pH7,2

4.1.2. LA (Luria Bertani Agar)

LB 1000ml
Agar 15g
pH72

4.1.3.CYE (Mekalanos, 1988)
Caseina acido-hidrolisada 30g

Extrato de levedura 5g
H,0 1000ml
pH7,0
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4.1.4.50C

LB 1000ml
1M MgCl, 2ml
IM MgSO, 2ml
IMKCI 0,25ml

4.1.5.Meio Minimo

4.1.5.1.S0lugdo de sais 10X

(NH,),S0, 20g
K,HPO, 140g
KH,PO, 60g
Na Citrato.2H,0O 10g
H,0 1000ml

4.1.5.2. Meio minimo

dH,0 9ml
Solugdo de sais 10X Iml
Glicose 50% 0,10ml

Caseina hidrolizada 5%  0,10ml
MgSO, IM 0,05ml
Metionina 10mg/ml 0,05ml
Triptofano 10mg/ml 0,05ml
Lisina 10mg/ml 0,05ml
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4.1.6. Meio LBM

Meio LB 1000ml
MgSO0,.7H,0 2,46
4.2.Solucdes e Tampdes:

4.2.1. Tampdo HMNS (Miller e Mekalanos, 1988)
50mM HEPES
10mM MgCl,
150mM NaCl

5% sacarose

4.2.2.Solugdes para SDS-Page:

4.2.2.1.Solugdo de Acrilamida (30:0,8% acrilamida:bis)

Acrilamida 30g
Bis-acrilamida 0,8g
H,0O 100m1

4.2.2.2. Tampdo do gel de resolugiio

Tris-base 90,83g
H,0O 500ml
pH8,8
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4.2.2.3. Tampdo do gel de empacotamento

Tris-base 30,28g
H,0 500ml
pH6,8
4.2.2.4. Tampdo Tris-Glicina
50mM Tris-base
384mM glicina
0,1% SDS

4.2.2.5. Tampéo de Ressuspensio das amostras
20% SDS
20% glicerol
200mM tris-base (pH6,8)

0,001% azul de bromofenol
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4.2.2.6.Gel de resolugdo (35ml)

solugdo estoque acrilamida
10% 12% 14%

Acrilamida: Bis 11,70ml  14,0ml 16,30ml
Tampdo de resolugio 8,75ml 8,75ml 8,75ml
10% SDS 0,35ml 0,35ml 0,35ml
20% NaCl 0,70ml 0,70ml 0,70ml
dH,0 3,30ml 11,00ml 8,70ml
10% Persulfato de amoénio  0,30ml 0,30ml 0,30ml
TEMED 0,02ml 0,02ml 0,02ml
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4.2.2.7.Gel de empacotamento

Solugdo estoque volume para 10ml de solugdo
Acrilamida: Bis 1,50ml
Tampdo de empacotamento 5,00ml
10% SDS 0,10ml
dH,0 3,35ml
10% Persulfato de amoénio 0,03ml
TEMED 0,03ml
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4.2.3.Solugdes para coloragdo com Coomassie blue

4.2.3.1.Solugdo de Coomassie blue

Coomassie blue ‘O,Sg em 50ml de etanol
Acido acético 500ml
Etanol 200ml
H,0 200ml

4.2.3.2.Solucdo de descoloragdo de Coomassie blue

Metanol 50ml
Acido acético glacial 75ml
Glicerol 0,5ml
H,0 875ml
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4.2.4 Padrdes de pesos moleculares de proteinas

4.2.4.1. Padrées de alto peso molecular

Proteina Peso molecular (kDa)
Miosina (éadeia H) 200,0
Fosforilase B 97.4
Sero-albumina bovina 68,0
Ovoalbumina 430
Anidrase carbdnica 29,0
B-lactoalbumina 184
Lisozima 14,3
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4.2.4.2 Padrdes de baixo peso molecular

Proteina Peso molecular (kDa)
Ovoalbumina 43,0
Anidrasel carbOnica 29.0
B-lactoalbumina 18,4
Lisozima 14,3
Inibidor de tripsina bovina 6,2
Insulina (cadeias a e B) 23e3,4
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4.2.5. Tampé@o de transferéncia
192mM Glicina
25mM Tris-base
15% metanol

pH8,3

4.2.6.Tamp@o de transferéncia CAPS
10mM CAPS (3-[ciclohexilamino]-1-4cido propanisulfirico
10% metanol

pH11,0

4.2.7.Colorag@o com Amido Black

4.2.7.1.Solugdo de Amido Black
0,1% Amido Black
10% Metanol
2% Acido Acético Glacial

4.2.7.2.Solugdo de descoloragdo de Amido Black
90% Metanol
2% Acido Acético Glacial
8% H,0
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4.2 8. Tampio PBS

Na,HPO,.7H,O 1,15g
KCl 0,20g
NaCl 8,00¢g
KH,PO, 0,20g
H,0 100ml

pH7.,4

4.2.9.Soluges para eletroeluigdo de proteinas

4.2.9.1. 0,2M Tris/Acetato (pH7,4), 1% SDS

Acetato de sodio 0,14g
Tris-HCl 0,16g
SDS (20%) 263ml
H,0 S5ml
4.2.9.2. Tampao de corrida
Acetato de sodio 0,14¢g
Tris-HCl 7.90g
SDS (20%) 5ml

Tioglicolato de sédio 0,06g
pH7,4
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4.2.9.3. 0,2M Bicarbonato de sodio, 0,02% SDS
Bicarbonato de sodio 50,40g
SDS (20%) 3ml
H,0 3000ml

4.2.10.Tampé@o carbonato

Na,CO, 1,18g
NaHCO, 3,47¢g
H,0 1000ml

pH9,5

4.2.11.Solugdes para extragdo de plasmidio

4.2.11.1.Soluggio I

Lisozima 10mg
0,SM EDTA 0,1ml
IM Tris, pHS8,0 0,125ml
Glicose 20% 222ml
H,0 4,55ml

4.2.11.2.Solugdo I

10N NaOH 0,2ml
20% SDS 0,5ml
H,0O 9,3ml

4.2.11.3.Solugdo III
3M Acetato de Sodio (pH4,8)
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4.2.12. Tamp3o Tris-borato (TBE)
89mM Tris base
2,8mM Na,EDTA
89mM Acido bérico

4.2.13.Stop mix (5X)
0,07% Azul de bromofenol
7% SDS
20% Ficoll

4.2.14. Tampdo TE
10mM Tris-base
ImM EDTA

4.2.15.Tampdo TES (1X)
10mM Tris-base
5mM EDTA
10mM NaCl
pHS8,0

4.2.16.Solugdo de Denhardt's (10X)
0,2% Ficoll
0,2% Vinilpirrolidona

0,2% Sero-albumina bovina
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4.2.17.SSC (1X)
0,15M Na(Cl
0,015M Na, Citrato 2H,0O
pH7,0

4.2.18. Tamp3o de neutralizacio
1,0M Tris
0,6M NaCl
pH7,0-7,5

4.2.19.Solugdo de denaturagido para Southern blot

NaOH 10M 20ml
NaCl 35g
H,0 1000ml

4.2.20.Solugdo de hibridiza¢do para sondas marcadas por extensdo por "primer"

aleatério (40% formamida)

100% formamida 2ml
20X SSC 1,25ml
20% SDS 25ml
Esperma de salmdo (fervido) 10ml
0,5 EDTA pH8,0 10ml
10X Denhardt's 0,50ml
H,0 1,25ml

61



4.2.21.Solugdo de lavagem para sondas marcadas por extensdo por "primer"
aleatdrio

5X SSC

0,1% SDS

4.2.22 Enzimas e tampdes para biologia molecular
Todas as enzimas e tampdes utilizados nas técnicas de biologia molecular sdo

procedentes da Gibco BRL ou da Pharmacia.

- 4.2.23.Solugdes para extragdo de DNA genémico

4.2.23.1.Tampdo de lise
100mM Tris pH7,8
50mM EDTA
5% SDS

4.2.24. Tampdes de transformagdo

4.2.24 1. Tampio Tfbl
30mM KOAc
100mM RbCl
10mM CaCl,
50mM MnCl,
Glicerol 15%

pH5,8
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4.2.24.2 Tampdo T{bll
10mM MOPS
75mM CaCl,
10mM RbCl
glicerol 15%
pH6,5

4.2.25.Solugdes para sequenciamento de DNA

4.2.25.1.Solugdo de denaturagdo

10M NaOH 20ml
0,SM EDTA 2ml
H,0 980ml

4.2.25.2.Solugdo de neutralizagdo
2M Acetato de Amonio
pH4,5
4.2.25.3.Gel de sequenciamento 7,2%
Acrilamida (19:1) 40% 180ml
Urea 420g
Tampdo tris-borato 10X 100ml
H,0 320ml

4.2.25.4 Kit de sequenciamento
O kit de sequenciamento utilizado foi o 70770 sequenase version 2.0 DNA

sequencing kit da United States Biochemical Corporation.
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4.2.26.Tampdo de adesdo para purificagdo de fragmentos F(ab),
Tampdo Tris 0,1M
pH8.,0

4.2.27. Tampdo de eluigdo para purificagdo de fragmentos F(ab),
Tampdo Glicina 0,1M

pH2,8

4.2.28. Tampdo de digestdo para purificagdo de fragmentos F(ab),

Acetato de sodio 2,72g
H,0 1000ml
pH2,8

4.2.29. Solugdo SM
50mM Trnis-HCl pH7,5
100mM NacCl
10mM MgSO,
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5.METODOS

5.1.Extracdo de proteinas de membrana externa (OMPs).

A extragdo de proteinas de membrana externa (OMPs) foi realizada conforme
descrito por Miller ¢ Mekalanos (1988). As amostras foram crescidas a diferentes temperaturas
(30°C, 37°C\ e 15°C) por 18 horas sob agitagdo (150rpm) em 200mlis de meio CYE (4.1.3),
centrifugadas a 10000g por 20 minutos a 4°C, o sobrenadante descartado ¢ o sedimento
suspendido em 100mls de tampdo HMNS (4.2.1). A seguir, centrifugou-se por 10 minutos a
10000g a 4°C, descartou-se o sobrenadante € suspendeu-se o sedimento em 30mls de tampdo
HMNS, a suspensdo foi, entdo, colocada em uma prensa francesa a 150001b/in? para lisar as
células e a seguir centrifugada por mais 10 minutos a 10000g para remover as células ndo lisadas.
O sobrenadante, contendo as células lisadas, foi coletado e centrifugado em um rotor Beckman
Ti50 por 90 minutos a 12000rpm a 5°C, e o sedimento, contendo as membranas interna e
externa, suspendido em 20mls de tampdo HMNS. A esta suspensdo foram adicionados 4mls de
triton X100 10%-10mM MgCl,, e esta incubada por 20 minutos a 25°C e a seguir centrifugada
em um rotor Beckman Ti50 a 40000rpm por 90 minutos a 5°C. O sedimento final, contendo as
proteinas de membrana externa que s3o insoliveis em triton, foi entdo suspendido em 24mls de

tamp3io HMNS.

5.2.Extrac¢o de proteinas totais.

As amostras foram crescidas a 37°C por 18 horas em meio LB, centrifugadas a
10000g por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante descartado, o sedimento suspendido em tampao
HMNS por "vortex", lisando a parede celular, e as suspensdes foram aquecidas em banho maria a

100°C por 5 minutos.
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5.3 Eletroforese de proteinas em gel SDS-PAGE.

A eletroforese de proteinas foi realizada conforme descrito por Laemmli (1970)
em um gel composto de géis de separagido e empacotamento confonﬁe descrito nos itens 4.2.2.6 €
422.7. A eletroforese foi conduzida com tampdo Tris-glicina (4.2.2.4) sob uma corrente de
100mA por 3 horas em uma cuba modelo SE600 da Hoefer Scientific Instruments.

5.4.Coloracio de Coomassie blue.

O gel foi colocado em solugdo de Coomassie blue (4.2.3.1) por uma hora ¢ a
seguir colocado em solugio de descoloragio (4.2.3.2) por 18 horas ou até que as bandas protéicas

fossem visiveis.

Realizou-se a eletroforese em gel SDS-PAGE (5.3) por 3 horas em tampéo tris-
glicina (4.2.2.4) sob uma corrente de 100mA. Cortou-se um pedago da membrana de
transferéncia (Immobilon-P, Millipore) do tamanho do gel, a qual foi umedecida em metanol
100%. O sistema de transferéncia foi montado conforme descrito por Sambrook et al. (1989) em
tampdo de trasferéncia CAPS (4.2.6) por 3 horas sob uma corrente de 200mA. A membrana de
transferéncia foi corada com amido black (4.2.7.1) por 5 minutos e depois descorada com
solugdo de descoloragdo de amido black (4.2.7.2) até as bandas protéicas tornarem-se visiveis. A

banda protéica de interesse foi cortada e enviada para sequenciamento amino terminal.

66



5.6. Sequenciamento amino terminal.

O sequenciamento amino-terminal foi realizado pelo Dr. Robert Hall na Food and
Drug adiministration (FDA) em Washington (D.C) através da degrada¢io automatica de Edman
(890M; Beckman Instruments). |

5.7 Western-blotting.

Os experimentos de "Western-blotting" foram realizados conforme descrito em
Sambrook et al. (1989). Foi realizada a eletroforese de proteinas em um gel SDS-PAGE 12,5%
(5.3), por 3 horas em tampdo tris-glicina (4.2.2.4) sob uma corrente de 100mA. A seguir cortou-
se¢ uma folha de papel de filtro de nitrocelulose do tamanho aproximado do gel e este foi
umidecido em agua destilada. Foi montado o sistema de transferéncia e a transferéncia realizada
em tampdo de transferéncia (4.2.5) por trés horas sob uma corrente de 200mA. O filtro foi
bloqueado por duas horas & temperatura ambiente em tampdo PBS (4.2.8) /0,5% Tween 20/ 3%
leite desnatado sob leve agitagdo. Apos este periodo adicionou-se o anticorpo primério e
incubou-se por uma hora a temperatura ambiente sob leve agitagdo. O filtro foi lavado em
tampdo PBS/ 0,5%Tween 20 por 3 vezes de 20 minutos cada, e colocados em presenga do
anticorpo secundrio (anti-IgG, Sigma, conjugado com fosfatase alcalina) na dilui¢io de 1:2000
por 1 hora a temperatura ambiente. O filtro, a seguir, foi lavado por mais trés vezes de vinte
minutos cada em tampio PBS/ 0,5%Tween 20 e adicionando-se o substrato BCIP (Sigma) para
fosfatase alcalina com agitagdo até o aparecimento de bandas. O filtro foi mergulhado em 4gua e

fotografado.
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A purificagdo de proteinas e a obtengdo de antissoro policlonal especifico foram
realizadas conforme descrito por Harlow e Lane (1989). Realizou-se eletroforese das proteinas
em gel SDS-page 12,5% por 3 horas sob uma corrente de 100mA em tamp3o Tris-glicina (5.3). O
gel foi cor)ado com Coomassie blue, conforme descrito no item 5.4, e a banda protéica de
interesse foi excisada do gel, congelada a -70°C por 30 minutos, liofilizada por 18 horas,
macerada ¢ metade do total de proteina obtida suspensa em 1ml de tampdo PBS e 1ml de
adjuvante completo de Freund e aplicada no coelho. Apos 21 dias aplicou-se a segunda metade
da proteina purificada no coelho, tendo sido esta suspendida em 1ml de tampdo PBS e Iml de
adjuvante incompleto de Freund. Apés um periodo de 10 dias, o coelho foi sangrado as hemdcias
separadas do soro por centrifuga¢io a S000rpm por 10 minutos a 4°C, o antissoro coletado € o

titulo e especificidade do antissoro medido por testes de Western-blot e ELISA.

