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Resumo

Escherichia coli produtora de toxina de Shiga (STEC) é um grupo de importantes patégenos
para humanos. Essas bactérias sdo relacionadas a vdrias doengas, como por exemplo,
Sindrome Urémica Hemolitica e produzem potentes toxinas denominadas toxinas de
Shiga. Essas toxinas, tanto Stx1 quanto Stx2, compartilham um receptor celular comum, a
globotriaosilceramida (Gb3) e exibem a mesma atividade bioldgica intracelular. O
desenvolvimento de novos agentes neutralizantes dos danos induzidos por Stx pode
representar uma estratégia promissora para o tratamento das doengas causadas por STEC
em humanos. No presente estudo, nés desenvolvemos peptideos sintéticos que exibem
atividade neutralizante contra a citotoxicidade induzida por Stx tanto in vitro quanto in
vivo e, além disso, que se ligam eficientemente ao receptor Gb3. O peptideo P12-26
compete eficientemente com Stx2 para a ligacdo ao Gb3 in vitro. Além disso, os peptideos
PC7-12, P12-26 e PC7-30 inibiram a citotoxicidade de Stx1 e Stx2 em células Vero. Nds
observamos que o peptideo PC7-30 em forma de loop e o peptideo P12-26 que é linear
produziram as maiores porcentagens de inibicdo de Stxl e Stx2 em células Vero,
respectivamente. No entanto, o peptideo P12-26 n3o inibiu a letalidade em camundongos,
enquanto que o peptideo PC7-30 inibiu a letalidade causada pela toxina Stx1l. Nossos
resultados indicam que os peptideos P12-26 e PC7-30 sdo candidatos promissores para o
desenvolvimento de agentes terapéuticos contra as doencas em seres humanos causadas

por STEC.
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Abstract

Shiga toxin-producing Escherichia coli strains are important pathogens for humans. These
bacteria are linked with severe diseases such as hemolytic uremic syndrome and produce
potent known as Shiga toxins. These toxins, Stx1 and Stx2, share a common cellular
receptor called globotriaosylceramide (Gb3) and exhibit the same intracellular biological
activity. The development of new neutralizing agents for Stx-induced damage may
represent a promising strategy for the treatment of diseases caused by STEC infections. In
this study, we developed synthetic peptides that exhibit neutralizing activity against Stx-
induced cytotoxicity both in vitro and in vivo and that bind efficiently to the Gb3 receptor.
The peptide P12-26 competed efficiently with Stx2 for binding to Gb3 in vitro. Moreover,
the peptides PC7-12, P12-26 and PC7-30 inhibited the cytotoxicity of Stx1 and Stx2 in Vero
cells. We observed that the loop-constrained peptide PC7-30 and linear peptide P12-26
produced higher percentages of inhibition of Stx1 and Stx2 in Vero cells, respectively.
However, the peptide P12-26 did not inhibit lethality in mice, whereas the loop-
constrained peptide PC7-30 inhibited the lethality caused by Stx1. Our results indicate that
the peptides P12-26 and PC7-30 are promising candidates for the development of

therapeutic agents against diseases caused by STEC in humans.
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INTRODUCAO

Escherichia coli

Esta bactéria foi isolada pela primeira vez, no ano 1885, pelo pediatra alemdo Theodor
Escherich a partir de fezes de humanos saudaveis. Recebeu, inicialmente, o nome de
Bacterium coli comunni e, posteriormente, no ano 1919 foi atualizada a nomenclatura
para Escherichia coli em honra ao seu descobridor (Lederberg, 2004). A partir da primeira
metade do século XX comecou o auge das pesquisas sobre Escherichia coli (E. coli), devido
ndo sé a sua importancia clinica mas também para o uso de E. coli como micro-organismo
modelo para investigacdes metabdlicas, genéticas, populacionais, biotecnoldgicas, entre
outros. Atualmente essa bactéria é considerada a espécie de vida livre mais estudada do

planeta (Lederberg, 2004).

E. coli é uma bactéria Gram-negativa de morfologia bacilar, anaerébica facultativa que faz
parte da microbiota intestinal de mamiferos e pertence a familia Enterobacteriaceae.
Algumas cepas também podem apresentar cdpsula. As cepas moéveis se movimentam por
meio de flagelos peritricos, mas algumas dessas bactérias podem ser ndo méveis. E. coli é
uma bactéria capaz de incorporar material genético exdégeno que pode provir de
bacteriéfagos, plasmideos ou elementos genéticos méveis, os quais podem codificar
produtos importantes para a bactéria, tais como: enzimas que inativam a acdo de
antibidticos, ativadores metabdlicos que podem conferir a capacidade para a utilizacao de
novos nutrientes, assim como a incorporac¢ao de fatores de viruléncia como adesinas ou

toxinas (Lewin, 2000).

E. coli coloniza o trato gastrointestinal depois de poucas horas do nascimento dos
humanos e estabelece com eles, em condi¢bes naturais, uma relagdao de mutuo beneficio
(Drasar & Hill 1974). E. coli € um micro-organismo que ao adquirir uma combinacdo de
elementos genéticos mdveis pode se converter em um patdégeno altamente adaptado

capaz de causar uma ampla gama de doencas, desde gastro-enterites a infeccdes extra-
1



intestinais do trato urindrio, corrente sanguinea e sistema nervoso central (Croxen &

Finlay, 2009).

Classificagao taxonomica (Garrity et al., 2005),
Reino: Procariotae

Divisdo: Bactérias

Filo: Proteobacteria

Classe: Gammaproteobacteria

Ordem: Enterobacteriales

Familia: Enterobacteriaceae

Tribo: Escherichiae

Género: Escherichia

Espécie: Escherichia coli

Escherichia coli Patogénica

Diversas cepas de E. coli tém sido associadas com uma vasta gama de doencas que afetam
tanto animais quanto humanos no mundo inteiro. As cepas patogénicas de E. coli sdo
classificadas em seis patovares ou patétipos, cujos mecanismos de patogenicidade tém
sido extensamente estudados. De acordo com os mecanismos de patogenicidade e os
locais de infec¢do em humanos esses patovares podem ser classificados em dois grandes

grupos: E. coli diarreogénicas e E. coli extra-intestinal (EXPEC) (Kaper et al., 2004).

O grupo de E. coli diarreogénicas, por sua vez, pode ser dividido em seis patétipos
derivados das suas siglas em inglés: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli Enteroinvasiva (EIEC), E.
coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli de aderéncia difusa (DAEC). O grupo de ExPEC pode
ser dividido em trés patétipos mais frequentes: E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli

associada a meningite neonatal (NMEC) e E. coli associada a sepse (SEPEC) (Croxen &

2



Finlay, 2010). Outros patoétipos tém sido descritos, mas seus mecanismos de
patogenicidade ndo estdo bem definidos, esses patdtipos sdo E. coli necrotoxigénica
(NTEC), E. coli que produz descolamento celular (cell-detaching) (CDEC) e E. coli aderente

invasora (AIEC) (Kaper et al., 2004).

Nomenclatura: Stx, SLT ou VT? STEC, VTEC ou EHEC?

Desde a descoberta de uma citotoxina produzida por E. coli com atividade bioldgica em
células Vero em 1977 (Konowalchuk et al., 1977), diversos toxinas de Shiga tém sido
caracterizadas. O estudo simultaneo da citotoxina descrita por Konowalchuk et al., (1977)
por diferentes grupos de pesquisa ao redor do mundo derivou no uso de duas
nomenclaturas diferentes: Vero citotoxinas ou Verotoxinas (VT) e toxinas semelhantes a
toxina de Shiga (Shiga-like toxins) (SLT). No ano de 1994, O’Brien et al., (1994) propuseram
gue as nomenclaturas descritas até esse momento poderiam ser consideradas
intercambidveis. Posteriormente, no ano 1996, Calderwood et al., (1996) sugeriram que a
palavra “like” poderia ser omitida da descricdo das toxinas e que os nomes dos genes
refletiam sua relagdo com a toxina de Shiga (Stx) produzida por Shigella dysenteriae tipo 1

gue é considerada a toxina protétipo da familia de toxinas.

Enquanto a omissdo da palavra “like” foi rapidamente aceita pela comunidade cientifica,
argumentos fortes para manter a nomenclatura fenotipica associada as citotoxinas
produzidas por E. coli foram publicados (Karmali et al., 1996), o que fez com que as duas

nomenclaturas ainda sejam utilizadas.

Por outro lado, as cepas de E. coli produtoras de toxinas de Shiga sdo denominadas STEC;
esse grupo de bactérias é conhecido alternativamente como E. coli verotoxigénica, ou

VTEC, devido as toxinas Stx terem atividade citotdxica em células Vero.