5.9.Purificacfo de proteinas por eletroeluigdo.

A purificag@o de proteinas por eletroeluigio foi realizada conforme descrito por
Harlow e Lane (1989). Realizou-se a eletroforese de proteinas em gel SDS-PAGE 12,5% (5.3),
conforme descrito no item 5.3. O gel foi corado com KCl 0,25M/ DTT 1mM conforme descrito
por Hager ¢ Burgess (1980) (esta solug@o estando a 4°C) até o aparecimento das bandas
protéicas. As bandas proteicas de interesse foram excisadas do gel e colocadas cada uma em um
saco de dialise contendo 1ml da solug@io 4.2.9.1 e eletroeluidas por 3 horas a 100V em Tampdo
de corrida (4.2.9.2). As solugdes foram removidas dos sacos de didlise e dializadas contra
Bicarbonato de sodio 0,2M/ SDS 0,02% (4.2.9.3) por 24 horas a 4°C. Apés as solugdes terem
sido removidas dos sacos de didlise, foram congeladas a -70°C por 15 minutos e liofolizadas por
24 horas, suspendidas em 10mls de 4gua destilada e liofolizadas novamente por 24 horas. Os

sedimentos foram entfio suspendidos em 250uls de dgua destilada.
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5.10.ELISA ("Enzime-Linked Immunosorbent Assay™).

Os experimentos de ELISA foram realizados conforme descrito em Harlow e Lane
(1989). Uma placa de acrilico Falcon de 94 canaletas foi recoberta com o antigeno em tampdo
carbonato (4.2.10) em diferentes concentragdes a 4°C por 18 horas e a seguir lavada 3 vezes com
tampio PBS/ 0,5%Tween 20 e bloqueada com tampdo PBS/ 0,5%Tween 20/ 1%BSA ("bovine-
serum-albumine") por 2 horas a temperatura ambiente. Apds trés lavagens com tampao PBS/
0,5%tween 20, adicionou-se o anticorpo primario em diferentes concentra¢les e incubou-se a
temperatura ambiente por uma hora. A seguir, lavou-se novamente 3 vezes com tampdo PBS/
0,5%Tween 20, incubou-se uma hora com anticorpo secundario conjugado com fosfatase alcalina
(Sigma) na diluigio de 1:2000 a temperatura ambiente, lavou-se 3 vezes com tampio PBS/
0,5%Tween 20, adicionou-se o substrato para a fosfatase alcalina (Sigma) e realizou-se a leitura
da placa em espectofotometro na DO (Densidade dptica) de 405nm depois de intervalos de

15minutos, 30 minutos e 1 hora.

Uma placa de acrilico Falcon de 94 canaletas foi recoberta com fibronectina

(Sigma) ou laminina (Sigma) ou coldgeno (Sigma) ou RGD (sintetizado no Biopolimer
Mboratoﬁ, University of Maryland) em tamp&o carbonato (4.2.10) em diferentes concentragdes
por 18 horas a 4°C. A seguir, lavou-se 3 vezes com tampao PBS/ 0,5%Tween 20, bloqueou-se por
2 horas a temperatura ambiente com PBS/ 0,5%Tween 20/ 1%BSA e incubou-se com o antigeno
(proteinas de membrana externa de Vibrio cholerae) na concentragdo de 1:100 em tampdo PBS/
0,5%Tween 20 por uma hora a temperatura ambiente. Apds este periodo, lavou-se 3 vezes com

PBS/ 0,5%Tween 20, incubou-se por uma hora com anticorpo primario (anti-OmpU) na
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concentragdo de 1:100 em PBS/ 0,5%Tween 20 a temperatura ambiente, lavou-se 3 vezes com
PBS/ 0,5%Tween 20 ¢ incubou-se por uma hora a temperatura ambiente com anticorpo
secundario na concentragdo de 1:2000 em PBS/ 0,5%Tween 20. Apds este procedimento, lavou-
se 3 vezes com PBS/ 0,5%Tween 20, adicionou-se o substrato para a fosfatase alcalina e a leitura
foi realizada no espectrofotometro na densidade déptica de 405nm depois de intervalos de 30

minutos e 60 minutos.

5.12.T¢

A placa de acrilico Falcon de 94 canaletas foi recoberta com fibronectina ou RGD
em tampdo carbonato (4.2.10) nas concentragdes de 1:2000 e de 1:1000 respectivamente, por 18
horas a 4°C. A seguir, lavou-se 3 vezes com tampio PBS/0,5%Tween 20, bloqueou-se por 2 horas
a temperatura ambiente com 200ml de PBS/0,5%Tween 20/1% BSA, incubou-se com 100uls de
RGD nas concentragdes de 1:10, 1:25, 1:50, 1:100, 1:500 e 1:1000 a placa recoberta com
fibronectina, € com 100uls de fibronectina nas concentragdes de 1:10, 1':25, 1:50, 1:100, 1:500 e
1:1000 a placa recoberta com RGD por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, lavou-se 3
vezes com PBS/0,5%tween 20. Como foi descrito anteriormente (Patti er al., 1994) que
fibronectina se liga a RGD e vice versa, se o receptor de OmpU na fibronectina for o mesmo de
RDG, o RGD bloqueara a ligagdo de OmpU a fibronectina, ou a fibronectina bloqueard sua
ligagdo ao RGD. Sendo assim, adicionaram-se 100uls de OMPs da amostra de V. cholerae
CVDI101 (Tab.1) na concentragdo de 1:100 em PBS/0,5%Tween 20 e incubou-se por 1 hora a
temperatura ambiente. Apds este procedimento, lavou-se 3 vezes com PBS/0,5%Tween 20,
incubou-se com 100uls do antissoro anti-OmpU diluido de 1:100 em PBS/Tween 20 por 1 hora &
temperatura ambiente, lavou-se 3 vezes com PBS/0,5%Tween 20, incubou-se com o anticorpo
secundario na concentragdo de 1:2000, lavou-se mais 3 vezes, adicionou-se 0 substrato para a
fosfatase alcalina e a leitura sendo realizada em espectrofotdmetro na densidade dptica de 405nm

depois de intervalos de 30 e 60 minutos.
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5.13.Cultura de células HeLa, Int- 407 e HEp-2,

Para a manuten¢io das linhagens celulares, as células foram cultivadas em 50mls
de meio MEM (minimal essential medium) da GIBCO + Smls de soro fetal bovino (BSA) (10%
do volume final) + 0,5mls de antibiotic-antimycotic (GIBCO, 10000U/ml de penicilina G sédio,
10000pg/ml de sulfato de estreptomicina e 25ug/ml de anfotericina B em salina 0,85%) em
garrafas de cultura Falcon de 150mlis a 37°C até que houvesse a formagio de uma monocamada

de células.

5.14.T¢

As células HeLa, Int-407 e HEp-2 foram crescidas a 37°C até que formassem uma
monocamada conforme descrito no item 5.13, e, a seguir, lavadas com 10mls de tampio PBS
(esterilizado). A esta suspensdo celular foi adicionado 1ml de tripsina e esta incubada a 37°C por
5 minutos para suspender as células. A seguir, adicionaram-se, entdo, 50mls de meio MEM+1%
D-Manose.

Em uma ldmina "Chamber slide" da Lab-TeK n°177402, foram colocados 100uls
de suspensio celular (DO,=5 X 107 cfu/ml) por canaleta, a cada canaleta adicionaram-se 30uls
de bactérias (V. cholerae 395, E7946, TCP2, 569B, CVD103-HgR, Al1837, 1A, E6 ¢ E. coli
E2348/69) cultivadas em meio LB por 18 horas a 37°C (DO4,=5 X 107 cfu/ml). Apds incubagdo
por 3 horas a 37°C, a l1amina foi lavada com tampdo PBS 6 vezes, a cultura fixada com metanol
100% por 20 minutos 4 temperatura ambiente e ap6s remogio do metanol corou-se com giemsa
(filtrado) por 20 minutos e as preparagdes celuiares, em idmina, foram observadas com o auxilio

de um microscopio dptico, sendo a ades3o quantificada conforme descrito adiante no item 5.19.
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5.15.Inibicdo da adesdo da amostras de V. cholerae as células Hela, Int-407 ¢
) - OmoU  Teps

As células Hela, Int-407 e HEp-2 foram cultivadas conforme descrito no item

3.13 até a formagdo de uma monocamada. A seguir foram lavadas 1 vez com 10mls de tampdo
PBS, adicionou-se 1ml de tripsina, incubou-se a 37°C por 5 minutos e adicionaram-se 50mls de
meio MEM+‘1% D-manose. A seguir, colocaram-se 100uls destas culturas em cada canaleta de
uma ldmina "Chamber slide" da Lab-Tek n°177402 e sobre as mesmas foram colocados 30uls das
culturas bacterianas das linhagens 395, 7946, TCP2, 569B, CVD103-HgR, Al1837, 1A e E6 de
V. cholerae € E2348/69 de E. coli enteropatogénica cultivadas em meio LB por 18 horas a 37-C
o= X 107 cfu/ml). As células HeLa, HEp-2, Int-407 e as culutras bacterianas foram
incubadas separadamente, anteriormente, por 20 minutos a4 temperatura ambiente com os
antissoros anti-OmpU, soro normal de coelho e anti-TcpA (contra a subunidade do pilus TCP)
nas concentragdes de 1:10, 1:25, 1:50 e 1:100 em 100mls de meio MEM+1% D-manose. Esta
mistura foi adicionada as células e incubada a 37°C por 3 horas, a qual foi, a seguir, lavada 6
vezes com PBS, fixada com metanol 100% por 20 minutos & temperatura ambiente. Apos a
remogdo do metanol corou-se com giemsa (filtrado) por 20 minutos . As preparagdes celulares,
assim obtidas em ldminas, foram observadas com o auxilio de um microscdpio 6ptico €

fotografadas.

5.16.Preparo de fragmentos F(ab), de antissoro anti-OmpU.

O preparo de fragmentos F(ab), foi realizado com o "kit" da PIERCE conforme as
especificagdes do fabricante. A purificag@o das imunoglobulinas pertencentes a classe das 1gG do
antissoro foi realizada utilizando-se uma coluna de sefarose-proteina A (PIERCE), esta coluna foi

equilibrada em um Erlenmeyer com o tamp#o de adesio (4.2.26) e este foi retirado com o auxilio
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de uma pipeta Pasteur. Este procedimento foi repetido duas vezes e a resina empacotada em uma
coluna de Smls e, a seguir, lavada com o equivalente a 10 volumes do tampao de adesdo (4.2.26).

Foram diluidos 2mls do antissoro anti-OmpU em 18mls do tampdo de adesdo
(4.2.26) e este foi aplicado na coluna de sefarose-proteina A. A seguir, a coluna foi lavada com
10 volumes de tampédo de adesdo (4.2.26) e os IgGs do antissoro eluidos da coluna com 2mls do
tampdo de eluigio (4.2.27). No frasco coletor foi colocado 1ml de Tris 1M para neutralizagio dos
IgG. Os Igds foram dializados em 4gua por 18 horas a 4°C, congelados e liofilizados por 18
horas.

A coluna de sefarose-proteina A foi reequilibrada com 10 volumes do tampdo de
adesdo (4.2.26).

Apds a sua purificagdo, os IgGs foram digeridos com pepsina. Para equilibrar a
pepsina imobilizada (PIERCE), 0,25mls da pepsina imobilizada 50% foram colocados em um
tubo de ensaio ¢ a este adicionaram-se 4mls do tampdo de digestdo (4.2.28). Apds sedimentagdo
da pepsina no fundo do tubo, o tampdo de digestdio foi aspirado com uma pipeta Pasteur. A
pepsina imobilizada foi, entdo, suspendida em 500uls do tampdo de digestdo (4.2.28). A esta
pepsina adicionou-se 1 ml dos IgGs do antissoro e incubou-se por 4 horas a 37°C a 150rpm, ap6s
o qual o tubo foi colocado em repouso. Apds nova sedimentagio da pepsina, o sobrenadante
(contendo os fragmentos F(ab),, Fc e IgGs ndo digeridos) foi recolhido com uma pipeta Pasteur.
Este sobrenadante foi aplicado a coluna de sefarose-proteina A reequilibrada, que foi eluida com
6mls do tampdo de adesdo (4.2.26). O eluato, a seguir, foi coletado e dializado contra tampao
PBS pH7,4 por 18 horas a 4°C utilizando tubos de didlize com um limite de exclusdo de peso
molecular de 50kDa para eliminar os fragmentos Fc restantes. A quantidade de fragmentos F(ab),

obtida foi estimada pelo "Biorad Protein Assay".
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Para os experimentos de inibigdo de adesdo, as células HEp-2 foram cultivadas

conforme descrito no item 5.13 e incubadas em liminas Chamber da Lab Tek ne177402
conforme descrito no item 5.14. As amostras 395, E7946, TCP2, 569B e Al1837 de V. cholerae
foram cultivadas em 3mls de meio LB (18 horas a 37-C). Uma aliquota de 30uls destas bactérias
e as células HEp-2, foram incubadas, separadamente, por 20 minutos 4 temperatura ambiente
com os fragmentos F(ab), do antissoro anti-OmpU nas concentragdes de 8mg/ml, 3,2mg/ml e
1,6mg/ml em meio MEM+1% D-manose. As bactérias foram adicionadas as células e incubadas
a 37-C por 3 horas, a 1dmina foi lavada 6 vezes com tampdo PBS, fixada com metanol 100% por
20 minutos a temperatura ambiente, o metanol removido, a 14mina corada com Giemsa por 20

minutos 4 temperatura ambiente e visualizada com o auxilio de um microscopio 6ptico.

5.18.Inibicdo de adesdo de amostras de V. cholerae a células HEp-2 com
fibronectina e RGD.

As células HEp-2 foram cultivadas conforme descrito no item 5.13 e incubadas
em ldminas Chamber da Lab Tek n»177402 conforme descrito no item 5.14. As amostras 395,
E7946, TCP2, 569B e Al1837 de V. cholerae foram crescidas em 3ml de meio LB por 18 horas a
37-C. Um volume de 30pl destas bactérias, e as células HEp-2, foram incubadas, separadamente,
por 20 minutos & temperatura ambiente com fibronectina ou RGD nas diluigdes de 1:10, 1:25,
1:50 e 1:100 em meio MEM + 1% D-manose. As bactérias foram adicionadas as células e
incubadas a 37-C por 3 horas, a ldmina lavada 6 vezes com PBS, fixada com metanol por 20
minutos 4 temperatura ambiente, o metanol removido, a 1dmina corada com Giemsa por 20

minutos a temperatura ambiente ¢ visualizada com o auxilio de um microscépio éptico.
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As células HEp-2 foram cultivadas em placas de cultura de tecidos Falcon com 24

canaletas até atingirem a densidade de 1X10s células/canaleta utilizando as condigdes de cultura
de células descritas no item 3.13, as monocamadas celulares foram lavadas 3 vezes com PBS
esterilizado ;: pré-incubadas em meio MEM/0,04% bicarbonato de sédio por 30 minutos a 37-C
em CO, 5%.