No ano 1987 Levine (1987) descreveu que cepas de E. coli causadoras de diarreias
sanguinolentas como E. coli enterohemorragica (EHEC). Atualmente EHEC é considerada
um subgrupo de STEC que causa colite hemorragica (CH) e possui a capacidade de causar

lesdes de “attaching-effacing” (A-E) no intestino (Melton-Celsa et al., 2012).

STEC

STEC é um grupo de bactérias cujo principal fator de viruléncia é a produgdo de potentes
citotoxinas Stx, e que produzem pelo menos uma das duas toxinas Stx ou suas variantes
(Kaper et al., 2004). As cepas STEC sdao um grupo de patégenos zoondticos que causam
doencas potencialmente fatais e casos esporddicos ou surtos de infecgbes transmitidas
principalmente por dgua e alimentos contaminados (Karmali, 1989; Nataro & Kaper, 1998;

Karmali, 2004).

As infeccOes por STEC sdo importantes na medicina humana porque esses micro-
organismos podem causar doencas que vao desde diarreias de curta duracdo, colite
hemorragica (CH), e algumas vezes doencgas sistémicas tais como a encefalopatia aguda e
Sindrome Urémica Hemolitica (SUH), que podem ser fatais (Karmali et al.,1983; Riley et
al.,1983; Paton e Paton, 1998). A SUH é caracterizada por insuficiéncia renal aguda,
trombocitopenia e anemia hemolitica micro-angiopatica, sendo mais frequente em
criangas menores de cinco anos e em idosos (Banatvala et al., 2001; Gould et al., 2009). As
cepas STEC sdo capazes de causar infeccdo em doses infectantes muito baixas (1-100
bactérias), o que favorece sua disseminacdo por meio de alimentos, dgua, animais ou de
pessoa a pessoa (Kaper et al., 2004). O tempo de manifestacdo dos sintomas mais graves é
breve, de aproximadamente uma semana entre a ingestdo da bactéria e a ocorréncia da
SUH, com excecdo de alguns casos que manifestam a enfermidade apds as duas primeiras
semanas (Tarr et al., 2005). A progressdao da doenca produzida por STEC mostra- se

esquematizada na figura 1.
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Figura 1: Historia natural da progressdo da doenga produzida por STEC

Dentro do grupo patogénico das STEC, o sorotipo mais freqlientemente associado ao
desenvolvimento de quadros clinicos mais severos em humanos é STEC O157:H7. Este
sorotipo tem sido responsavel por grandes surtos no mundo, afetando milhares de
pessoas no Japao (Watanabe et al., 1996) e em varios estados da costa Oeste dos Estados
Unidos (Barret et al., 1994; Rangel et al., 2005). No entanto, cepas STEC ndo-0157 tém
ocasionado multiplos surtos, assim como casos esporadicos em paises como a Argentina,
Chile e Africa do Sul (Blanco et al., 2004). Além destes casos, na Alemanha, Itdlia e no
Reino Unido estas cepas tém sido responsaveis por até 30% dos casos de SUH (Caprioli et
al., 1997). Outros sorotipos tais como 026:H11, O111:H8, 0103:H2, 0113:H21, 0104:H21,
dentre outros, também tém sido implicados em surtos de origem alimentar (Doyle et al.,
2006). STEC 0157:H7 é a cepa mais relacionada com casos de CH; essa bactéria habita o
trato gastrointestinal de animais domésticos sem causar efeitos patoldgicos no
hospedeiro. Tem sido descrito que até 15% dos pacientes com CH causada por STEC

0157:H7 desenvolvem quadros de SUH (WHO, 2005).



Atualmente, o niUmero de casos clinicos associados a infec¢Ges por STEC estd estimado em
63.153 pacientes infectados por E. coli O157:H7 e 112.752 casos de STEC nao-0157
relatados anualmente somente nos Estados Unidos da América (Scallan et al., 2011).

Apesar dos grandes esforgos realizados no controle e prevencdo das infecgdes por STEC,

os surtos ocasionados por esse patdgenos continuam acontecendo em todo o mundo.

O custo por paciente infectado por STEC 0157 nos Estados Unidos foi estimado em U.S.S
587. Para um individuo que n3o requer atencdo médica o valor foi de U.S.S 26,
incrementando-se para U.S.S 1 142 no caso de individuos que precisam de atencdo
médica e que n3o padeceram de SUH, e de até U.S.S 211 084 por paciente que
desenvolveu o SUH e que apresentou danos renais em estagio final da doenca. O custo
aproximado associado a cada paciente que falece de SUH pode atingir os 6,6 milhdes de

ddlares (Frenzen et al., 2005).

STEC na América Latina

Existem diferengas importantes na incidéncia de infecgdes por STEC na América Latina. A
SUH é endémica em alguns paises da América Latina e a notificacdao das infec¢des por
STEC é obrigatdria somente nos paises Argentina, Chile e Paraguai. As maiores incidéncias
de infecgdes por STEC sdo registradas em paises como Argentina e Chile, onde existem
registros de casos esporadicos de SUH em todas as épocas do ano (Prado et al., 2008).
Argentina apresenta as maiores incidéncias de SUH associada a infec¢des por STEC no
mundo e constitui a principal causa de SUH em criangcas menores que cinco anos (Cobefias
et al.,, 2008). O pais com maior registro de casos SUH positivos é a Argentina, cuja
incidéncia é de 12,2/100 000 criancas, sendo STEC o principal agente etioldgico associado
a esta doenca (Rivas 2003). A incidéncia de infeccoes por STEC na Argentina é
aproximadamente cinco vezes maior do que no Chile, no entanto a magnitude desse
problema ndo é conhecida nos outros paises (Guth et al. 2010). No Chile mais de 90% dos

casos de SUH estdo associados a infec¢des por STEC (Prado et al., 2008).



No Brasil, tem sido isoladas cepas STEC O157:H7 e n3ao 0157 a partir de pacientes com
diarreia sanguinolenta, anemia hemolitica e SUH, assim como de alimentos e alguns
animais. A prevaléncia de infecgdes por STEC em criangas com diarreia varia nas diversas
regides analisadas, mas geralmente é relativamente baixa (Guth et al., 2010).

No Brasil, existem poucos relatos sobre a incidéncia de casos de SUH associada a infeccdes
causadas por STEC. Até o ano 2007 tinham sido relatados somente dois casos de SUH
causado por STEC (Scallan et al., 2011). Apesar da escassez de relatos sobre casos de SUH
associados a infec¢gdes por STEC no Brasil, varios sorotipos de STEC, incluindo os mais
frequentes em outros paises, tém sido isolados de casos esporadicos de diarreia,

particularmente em criangas, em diferentes regiées do Brasil (de Toni et al., 2011).

Nos ultimos anos tem-se descrito em algumas regides geograficas de nosso continente,
como no Peru (Huguet et al., 2001), Bolivia (Sanchez et al., 2006) e Cuba (Sanchez et al.,
2008), os primeiros relatos de cepas 0157:H7 isoladas de humanos, sugerindo uma re-

emergéncia das infec¢des por STEC na América latina.

Fatores de Viruléncia de STEC

Os principais fatores de viruléncia de STEC sdo mostrados na tabela 1.
Tabela 1: Fatores de viruléncia conhecidos ou potenciais de STEC (Adaptado de Melton-

Celsa et al., 2012)



Tabela 1: Fatores de viruléncia conhecidos ou potenciais de STEC

Fator de Viruléncia Gene Fungdo proposta Referéncia
Stxl stxl Tox!na Melton-Celsa et al., 2007
Stx2 stx2 Toxina
intimina eae Adesina Jerse et al., 1990
. , e Campellone and Leong,
Tir tir Receptor intimina
P 2003; Kenny et al., 1997
EspF espF Imuno-modulagao
EspG espG
P P Interfere na sinalazagao da Ritchie et al., 2003
EspH espH , .
célula hospedeira
Map map
NleC nleC -
NIeE Py Imuno-modulagao Yen et al., 2010
Imuno-modulacdo e inibicdo da Gao, 2009; Hemrajani et
NleH nleH " ¢ ¢ al., 2008; Hemrajani et al.,
apoptose 2010
, . Tarr et al., 2000; Toma et
tha iha | Adesina al., 2004; Yin et al., 2009
Adesina e inibicdo da resposta Abu-Median et al., 2006;
Efal efal . do h & dei P Deacon et al., 2010; Toma
immune do hospedeiro et al., 2004
Sag saa Adesina Paton et al., 2006; Toma
et al,, 2004
. . . Toma et al., 2004; Torres
LpfA IpfA Adesina fimbrial et al., 2005
Sfp sfp Adesina Toma et al., 2004
Serino protease Brunder et al., 1999;
EspP espP autotransportadora, formacao Fratamico et al., 2011;
de biofilme e aderéncia Puttamreddy, 2010
Pilus tipo IV, adesina, formacao
HCP hcpA de biofilme e indugdo de Ledesma, 2010
citocinas
. . . Abu-Median et al., 2006;
ToxB toxB Adesina homologa a Efal/LifA Fratamico et al., 2011
Sab sab A}Jtc.)transportador, promotor de Herold et al., 2009
biofilme
Mucinase, formacgdo de lesdes,
StcE StcE marcador de superficie de Grys et al,.2005
neutrofilos
Seri t , cli
Subtilase SubA erino pro ea.se civa Paton et al., 2001
chaperonas BiP
Enterohemolisina | hlyA/ehx | Formagdo de biofilme, aderéncia | Beutin et al., 1989
. . . . Bielaszewska et al., 2009;
To;{nta citoletal cdt Da.mo a celullas endoteliais Friedrich et al., 2006;
istensora microvasculares Janka et al., 2003




Toxinas de Shiga
A familia de toxinas de Shiga é um grupo de exotoxinas relacionadas estrutural e
funcionalmente. Esta familia inclui a toxina de Shiga produzida por Shigella dysenteriae

tipo 1 e toxinas de Shiga produzidas por cepas STEC (Johannes & Romer, 2010).