As bactérias foram cultivadas em 2mls de meio LB por 18 horas a 37.C, o volume
de bactérias com uma DO,=1,5 foi centrifugado e suspendido em 100uls de MEM (DO,,=5 X
107 cfw/ml). A cada canaleta foram adicionados 20uls da cultura de bactérias. Dois microlitros
do restante da cultura foram diluidos serialmente e plaqueados em meio LA para determinar o
numero de cfus (unidades de formagdo de colonia) adicionados a cada canaleta (essas condigdes
normalmente resultam em 1 X 107 bactéria por 105 células HEp-2).

Apos incubagdo por 30 minutos a 37-C (5% CQO,) e lavagem das monocamadas 3
vezes com PBS esterilizado, foram adicionados 200uls de 1% Triton X100 em PBS a cada
canaleta para lisar as células epiteliais e agitado a temperatura ambiente por 10 a 15 minutos.
Foram adicionados 800uls de meio LB para suspender a mistura de bactérias e células HEp-2
lisadas e 20uls dessa suspensdo foram diluidos serialmente e plaqueados em meio LA para
determinar o numero de cfus associados as células HEp-2.

A aderéncia é calculada através da percentagem do inéculo recuperada das células

HEp-2 apds incubagéo por 30 minutos.
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Foi utilizadd o modelo de protegdo passiva contra colera em camundongos recém-
nascidos descrito por Baselski er al. (1977) e Freter et al. (1981). As linhagens de V cholerae
classica 395 e El Tor E7946 foram cultivadas em meio LB (18 horas, 150rpm, 37-C). As culturas
foram centriﬁgadas a 8000g por 10 minutos a 4-C, lavadas com PBS e sua concentragdo ajustada
para 101 vibrios/ml (DO de 600nm). Foram centrifugadas a 13000g por S minutos e suspendidas
no mesmo volume com a preparagdo de antissoros (anti-OmpU, fragmentos F(ab), de anti-OmpU,
anti-TcpA e soro pré-imune de coelho) diluida de 1:25 em PBS. As suspensdes foram incubadas
por 60 minutos 4 temperatura ambiente. Apods este periodo, os camundongos foram inoculados

oralmente com 50uls (5§ X 108) dessas culturas. Os camundongos foram observados quanto a

presenga diarréia e sobrevivéncia apos 48 horas.

O preparo da suspensdo de bactérias com os antissoros (anti-OmpU, anti-TcpA e
soro pré-imune de coelho) foi realizada conforme descrito no item 3.20 com as linhagens cléssica
395 e El Tor E7946 de V. cholerae.

Os camundongos, apos serem inoculados, foram sacrificados (24 horas) e seus
intestinos retirados e homogeinjzados em solucdo salina 0,5M. Estes foram plaqueados em
diferentes dilui¢des em LA + Sm para a linhagem 395 e LA para a linhagem E7946 e os cfu

(unidades de formagdo de coldnias) determinados.
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5.22 Extracdo de DNA gendmico,

O DNA genémico foi extraido conforme descrito em Sambrook er al. (1989).
Inoculou-se a amostra 395 de Vibrio cholerae em 200mls de meio LB e incubou-se a 37°C por 18
horas a 150rpm. Apds este periodo, esta foi centrifugada a 10000g por 10 minutos a 4°C, o
sobrenadante descartado e o sedimento suspendido em 45mls de tampdo TES (4.2.16). A esta
suspens3o, adicionaram-se Sml de tampdo de lise (4.2.23) e 200uls de proteinase K (20mg/ml) e
a reag@o foi incubada a 37°C por 30 minutos a 150rpm. A seguir, adicionou-se igual volume de
fenol, previamente equilibrado com TES, centrifugou-se a 10000g por 10 minutos a 4°C,
recuperou-se a fase aquosa ¢ a esta adicionou-se igual volume de cloroférmio. Esta mistura foi
homogeinizada, centrifugada a 10000g por 10 minutos a 4°C, repetindo-se este procedimento
mais uma vez. A fase aquosa, adicionaram-se 0,1 volume de acetato de s6dio 3M e 2 volumes de
etanol 100% gelado, mantendo 10 minutos no gelo. Esta mistura de reagdo foi passada por um
tubo "sieve", o qual retém somente 0 DNA, ¢ o mesmo lavado com etanol 100% e suspendido em
9,5mlis de dH,0. A esta solug@o adicionaram-se 0,5mls de TES e 0,1ml de RNAse (10mg/ml),
incubou-se a 60°C por 1 hora e repetiu-se a extragdo com fenol e cloroférmio, conforme descrito
anteriormente por varias vezes até que a interface quase desaparecesse. A seguir, adicionaram-se
0,1 volume de acetato de sédio ¢ 0,6 volumes de isopropanol gelado enquanto enrolava-se o
DNA com um bastdo de vidro. Este bastio foi lavado com etanol 95% e seco a temperatura

ambiente, 0 DNA foi suspendido em dH,O por 18 horas a 4°C.

5.23.Extracdo de DNA genémico por colunas de QUIAGEN.
A extragio de DNA gendmico por colunas QUIAGEN foi realizada conforme

especificagdes do fabricante.

77



5.24 Extragdo de plasmidios em larga escala.

A extragdo de plasmidios em larga escala foi realizada conforme descrito em
Sambrook et al. (1989). As amostras bacterianas foram crescida em 250mls de meio LB (37°C
por 18 horas a 150rpm) e centrifugadas a SOOOrpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado, o sedimento suspendido em Smls de solugdo I (4.2.11.1) e esta suspensdo mantida em
gelo por 30)minutos. A seguir, adicionaram-se 10mls de solugdo II (4.2.11.2), misturou-se por
inversdo e deixou-se no gelo por 5 minutos. Apds este periodo de tempo, adicionaram-se 7,5mls
de solugdo I (4.2.11.3), deixou-se no gelo por 30 minutos e centrifugou-se por 15 minutos a
12000rpm a 4°C. O sobrenadante foi coletado € a este adicionaram-se 0,6 volumes de
isopropanol gelado. Ap6s 10 minutos no gelo, sedimentou-se 0 DNA por centrifugagdo (10
minutos a 10000rpm a 4°C). A seguir, o sobrenadante foi descartado, o sedimento lavado com
25ml de etanol 80%. Por centrifugag@o (10 minutos a 10000rpm a 4°C) sedimentou-se 0 DNA, e

este, a seguir, foi seco a vacuo e suspendido em 4mls de tampdo TE (4.2.15).

A purificagdo de DNA por gradiente de cloreto de césio foi realizada conforme
descrito em Sambrook er al. (1989). Para a purificagdo de DNA plasmidial por cloreto de césio,
adicionaram-se 4g de CsCl aos 4mls de DNA em tampédo TE (5.24), mediu-se a densidade 6ptica
que deve ser de 1,386. A esta suspensdo adicionaram-se, a seguir, 0,8mls de brometo de etidio
(10mg/ml) para cada 10mls de solugdo e a mesma foi colocada em um tubo plastico para
centrifiga. A centrifugacdo foi realizada no rotor Vti80 por 79000rpm por trés horas, e, a seguir,
com o auxilio de uma luz ultravioleta longa a banda de DNA plasmidial foi extraida com uma
seringa. Para extrair o brometo de etidio, um volume igual de isopropanol, equilibrado com TE e
CsCl, foi adicionado sobre a solugdo de DNA, e apés homogeinizagdo, desprezou-se a fase rosa.

Este procedimento foi repetido até que todo o brometo tivesse sido retirado. A solugdo final foi
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transferida para um saco de dialise e este foi dializado por 18 horas contra tampdo TES (4.2.16).
O DNA assim purificado foi utilizado nas diversas reagbes de digestio com endonucleases €

sequenciamento.

5.26.Extracio de plasmidios em pequena escala.

» Esta extragdo foi realizada conforme descrito em Sambrook er al. (1989). Para
extragdo de plasmidios em pequena escala utilizaram-se culturas bacterianas crescidas em 3mls
de meio LB acrescido de antibidtico por 18 horas a 37°C. Estas culturas foram centrifugadas a
12000¢g por 1 minuto, o sobrenadante descartado e o sedimento suspendido em 100uls de solugdo
I (4.2.11.1), mantido no gelo por 1 minuto. A seguir, adicionaram-se 200uls de solugdo II
(4.2.11.2) e ap6s homogeinizagdo por inversio esta suspensdo foi mantida em gelo por 5
minutos. Apos este periodo de tempo, adicionaram-se 150uls de solugdo I (4.2.11.3) e a mistura
resultante foi mantida em gelo por 15 minutos. A seguir, centrifugou-se a 12000g por 5 minutos e
transferiu-se 400uls do sobrenadante para outro tubo eppendorf, a este tubo foi adicionado 1mi
de etanol 100% gelado o qual foi mantido em gelo por 10 minutos. Para precipitar o DNA, o tubo
foi centrifugado por 6 minutos a 12000g descartando-se o sobrenadante. O sedimento obtido foi

seco a vacuo e suspendido em SOuls de solugdo I.

5.27 Extracdo de plasmidios por coluna de QUIAGEN.

A extragio de plasmidios por colunas QUIAGEN foi realizada conforme as

especificagbes do fabricante.
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5.28.0btencdo de peptidios internos de OmpU,

Realizou-se a eletroforese das OMPs da amostra de V. cholerae CVD101 (Tab.1)
em gel SDS-page 12,5%, conforme descrito no item 5.3, este foi corado com Coomassie blue
conforme descrito no item 5.4 e a banda correspondente a OmpU excisada do gel. OmpU foi
digerida com papaina. Os peptidios internos foram separados por HPLC e sequenciados por
James Kemiy na Protein and Nucleic Acid Facility, Beckman Center, Stanford University,
Stanford, CA 94305.

5.29.Reagdo de PCR.

A reagdio de PCR foi realizada conforme descrito em Sambrook et al. (1989). O
primetro ciclo foi de 94-C por 4 minutos, o segundo de 65-C por 1 minuto, o terceiro de 72-C por
3 minutos, o quarto de 94C por 1 minuto, o quinto de 65:C por 1 minuto, o sexto de 72-C por 3

minutos, repetiu-se 30 ciclos a partir do ciclo 4 e manteve-se a reagdo a 4C.

Realizou-se a purificagdo de fragmentos de PCR por coluna ultra free MC

(Millipore) conforme especificagdes do fabricante.

A purificagfo de fragmentos de PCR por colunas WIZARD™PCR (PROMEGA)
foi realizada conforme especificagdes do fabricante.
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Para gerar extremidades "blunt” no fragmento de PCR, foi necessario retirar o
nucleotidio A ("overhang") adicionado pela Taq polimerase. Para este fim, realizou-se a digestdo
deste A pelg atividade 3'-5' exonuclease da T4 DNA polimerase, através da seguinte rea¢do: 2ug
e DNA, 50mM Tris-Cl pH8,0, SmM MgCl,, SmM DTT, 100uM dNTP mix, 50ug/ml BSA, 10U
T4 DNA polimerase.

Esta reagdo foi incubada por 5 minutos a 0°C e parada adicionando-se 2ul de

EDTA 0,5M.

5.33.Southern-blot,

Realizou-se a eletroforese em gel de agarose 0,7% em tampdo TBE (4.2.13) a
100V, e 0 mesmo foi corado com brometo de etideo e visualizado em luz ultravioleta curta. Este
foi, entdo, incubado por 25 minutos sob lenta agitagdo em solugio de denaturagdo (4.2.20),
incubado em tampdo de neutralizagdo (4.2.19) por mais 25 minutos sob agitagdo lenta, e, entdo,
incubado por cinco minutos em SSC2X. Apds este procedimento, montou-se o sistema de
Southern-blot conforme descrito por Sambrook er al. (1989), realizando-se a transferéncia por 18
horas, sendo, a seguir, o filtro de nitrocelulose incubado a 80°C por 2 horas com vacuo e

hibridizado.

A marcagdo radioativa com 1a-2P/dATP de fragmentos de DNA a serem

utilizados como sondas moleculares foi realizada através de extensdo através de "primer”
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aleadrio com o "kit Stratagene Blue". Foram aquecidos 100ng (10uls) de DNA (fragmento) por 5
minutos a 100°C em banho maria para denaturar 0 DNA, este foi colocado em gelo ¢
imediatamente e adicionaram-se 2uls do tampdo 10X, 1ul de dGTP, 1ul de dCTP, 1ul de dTTP,
5ul de 1ax2P/dATP e 1ul do fragmento grande da Klenow polimerase. A reagdo foi incubada a
37°C por 1 hora, e foi purificada por coluna de sephadex G50 (médio). Antes de adicionar a

sonda a solugdo de hibridizagio esta foi aquecida por 5 minutos em banho maria a 100°C.

"

Os filtros foram colocados para a pré-hibridiza¢do na solugdo de hibridizagdo

(4.2.20) por 2 horas a 37°C. A sonda foi incubada em banho maria fervente por 5 minutos a
100°C ¢ adicionada a solugdo de hibridizagdo para uma contagem final de 3 X 10s<cpm. O
conjunto de filtros e sonda foi incubado a 37°C por 18 horas sob leve agitagdo. Apds este
periodo, os filtros foram lavados com a solugdo de lavagem 4.2.21 por 1 hora a 65°C sob
agitagio, ¢ em seguida, lavados rapidamente com SSC 2X, secos ao ar livre e expostos por 18
horas com chapa fotografica Kodak a -70°C.

5.36.Sequenciamento de DNA.

O sequenciamento de DNA foi realizado conforme descrito por Sanger et al.
(1977).

Secou-se Sug de DNA a ser sequenciado numa centrifuga de concentragio a
vacuo, este foi suspendido em 20uls de solugfio de denaturagdo (4.2.25.1) e incubado a 37°C por
5 minutos. Foram adicionados 4,5uis da solugdo de neutralizagdo (4.2.25.2) e checou-se o pH
(este deve ser entre 4,5-5,5). O DNA foi, entio, precipitado com 100uls de etanol 100% em gelo

por 5 minutos e centrifugado a 12000g por 15 minutos, foi lavado com etanol 80% e seco a
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vacuo. O DNA foi suspendido em 18uls de agua destilada e para cada reagdo de sequenciamento
utilizaram-se 9uls deste DNA. Aos 9uls de DNA foram adicionados de 30 a 60ng de "primer" e
este foi anelado a0 DNA por 5 minutos a 65-C.