A toxina de Shiga 1 produzida por E. coli (Stx1) é quase idéntica estruturalmente a toxina
de Shiga produzida por S. dysenteriae tipo 1, diferindo em um sé aminoacido da
subunidade catalitica da toxina. As cepas STEC podem produzir variantes de Stx1 (Stx1 e
Stx2c), variantes de Stx2 (Stx2, Stx2c, Stx2d, Stx2e e Stx2f) ou variantes das duas toxinas

em diferentes combinagées (Johannes & Romer, 2010).

Embora Stx1 e Stx2 compartilhem um receptor comum: globotriaosilceramide (Gb3), e
possuam o mesmo mecanismo de a¢ao intracelular, elas sdo imunologicamente diferentes
e tém s6 56% de homologia na sequéncia aminoacidica (Jackson et al., 1987). As variantes
de Stx2 compartilham aproximadamente 84-99% de homologia nas sequéncias

aminoacidicas (Bergan et al., 2012).

As toxinas Stx de S. dysenteriae e das cepas STEC sdo codificadas por genes localizados em
bacteriéfagos temperados do tipo lambda (Unkmeir & Schmidt, 2000). Esses fagos sao
elementos genéticos altamente modveis que desempenham um papel importante na
transferéncia genética e, consequentemente, na diversificacdo genémica (Herold et al.,

2004).

Os genes stx que codificam para as toxinas de Shiga sdo altamente expressos quando é
ativado o ciclo litico do bacteriéfago. A regulacdo na producdo de Stx é exercida através da
ativacdo de promotores de genes fagicos, do controle da amplificacdo do numero de

copias génicas e da liberacdo de toxinas (Neely et al., 1998).



O periplasma das bactérias gram-negativas oferece um ambiente adequado que favorece
o dobramento e montagem das subunidades da toxina. Uma vez montada no periplasma,
ocorre a secrecao da toxina Stx através da lise bacteriana sendo este evento mediado por

fagos (Wagner et al., 2002).

Os genes que codificam para Stx1 podem ser regulados pela disponibilidade de ferro e a
sintese da toxina é fortemente reprimida na presenca de altas concentracdes desse metal

(Calderwood et al., 1987).

Estrutura das toxinas Stx

Através das técnicas de cristalografia de raios X foi revelado que os membros da familia de

toxinas de Shiga possuem configuracao estrutural do tipo AB5 (Fraser et al., 1994).

A subunidade monomérica A (StxA) possui atividade enzimdtica, tem uma massa
molecular de 32kDa e esta associada ndo covalentemente com um pentamero de
fragmentos B idénticos com massa molecular de 7,7 kDa que formam a subunidade B
(StxB). A subunidade B é a responsavel pela ligacdo da holotoxina ao receptor celular. StxB
forma uma estrutura pentamérica em anel com um poro central dentro do qual o extremo
carboxilico de StxA se insere (Fraser et al., 1994). StxA e os fragmentos StxB sdo
secretados no periplasma bacteriano onde sdo montados para formar a holotoxina

(Donohue-Rolfe & Keusch, 1983).

A subunidade StxA possui atividade RNA N-Glicosidase altamente especifica e atua
clivando uma adenina na posicdo 4324 localizada no dominio VI da subunidade ribossomal
28S dos ribossomos eucaridticos (Endo et al., 1988), inibindo dessa forma a ligacdo do
fator de elongacdo aminoacil tRNA-dependente e subsequente elongacdo da cadeia (Hale

& Formal, 1980).
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Embora as toxinas Stx sejam potentes enzimas modificadoras de ribossomos, devemos
destacar que sua agao ndo se limita a inibicao da sintese proteica em células eucaridticas.
Outros efeitos bioldgicos das toxinas Stx incluem a inducdo da expressdao de citocinas
pelos macréfagos, o qual pode aumentar a suscetibilidade de algumas células as toxinas

(Johannes & Romer, 2010).

A subunidade StxB se liga ao glicoesfingolipideo Gb3, presente na superficie das células
alvo, com a subsequente internaliza¢do da toxina (Jacewicz et al., 1986). Na auséncia da
subunidade StxA, o pentdmero StxB adota uma estrutura que é funcionalmente
equivalente a holotoxina completa na ligacdo ao receptor Gb3 (Donohue-Rolfe et al.,

1989).

A estrutura cristalizada da subunidade Stx1 B complexada com um andlogo da porc¢ado
trissacaridica do receptor Gb3 revelou a existéncia de trés sitios de ligacdo aos
trissacarideos por cada mon6mero B da holotoxina (Ling et al, 1998). Todos os quinze

sitios de ligagao ao Gb3 estao orientados na mesma diregao e ndo interagem entre si.

Os multiplos sitios de ligacdo ao Gb3 na subunidade homopentamérica StxB poderia
explicar a alta afinidade das toxinas pelas células alvo (com constantes de ligacdo na
ordem de 10°M™) quando comparado com a baixa afinidade dos sitios de ligacdo

individuais (10°M™) (St. Hilaire et al., 1994).
Foi descrito que Stx1 possui uma afinidade dez vezes maior pelo receptor Gb3 em células
do que Stx2 (Head et al., 1991 ), mas Stx2 pode ter uma DLsg até 400 vezes menor em

camundongos (Tesh et al., 1993).

Na figura 2 é mostrada a estrutura das toxinas de Shiga.
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Figura 2. (A) Estrutura da holotoxina de Shiga determinada por cristalografia de raios X (Fraser et al., 1994).
A subunidade StxA esta identificada em vermelho, o homopentamero StxB é mostrado na cor verde e as
pontes dissulfeto que que ligam os fragmentos Al e A2 da subunidade StxA aparecem em azul. (B).

Representa¢do esquematica da estrutura das toxinas de Shiga.

Globotriaosilceramida (Gb3)

Globotriaosilceramida (Gb3), também conhecido como CD77 ou antigeno de grupo
sanguineo Pk), é um esfingolipideo neutro que contém um trissacarideo Galal-4Galf1-
4Glc ligado a um esqueleto de ceramida (Figura 3). Gb3 é expresso principalmente no rim,
cortex e medula, além de coragdo, baco, placenta e algumas células do sistema

hematopoiético (Boyd & Lingwood, 1989; Mangeney et al, 1991; Kojima et al, 2000) .

Gb3 é também um antigeno de grupo sanguineo (Pk) embora seja mais conhecido pela sua
funcdo de receptor das toxinas de Shiga produzidas por Escherichia coli (Lingwood, 1999).

Gb3 tem um papel importante no desenvolvimento de diversas manifestacdes patoldgicas
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tais como a sindrome urémica hemolitica e a colite hemorragica (Karmali, 1989; Lingwood
et al, 1987; Lingwood, 1999).

A figura 4 mostra os potenciais sitios de ligacdo do pentamero StxB com o receptor Gb3.

i Sphingosine (0181
;
§
0
Neamidated faty acyl (C16:0) Carbohydrale moiely
Globotriaosylceramide (Gb3)

Figura 3: Estrutura do receptor celular Globotriaosilceramida (Gb3) (Bergan et al., 2012)

Figura 4: Superficie da subunidade StxB mostrando os potenciais sitios de liga¢do ao receptor Gb3, baseado
na estrutura da toxina Stx1 complexada com um analogo do receptor Gb3 (Ling et al., 1998)
13



Elementos genéticos em STEC

llha de patogenicidade LEE (Locus of Enterocyte Effacement)

O elemento genético mais fortemente associado a patogénese de STEC, principalmente de
EHEC, é a ilha de patogenicidade LEE. Esse elemento genético de aproximadamente 42kb
de tamanho é encontrado também em cepas EPEC e possui genes que codificam para a
adesina intimina, o receptor da intimina Tir, um sistema de secrecdo de tipo IIl (T3SS) e
quatro efetores (além de Tir) que sdo secretados através do T3SS diretamente na

superficie das células infectadas (Tree et al., 2009).

Ilhas O de STEC

Diversos fragmentos de sequéncias uUnicas de DNA, além de LEE, foram identificadas nos
genomas de EDL933 e na cepa Sakai quando comparadas com E. coli K-12 (Hayashi et al.,
2001; Perna et al.,, 2001), mas a contribuicdo a patogenicidade desses elementos
chamados “ilhas O” é pouco conhecida. No entanto, algumas ilhas O codificam adesinas
ou proteinas similares aos fatores de viruléncia expressos por outros patégenos (Perna et

al., 2001).

Poucos grupos de pesquisa tém investigado outras ilhas de patogenicidade diferentes de
LEE em cepas STEC. As ilhas O geralmente estdo ausentes nas cepas nao patogénicas da
mesma espécie ou espécies proximas e elas podem servir como potenciais marcadores de
viruléncia para distinguir cepas altamente virulentas de cepas menos virulentas ou nao
virulentas (Karmali et al.,, 2003; Gal-Mor & Finlay, 2006). As ilhas de patogenicidade
também podem ser usadas para a identificacdo de bactérias patogénicas emergentes (Ju

et al.,, 2013).
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Karmali et al. (2004) propuseram a classificacdo das cepas de STEC em soropatotipos, de
acordo com as frequéncias de doencgas severas (CH e SUH) associadas aos diferentes
sorotipos de STEC e a ocorréncia de surtos e casos esporadicos causados por essas cepas.

Os soropatotipos A e B sdo os mais envolvidos na ocorréncia de surtos associados a
doencas severas por carregam a ilha 0-122, além disso, codificam para um homdlogo de
pagC (envolvido na sobrevivéncia de Salmonella em macréfagos (Miller et al., 1989), assim
como efal (fator de aderéncia Efa-1 de EHEC) (Karmali et al., 2003). Também foi descrita
na ilha OI-57 a presenca de sequéncias que codificam para o fator de aderéncia adfO, o

qual é necessario para a aderéncia eficiente de EDL933 em células Hela (Ho et al., 2008).

Sequéncias de profagos

Os genomas descritos de STEC contém um surpreendente nimero de sequéncias de
profagos, a maioria dos quais sdo do tipo lambda. Nas cepas STEC o tamanho e os sitios de
integracdo desses profagos sdao variadveis, sugerindo, dessa forma, que eles possuem
diferentes origens (Asadulghani, 2009; Hayashi et al., 2001). Além de codificar para
toxinas Stx, os profagos podem estar envolvidos na viruléncia, sobrevivéncia bacteriana ou
regulacdo génica. Diversos efetores sdo codificados dentro dos profagos como tRNAs que
podem ser utilizados para regular a expressdo desses genes que ndo pertencem

originalmente a E. coli (Hayashi et al., 2001).

Plasmideos em STEC

As cepas de STEC podem carrear plasmideos de diversos tamanhos. A maioria das cepas
STEC possui grandes plasmideos, tais como o plasmideo pO157 de E. coli 0157:H7 com
tamanho aproximado de 92 kb e contém diversos elementos mdveis (Lim et al., 2010). O
plasmideo p0O157 codifica para um sistema de secrecao de tipo I, uma metaloprotease,

uma adesina e o operon ecf que codifica para diversas enzimas.
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Embora alguns estudos in vitro e in vivo sugiram que o plasmideo pO157 possa ter um
papel na patogénese de STEC e na aderéncia em células epiteliais (Dziva et al., 2007;
Sheng et al., 2006; Tatsuno et al., 2001; Toth et al., 1990) outros estudos ndo conseguiram

demonstrar esse papel (Ashkenazi et al., 1992; Fratamico et al., 1993).

Assim, a possivel fungcdo de pO157 permanece confusa. Por outro lado, alguns estudos
também sugeriram que as cepas que expressam altos niveis de produtos codificados pelo
plasmideo estdo majoritariamente associadas com epidemias e o desenvolvimento de
SUH em relacdo aquelas que ndo o carregam (Abu-Ali et al., 2010; Karmali et al., 2003).
Outros plasmideos menores podem carregar genes associados a replicacdao e mobilidade
(Makino et al., 1998), assim como potenciais genes de viruléncia como toxB, katP, espP,
hly, genes para pili de tipo IV, sequéncias que conferem resisténcia a tetraciclina e

sequéncias associadas a processos de conjugacao e replicacdo (Fratamico et al., 2011).

Estrategias de intervencao para o tratamento das infecgdes por STEC

As observacgdes clinicas indicam que as terapias antimicrobianas para tratar as infec¢des
por STEC possuem limitacdes e podem ser contraproducentes em muitos casos, pois a
morte das bactérias pode acelerar ou aumentar a liberacdo das toxinas (Cimolai et al.,
1990). As caracteristicas patogénicas de STEC fazem que exista a necessidade de
desenvolver novos agentes terapéuticos. Dentro das alternativas até agora ensaiadas
encontra-se o uso de agentes que visam bloquear a ligacdo das toxinas de Shiga a

superficie celular ou de evitar seu transporte intracelular.

Baseados na estrutura cristalografica de StxB complexado com analogos de Gb3 e com o
propdsito de mimetizar a ligacao simultanea da subunidade StxB as varias moléculas de
globotriaosilceramida (Gb3), Kitov et al. (2000) desenvolveram ligantes oligovalentes de

globotriose, chamados STARFISH, que expressaram atividade inibitéria da citotoxicidade
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causada por Stx in vitro, no entanto a atividade inibitéria dessas moléculas ndo foi

significativa in vivo.

Outro estudo mostrou que a porgdo trissacaridica de Gb3 pode ser acoplada
covalentemente a uma matriz derivada de silicio, denominada Chromosorb-P, a molécula
resultante nomeada Synsorb-Pk152. Os pesquisadores que desenvolveram o estudo
descobriram que a co-incubacdo de células de adenocarcinoma renal humana com
Synsorb-Pk e com as toxinas Stx durante uma hora resultou em 50% de proteg¢ao das
células. No entanto, os ensaios clinicos ndo mostraram os efeitos protetores esperados
em criangas menores de cinco anos com SUH associada a diarréia por STEC (Trachtman et
al., 2003). Outros candidatos terapéuticos que mostraram resultados promissores sdo as
moléculas SUPER TWIG que sdo dendrimeros carreando vdrios trissacarideos de Gb3
(Nishikawa et al., 2002) e os polimeros lineares de acrilamida associados a trissacarideos
de Gb3 (polimeros Gb3) (Watanabe et al.,, 2004). Tanto o SUPER TWIG quanto os
polimeros Gb3 mostraram atividade bioldgica na circulagdo sanguinea e no intestino e

protegeram camundongos contra os efeitos letais de E. coli 0157:H7.

Outra abordagem utilizada para combater os efeitos patoldgicos das toxinas Shiga foi o
uso de bactérias E. coli probidticas recombinantes que expressam um analogo do receptor
Gb3 na superficie celular. Essas bactérias probidticas mostraram alta afinidade por StxB,
superior a obtida com Synsorb-Pk. A administracdo oral com as bactérias recombinantes

protegeu camundongos contra doses letais das toxinas Stx (Paton et al., 2000).

N3o obstante, o uso de anticorpos monoclonais contra Stx1 e Stx2 parece ter sido a
alternativa mais atraente para os pesquisadores sendo observado que a administracdo de
anticorpos anti-Stx pode prolongar o tempo de sobrevivéncia em camundongos expostos
a doses letais de toxinas Stx. Efeitos similares foram observados em leitdes (Mukherjee et

al., 2002).

17



O uso de pequenas moléculas inibidoras da subunidade catalitica tanto de Stx quanto de
ricina também tem sido ensaiado (Miller et al., 2002). Além disso, a identificagdo de
micromoléculas que inibem o transporte retrégrado da toxina tem sido relatada. Alguns
exemplos sdao as moléculas denominadas Exol (Feng et al., 2003), Exo2 (Spooner et al.,
2008), compostos 75 e 134 (Saenz et al., 2007) e Golgicide A (Saenz et al., 2009). Todos
esses inibidores do transporte da toxina modificaram a morfologia do aparato de Golgi, no

entanto, o efeito protetor para o organismo hospedeiro nao foi claramente estabelecido.

STEC: Infecgao e Colonizacao

O processo de infeccdo por STEC inicia-se quando o individuo ingere dgua ou alimentos
contaminados ou matéria fecal contendo STEC, embora a dissemina¢do pessoa-pessoa
tenha sido descrita. Adicionalmente, a transmissdo direta de animais a humanos pode

acontecer em zooldgicos (Centers for Disease Control, Prevention, 1995).

O numero de bactérias capazes de estabelecer uma infeccdo é estimado em menos que
100 micro-organismos (Tilden et al., 1996). No entanto, a andlise de diversos surtos sugere
gue a dose necessdria para causar doenca poderia depender da cepa particular de STEC,
da matriz consumida e da suscetibilidade do hospedeiro (Teunis et al., 2008). Uma vez que
as bactérias se localizam no intestino comegam a produzir Stx poucas horas apés infeccao

(Mohawk, 2011) e, provavelmente, diversas adesinas.