Para a reagdo de sequenciamento foi utilizado o Kit "sequenase 2.0" (U.S.B).A
reagdo de sequenciamento foi a seguinte: 10uls do DNA (molde e "primer"), 1ul de DTT 0,1M,
2pls da Lab Mix diluida de 1:5 ou 1:15, 2uls do tampao de reagdo, 1ul de Ss-dATP e 2uls da
enzima sequenase diluida de 1:8. A reagdo foi incubada por 5 minutos & temperatura ambiente.
Em tubos eppendorfs distintos adicionaram-se 3,5uls da reagio a 2,5uls de cada um dos ddNTPs
(ddATP, ddCTP, ddGTP e ddTTP), estes foram, entdo, incubados por 10 minutos a 37-C,
adicionaram-se 4uls da solugdio de STOP e o DNA foi denaturado por 2 minutos a 75-C.
Realizou-se a eletroforese em gel se sequenciamento 7,2% (4.2.25.3) por 2 e 4 horas sob uma

poténcia de 50 Watts.

5.37 Transformacdo,

Os experimentos de transformagdo foram realizados conforme anteriormente

descrito por Bullock er al. (1987).

5.37.1 Preparo de células competentes.

As amostras de E. coli DH5a, HB101 ¢ PAP702 (Tab.1) foram cultivadas a 37-C
em Smls de meio LB até atingirem uma DO;,, de 0,3. Estes 5 mls de cultura foram inoculados em
100mis de meio LB e incubados a 37-C até atingirem uma DO,,, de 0,48. A cultura foi mantida
no gelo por 15 minutos, centrifugada a 2000rpm por 10 minutos a 4C (divididos em 4 tubos
Falcon de 50ml), os sobrenadantes foram descartados e os sedimentos suspendidos em 10mis de
tampédo T1bl (4.2.24.1), misturou-se com vortex gentilmente, incubou-se no gelo por 15 minutos,

centrifugou-se 2 2000rpm por 5 minutos a 4-C, suspendeu-se o sedimento em 1ml (por tubo) de
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tampdo T1bII (4.2.24.2) com gentil vortex, incubou-se no gelo por 15 minutos, dividiu-se 200uls

por tubo eppendorf e congelou-se a -70-C.

5.37.2.Transformagio,

Inocularam-se 3uls de DNA a 200pls de células competentes e incubou-se no gelo
por 45 minutos, incubou-se por 10 minutos a 42-C, adicionou-se 1ml de meio SOC (4.1.4),

incubou-se a 37-C por 1 hora e inoculou-se em meio LA com os antimicrobianos seletivos.

5.38 Mutagénese por inser¢do

A mutagénese por insercdo foi realizada utilizando-se o sistema descrito por
Miller e Mekalanos (1988). O fragmento a ser inserido foi clonado no plasmidio pGP704 (Ap:,
RP4-2, R6K) que € um vetor suicida que possui origem de replicagdo R6K a qual necessita da
proteina = codificada pelo gene pir do fago A para replicagdo. O plasmidio pGP704 contendo o
fragmento a ser inserido foi mobilizado por transformagdo em E. coli SY327Apir, a qual possui o
fago A lisogenizado em seu cromossomo e produz a proteina Pir necesséria para a replica¢do do
plasmidio pGP704, esta amostra apresenta 6timo crescimento e ¢ utilizada como hospedeira
intermedidria de pGP704, mas ndo produz a proteina RP4-2 necessaria para a mobilizagdo deste
plasmidio. Este plasmidio foi, entdo, mobilizado por transformag¢io em E. coli SM10Apir que
produz a proteina Pir e também a proteina RP4-2 que permite a mobilizagdo do plasmidio
pGP704. E. coli SM10Apir contendo pGP704 recombinante foi conjugada com a amostra de
bactéria a ser mutagenizada, a qual ndo produz a proteina Pir € ndo consegue replicar o pGP704.
Aplicando-se selegdo para o antimicrobiano ampicilina, o plasmidio pGP704 insere-se no
cromossomo atraves de recombinagio homdloga entre a sequéncia inserida nele € o gene alvo no

cromossomo da bactéria hospedeira, os conjugantes obtidos, sdo cultivados, por varias passagens
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em meio LB sem antimicrobianos e posteriormente selecionados para a perda do plasmidio

pGP704. Desta forma, ocorrendo uma mutagfo por inser¢3o que devera desativar o gene alvo.

~ 5.39.Mutagénese através da insercdo do transposon Tnphod.

A mutagénese através da inser¢do do transposon TnphoA foi realizada conforme
descrito por Taylor et al. (1989). O plasmidio pRT291 (Tcr, Kmr) (Tab.2) encontra-se na amostra
de E. coli SM10 (Tab.2), este plasmidio contém o transposon TnphoA, que é um transposon
derivado do transposon TnS possuindo o gene para a resisténcia a kanamicina deste transposon e
0 gene para a fosfatase alcalina. Quando este transposon insere-se em frame num gene que
codifica uma proteina exportada ou secretada para a membrana ou o espago periplasmatico da
bactéria, o gene da fosfatase alcalina € expresso e na presenga do substrato BCIP (5-Bromo-4-
cloro-3-indolilfosfato) no meio de cultura as coldnias expressando este gene tornam-se azuis.

A amostra de E. coli SM10 (pRT291) (Kmr, Tetr) foi conjugada com a amostra e
ser mutagenizada (V.cholerae 395, que ¢ resistente a Polimixina B), e as cunjugantes foram
selecionadas em meio LA + Tet + Polimixina B.

As amostras de V.cholerae selecionadas acima, as quais contém o plasmidio
pRT291 foram conjugadas com a E. coli mm294 (pPH1JI) (Tab.2) (Genr). O plasmidio pPh1JI
possui a mesma origem de replicagdo que o plasmidio pRT291, sendo ambos incompativeis. As
coldnias foram, entdo, selecionadas para a perda do plasmidio pRT291, visando a mobilizagdo do
transposon TnphoA para regides cromossdmicas do V.cholerae 395, em meio LA +
Kan(100mg/ml) + Gen(30mg/ml) + PolimixinaB + BCIP(200ng/ml) + 20% de glicose. Coletou-
se as colonias azuis ¢ estas foram testadas para mutagdes em ompU por western-blots com o

antissoro anti-OmpU.
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5.40.Tragem de banco genémico em AZAP.

O banco genbémico de V.cholerae 395 em AZAP foi doado pelo Dr. James B.
Kaper do Center for Vaccine Development, University of Maryland, Baltimore, MD, USA.

A triagem de banco gendémico em A ZAP foi realizada conforme descrito em
Sambrook et al. (1989). A amostra de E. coli XL1-Blue foi cultivada por 18 horas a 300rpm em
50mls de meio LBM (4.1.6) com 0,2% de maltose a 37°C, centrifugada a 4000g por 10 minutos a
temperatura ambiente, o sobrenadante descartado e o sedimento suspendido em 15mls de uma
solugdo de MgSO, 0,01M. Em 4 tubos foram infectados 300ul desta suspensdo bacteriana com 3
X 108 fagos do banco gendmico por tubo e estes foram incubados a 37°C por 20 minutos. Foram
adicionados 8ml de top agarose (agarose 0,7% em MgSO, 0,01M) previamente liquefeita (50°C)
a cada tubo e o contetido de cada um deles foi derramado sobre placas de LA. As placas foram
incubadas a 37°C por aproximadamente 8 horas, até o aparecimento de placas de lise e deixadas
a 4°C durante a noite.

As placas foram cobertas com filtros de Nylon por 1 minuto, estes filtros foram incubados
em uma solugdo de 1,5M NaCl / 0,5M NaOHpor 2 minutos, transferidos para uma solu¢do de
1,5M NaCl/ ImM EDTA/ 0,5M Tris-HCl pH7,4 por 5 minutos, lavados com 2X SSC, secos e
queimados a 80°C por duas horas.

Estes filtros foram hibridizados com a sonda do gene alvo conforme descrito nos itens
5.34 € 5.35 e expostos por 72 horas com chapa fotografica Kodak a -70°C. As placas de lise que
hibridizaram com a sonda foram retiradas com uma ponteira de micropipeta cortadé e colocadas
em tubos eppendorfs com 1ml de solugdo SM (4.2.29) e uma gota de cloroférmio. Estes fagos
foram triados mais duas vezes até que obteve-se placas de lise isoladas que hibridizavam com a

sonda.
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5.41 Extracdo de DNA de fagos em larga escala.

A extragdo de DNA de fagos em larga escala foi realizada conforme descrito em
Sanbrook et al. (1989). Foram crescidos 100mls da bactéria XL1-Blue por 18 horas a 300rpm a
37°C em meio LBM (4.1.6) com 0,2% de manose. Uma ah’quota‘ contendo 1010 células
bacterianas foi transferida para um tubo falcon e centrifugada a 4000g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado € o sedimento suspendido em 3mls de solugdo SM (4.2.29), a esta
suspensdo foram adicionadas cerca de 5 X 107pfu ("plaque forming units") particulas de fagos,
esta foi, entdo, incubada a 37°C por 20 minutos, transferida para 500ml de meio LBM e incubada
a 300rpm a 37°C, sendo sua DOy, medida a cada 1 hora. A queda da DOy, indica 0 momento da
lise. Apds a lise, foram adicionados 10mls de cloroférmio & cultura e esta incubada a 37°C a
300rpm por 10 minutos, a cultura foi mantida em gelo por 10 minutos, o sobrenadante transferido
para frascos de centrifuga sem arrastar o cloroférmio e centrifugado por 10 minutos a 7000rpm a
4°C. O sobrenadante foi recolhido e este foi incubado por 30 minutos a 37°C com 50 pl de
RNAse (10mg/ml) e 500ul de DNAse (1mg/ml). Adicionaram-se 29,2g de NaCl ao sobrenadante
¢ este foi mantido em gelo por 1 hora, foi centrifugado a 10000rpm por 10 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi transferido para outro frasco ao qual foram adicionados 50g de polietileno
glicol (PEG 8.000) e a soluggo foi mantida a 4°C sob leve agitagio durante a noite.

A solugdo foi centrifugada a 10000rpm por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante
descartado € o sedimento suspendido em 8mls de SM, este foi transferido para tubo falcon, onde
foram adicionados 8mls de cloroférmio e centrifugado por 10 minutos a 3000rpm a temperatura
ambiente. A fase aquosa foi recolhida ¢ a esta foi acrescentado CsCl na concentragdo de 0,5g/ml
de solugdo. O gradiente recém formado de CsCl foi previamente preparado em tubo
(Ultranuclear) do rotor SW41 da Beckman adicionando-se 1ml da solugdo 1 (CsCl em SM com
indice de refragdo de 1,3990) ao fundo do tubo, sobre esta foi adicionado 1,5ml da solugdo 2
(CsCl em SM com indice de refragdo de 1,3815), sobre esta adicionaram-se 1,5mls de solugdo 3

(CsCl em SM com indice de refragao de 1,3768). A solugdo de fagos com CsCl foi adicionada ao
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tubo com o gradiente discontinuo de CsCl e este foi centrifugado em um rotor SW41 da
Beckman por 22000 rpm por 4 horas a 4°C. As particulas de fago foram retiradas com uma
micropipeta de 1ml, retirando-se ciudadosamente parte da solugio que recobre a banda das
particulés virais € posteriormente com a micropipeta as proprias particulas virais foram retiradas,
estas foram dialisadas 2 vezes por 1 hora cada contra 1000 volumes de S0mM Tris-HCl/ 10mM
NaCl/ 10mM MgCl,. Esta amostra dialisada foi transferida para um tubo eppendorf ¢ a esta
foram adicionados EDTA para uma concentragdo final de 20mM, pronase para uma
concentragio final de 0,5mg/ml e SDS para uma concentragio final de 0,5%, esta foi incubada
por 1 hora a 37°C, resfriada a temperatura ambiente e extraida com fenol:cloroférmio. A seguir, o
DNA do fago foi precipitado com 0,1V de acetato de sédio 3M pH7,0 por 30 minutos a
temperatura ambiente, centrifugados a 12000g por 15 minutos a temperatura ambiente, lavados

com etanol 70%, secos e o sedimento suspendido em TE ou dH,O.
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6.RESULTADOS:

amostras de V. cholerae ¢ E.coli,

As proteinas de membrana externa das amostras CVD101, 395 ToxR"~, CVD110,
569B, CVDfO3-HgR e AI1837 de V. cholerae e DHSa e PAP702 (OmpA~) de F.coli, cultivadas
a 37°C por 18 horas em meio CYE, foram extraidas conforme descrito no item 5.1. Sua
concentragido padronizada através da eletroforese de diferentes volumes destas OMPs em géis
SDS-PAGE. E sua eletroforese foi realizada em gel SDS-PAGE 12,5% (5.3) corado com
Coomassie blue (5.4).

Na figura la sdo observadas, entre as OMPs das amostras de V.cholerae duas
subunidades protéicas de maior expressdo em relagdo as outras OMPs. Estas subunidades
possuem de pesos moleculares de 38kDa e 40kDa e foram descritas como OmpU e OmpT
respectivamente por Miller e Mekalanos (1988). Nas amostras CVD101, CVD110 e AI1837 a
subunidade protéica de 38kDa tem sua expressdo ativada ¢ a subunidade de 40kda tem sua
expressdo reprimida, mas ainda hé expressdo da amostra de 40kDa. Ja nas amostras 395 ToxR",
569B e CVD103-HgR a subunidade protéica de 38kDa tem sua expressdo reprimida enquanto
que a de 40kDa tem sua expressdo ativada, ainda havendo expressdo da subunidade de 38kDa.
Na amostra CVD103-HgR n3o foi possivel observar a subunidade protéica de 38kDa em gel
SDS-PAGE.

Nas OMPs da amostra de E. coli DHSa duas subunidades protéicas de 38kda e
34kDa possuem maior expressio em relagdo as outras OMPs, na amostra PAP702, que possui
uma muta¢do no gene que codifica a proteina de membrana externa OmpA, a subunidade de
34kDa ndo pode ser observada, demonstrando que esta subunidade € a proteina OmpA de E.coli

(Fig. 1a).
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Na eletroforese das proteinas de membrana externa da amostra KB207 de
V.cholerae (El Tor) cultivada a 15°C e 37°C por 18 horas em meio CYE (5.1), em gel SDS-PGE
12,5% (5.3) corado com Coomassie blue (5.4), foi observada a mesma quantidade da subunidade

protéica de 38kDa nas OMPs desta amostra crescida em ambas as temperaturas (F ig. 2).

6.2 Especificidade do antissoro anti-OmpU.

O antissoro anti-OmpU em experimentos de ELISA (Fig. 3), para os quais as
concentragdes de OMPs das amostras CVD101 e 395 ToxR™ foram anteriormente padronizadas,
apresentou reatividade com as OMPs das amostras CVD101 e 395 ToxR™ de V. cholerae, que
produz menor quantidade de OmpU que CVD101. Demonstrando que o antissoro anti-OmpU
reconhece, inclusive, quantidades menores de OmpU, como na amostra 395 ToxR™ (F 1g. 3).

O Western-blot das amostras CVD101, 395 ToxR~, CVD110, 569B, CVD103-
HgR e Al1837 de V. cholerae e DH5a e PAP702 (OmpA~) de E. coli (Fig. 1b) foi realizado
conforme descrito no item 5.7 contra o antissoro anti-OmpU, diluido de 1:100. O antissoro anti-
OmpU foi preparado conforme descrito no item 5.8, excisando-se a subunidade protéica de
38kDa (Fig. 1a) do gel SDS-PAGE das OMPs da amostra CVD101 de V.cholerae.