A funcdo da maioria das adesinas individuais na colonizacdo durante a infeccdo ndo tem
sido elucidada completamente, com excecdo da intimina. Algumas adesinas e o flagelo de
algumas STEC (H7, H10 e H21) podem induzir, dentro do intestino, a producdo local de
citocinas, tais como IL8, TNF-alfa ou CCL20, causando, dessa forma, inflamacao localizada
(Gobert et al., 2008; Ledesma, 2010). Foi descrito que as cepas STEC causadoras de lesGes
do tipo A-E induzem a producdo de IL22, uma citocina que pode aumentar o dano

intestinal (Zheng et al., 2008). No caso da intimina, diversos estudos em modelos animais
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indicam que essa adesina é necessdria para a coloniza¢ao de cepas 0157:H7 (Cornick et
al., 2002; Judge et al., 2004; McKee et al., 1995; Sheng et al., 2006). STEC 0157 também
pode expressar diferentes adesinas, além da intimina, que podem estar envolvidas na
colonizagao de animais, na aderéncia nas superficies de alimentos ou na persisténcia no

meio ambiente.

A intimina interage, primeiramente, com moléculas de nucleolina localizadas na superficie
celular (Sinclair & O’Brien, 2002). A nucleolina exposta na superficie celular liga-se a
intimina e permite que a bactéria figue em maior contato com a célula hospedeira. Uma
vez que a bactéria estd localizada na superficie da célula hospedeira o sistema de secrecao
tipo 3 (T3SS) se insere nessa célula e “injeta” os efetores, tanto os codificados em LEE
guanto os codificados fora de LEE, dentro do hospedeiro. Seguidamente, o receptor de
intimina (Tir) codificado pela bactéria é injetado dentro da célula hospedeira e o receptor

se re-localiza na superficie celular.

A maioria dos efetores codificados dentro de LEE é conhecida como proteinas secretadas
por E. coli (E. coli secreted proteins) ou Esps. O T3SS também permite o transporte de
efetores codificados fora do locus LEE. A maioria dos genes que codificam essas moléculas
sdo os genes nle (non-LEE enconded). Pelo menos 20 familias desses efetores foram
achadas nos profagos da cepa Sakai, nas ilhas O, dentro de LEE, ou nos plasmideos (Tobe
et al, 2006). A funcdo desses efetores dentro das células hospedeiras ainda é

desconhecida.

Além da capacidade para aderir nas células do intestino, STEC tem mecanismos para
suportar o estresse acido (Foster 2004; King et al., 2010) e as limitacOes de ferro (Kresse et
al., 2007). MutacBes nos genes associados a resisténcia ao estresse acido induzem
mudancas na expressdo dos genes envolvidos na resposta ao estresse e na viruléncia
(Dong, 2009). Além disso, E. coli 0157:H7 possui um sistema de quorum sensing que lhe

permite detectar mudancas ambientais (Walters & Sperandio, 2006), as quais podem
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influir na expressao de alguns genes contidos no locus LEE (Habdas et al., 2010; Kendall et

al., 2010; Walters & Sperandio, 2006).
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Ingestdode agua ou alimento
contaminado com STEC

|

STEC produz Stx1 e/ou Stx2 e coloniza o intestino grosso
Stx2 pode ajudarna colonizagdo
Efetores LEE+intimina(EHEC)-Outras adesinas para STEC LEE negatiR
l Diarreia

™ Toxina(s)e LPS no sistema circulatério
Inducdo de citocinas, quimiocinas, Gb3

l o

5-7 dias — RINS
Lesbes glomerulares

Trombocitopenia

— Anemia hemolitica

l 1-2 dias

Figura 5: Patogénese de STEC. As cepas STEC sdo ingeridas através de alimentos ou agua contaminados. As
bactérias entram no intestino e produzem Stx1 e/ou Stx2 e fatores de colonizagdo, tais como intimina no
caso das cepas LEE' e outras adesinas nas cepas LEE". As toxinas e o LPS bacteriano entram na corrente
sanguinea e induzem um aumento na producdo de citocinas e quimiocinas. A toxina causa dano as células
endoteliais e os mediadores do sistema imune conduzem a um estado pré-trombdtico que pode resultar na

SUH. Adaptado de Melton-Celsa et al. (2005). SUH: Sindrome Urémica Hemolitica; CH: colite hemorragica
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Phage Display
Uma nova visdao no estudo das doencas infecciosas aponta para o desenvolvimento da
tecnologia de bibliotecas de peptideos sobre fagos filamentosos, conhecida como Phage

Display.

O termo Phage display descreve a expressao-apresentacgao de (poli) peptideos exégenos
na superficie de particulas fagicas. As proteinas do capsideo fagico servem como ancora
para a expressao dos peptideos, dessa forma permite a obtencao de peptideos ligados ao
fago. Uma caracteristica importante dessa técnica é que permite manter a capacidade

replicativa dos fagos e a estrutura do peptideo apresentado (Bratkovic, 2010).

A técnica de Phage Display é uma ferramenta de selecdo in vitro que possibilita a extracao
de (poli) peptideos com propriedades especificas a partir de uma colecdao muito grande de
peptideos ou proteinas diferentes. Esta técnica possui muitas vantagens, dentre as quais
podemos salientar a que permite manter uma ligacao fisica entre a proteina exposta e a
seqliéncia génica codificadora (ligacdo fenétipo-gendtipo), e também possui uma grande
diversidade de variantes peptidicas e protéicas expostas numa Uunica biblioteca,
oferecendo flexibilidade na selecdo, a qual pode ser realizada tanto in vitro quanto in vivo

(Mullena et al., 2008)

Desde sua descricdo inicial por Smith (1985) esta técnica tem atraido a atencdo de muitos
pesquisadores devido a sua versatilidade e poténcia. Dentre os fagos mais utilizados para
a expressdo de peptideos ou proteinas por Phage Display encontram-se os fagos
filamentosos de Escherichia coli de classe Ff, incluindo as cepas M13, fd e f1 (Mullena et
al., 2008). Uma das caracteristicas mais importantes desta técnica é o uso de fagos
filamentosos Ff, os quais sdao estruturalmente estdveis sob uma ampla variedade de
condicBes drasticas usadas nos diferentes ensaios de selecdo, tais como pH extremos,
altas temperaturas (Brigati & Petrenko, 2005), presenca de DNases (Larocca et al., 2002)

ou em solugdes ndo aquosas (Olofsson et al., 2001). Mediante a utilizacdo dessa técnica
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podem selecionar-se moléculas com propriedades bioldgicas especificas através da
interacao dos (poli) peptideos ligados na superficie dos fagos com os ligantes especificos

imobilizados (Figura 6).

Devido a versatilidade da técnica de Phage Display, ela pode ser implantada nas diferentes
areas de investigacdo. Resultados importantes tém sido obtidos utilizando essa técnica no
estudo das doencas infecciosas, no mapeamento de epitopos, na identificacdo de

candidatos vacinais e adesinas bacterianas, entre outros (Ladner et al., 2004).
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Figura 6. Processo de Biopanning com Bibliotecas de Phage Display
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Considerando as informagdes anteriormente descritas e devido a importancia clinico-
epidemioldgica das infecgdes por STEC, este projeto teve por objetivo o desenvolvimento
de peptideos sintéticos capazes de ligar no receptor celular Gb3. Os peptideos
desenvolvidos foram testados in vitro e in vivo para avaliar a sua capacidade de
neutralizacdo da atividade citotdxica das toxinas de Shiga produzidas por Escherichia coli.
Para o desenvolvimento dos peptideos com potencial neutralizante descritos no presente

estudo foi utilizada a técnica de Phage Display.
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OBIJETIVOS

Objetivo geral:

Desenvolver peptideos sintéticos capazes de inibir a atividade citotéxica causada pelas

toxinas Stx de Escherichia coli.

Objetivos especificos:

1. Selecionar clones fagicos que expressam peptideos que se ligam ao receptor

Gb3 mediante a técnica de phage display.

2. Sequenciar os fragmentos génicos que contem o inserto de interesse dos
clones selecionados nos diferentes rounds de selecdo e analisar a presenca de

sequéncias consenso dentre as sequéncias obtidas.

3. Avaliar a ligagao ao receptor celular Gb3 dos clones selecionados na etapa

anterior.

4. Avaliar a capacidade inibitdria da citotoxicidade dos peptideos sintetizados,

tanto in vitro quanto in vivo.
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MATERIAL E METODOS

Bactérias

Foram utilizadas as seguintes cepas de referéncia de Escherichia coli pertencentes a
Bacterioteca do Laboratério de Fatores de Viruléncia em Bactérias, Departamento de
Genética Evolugdo e Bioagentes, IB, UNICAMP:
- Escherichia coli 0157:H7 EDL933 (produtora de Stx1 e Stx2)
- Escherichia coli ER2738 (Phage Display Peptide Library Kit, New England Biolabs,
MA, USA).