Neste Western-blot (Fig. 1b) houve o somente o reconhecimento de uma
subunidade protéica de 38kDa pelo antissoro anti-OmpU nas amostras CVD101, 395 ToxR",
CVD110, 569B, e Al1837 de V.cholerae e de uma subunidade protéica de 34kDa na amostra
DH5a (Fig. 1b). Esta subunidade protéica de 34Kda ndo foi reconhecida pelo antissoro anti-
OmpU na amostra de E. coli PAP702 (OmpA~) demonstrando que OmpU de V.cholerae e OmpA
de E.coli possuem epitopos em comum (Tab.1) (Fig. 1b). Na amostra de V.cholerae CVD103-
HgR houve o reconhecimento de uma subunidade protéica de 38kDa que nio era observada em
gei SDS-PAGE (Fig. la), mostrando que esta subunidade esta presente nesta amostra numa
quantidade to pequena que s6 pode ser detectada por Western-blot. Nesta mesma amostra,

CVD103-HgR, também houve o reconhecimento de uma subunidade de protéica de 43kDa que
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ndo € reconhecida nas outras amostras. Esta subunidade de 43kDa é uma forma nfo processada
de OmpU presente na membrana interna, e o seu reconhecimento neste Western-blot é devido a
contamina¢do da fragdo de OMPs da amostra CVD103-HgR com proteinas da fragio de
membrana interna (5.1) pois o antissoro anﬁ-OmpU reconhece trés formas peptidicas de 56kDa,
43kDa e 38kDa nos extratos de proteina totais (5.2), as formas peptidicas de 43kDa e 38kda na
fragdes de membranas interna e externa (5.1) e somente a subunidade protéica de 38kDa nas
fragdes de pré)teina de membrana externa (5.2) de V.cholerae (dados ndo mostrados).

No Western-blot das proteinas de membrana externa (5.1) das amostras 395 de
V.cholerae e DHSa de E. coli aquecidas a 50°C ou 100°C por 5 minutos em banho maria contra o
antissoro anti-OmpU na dilui¢do de 1:100, OmpU de V.cholerae tem um peso molecular de
32kDa quando aquecida a 50°C ¢ de 38kDa quando aquecida a 100°C, sendo modificavel por
temperatura como OmpA de E. coli (Reitmeier e Bragg, 1974) (Fig. 4).
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FIGURA 1. A) Perfil eletroforético das proteinas de membrana externa de amostras de
V.cholerae e E. coli em gel SDS-page 12,5% corado com Coomassie blue.
B) Western-blot de proteinas de membrana externa de V. cholerae ¢ E. coli
contra o antissoro anti-OmpU:
a) Padrées de peso molecular pré corados (Gibco BRL)
b) OMPs de V. cholerae CVD101
¢) OMPs de V. cholerae 395 ToxR™
d) OMPs de V. cholerae CVD110
e) OMPs de V. cholerae 569B
f) OMPs de V. cholerae CVD103-HgR
g) OMPs de V. cholerae A11837
h) OMPs de E. coli DH5a.
1) OMPs de E. coli PAP702 (OmpA")
1) Padrdes de peso molecular pré corados (Gibco BRL)
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FIGURA 2. Eletroforese das proteinas de membrana externa da amostra de V. cholerae
KB207 crescida a 15°C e 37°C por 18 horas em meio CYE, em gel SDS-page
12,5% corado com Coomassie blue.

A. Padrdes de baixo peso molecular pré corados (Gibco BRL)
B. V. cholerae KB207 (15°C)

C. V. cholerae XB207 (15°C)

D. V. cholerae KB207 (15°C)

E. V. cholerae KB207 (37°C)

F. V. cholerae KB207 (37°C)

G. V. cholerae KB207 ( 37°C)

H. Padrdes de alto peso molecular pré corados (Gibco BRL)
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FIGURA 3. Provas de ELISA com placas sensibilizadas com proteinas de membrana externa

das amostras de V. cholerae CVD101 e 395 ToxR™ contra o antissoro anti-OmpU.
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FIGURA 4. Western-blot das proteinas de membrana externa das amostras 395 de V. cholerae e
 DHS5a de E. coli, aquecidas em diferentes temperaturas por 5 minutos contra o
antissoro anti-OmpU.
a) OMPs V.cholerae 395 aquecidas a 50°C
b) OMPs V. cholerae 395 aquecidas a 100°C
c) OMPs E. coli DH5a. aquecidas a 50°C
d) OMPs E. coli DH5a aquecidas a 100°C
¢) Padrdes de peso molecular pré corados (Gibco BRL)
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E7946 de V. cholerae,

A prova de ELISA (Fig. 5) foi realizada com placas sensibilizadas com diferentes
concentragdes de proteinas de membrana externa (OMPs) da amostra CVD101 de V. cholerae
extraidas conforme descrito no item 5.1 (diluidas de 1:50; 1:100; 1:1000 e 1:5000) contra os
soros de voluntarios humanos experimentalmente infectados com as amostras de V.cholerae 395
(Levine et al., 1988) e E7946 (Tacket et al., 1993) pré e p6s imunizagdo diluidos de 1:100. Estes
ELISAS foram repetidos 4 vezes e a média dos resultados deles mostrada na figura 5 demonstrou
que ha maior reatividade soroldgica das OMPs da amostra de V.cholerae CVD101 com 0s Soros
de voluntdrios imunizados com as amostras 395 e E7946 do que com os soros dos mesmos
voluntarios antes da imunizagio.

A prova de ELISA (Fig. 6) foi realizada com placas sensibilizadas com as
proteinas de membrana externa das amostras CVD101 e 395 ToxR™ V. cholerae na diluigdo de
1:100 contra diferentes diluigdes (1:50; 1:100; 1:500; 1:1000 e 1:5000) dos soros de um
voluntdrio humano experimentalmente infectado com a amostra de V.chderae 395 (Levine et al.,
1988) pré e pos imunizagfo. Este ELISAS foram repetidos 4 vezes e a média de seus resultados
demonstrou que ha maior reatividade sorolégica das OMPs das amostras CVD101 e 395 ToxR"
com o soro do voluntrioos imunizadoos com a amostra 395 do que com o soro do mesmo
voluntério antes da imunizagdo.

O Western-blot da Fig. 7 foi realizado com as OMPs da amostra CVD101 de
V.cholerae contra os soros de voluntarios experimentalmente infectados com as amostras 395
(Levine ef al., 1988) e E7946 (Tacket et al., 1993) pré e pds imunizagdo na diluicdo de 1:100.
Neste Western-blot houve o reconhecimento de cerca de 5 subunidades protéicas, sendo a

subunidade protéica de 40kDa somente reconhecida pelos soros dos voluntarios imunizados com
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as amostras 395 ¢ E7946. Ao passo que a subunidade protéica de 38kDa, também foi

reconhecida pelos soros dos mesmos voluntarios antes da imunizagio.
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FIGURA S. Prova de ELISA das placas sensibilizadas com as proteinas de membrana externa da
amostra de V. cholerae CVD101 em diferentes diluigdes, contra 0s soros de
voluntarios humanos imunizados contra as linhagens de V. cholerae 395 e E7946, pré

€ pos imunizagao.
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FIGURA 6. Prova de ELISA das placas sensibilizadas com as proteinas de membrana externa
das amostras de V. cholerae CVDI101 e 395 ToxR™, contra os soros de um voluntario

humano imunizado contra a linhagem de V. cholerae 395 , pré e pés imunizagao.
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FIGURA 7. Western-blot das proteinas de membrana externa (OMPs) da amostra de V. cholerae
CVD101 e contra os soros de voluntarios humanos imunizados com as
linhagens de V. cholerae 395 e E7946 , pré e pos imunizago.
A. Padrdes de peso molecular pré corados (Gibco BRL)
B. OMPs de V. cholerae CVD101 coradas com amido black
C. western contra soro de voluntario pré-imuniza¢o com V. cholerae 395
D. western contra soro de voluntério pés-imunizagdo com V. cholerae 395
E. western contra soro de voluntério p6s-imunizagio com V. cholerae E7946

F. western contra soro de voluntério pré-imunizagio com V. cholerae E7946
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6.4. Analise aming-terminal da proteina de membrana externa OmpU.

A analise amino-terminal de OmpU foi realizada com OmpU purificada das
amostras CVDI101 (classica) e CVD110 (El Tor) de V. cholerae conforme descrito nos itens 5.5 €
5.6 dos métodos, existindo diferenca de apenas um aminoacido entre elas:

‘ Asp, Gly, Ile, Asn, Gln, Ser, Gly, Asp, Lys, Ala, Gly, Ser, Thr, Val, Tyr (El Tor)

Asp, Gln, Ile, Asn, Gln, Ser, Gly, Asp, Lys, Ala, Gly, Ser, Thr, Val, Tyr (cldssica)

Esta sequéncia amino terminal apresenta similaridade com as adesinas HMWI1 e

HMW?2 de Haemophilus influenza.

OmpU TQINQSGDKAGSTVYSAKGT
Podteleel 1

HMW1 404~ SADSVSKDKSGNIVLSAKEG -423

HMW?2 405- SADSVSKDKSGNIVLSAKEG -424

Obs: Onde | significa identidade e : significa similaridade

6.5.Western-blo MPs das amostr VD101 . choler.
li ¢ E2348 de E. coli enteropatogénica classica (EPEC) contr. ntissoro monoclonal anti-

filamento hemaglutinina de Bordetell 1

O Western-blot da figura 8 foi realizado, conforme descrito no item 5.7, com as
OMPs das amostras de V.cholerae CVDI101 e de E. coli DH5a, extraidas conforme descrito no
item 5.1, e com as proteinas totais da amostra de F.coli enteropatogénica (EPEC) E2348/69,
extraidas conforme descrito no item 5.2, contra o antissoro monoclonal X3C produzido contra o
filamento hemaglutinina de Bordetella pertussis diluido de 1:500. O antissoro monoclonal anti-
filamento hemaglutinina de Bordetella pertussis reconheceu uma subunidade protéica de 38kDa

nas OMPs da amostra CVD101 de V. cholerae, uma subunidade protéica de 34kDa nas OMPs da

101



amostra DH5a de E. coli e duas subunidades protéicas principais de 34kDa e de 66kDa nas
proteinas totais da amostra E2348/69 de EPEC além de outras reconhecidas fracamente que

podem ser consideradas como "background".
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FIGURA 8. Western-blot das proteinas de membrana externa das amostras de V. cholerae
CVD101 e E. coli DHSa e das proteinas totais da amostra E2348/69 de EPEC
contra o antissoro monoclonal X3C anti-filamento-hemaglutinina de Bordetella
pertussis.

A. Padrdes de baixo peso molecular pré-corados (Gibco BRL)
B. Proteinas de membrana externa de V. cholerae CVD101

C. Proteinas de membrana externa deE. coli DH5q.

D. Proteinas totais de EPEC E2348/69

E. Padrdes de alto peso molecular pré-corados (Gibco BRL)
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6.6.Adesdo de OmpU 4 fibronectina, coldgeno, laminina e RGD.

Os testes de ades@o a fibronectina, colageno, laminina e RGD foram realizados
conforme déscrito no item 5.11 através de ELISAS, nos quais as placas foram sensibilizadas com
diferentes diluigdes de fibronectina, laminina, colageno ou RGD cofn as OMPs das amostras
CVDI101 e 395 ToxR™ de V. cholerae e como controle negativo foram utilizadas as OMPs da
amostra DHS\a de E.coli, nas quais OmpA reage com o antissoro anti-OmpU (Fig. 1). O antissoro
anti-OmpU, na dilui¢do de 1:100, foi utilizado para a detec¢do da ligagdo de OmpU a estas
proteinas de matriz ou ao peptideo RGD. Estes ELISAS foram repetidos 4 vezes e os resultados
apresentados nas figuras 9, 10 e 11 sdo as médias entre os valores de densidade optica observados
nos 4 ELISAS.

Através destes testes, demonstrou-se que OmpU das amostras CVD101 e 395
ToxR™ de V.cholerae adere-se a fibronectina mais fortemente quando esta estd numa
concentragdo de 1:2000, sendo esta adesdo diminuida quando ha maior ou menor concentragdo
de fibronectina (Fig. 9). E ao tripeptideo RGD (RGD ¢ o tripeptideo que se liga a proteina
integrina celular de eucariotos) até a diluigdo deste de 1:1000 (Fig. 10).

OmpU da amostraes CVD101 V.cholerae adere-se mais fortemente a RGD, depois
a fibronectina, e praticamente ndo se adere a laminina e colageno (Fig. 11). A adesdo de OmpU a
fibronectina ndo foi inibida por RGD e a adesio de OmpU a RGD ndo foi inibida por
fibronectina (dados ndo mostrados), demonstrando que o receptor de OmpU na fibronectina nfo
¢ 0 mesmo que o de RGD, e levando-nos a propor o modelo da figura 12 para a ligagdo de OmpU

a fibronectina ¢ RGD.
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FIGURA 9. Provas de ELISA com placas sensibilizadas com fibronectina da adesdo de OmpU

das amostras de V. cholerae CVDI101 e 395 ToxR™ a fibronectina.
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FIGURA 10. Provas de ELISA com placas sensibilizadas com RGD da adesdo de OmpU das

amostras de V. cholerae CVDI101 e 395 ToxR™ a RGD.
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FIGURA 11. Adesdo de OmpU da amostra de V. cholerac CVDI101 a fibronectina, RGD,

laminina e colageno.
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FIGURA 12. Modelo proposto de adesdo de OmpU de a fibronectina e RGD.
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As amostras 395, E7946, TCP2 (AtcpA), Al1837 (sorogrupo 0139), 6A (mutante

sem capsula da amostra Al1837) e 1E (mutante sem capsula da amostra Al1837) aderem-se as
células HEp-2 a 37-C (Fig 13a e Tab.3). A amostra de V.cholerae 569B adere-se a células HEp-2
14 vezes menos que V.cholerae CVD101 (395 ActxA) e V.cholerae CVD103-HgR adere-se a
células HEp-2 28 vezes menos que V. cholerae CVD101 (Tab. 4).

O antissoro anti-OmpU nas diluigbes de 1:10, 1:25 e 1:50 inibe 100% da adesdo
das amostras 395, E7946, TCP2, 569B, 6A e 1E as células HEp-2 (Fig. 13b e Tab. 3) e ndo inibe
a adesdo das amostras Al1837 de V.cholerae ¢ E2348/69 de E. coli enteropatogénica classica
(EPEC) (Tab. 3). O antissoro pré-imunizagdo de coelho ndo inibe a adesdio de V. cholerae a
c€lulas HEp-2 (dados nio mostrados)

Os fragmentos F(ab), do antissoro anti-OmpU nas concentragdes de 8mg/ml,
3,2mg/ml e 1,6mg/ml inibem 100% a adesdo das amostras de V.cholerae 395, E7946, TCP2,
569B, 6A e 1A as células HEp-2 e ndo inibe a adesdo das amostra AI1837 de V.cholerae e
2348/69 de EPEC as células HEp-2 (Tab. 3).

Fibronectina e RGD nas diluigdes de 1:10, 1:25, 1:50 e 1:100 ndo inibem a adesdo
de V. cholerae as células HEp-2 (Tab. 3). Bem como o antissoro anti-TcpA (subunidade
estrutural de TCP) nas dilui¢gdes de 1:10 e 1:25 ndo inibiu a adesdo das diferentes amostras de
V.cholerae as células HEp-2 a 37°C (Tab. 3).

V. cholerae 395 e E7946 também aderem-se a células HelLa, Int-407 ¢ Caco-2 ¢ a
aderéncia a estas células epiteliais € completamente inibida pelo antissoro anti-OmpU nas
concentragdes de 1:10, 1:25 ¢ 1:50 (dados ndo mostrados).

Todos estes experimentos foram repetidos pelo menos trés vezes para a

confirmag¢io dos resultados obtidos.
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A)

FIGURA 13. A) Adesdo de V. cholerae 395 a células HEp2.

B) Inibigdo da adesdo de V. cholerae 395 a células HEp2 pelo antissoro anti-
OmpU.
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TABELA 3. Adesdo e inibigdo de adesdo de diferentes amostras de V. cholerae e E. coli a

células HEp2.
amostra adesdo HEp2 adesdo HEp2 adesdo HEp2 adesdo HEp2 adesdo HEp2
com anti-OmpU com F(ab), com anti-TcpA FN/RGD
V. cholerae 395 + - - + +
V. cholerae E7946 + - - + +
V. cholerae TCP2» + - - + +
V cholerae A11837» + + + + +
V. cholerae 1A- + - - + +
V. cholerae E6¢ + - - + +
V. cholerae 569B + - - + +
E. coli EPEC 2348/69 + + + + +

(+)=adere-se a células HEp2; (-)=ndo adere-se a células HEp2
a) mutantes de delegdo para 7cpA.
b) V. cholerae ndo O1, sorogrupo 0139, capsulado

c) mutantes nio capsulados de V. cholerae A11837
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TABELA 4. Porcentagem de aderéncia do indculo total de V. cholerae a células HEp2 apds

incubagio por 30 minutos a 37-C.

amostra porcentagem de adesdo a células HEp2
CVDI101 15,7%

CVD110 20%

569B 1,1%

CVD103-HgR 0,55%

a) Inéculo total de bactérias: 1 X 107 para 1 X 10s de células HEp2 .
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O antissoro anti-OmpU e os fragmentos F(ab), de anti-OmpU conferem protecdo
contra V. cholerae classico (395) e El Tor (E7946) em camundongos recém-nascidos (Tab. 5).
De quatro camundongos inoculados com V. cholerae 395 com soro normal de coeltho nenhum
sobreviveu; 20 passo que de 5 camundongos inoculados com V. cholerae 395 com antissoro anti-
OmpU, os 5 sobreviveram e de 4 camundongos inoculados com V. cholerae 395 com fragmentos
F(ab), de anti-OmpU, 3 sobreviveram. De 10 camundongos inoculados com V. cholerae E7946
com soro normal de coelho, apenas 3 sobreviveram; de 9 camundongos inoculados com V.
cholerae E7946 com antissoro anti-OmpU, 5 sobreviveram e de 10 camundongos inoculados

com V. cholerae E7946 com fragmentos F(ab), de anti-OmpU, 7 sobreviveram (Tab. 5).
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TABELA 5. Teste de protegdo contra V. cholerae em camundongos recém-nascidos com

antissoro anti-OmpU e fragmentos F(ab), de anti;OmpU.

linhagens e antissoros sobreviventes/total»

395 (classica)
soro normal de coetho 0/4
anti-OmpU F(ab), 3/4
anti-OmpU 5/5
anti-TcpA 3/4

E7946 (El Tor)
soro normal de coetho 3/10
anti-OmpU F(ab), 710
anti-OmpU 5/9

a) numero de camundongos recém-nascidos
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Com a linhagem de V. cholerae classica 395 previamente incubada com antissoro
anti-OmpU a colonizagdo intestinal em camundongos recém-nascidos foi 3 vezes menor que com

V. cholerae 395 previamente incubado com soro normal de coelho (Tab. 6).

Com a linhagem de V. cholerae El Tor E7946 houve uma diminuigdo de 7 vezes
na colonizagdo intestinal com antissoro anti-OmpU, em relagdio a colonizagdo observada com

soro normal de coelho.
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TABELA 6.Inibigdo da colonizag@o intestinal em camundongos recém-nascidos por V. cholerae

com antissoro anti-OmpU.

linhagens e antissoros no de cfu» recuperado
395 (cléssica)
soro normal de coelho 1,1 X 106
anti-OmpU 0,35 X 10s
anti-TcpA 0,12 X 10s
E7946 (El Tor)
soro normal de coelho 0,76 X 10s
anti-OmpU 0,13 X 10s

a) cfu= unidades de formagdo de coldnias (cfu inoculado por camundongo foi de 1 X 10s)
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6.10. Obtengdo de peptideos internos de OmpU.,

Os peptideos internos de OmpU de V.cholerae 395 foram obtidos e suas
'sequéncias amino terminais foram sequenciadas conforme descrito no item 5.28. Foram obtidos
sete peptideos internos obtidos de OmpU e suas sequéncias N-terminais s30 as seguintes:
Pepl1-Val,Asp,Tyr, Thr,Gly,Glu,Leu,Ala,Ala,Gly, Tyr,Lys
PepZ;Thr,Tyr,Ala,Gly,Ile,Gly,Gly,Thr,Tyr,Gly,Glu,Val,Thr,Tyr,Gly,Lys
Pep3-Phe,Asn,Leu,Leu,Phe,Ser,Asp,Lys
Pep4-Met,Glu,Asn,Leu, Tyr,Phe,Ala,Gly,Leu,Phe, Thr,Asp,Gly,Glu,Leu,Ala,Phe
Pep5-lle,Ala,Gly,Glu,Leu, Tyr, Thr,Val,Gly,Phe, Tyr,lle Met,Ser, Tyr
Pep6-Asn,Asp,Gly,Ala,Leu,Gly,Val,lle, Thr,Asp,Phe, Thr,Asp,lle, Met,Ser, Tyr,His,Gly,
Asn, X Ala,Ala,Glu
Pep7-Ala,Glulle,Asn,Asp,Phe,Leu, Tyr,Gly,Val Gly, X, Tyr,Glu,Gly,His,Phe

A reagdo de PCR foi realizada como descrito no item 5.29 utilizando como DNA
molde o DNA gendmico de V.cholerae 395 e como "primers" os oligonucleotideos degenerados
sintetizados a partir das sequéncias N-terminal (K227) (5'-GAC(T)GGC(T)ATC(T)AACCAGT
(AYCC(T)YGGT(C)GAC(T)AAA(G)GC-3") e do peptideo interno Pep4 (K281) (5-AACAGA(G)
CCA(C,T)GCA(G)AAA(G)TACAGGTTC(T)TCCAT-3') de OmpU (Fig. 14).

A reagdo foi a seguinte: 55,5uls de dH,0, 10uls do Tampdo 10X, 16uls da mistura
de dNTPs (200uM de cada um), 3uls do oligonucleotideo K281 (Pep4) (400ng), Suls do
oligonucleotideo K227 (N-terminal) diluido de 1:10 (400ng), 1ul de Tag DNA polimerase, 8uls
de MgClz 25mM (2ZmM) e 1,5uls do DNA molde (200ng).

Através desta reagdo de PCR foi amplificado um fragmento de cerca de 686pb a

partir do DNA gendmico de V.cholerae 395 (Figs. 14 e 15)
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O fragmento de 686pb de ompU amplificado pela reagdio de PCR descrita no item

6.11 foi purificado conforme descrito no item 5.30, tratado com T4 polimerase para a remog¢ao
da base A "overhang" colocada pela Taq polimerase conforme descrito no item 5.32 e clonado no
plasmidio pBluescript digerido com Sma I conforme mostrado nas figuras 14 e 16 originando p
plasmidio pVS11 e sequenciado. Na sequéncia da proteina prevista para este fragmento

encontrou-se as sequéncias N-terminal (6.4) e dos peptidios 2, 4, 6 e 7 (6.10) de OmpU (Fig. 17).

6.13.Utilizac8o do fragmento de ompl/(6.11 ¢ 6.12) como sonda molecular,

Este fragmento de PCR (6.11; 6.12; Fig. 15) foi utilizado como sonda molecular e
foi hibridizado com o0 DNA gendmico de V. cholerae 395 digerido com as‘seguintes enzimas de
restrigdo: Pst I, Bgl 1, Cla 1, Hind 111, Pvu 11, Ava 1, Eco R], Eco RV, hibridizando com apenas
uma banda em todas as digestdes, com excessdo da digestdo com EcoRV onde hibridizou com

duas bandas (Fig. 18).
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5'-CAGATCAACCABGA(T)G(C)CIT)GEC(T)GAC(TIAAA(G)GC-3"

‘K\‘H\\MR&\ r////,/”/// ¥ cholerse 395
Pr N-t DNA GENOMICO
e

3-AACAGA(G)CCA(T)(C)GCA(G)AAA(G)TACAGETTC(T)TCCAT-5"

PCR

T4 DNA polimerase

Sma 1

pBluescript

Ligacdo

amplf 686 pb

pVS11

FIGURA 14. Reagéo de PCR para obtengéo da sonda de ompUe a clonagem do fragmento

amplificado em pBluescript.
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FIGURA 15. Produto da reagio de PCR do DNA gendmico da amostra de V. cholerae

395 utilizando como primers os oligonucleotidios da regido N-terminal e
pep4 de ompU.

A Padrdo de peso molecuiar; §X174 Hae III

B.produto de PCR

C.padrio de peso molecular; $X174 Hae III
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FIGURA 16. A)Gel de agarose 0,7% da ligagdo do produto de PCR com o plasmidio
pBluescript: a)1Kb ladder; b)pBluescript; c)ligagio produto PCR com
pBluescript; d)ligagdo do produto de PCR com pBluescript; e)®X174(Hae III)
B)Gel de agarose 0,7%: a)1Kb ladder b)plasmidio pBluescript;
¢)pVS11(pBluescript com o produto de PCR inserido)
C)Southern blot hibridizado com o produto de PCR (N-terminal-pep4):
a)1kb ladder; b)pBluescript; c)pVS11.
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1 CAGATCAACCAGAGCGGTGATARAGCAGGTTCAACCGTTTACAGCGCGAAAGGTACTTCTCTAGA 65
Q@ T N 9 S 6 I X A G 8§ V¥V ¥ S AR € U oE T R
(segquéncia N-terminal)
66 AGTTGGTGGCCGTGATGARGCTCGCCTATCTCTGAAAGATGGTAAGGCACAAGACAACTCTCGCG 130
voE & RO E A R LS R D @ e @ B N 8 R ¥

I TACGTCTAAACTTCTTGGGTAAAGCAGRAATCAATGACAGCCTATACGGTGTTGGTTTCTACGARA 195
B T N B L GG K A B N OB B B ¥ @ W © Bowonm
(seguéncia Pep7)
196 GGCGAGTTTACTACTAATGATCAAGGTAAAAACGCGTCTAACAACAGCCTAGACARCCGTTATAC 260
&G = E T T N D @G KN &S NN S BN R YT

261 CTACGCTGGTATCGGTGGCACTTACGGTGAAGTGRCTTACGGTAAAAACGATGGCGCATTGGGCG 325
¥ A G I & 5 2 N G E VT Y asRessesnms w G V
(Sequéncias Pep2 e Pep6)
326 TAATCACTGACTTCACCGATATCATGTCTTACCACGGTARCACAGCCGCAGARAARATTGCTCTA 380
T OB F T D T EMAUSYMNE 5 N K A B KX I O§ %

391 GCAGACCGTGTTGACAACATGCTGGCT TACAAAGGCCAATTTGGTGACCTAGGCGTARAAGCAAG 455
A B SR VS S M TR R o e e e e el e

456 CTACCGTTTTGCTGACCGTAACGCTGTTGACGCAATGGGTAATGTTGTAACTGAAACAAACGCTE 520
ORE CEAGSD R N ARV ERESIEE N G N W v R N n A

521 CCARGTACTCTGACAACGGTGRAGATGGTTACTCTCTGTCTGCTATCTACACT TTCGGTGACACT 585
Koo B anl oND @ E SDISESSYRREE T Sasn iy Sin op) e Sndup

586 GGCTTTAACGTAGGTGCTGCGTACGCAGATCAAGACGATCAAAACGAATACATGCTAGCCGCTTC 650
G EN V 6 A A ¥ A D O B D O N E Y M L A B &

651 TTACCGCATGGAGAACCTGTATTTCGCGGGTCTGTT 686
R M SRS N OB R & L
(sequéncia Pep4)

FIGURA 17: Sequéncia de DNA de parte do gene ompl/ amplificado pela reacio de PCR (item
5.29) e clonado em pBluescript. Os residuos de aminoacidos em cor de rosa s3o
derivados das sequéncias N-terminais de peptideos internos de OmpU (5.28).
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FIGURA 18. A)Gel de agarose do DNA genémico de V. cholerae 395 digerido com
diferentes enzimas de restrigdo.

B)Southern-blot do DNA gendmico de V. cholerae 395 digerido com
diferentes enzimas de restrigdo hibridizado com a sonda de PCR (N-terminai
¢ pep4 de ompU-
a)padrédo de peso molecular, 1kb ladder: b)Pst I; ¢)Bgl II; d)Cla I, e)Hind 11I:
DPvull; g)dva I, h)Eco RI; i)Eco RV.
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6.14.

ompl,

O banco gendémico de V. cholerae 395 em AZAPII foi hibridizado com a sonda
ompU (6.11) conforme descrito no item 5.40. E somente uma placa de lise hibridizou com ompU.
Foi realizada a extragdo em larga escala do DNA fago que hibridizou com a sonda ompU
(pVS12) conforme descrito no item 5.41, este DNA foi digerido com diferentes enzimas de
restri¢do, foi realizada a sua eletroforese em gel de agarose, 0 DNA foi transferido por Southern-
blot (5.33) para uma membrana de nitrocelulose € esta foi hibridizada com a sonda ompU. As
hibridizagdes (Fig.19) mostraram um padrdo de bandas semelhantes ao padrio encontrado na
hibridizagdo com o DNA gendmico de V. cholerae 395 com ompU (Fig. 18), quando ambos os
DNAs (pVS12 e genomico) foram digeridos com as enzimas Hind III, Eco RV e Pst I, embora

tenha ocorrido digestdo parcial de pVS12 com estas enzimas (Figs. 19).

6.15 Mutagénese com o transposon Tnphod.

A mutagénese de V.cholerae 395 por insergdo do transposon TnphoA foi realizada
conforme descrito no item 5.39. Foram obtidos 160 mutantes com inser¢des do transposon em
locais diferentes de seu genoma (Observagdes realizadas através de Southern-blots do DNA
gendmico total digerido com Hind III e hibridizado com o gene que codifica resisténcia a
kanamicina do TnphoA) e as proteinas totais destes foram testados por Western-blots contra o
antissoro anti-OmpU e nenhum dos mutantes apresentou qualquer alteragdo na expressdo de

OmpU.
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6.16. Mutacdo de ompU por inser¢do

A mutagénese de ompU por inser¢do foi realizada conforme descrito no item 5.38.
O plasmidio pVS11 foi digerido com Bam HI e Eco Rl e o fragmento de 686pb (fragmento de
ompU foi purificado conforme descrito no item 5.30, digerido com EcoRV que digere no meio
deste fragmento (Fig. 18) e clonado no plasmidio pGP704 digerido com Bg/ll ¢ Eco RV. Nio se
obteve sucessb, pois, ap6s cinco repetigdes, ndo foi possivel a recuperagio de nenhuma coldnia
apos a conjugacdo entre E. coli SM10Apir contendo pGP704 com o fragmento Eco RV-Bam HI
de pVS11 e V. cholerae 395 Smr.
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FIGURA 19. Southern blot de pVS12 digerido com diferentes enzimas de restri¢do hibridizado
com a sonda ompU.