- Escherichia coli C600 K12 como controle negativo para os testes de citotoxicidade.

Toxinas Stx e Globotriaosilceramida (Gb3)
As toxinas Stx1 e Stx2 foram purificadas no Phoenix Lab - Tufts Medical Center (Boston,

MA, USA). O receptor Gb3 purificado foi adquirido da empresa Matreya LLC (USA).

Ensaios de Phage display

Bibliotecas de Phage Display

Para os diferentes ensaios de selecao de peptideos mediante a técnica de Phage Display
foram utilizadas bibliotecas comerciais de fagos filamentosos M13 que apresentam
dodecapeptideos lineares (Ph.D-12) e heptapeptideos que formam um loop flanqueado
por dois residuos de cisteina (Ph.D-C7C) ligados a proteina fagica plll. As bibliotecas de

Phage Display foram produzidas por New England Biolabs (Ipswich, MA, USA) (Figura 7).
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| |
Ph.D.-12 XmGGGS’\ Fago M13

Ph.D.-C7C ACX7C GGGS Fago M13
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~SS”

Figura 7: Bibliotecas de fagos usadas no presente estudo. Na figura, a sequéncia dos peptideos aleatdrio esta
representado pela letra X e o sub-indice indica o nimero de aminoacidos. As letras GGGS representadas em
azul indicam as sequéncias aminoacidicas que ligam o peptideo aleatério com a proteina plll do fago M13
(sequéncias “linker”). Também pode observa-se a ponte disulfeto que mantém a estrutura em forma de

loop nos peptideos da biblioteca Ph.D.-C7C.

Sele¢do de peptideos utilizando Phage Display com Gb3 imobilizado

Para a selecdo de peptideos com capacidade de se ligar ao receptor celular foi utilizada a
técnica de “Direct Target Coating” com o receptor Gb3 imobilizado. Foram feitos trés
rounds de biopanning utilizando microplacas Polysorp de 96 pocos (Nunc, Millipore USA)
sensibilizadas com 100uL com Gb3 purificado (Nacalai-Tesque, Téquio, Japdo) em 0,1 M
de NaHCO;3 (pH 8,6). O procedimento completo é descrito no item “Biopanning das

Bibliotecas de Phage Display com Gb3 purificado”.

Biopanning das Bibliotecas de Phage Display com Gb3 purificado

Primeiro round de selegao

Primeiro dia
A bactéria Escherichia coli ER 2738 foi semeada em meio LB acrescido de tetraciclina e

incubada a 37°C durante a noite.
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Segundo dia

A bactéria cultivada no dia anterior foi plagueada em meio sélido LB-Tet para a obtengao
de col6nias isoladas.

Os pogos da microplaca Polysorp (NUNC, Millipore) foram sensibilizados com o receptor
Globotriaosilceramida (50ug), diluido em tampdo de sensibilizagdo NaHCO3 pH 8,6 . Foi
sensibilizado um pocgo para cada biblioteca de fagos usada e as placas foram incubadas em

camara Umida a 4 °C, durante a noite.

Terceiro Dia

Foi descartado o conteuddo dos pocos sensibilizados e acrescentados 300uL de Tampao de
bloqueio (0,1M NaHCO3 pH 8,6; 5 ug/mL de albumina de soro fetal bovino) e a placa
incubada por uma hora a 4 °C. Posteriormente, os poc¢os foram lavados trés vezes com
TBS-T 0,1% (50 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1% (v/v) de Tween 20). Apds esta
etapa, acrescentaram-se 100 pL da solucdo da biblioteca de fagos (2x10™ pfu no caso da
biblioteca Ph.D C7C e 1x10™ pfu para a biblioteca Ph.D 12), diluida 1:10 em TBST 0,1% e

incubada durante uma hora a temperatura ambiente.

Uma vez concluida a incubacao foi descartada a solucdo contendo os fagos e realizaram-se
10 lavagens com TBST 0,1%. Depois disso, foi acrescentado 100 pL de tampado Glicina
(0,2M glicina pH 2,2) e a placa agitada levemente durante 10 minutos.

Finalmente, foi coletado o contelddo do poco e neutralizado com 15uL de tampdo Tris-HCl
(1M Tris pH 9,1). Este material (eluato do primeiro round) foi guardado a 4°C para uma

posterior titulacdo dos fagos e utilizacdo no préximo round de selecdo.

Quarto dia

Realizou-se a amplificacdo dos fagos, eluidos no dia anterior, em cultivo bacteriano de E.
coli ER 2738 e procedeu-se a titulacdo dos mesmos. Foi semeada uma colonia da bactéria
E. coli ER 2738 em 20mL de meio LB e cultivada até atingir uma absorbancia de 0,3 a

600nm de comprimento de onda. Uma vez atingida a absorbancia de 0,3 foram
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acrescentados 90uL do eluato obtido no dia anterior. A cultura foi incubada a 37°C sob
agitacdo de 250 r.p.m. durante 5 horas. Transcorrido o tempo de incubagdo a cultura foi
centrifugada a 12000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido
para um tubo limpo e centrifugado novamente nas mesmas condigdes. O sobrenadante
foi transferido para um tubo limpo contendo 3,3 mL de PEG/NaCl (Polietilenoglicol 8000
20% (w/v); NaCl 21%(w/v)) e incubado a 4°C durante a noite.

Quinto dia

A amostra acrescida de PEG/NaCl incubada na noite anterior foi centrifugada a 12000
r.p.m. durante 15 minutos a 4°C e o sobrenadante removido. Apds isto, foi suspendido o
precipitado em 1mL de TBST 0,1% (50mM Tris-HCl pH 7,5; 150mM NaCl, acrescido de 0,1%
de Tween 20) e centrifugado a 14000 r.p.m. durante 5 minutos a 4°C. O sobrenadante
obtido foi transferido para um microtubo novo, acrescentou-se a sexta parte do volume
de PEG/NaCl sendo colocado em banho de gelo durante uma hora.

Terminada a incubacgdo, a suspensao foi centrifugada a 14000 r.p.m. durante 5 minutos a
4°C e o precipitado ressuspendido em 200uL de TBS e guardado a 4°C até ser utilizado na

titulagao e no proximo round de selec¢ao.

Titulagdo dos fagos

Foi semeada uma col6nia de E. coli ER 2738 em caldo LB e incubada a 37°C com agitacdo
até atingir uma absorbéancia aproximada de 0,5 a um comprimento de onda de 600nm.
Também, foram dispensados 3mL de Top Agar (LB Agar com 0,7% de agarose) em tubos
de cultivo esterilizados (um tubo para cada diluicdo analisada) e mantidos a 45°C.
Paralelamente, foram pré-aquecidas as placas de LB/IPTG/Xgal (uma por cada diluicdo) a
37°C.

Foram preparadas diluicdes seriadas dos eluatos contendo fagos em meio LB. Para isto
foram aliquotados 9uL de meio LB acrescido de 1uL do eluato com os fagos no primeiro

tubo e apds esse passo realizaram-se diluicdes seriadas 1:10. As faixas de diluicdo foram
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de 10" até 107 para eluatos de fagos ndo amplificados previamente e 10 até 10™! para os
eluatos amplificados.

Quando o cultivo bacteriano atingiu uma absorbanciaggonm de 0,5 foram acrescentados
200puL deste cultivo para os microtubos contendo as diferentes diluicbes de fagos, os
microtubos foram agitados rapidamente em vértex e incubados a temperatura ambiente
por 1-5 minutos para permitir a infec¢dao das bactérias. As bactérias infectadas foram
transferidas para tubos com Top Agar a 45°C, agitadas brevemente e dispensadas
uniformemente na superficie das placas com meio LB/IPTG/Xgal. As placas foram
incubadas a 37°C durante a noite e apds este passo procedeu-se a contagem das unidades

formadoras de placas (pfu) azuis. O titulo dos fagos foi expresso em pfu/mL.

Segundo e terceiro rounds de sele¢ao

Nessa etapa de selecdo os procedimentos foram realizados sob as mesmas condicdes,
porém, ao invés de utilizar TBST 0,1% foi utilizado TBST 0,5% para realizar as lavagens e
para fazer a diluicdo dos fagos amplificados. Para o segundo e terceiro rounds de selecdo
foram utilizados fagos amplificados dos rounds anteriores que foram diluidos em TBST
0,5% até uma concentracdo de 1x10™" (biblioteca PhD 12) e 2x10™" (biblioteca PhD C7C).
Os fagos diluidos foram aplicados nas placas sensibilizadas com o receptor Gb3 purificado.
Os fagos eluidos no terceiro round ndo foram amplificados e foram titulados diretamente

em triplicata para a obtencao de placas azuis isoladas.