A. Padrdo de peso molecular A Hind 11

B. pVSl11

C. pVS12 digerido com Hind 11

D. pVS12 digerido com Hind Il € Eco RV

E. pVS12 digerido com Eco RV

F. pVS12 digerido com Eco RV e Pstl

G. pVS12 digerido com Pst | /
H. pVS12 digerido com Pst 1 e Hind 111

I. Padrio de peso molecular A Hind II1
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7.DISCUSSAO:

A doenga colera caracteriza-se por causar diarréia aquosa intensa que pode
ocasionar a morte do hospedeiro em 4 ou 6 horas. A colera ainda ¢ um problema nos paises do
terceiro mundo onde ndo ha saneamento basico, sendo que uma epidemia esta em andamento na
América do Sul (Lyke e Holmgren, 1989). A colera ¢é causada pela bactéria Gram-negativa Vibrio
cholerae.

Este trabalho foi realizado com as amostras 395 e 569B (classica), AI1837
(sorogrupo 0139) e E7946 (El Tor) de V. cholerae, bem como com as mostras derivadas destas:
CVD101 (395 Actxd), CVD110 (E7946 Actx4), CVD103-HgR (569B Actxd) e 395 ToxR'.
Todas as amostras foram fornecidas pelo Prof. Dr. James B. Kaper do Center for Vaccine
Development, da Universidade de Maryland.

O perfil elétroforético das proteinas de membrana externa (OMPs) das amostras
CVDI101, 395 ToxR™~, CVD110, 569B, CVD103-HgR e AI1837 de V. cholerae crescidas a 37-C
por 18 horas em meio CYE em gel SDS-page 12,5% corado com Coomassie blue, demonstrou a
presenga de duas subunidades protéicas de maior expressdo em relagdo as outras OMPs (Fig. 1a).
Estas subunidades possuem pesos moleculares de 38kDa e 40kDa (Figs. 1a) respectivamente e
foram descritas por Miller e Mekalanos (1988) como sendo as proteinas de membrana externa
OmpU (38kDa) e OmpT (40kDa).

O regulon de ToxR contém varios dos genes associados com a viruléncia de
V.cholerae (Miller e Mekalanos, 1984; Miller et al., 1987; Peterson ¢ Mekalanos, 1988; Taylor
et al., 1987) como o operon ctxAB da toxina colérica, o pilus TCP (Taylor et al., 1987) e o
operon acf que provavelmente codifica um fator de colonizagdo acessorio (Peterson e Mekalanos,
1988).

’ Nas amostras CVD101, CVD110 e Al1837 OmpU tem sua expressdo aumentada,
enquanto que OmpT tem sua expressdo diminuida (Fig. 1a). J4 na amostra 395 ToxR", OmpU

tem sua expressdo diminuida ¢ OmpT tem sua expressdo aumentada (Fig. 1a), confirmando,
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assim, os resultados previamente obtidos por Miller e Mekalanos (1988) de que OmpU tem sua
expressio ativada e OmpT tem sua expressdo reprimida por ToxR. Entretanto, conforme
demonstram as figuras 1a e 1b, OmpU continua a ter uma expressdo basal no mutante 395 ToxR"
. O fato de OmpU ser ativada por ToxR, torna-a interessante, pois o regulon ToxR estd envolvido
na regulag¢do de vdrios genes de viruléncia de V.cholerae (Miller ¢ Mekalanos, 1984; Miller et
al., 1987, Peterson e Mekalanos, 1988; Taylor et al., 1987).
’ OmpU tem sua expressdo diminuida nas amostras 569B (Fig. 1a) (Peterson ¢

Mekalanos, 1988) e CVD103-HgR (569B Actx4), sendo a expressio de OmpU nesta tltima,
diminuida em relagdo a sua expressdo na amostra 569B, sendo apenas detectvel através de
Western-blots com o antissoro anti-OmpU (Fig. 1). A amostra 569B apresenta uma delecdo no
gene que codifica ToxS (Miller e Mekalanos, 1985, Miller et al., 1989) que € uma proteina trans-
membréanica responsavel pela formagdo de dimeros de ToxR, tornando-o ativo (DiRita, 1992).
Esta mutagdo em ToxS influencia na expressdo de OmpU da amostra 569B, uma vez que ToxR
nesta amostra nfo estd sendo devidamente ativado. No caso da amostra CVD103-HgR, nos
experimentos de insergdo do gene que confere resisténcia a0 mercirio no gene da hemolisina,
foram realizadas diversas passagens com plasmidios de incompatibilidade, o que ocasionou, de
alguma forma, uma outra mutagdo que, por sua vez, afetou a expressio de OmpU.

A eletroforese das proteinas de membrana externa da amostra KB207 (El Tor) de
V. cholerae crescida a 15:C e 37°C em meio CYE em gel SDS-page 12,5% corado com
Coomassie blue, demonstrou a presenga de OmpU, sendo esta igualmente expressa em ambas as
temperaturas (Fig. 2). Este resultado indica que OmpU ¢ expressa por ambos os biotipos de
V.cholerae (cléassico e El Tor), e que sua expressdo nfo é regulada por temperatura. Miller e
Mekalanos (1988) observaram que a adigdo de aminoacidos ao meio e modificagio da
osmolaridade causavam alteragdes na expressdo de OmpU e OmpT, ao passo que modificages
no‘pH do meio ¢ na temperatura no causavam nenhum efeito na expressio destas proteinas.

O antissoro anti-OmpU demonstrou ser especifico para OmpU e sensivel a

pequenas quantidades desta proteina em experimentos de Western-blot (Fig. 1b) e ELISAS (Fig.
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3). O antissoro anti-OmpU reconheceu OmpU em ELISAS nas amostras CVD101 e 395 ToxR™
(fig. 3) em um titulo quase idéntico, demonstrando que este antissoro consegue reconhecer
OmpU mesmo quando esta proteina € expressa em pequena quantidade. Nos experimentos de
Western-blot (Fig. 1) este antissoro reconheceu apenas a subunidade de 38kDa, descrita como
sendo OmpU por Miller e Mekalanos (1988), nas amostras de V. cholerae CVD101, 395 ToxR",
CVDI110, 569B e Al 1837. Na amostra CVD103-HgR houve o reconhecimento da subunidade de
38 kDa (Omf)U) e de uma outra subunidade protéica de 43 kDa que ndo é reconhecida nas outras
amostras. Esta subunidade de 43kDa ¢ uma forma ndo processada de OmpU presente na
membrana interna e seu reconhecimento neste Western-blot (Fig. 1b) é devido a contaminagio
da fragdo de OMPs da amostra CVD103-HgR com proteinas da fragio de membrana externa
(item 6.2). Este antissoro (anti-OmpU), reconheceu, entretanto, uma subunidade protéica de
34kDa (Fig. 1b) nas OMPs da amostra de E. co/i DH5a, indicando que OmpU possui epitopos
em comum com esta Omp de 34kDa de E. coli. A amostra de E. coli PAP702 possui uma
mutagio no gene estrutural da proteina de membrana externa OmpA, nio produzindo esta
proteina (Manning et al., 1977) e as OMPs desta amostra ndo sdo reconhecidas pelo antissoro
anti-OmpU (Fig. 1b), indicando que a proteina de 34kDa de E. coli reconhecida pelo antissoro
anti-OmpU ¢ OmpA. OmpA estd envolvida no transporte de aminoacidos, € os mutantes OmpA~,
sdo defectivos para crescimento (Manning ef al., 1977).

A proteina OmpU assim como OmpA ¢ modificavel por temperatura,
caracteristica, esta, estabelecida para OmpA (Reitmeier e Bragg, 1974), tendo um peso molecular
de 32kDa quando aquecida a 50°C ¢ 38kDa a 100°C por S minutos (Fig. 4), sugerindo que OmpU
pode ser uma proteina tipo-OmpA.

Através das provas de ELISA com placas sensibilizadas com OMPs da amostra de
V.cholerae CVD101 (Fig. 5) e das amostras CVD101 e 395 ToxR™ (Fig. 6) contra soros de
voiuntérios humanos experimentalmente infectados com as amostras de V.cholerae 395 (Levine
et al., 1988) e E7946 (Tacket et al., 1993) pré e pds imunizagdo, demonstrou-se que as OMPs

destas amostras apresentam maior reatividade soroldgica com soros de voluntatios imunizados
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contra colera do que com os soros dos mesmos antes da imunizagdo. O reconhecimento de OMPs
de V. cholerae por antissoros de voluntiarios humanos havia sido inicialmente observado por
Richardson et al. (1989). Indicando que as OMPs de V.cholerae sdo imunogénicas. O Western-
blot da figura 7 realizado com OMPs da amostra CVD101 contra soros de voluntarios humanos
experimentalmente infectados com V.cholerae 395 (Levine et al., 1988) e E7946 (Tacket et al.,
1993) pré e pos imunizagio, demonstrou que 5 OMPs de CVD101 Sao reconhecidas pelos soros
dos voluntatios imunizados contra célera, e entre estas OMPs estd a subunidade de 38kDa
referente a OmpU. OmpU, entretanto, foi reconhecida também, embora mais fracamente, pelos
soros dos mesmos voluntarios antes da imunizag¢do, o que pode vir a ser explicado pelo fato de
OmpU possuir epitopos em comum com OmpA de E. coli (Fig. 1), que é uma bactéria presente
na flora normal do intestino humano.

A andlise amino-terminal (item 6.4) de OmpU das amostras CVD101 (classica) e
CVDL110 (El Tor) de V. cholerae demonstrou que as proteinas de ambas as amostras possuem
sequéncias amino-terminais semelhantes, diferenciando-se apenas no segundo amino4acido desta,
sendo este glicina no biotipo El Tor e glutamina no biotipo classico. Essa sequéncia amino-
terminal de OmpU possui similaridade com as adesinas HMW1 ¢ HMW2 de Haemophilus
influenzae (Barenkamp e Leininger, 1992) (6.4) e essas adesinas de Haemophilus influenzae, por
sua vez, possuem similaridade com o filamento hemaglutinina (FHA) de Bordetella pertussis,
sendo reconhecidas pelo antissoro monoclonal (X3C) deste (Barenkamp e Leiniger, 1992).
Através de experimentos de Western-blot (Fig. 8) demonstrou-se que OmpU ¢ reconhecida pelo
antissoro monoclonal (X3C) do filamento hemaglutinina de Bordetella pertussis, demonstrando
que OmpU e Filamento hemaglutinina possuem epitopos em comum.

Como adesinas de varios microorganismos t€ém como receptores as proteinas da
matriz celular (Patti ef al., 1994). Estudou-se a capacidade de OmpU em aderir-se a proteinas da
matriz celular demonstrando-se que OmpU das amostras de V. cholerae CVDI101 e 395 ToxR™
adere-se a fibronectina (Fig. 9). A ades3o a fibronectina foi pronunciada quando a dilui¢do desta

foi de 1:2000, a queda da adesdo quando a concentragdo de fibronectina era superior pode ser
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explicada pelo fato do excesso de fibronectina diminuir a exposi¢do dos possiveis receptores de
OmpU. As proteinas OmpU das amostras de V. cholerae CVDI101 e 395 ToxR™ adere-se
fortemente ao RGD (Fig. 10), RGD ¢é um tripeptideo (arginina, glicina e acido aspartico)
encontrado em adesinas de varios microorganismos que reconhecem a proteina integrina (Patti et
al., 1994). A proteina OmpU da amostra CVD101 nfo se adere a laminina e colageno (Fig. 11).
O tripeptidio RGD nio inibe a adesdo de OmpU a fibronectina e fibronectina nio inibe a adesdo
de OmpU a RGD, e uma vez que RGD se liga a fibronectina (Patti et al., 1994), estes resultados
indicam que OmpU se adere & fibronectina através de um receptor diferente do de RGD.
Baseados nestes resultados, esquematizou-se um modelo (Fig. 12) de adesio de OmpU a
fibronectina e RGD. O fato de OmpU possuir capacidade de adeso a proteinas de matriz celular
e ao tripeptideo RGD ¢ uma indicag@o de que OmpU possui capacidade de aderéncia e pode,
provavelmente, funcionar como uma adesina de V. cholerae.

Os experimentos de adesdo a células HeLa, HEp-2, Int-407 (intestinais) ¢ Caco-2
demonstraram que as amostras 395 e E7946 de V. cholerae aderem-se a estas células (dados ndo
mostrados) e baseados neste fato, padronizamos os experimentos com células HEp-2.

As linhagens de V. cholerae 395, E7946, TCP2, Al1837, 1A e E6 aderem-se a
células HEp-2 (Fig. 13; Tab. 3). Sendo a amostra TCP2 (395 fcpA~) mutante para 0 gene que
codifica a protefna estrutural do fator de colonizagdo TCP de V. cholerae e esta continua a aderir-
se a células HEp-2 a 37°C (Tab. 3). A amostra 569B apresenta diminui¢do de sua adesdo a
células HEp-2 em relagdo & amostra CVD101 de cerca de 14 vezes e a amostra CVD103-HgR
tem sua ades@o diminuida cerce de 28 vezes em relagdo a amostra CVD101 (Tab. 4). A amostra
569B tem a expressdo de OmpU diminuida (Fig. 1a) (Miller ¢ Mekalanos, 1988) e CVD103-HgR
(569B ActxA) expressa ainda menos OmpU que a amostra 569B, sendo que OmpU s6 pode ser
detectada nesta amostra através de Western-blots contra o antissoro anti-OmpU (Fig. 1a). A
arﬁostra 565B demonstrou n3o ser tdo eficiente na colonizagdo do intestino humano quanto as
linhagens 395 e E7946 de V. cholerae (Levine et al., 1988) e a amostra CVD103-HgR ¢ muito

pouco eficiente na colonizagdo do intestino humano, sendo sua colonizagio 10 vezes menor que
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a de 569B (Ketley et al., 1993). Estas sdo indicagdes indiretas de um possivel envolvimento de
OmpU na colonizagdo intestinal por V.cholerae.

Realizou-se, entdo, o teste de inibig3o de adesdo das amostras de V.cholerae 395,
E7946 a células HeLa, HEp-2, Int-407 e Caco-2 com o antissbro anti-OmpU e demonstrou-se que
o antissoro anti-OmpU inibe 100% a adesfio dessas amostras a estas células (dados n3o
mostrados). Como este resultado foi os mesmo com todas as linhagens de células, padronizou-se
estes experirhentos com células HEp-2.

Verificou-se que as linhagens de V. cholerae 395, E7946, TCP2, 569B, 1A ¢ E6
tiveram sua adesdo a células HEp-2 inibida 100% pelo antissoro anti-OmpU (Tab. 3). A amostra
de V. cholerae AI1837 (sorogrupo O139) foi a tnica amostra de V.cholerae a nio ter sua adesdo
inibida pelo antissoro anti-OmpU. Esta amostra, porém, € a responsavel por uma nova epidemia
de colera em Bangladesh e apresenta caracteristicas diversas das amostras de colera patogénicas
até hoje estudadas, pois ela pertence a um novo sorogrupo O139 e nas sete pandemias ja
registradas, apenas amostras do sorogrupo O1 de V.cholerae foram encontradas, sendo que este
sorogrupo possui uma capsula de lipopolissacarideos (Ramamurthy et al., 1993; Johnson et al.,
1993). A adesdo e a colonizagdo de amostras do sorogrupo O139 parece realizar-se, também, por
aglutinagdo entre as bactérias (Yamamoto et al., 1994) mediada pela propria capsula. A presenga
desta capsula também pode impedir o reconhecimento de OmpU pelo antissoro. Um reforgo para
esta hipodtese, € o fato de mutantes acapsulados de AI1837, 1A e E6, terem sua adesdo a células
HEp-2 completamente inibida pelo antissoro anti-OmpU (Tab. 3).

Para testar a especificidade de inibigdo do antissoro anti-OmpU, fez-se o teste de
inibigdo de adesdio de EPEC E2348/69, que possui a proteina OmpA a qual reage com anti-
OmpU (fig.1), com este antissoro (Tab. 3) e ndo houve inibigdo da adesdo desta amostra,
demonstrando que o antissoro anti-OmpU s6 inibe a ades@io de V. cholerae. Para testar se o
ant’issoro anti-OmpU era bacteriocida, V. cholerae 395 foi incubado em meio MEM com e sem o
antissoro anti-OmpU, as bactérias foram plaqueadas em meio LA e crescidas por 18 horas a

37°C, havendo o mesmo nimero de coldnias de bactérias entre as amostras tratadas ou nfio com o
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antissoro anti-OmpU, indicando que o antissoro ndo € bacteriocida e que a auséncia de bactérias
nas células epiteliais tratadas com antissoro anti-OmpU € realmente devida a inibigdo da adesdo
destas bactérias as células. Realizou-se o teste de inibi¢do de adesdo de V. cholerae 395 com
soro normal de coelho para ver se a inibigdo observada com o antissoro anti-OmpU nio era ao
complemento, e verificou-se que ndo houve inibigdo nenhuma da adesdo (dados ndo mostrados),
indicando que a inibi¢do de adesdo pelo antissoro anti-OmpU deve ser devida ao bloqueio dos
receptores ceiulares de OmpU e pela opsonizagio de OmpU pelo seu antissoro.

Fragmentos F(ab), do antissoro anti-OmpU foram preparados e onteve-se o
mesmo resultado em termos de inibigdo completa da ades@o de V.cholerae a células HEp-2 (Tab.
3), demonstrando-se assim que a inibigdo da adesfio ¢ especifica e devida a opsonizagdo de
OmpU pelo seu antissoro, € ndo ¢ devida a inespecificidade de inibigdo por fragmentos Fc dos
anticorpos IgG que podem ligar-se as células (Abbas et al., 1991). Ja havia sido descrito por
Sengupta et al. (1989) e Sengupta et al. (1992) a inibigdo da adesdo in vitro de V. cholerae a
células intestinais com um antissoro contra OMPs de V. cholerae, mas ndo se sabia qual destas
OMPs era a responsavel pela ades@o. O antissoro anti-fator de colonizagdo TCP s6 apresenta
inibigdo de 57% da adesdo de V. cholerae a células epiteliais de coelho (Sun ef al., 1990) € o
antissoro anti-TcpA ndo inibiu a adesdo in vitro a células HEp-2 das amostras de V. cholerae 395
e E7946 a 37-C (Tab. 3), demonstrando que a inibigdo observada por anti-OmpU ndo tem nada a
ver com TCP e que a adesdo de V. cholerae as células epiteliais é deve muitifatorial, sendo
OmpU uma provavel adesina envolvida neste fen6tipo.

O antissoro anti-OmpU e os fragmentos F(ab), de anti-OmpU conferem protegio
contra V. cholerae dos biotipos classico e El Tor em camundongos recém-nascidos (Tab. 5), ao
passo que TCP s6 oferece protegdo contra o biotipo classico (Sun ef al., 1990). O antissoro anti-
OmpU inibe a colonizagdo intestinal de camundongoé recém-nascidos por V. cholerae classico e
El Tor (Tab. 6). Demonstrando que OmpU pode vir a ser uma adesina igualmente importante nos

dois biotipos de V.cholerae, sendo que TCP foi demonstrada ser somente importante na adesdo
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do biotipo cléssico (Sun et al., 1990) e a adesina MSHA (hemaglutinina manose sensivel) é
expressa principalmente em linhagens do biotipo El Tor (Jonson ef al., 1991).

Na tentativa de localizagdo do gene responsavel pela codificagio de ompU, foi
sintetizado um oligonucleotideo degenerado contendo todas as combinagdes possiveis a partir da
sequéncia amino-terminal de OmpU (6.11). Contudo, este oligonucleotideo era muito degenerado
e nfo era especifico para ompU conforme demonstrado por experimentos de hibridizagées com
"colony e Southern-blots" (dados ndo mostrados).

Como o oligonucleotideo da regido N-terminal de OmpU demonstrou ndo ser ttil
como sonda molecular para ompU, a proteina OmpU purificada foi enviada para a Universidade
de Stanford, onde foi digerida com proteases, os peptidios obtidos purificados por HPLC e
sequenciados. Foram obtidos desta forma, 7 peptidios internos de OmpU (6.10). Foi realizada a
tradugio reversa destes 7 peptidios e o menos degenerado mostrou-se ser o peptidio 4. A partir
deste peptidio sintetizou-se, entdo, um oligonucleotidio no sentido 3'-5' (6.11) para ser utilizado
como primer na reagdo de PCR descrita no item 6.11 e na Fig. 14, sendo o outro primer o
oligonucleotidio da regido N-terminal de OmpU. Obteve-se como produto uma tnica banda de
cerca de 686pb (Fig. 15), esta banda deveria ser parte do gene de ompU, pois a primeira
combinagio de primers a se anelar deve ser a mais especifica, este anelamento foi realizado a
65°C (5.29) que ¢ uma condigdo altamente estringente € como produto obteve-se apenas uma
banda (Fig. 15).

O produto de PCR foi clonado no plasmidio pBluescript (6.12) e sequenciado.
Encontrou-se na sequéncia de aminoacidos da proteina prevista para a sequéncia de DNA deste
fragmento as sequéncias de aminodcidos da regido N-terminal, e dos peptidios 2, 4, 6 € 7 de
OmpU (Fig. 17). Este fragmento foi utilizado como sonda molecular e hibridizado com o DNA
gendémico de V. cholerae 395 digerido com diferentes enzimas de restrigdo (Fig. 18). Houve
hil;ridizagﬁo com apenas uma banda com todas as enzimas utilizadas com exce¢do da enzima

Eco RV com a qual houve hibridizagdo com duas bandas, indicando a presenga de um sitio de
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Eco RV dentro desta regido do gene de ompU, demonstrando assim, que este fragmento de PCR
pode ser utilizado como uma sonda molecular especifica para ompU.

Trés bancos gendémicos de V. cholerae em cosmidio foram hibridizados com a
sonda ompU visando-se a clonagem do gene completo de ompU, porém nenhum clone nestas trés
bibliotecas hibridizou com OmpU.

Como a sonda de ompU hibridiza com um fragmento de Hind I1I de cerca de 3kb
no DNA gendmico de V.cholerae (Fig. 18), tentou-se clonar ompU diretamente a partir do
cromossomo de V. cholerae. Cerca de 20ugs de DNA gendmico de V.cholerae 395 foram
digeridos com Hind III, realizou-se sua eletroforese em um gel de agarose 0,7% e os fragmentos
entre 2,5 e 3,5 kb (dentro dos quais esta o fragmento que contém ompU) foram excisados do gel,
purificados por eletroelui¢do, clonados em diferentes vetores com nimero de copias variavel
(alto, médio e poucos por célula) e transformados em £. col/i DH5a. Realizou-se a hibridizagdo
dos colony-blots destes clones para localizagdo do clone de ompU e diversas coldnias
hibridizaram com a sonda, entretanto, esses clones comegaram a deixar de crescer ja na primeira
passagem por meio liquido, indicando que o gene ompU deve estar sendo expresso nestes clones
e que a produgdo de OmpU, independentemente da sua quantidade, pode vir a desestabilizar a
membrana celular de E. coli, sendo letal para esta bactéria. Tentou-se a clonagem de ompU, desta
forma, em Bacilus subtilis, com um vetor de B. subtilis (pPL708), que é uma bactéria gram-
positiva, € possui uma estrutura de membrana completamente diferente de V.cholerae e E.coli
que sdo gram-negativas. Contudo, o plasmidio contendo ompU comegou a segregar até ser
completamente abortado de B. subtilis. Estes resultados sugerem que a expressdo de OmpU pode
ser toxica para estas bactérias e que a clonagem do seu gene completo em plasmidios ou
cosmidios ndo € possivel.

Baseando-se nos resultados acima, um banco de V. cholerae 395 no fago AZAP 11
foi: entdo, hibridizado com a sonda de ompU (6.14), ¢ obteve-se um cione de ompU (pVS12).
Este clone foi confirmado pela reagdo de PCR do item 6.1, sequenciamento ¢ Southern-blot

(Fig. 19) e parece conter o gene ompU completo. Este clone estd sendo sequenciado a partir de
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oligonucleotideos que se extendem para fora da regido da sonda de ompU. Visto que a
subclonagem deste em vetores plasmidiais demonstrou nfo ser possivel. J4, este gene inserido em
fago pode ser isolado, pois quando ha a infecg¢do da bactéria pelo fago, este entra diretamente em
ciclo litico ndo havendo, desta forma, a expressdo de OmpU. .

Tentou-se realizar a mutagénese de ompU com o transposon TnphoA e ndo se
obteve nenhuma mutagéo em ompU (6.15), 0 que pode ser uma indicagdo de que OmpU seja uma
proteina essencial para a sobrevivéncia de V. cholerae e que uma mutagdo nesta proteina pode
ser letal. A tentativa de mutagénese por inser¢do (6.16) também foi fracassada, confirmando a
hipdtese anterior.

Neste trabalho caracterizou-se OmpU, apontando-a como uma possivel adesina de
V. cholerae igualmente importante nos dois biotipos. Foi realizada a clonagem e o
sequenciamento parcial do gene que codifica esta proteina, que demonstrou ser uma sonda
molecular especifica para ompU e através deste, isolou-se um clone de ompU en fago A que,
através de experimentos de Souithern-blot, parece possuir o gene ompU completo. Ndo foi
possivel a obten¢do de um mutante para OmpU, que parece ser um gene essencial para

V.cholerae.

136



8. RESUMO:

A proteina de membrana externa OmpU de V. cholerae foi descrita,
anteriormente, como sendo positivamente regulada por ToxR, que é o regulador de varios outros
genes associados & viruléncia como CT, TCP e ACF. Neste trabalho, além da purificagdo de
OmpU e o sequenciamento amino-terminal da mesma, foi verificada a a¢io desta proteina como
uma provével adesina com papel na patogenicidade de V.cholerae e também apresentou-se um
possivel mecanismo de acdo para OmpU. A sequéncia amino terminal mostrou possuir
homologia com sequéncias das adesinas HMW1 ¢ HMW2 de Haemophilus influenzae, que, por
sua vez, possuem homologia com o Filamento Hemaglutinina (FHA) de Bordetella pertussis. O
antissoro monoclonal X3C anti-FHA reconheceu OmpU e o antissoro policlonal anti-OmpU
reconheceu FHA em Western blots. OmpU adere-se a proteina de matriz fibronectina e ao
tripeptideo RGD (dominio de ligag@o de varias adesinas de microorganismos a integrina). Tanto
o antissoro anti-OmpU como os fragmentos F(ab), deste antissoro inibem completamente a
adesdo de diversas linhagens de V. cholerae a diferentes células epiteliais; conferem protegdo em
camundongos recém-nascidos contra V. cholerae de ambos biotipos (classico e El Tor) e inibem
a adesdo intestinal de V.cholerae dos biotipos El Tor e classico ao intestino de camundongos
recém-nascidos.

OmpU ¢ reconhecida por soro de voluntarios humanos experimentalmente
infectados com V. cholerae, mostrando que OmpU € expressa "in vivo". OmpU também possui
epitopos em comum com OmpA de E. coli e também € modificavel por temperatura, podendo ter
uma estrutura semelhante a OmpA.

Estes resultados indicam que OmpU deve ser um fator de aderéncia de V.
cholerae as células epiteliais importante em ambos os biotipos El Tor e Classico.

Unra sonda moiecuiar foi desenvoivida para ompU através de uma reagdo de PCR
nas quais utilizou-se como "primers" os oligonucleotideos degenerados correspondentes a

sequéncia N-terminal e de um peptideo (Pep4) interno de OmpU. Através desta sonda, localizou-
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se um clone de ompU em um banco gendmico de V. cholerae 395 em AZAPII que parece conter

o gene completo de OmpU.
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9.SUMMARY:

The outer membrane protein OmpU of V.cholerae has previously been described
as being positively regulated by ToxR, which is the regulator of several other genes related to
virulence factors such as CT, TCP and ACF. In this project, besides the purification of OmpU
and the sequencing of its N-terminal, the action of this protein as a probable adhesin which play a
role in the pafhogenicity of V.cholerae was verified, and it was also presented a probable action
mechanism for OmpU. The N-terminal sequence showed homology with the sequences of the
HMW1 and HMW?2 adhesins of Haemophilus influenzae, which share homology with Bordetella
pertussis Filamentous hemagglutinin (FHA). The FHA monoclonal antiserum X3C recognized
OmpU, and polyclonal antiserum anti-OmpU recognized FHA in Western-blots. OmpU binds to
fibronectin and to the tripeptide RGD (the binding domain of many adhesins of microorganism to
integrin). Both the anti-OmpU antiserum and the F(ab), fragments of these antiserum completely
inhibit the adhesion of several strains of V. cholerae to different epithelial cells; confer
protection in neoborn mice against V.cholerae from both byotipes (classical and El Tor) and
inhibit intestinal colonization in neobron mice by V.cholerae from byotipes classical and El Tor.

OmpU is recognized by serum of human volunteers experimentally infected with
V.cholerae, showing that OmpU is expressed "in vivo". OmpU also shares epitopes with E.coli
OmpA, and is also heat modifiable, indicating that OmpU may have struatural similarities with
OmpA.

These results indicate that OmpU may be an important adhesion factor to the
epithelial cells for V.cholerae from both biotypes El Tor.

A molecular probe was developed for ompU with a PCR reaction, in which the
primers were degenerate oligonucleotides correspondent to the N-terminal and an internal
pel;tide (Pep4) sequences of OmpU. With this probe a clone was found in a genomic bank of
V.cholerae 395 in AZAP Il which seems to have the complete gene for OmpU.
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