Extracdao do DNA fagico

Realizou-se uma diluicdo 1:100 de cultivo de E. coli ER 2738 em meio LB. Placas azuis
individuais cultivadas nas placas de titulacdo foram transferidas para os tubos contendo a
suspensao bacteriana. Os tubos foram incubados a 37°C sob agitacdo, durante 5 horas.
Apds este procedimento, os cultivos foram transferidos para microtubos e centrifugados a

14 000 r.p.m. durante 30 segundos. Depois de repetir este passo, aproximadamente 80%
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do volume do sobrenadante foi transferido para novos tubos e estocado a 4°C. Depois
foram transferidos 500uL do sobrenadante contendo o fago para um tubo de micro
centrifuga contendo 200uL de PEG/NaCl, mantidos a temperatura ambiente durante 10
minutos e centrifugados durante 10 minutos. O precipitado foi suspendido em 100ul de
tampado iodeto (10mM Tris-HCI pH 8,0; 1mM EDTA; 4M Nal) e foram acrescentados 250uL
de etanol absoluto para a precipitacdo do DNA fagico durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Os microtubos foram centrifugados durante 10 minutos e o sobrenadante
descartado, depois se adicionaram 200uL de etanol 70%. Finalmente o precipitado foi

suspendido em 30uL de tampao TE e a suspensdo de DNA fagico estocada a -20°C.

Sequenciamento e analise das sequéncias dos clones fagicos

O sequenciamento do DNA dos clones fagicos foi realizado em colaboragdo com o
professor Marcio José da Silva do Laboratdrio de Biologia Molecular de Plantas- Centro de

Biologia Molecular e Engenharia Genética — UNICAMP- Sdo Paulo.

As sequéncias foram analisadas usando os seguintes programas informaticos:
- CHROMAS Lite Version 2.1 (http://www.technelysium.com.au/) para a analise e correcdo
dos cromatogramas com as sequéncias nucleotidicas.

- MEGA ( http://www.megasoftware.net ) para a edi¢do das sequéncias.

- TRANSLATE ( http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/TRANSLATE/translate.html ) do

HIV Sequence Database: para a tradu¢do das sequéncias nucleotidicas para sequéncias
amino-acidicas escritas em cddigo de uma letra.

- CLUSTALW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) para o alinhamento e busca de

sequéncias consenso.

Todas as sequéncias dos clones fagicos obtidos, apds o terceiro round de cada biopanning,

foram alinhadas com as sequéncias mostradas na figura 9 e 10 para verificar a fidelidade
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das sequéncias analisadas com as sequéncias descritas pelos fabricantes das bibliotecas

de Phage Display.
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5 -...TTA TTC GCA ATT CCT TTA GTG_GTA CCT TTC TAT TCT CAC TCT
37-...AAT AAG CGT TAA GGA AAT CAC CAT GGA AAG ATA AGA GTG AGA
...Leu Phe Ala Il1e Pro Leu Val Val Pro Phe Tyr Ser His Ser

TCG_GCC GAA ACT GTT GAA
AGC CGG CTT TGA CAA CTT
Ser Ala Glu Thr Val Glu

Sequéncia do inserto

AGT TGT TTA GCA AAA TCC CAT ACA GAA AAT TCA TTT ACT AAC GTC TGG
TCA ACA AAT CGT TTT AGG GTA TGT CTT TTA AGT AAA TGA TTG CAG ACC
Ser Cys Leu Ala Lys Ser His Thr Glu Asn Ser Phe Thr Asn Val Trp

AAA GAC GAC AAA ACT TTA GAT CGT TAC GCT AAC TAT GAG GGC...-3°
TTT CTG CTG TTT TGA AAT CTA GCA ATG CGA TTG ATA CTC CCG...-5°
Lys Asp Asp Lys Thr Leu Asp Arg Tyr Ala Asn Tyr Glu Gly...

Figura 8. Posicdo do inserto com o peptideo ligado a proteina plll do fago. As sequéncias que flanqueiam o
inserto pertencem ao genoma do fago filamentoso M13. Cada biblioteca é expressa com uma sequéncia
aminoacidica no extremo N-terminal que é clivada na posi¢do indicada pela seta, dessa forma o inserto com

o peptideo aleatdrio é posicionado diretamente na regido N-terminal da proteina plll madura.

Ph.D.-12: (NNK),, GGT GGA GGT
(NNM),, CCA CCT CCA
Xxx, Gly Gly Gly

Ph.D.-C7C: GCT TGT (NNK), TGC GGT GGA GGT
CGA ACA (NNM), ACG CCA CCT CCA
Ala Cys Xxx, Cys Gly Gly Gly

Figura 9. Detalhes da sequéncia nucleotidica e aminoacidica dos insertos ligados a proteina plll dos fagos
M13 em cada biblioteca de Phage Display utilizada no presente estudo. As sequéncias “linker” sdo
mostradas sublinhadas no grafico. A nomenclatura usada na figura é a seguinte: N representa qualquer base
nucleotidica (Adenina, Timina, Guanina ou Citosina); K representa uma Guanina ou Timina e M representa

uma Adenina ou Citosina.
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Caracterizagao dos clones de fagos selecionados

ELISA de ligacao ao receptor celular Gb3

Foi confirmada a ligacdo dos clones de fagos selecionados ao receptor celular Gb3
mediante ELISA. Para isto, previamente foram alinhadas as sequéncias aminoacidicas dos
clones fagicos sendo selecionados os clones que compartilhavam pelo menos trés
aminodcidos na mesma posicdo. O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos
sensibilizados com 100uL do receptor Gb3 (100ug/mL em 0,1M NaHCOsz; pH 8,6) e
incubadas a 4°C durante a noite. Posteriormente, o receptor Gb3 foi removido e
adicionaram-se 250uL de soluc¢ao de bloqueio e a placa incubada 37°C durante 2 horas.
Depois, os pocos foram lavados seis vezes com PBS-T 0,5% (PBS-Tween 0,5%) e os clones
de fagos diluidos seriadamente foram adicionados aos pogos (10 °pfu até 2x10°). Apds
este passo, a placa foi incubada durante uma hora e os pogos lavados seis vezes com PBS-
T 0,5% e adicionaram-se 200ul do anticorpo anti-M13 conjugado com peroxidase de
rabanete a 37°C durante uma hora. A reacao foi revelada com orto-fenilenodiamina (OPD)
em tampado citrato de sédio. A leitura da absorbancia foi realizada a um comprimento de

onda de 420nm.

Avaliacdo dos peptideos selecionados

Foram sintetizados trés peptideos, baseados na sequéncia do inserto expresso por cada
clone selecionado apds o ensaio de ELISA de ligacdo ao receptor celular Gb3, que foram
usados nos ensaios posteriores. Os peptideos foram sintetizados pela empresa Life-

Technologies (Brazil)

ELISA de competi¢ao para toxinas Stx e peptideos

Os pocos das microplacas foram sensibilizados com 100uL do receptor Gb3 (100ug/ml).

Depois de trés lavagens com PBS-T 0,5% os pogos foram bloqueados com albumina de
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soro bovino (BSA) diluida em PBS-T a 2% (w/v). Apds este passo, foram adicionados 100 pL
dos peptideos nas concentragdes de 100, 50, 25 e 12,5 pg/pogo e as placas incubadas
durante uma hora a 37°C. Finalizada a incubacdo, as placas foram lavadas trés vezes com
PBS-T 0,5% e adicionaram-se 100uL de toxina Stx (500pg/poco) e as placas incubadas
durante 1 hora a 37°C. As placas foram lavadas trés vezes com PBS-T 0,5% e foram
adicionados 200uL de anticorpo monoclonal murino anti Stx especifico para cada uma das
toxinas testadas (anti Stx1 ou anti Stx2) e as placas incubadas durante 2 horas a 37°C.
Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T 0,5% e finalizadas as
lavagens foram adicionados 100uL de anticorpo anti IgG-murino conjugado com
peroxidase de rabanete (HRP) e as placas incubadas durante 1 hora a 37°C. A unido do
anticorpo anti-anti Stx conjugado foi revelada pela adicdo de uma solucdo de orto-
fenilenodiamina (OPD) [4cido citrico 0,1M; Na,P0O4 0,2M; H,0, 30% e OPD]. A leitura da
absorbancia foi realizada a 420nm. A percentagem de inibi¢do foi calculada pela seguinte
formula: [1 - (Absorbanciasyonm po¢o avaliado/Abosbanciasenm pogo controle)] x 100. Os
resultados que foram maiores do que 75% foram considerados como "inibigcao
competitiva" enquanto que os resultados com uma inibicdo entre 75% e 25% foram
considerados "inibicdo competitiva relativa", e menos de 25% como "ndo competitivo" (Xu

et al., 2006).

Em ensaios prévios de padronizacdao do ensaio foi observado que uma concentracdo de
toxina Stx (Stx1 e Stx2) de 500pg/poco produziu maiores valores de absorbancia no ensaio

de ELISA quando testado com anticorpos anti-Stx.

Determinagdo da atividade citotdxica das toxinas Stx

Preparacao das linhagens celulares

As células Vero foram descongeladas a 37°C e transferidas para uma garrafa de cultura de
células contendo Meio Minimo Essencial de Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM),

suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de solucdo de antibidticos contendo
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penicilina (1000U/mL) e estreptomicina (250ug/mL). Os frascos de cultura foram
incubados em atmosfera de 5% de CO, a 37°C, durante 48 horas, até a formacao da
monocamada celular. Apds este periodo o meio foi descartado sendo adicionada a cultura
celular uma solugdo de tripsina para descolamento da monocamada. As células foram
ressuspendidas em meio DMEM acrescido de 10% de SFB e 1 % de antibidticos, para um
ndmero estimado de 2,5x10° células/mL. A suspens3o de células foi dispensada nos pogos

da microplaca e esta foi incubada a 37°C, em atmosfera de 5% de CO,, durante 24 horas.

Ensaio de atividade citotoxica em células Vero

O efeito citotoxico causado pelas toxinas Stx foi determinado segundo a metodologia
descrita por Borenfreund & Puerner (1984). O meio de cultura celular foi removido e
100pL de DMEM com 50puL gentamicina (80ug/mL) foram adicionados. Dilui¢Ges seriadas
de Stx1 e Stx2 (1:2) em PBS foram adicionadas na monocamada celular. As placas foram
incubadas a 37°C, em atmosfera de 5% de CO, e a leitura foi feita apds 48 horas de
incubacdo com auxilio de um microscdpio Optico invertido. Finalmente, o meio foi
substituido por 200uL de solucdo de Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-
tetrazélio (MTT) (2mg/mL) e a microplaca incubada a 37°C durante trés horas. Em seguida,
os pocos foram lavados duas vezes com PBS e a formazana produzida solubilizada com
uma solucdo de alcool isopropilico e HCl 1N (24:1). As placas foram mantidas em agitacdo

durante 10 minutos e a leitura da absorbancia foi realizada a 540nm.

Ensaio de neutralizacdo da atividade citotdxica das toxinas Stx

Os pocos das microplacas contendo células Vero foram inoculados com 100, 50, 25 e
12,5ug dos peptideos selecionados diluidos em meio DMEM. As placas foram incubadas a
37°C, durante duas horas, com 5% de CO,. Apds esse passo, foram adicionados 100uL de
Stx1 ou Stx2 (500pg/mL) em meio DMEM. As placas foram incubadas a 37°C, com 5% de

CO,, até atingir 45 horas de incubacdo. Em seguida, foram adicionados 200uL de MTT
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(2pug/mL) por pogo. As microplacas foram lavadas duas vezes com PBS e acrescentaram-se
200puL de uma solugao de alcool isopropilico e HCl 1N (24:1). As placas foram mantidas em
agitacdo durante 10 minutos e a leitura da absorbancia foi realizada a 540nm.

O ensaio foi realizado em duplicata e a porcentagem de inibi¢dao calculada como:

% inibigdo= (Apeptideo - Astx/ Apas— Astx) X100.

Onde Ageptidges=Absorbancia do peptideo; Asi=Absorbancia da toxina; Apgs=Absorbancia do

PBS. (Schmitt et al., 1991).

Determinagao in vivo da capacidade inibitdria dos peptideos obtidos mediante Phage

Display

Determinacao da dose letal 50% (DLso) em camundongos

Foi determinada A DLsy em camundongos Swiss tanto para Stxl quanto para Stx2.
Brevemente, vinte camundongos machos com pesos de 25-35g foram separados em
guatro grupos por cada toxina ensaiada. O material injetado por via intraperitoneal em

todos os camundongos pertencentes ao mesmo grupo é detalhado na tabela 2:
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Tabela 2: Material injetado nos grupos de camundongos para calcular a DLs,

Toxina injetada* Numero de
Toxina ng/200 pL | camundongos
Controle sem
toxina - 5
Stx1 12,5 5
Stx1 125 5
Stx1 1250 5
Controle sem
toxina - 5
Stx2 1 5
Stx2 10 5
Stx2 100 5

* As toxinas foram diluidas em PBS e um volume final de 200uL foi injetado em cada camundongo

A sobrevivéncia dos camundongos foi monitorada durante sete dias e no oitavo dia os
animais sobreviventes foram eutanasiados. A DLs, foi calculada de acordo com a seguinte
formula:

log DLso = log (Maior dose testada) + (log D)[(1/2) - (ZR/N)]

onde D é o fator de diluicdo entre doses sucessivas, 2R é o numero total de camundongos

mortos (Rahal et al., 2011).

Inibicao da letalidade em camundongos

Esse ensaio foi realizado em camundongos machos Swiss com peso de 25-35g. Os

camundongos foram separados em grupos contendo cinco animais. Todos os
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camundongos pertencentes ao mesmo grupo experimental foram injetados por via
intraperitoneal com uma solugdo contendo toxina Stx diluida em PBS (2DLso) e
posteriormente foram inoculados com 200uL de uma solucdo contendo 200ug de cada
peptideo ensaiado. Os grupos controle foram inoculados somente com a toxina (controle
toxina), somente com o peptideo analisado (controle peptideo) e com PBS (controle

sobrevivéncia). O ensaio foi realizado seguindo o esquema descrito na tabela 3:

Tabela 3: Material injetado nos camundongos para avaliar a inibicdo da letalidade pelos peptideos

selecionados.

Material Injetado
Descricao Peptideo N° de camundogos
Toxina
(200pg)
Controle sobrevivéncia - - 5
Controle toxina Stx1 2 DLsg Stx1 - 5
Controle toxina Stx2 2 DLsg Stx2 - 5
Controle Peptideo PC7-12 - PC7-12 5
Controle Peptideo P12-26 - P12-26 5
Controle Peptideo PC7-30 - PC7-30 5
PC7-12 5
Stx1 + Peptideos 2 DLso Stx1 | P12-26 5
PC7-30 5
PC7-12 5
Stx2 + Peptideos 2 DLsp Stx2 | P12-26 5
PC7-30 5

A sobrevivéncia dos camundongos foi monitorada durante sete dias e no oitavo dia os

camundongos sobreviventes foram eutanasiados.
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RESULTADOS

Biopanning Phage Display

Foram realizados trés ensaios de biopanning com o receptor Gb3 imobilizado, sendo que
cada um deles incluiu trés rounds de sele¢do com cada uma das duas bibliotecas de fagos
(PhD-12 e PhD-C7C). Finalizado o terceiro round de cada etapa de biopanning foram

selecionados 384 clones de fagos para a posterior etapa de seqlienciamento.

Sequenciamento dos clones selecionados e analise das sequéncias

Apds a edicdo das sequéncias nucleotidicas dos clones selecionados, as mesmas foram
analisadas e traduzidas in silico para verificar a presenca de sequéncias consenso ou o
compartilhamento de pelo menos trés aminoacidos na mesma posicdo. Na etapa final de
analise das sequéncias dos clones fagicos foram selecionados seis clones que portaram 3-4
aminodcidos consenso (Figura 8). Esses clones foram analisados posteriormente através
do ensaio de ELISA para determinar sua capacidade de ligacdo ao receptor Gb3. Os
aminodcidos correspondentes as sequéncias “linker” especificas para cada biblioteca de

fagos esta indicada na cor vermelha.

P.h.D.CVC-12 ACPINNTILISILCGGGS
P.h.D.CVC-30 ACPILTIIKTILCGGGS

p.h.D.12-19 Plef¥lyRsnnacTEleces
P.h.D.12-28 PhlY|TIRIy DYMD IlPlc GG S
p.h.D.12-26 |s|laprlENVEDlv P rREEES
P.h.D.12-38 [slsoplg/TviFlDle skcGes

Figura 10: Sequéncias aminoacidicas dos clones fagicos selecionados para o ensaio de ELISA de ligagdo ao

receptor Gb3. Na figura observam-se os aminoacidos consenso marcados em negrito.
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Elisa de ligagao dos fagos ao receptor celular Gb3

Na figura 10 observam-se os resultados obtidos no ensaio de ligagdo dos fagos
selecionados ao receptor celular Gb3 purificado. Dentre os seis clones de fagos analisados,
os fagos denominados P.h.D.C7C-12, P.h.D.C7C-30 e P.h.D.12-26 mostraram os maiores
valores de absorbancia nesse ensaio, confirmando dessa forma a sua capacidade de

ligagdo ao receptor Gb3. Os resultados dos seis clones ensaiados sao mostrados na Figura

11:
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Figura 11: ELISA de ligacdo dos clones fagicos selecionados ao receptor Gb3. As barras de cor preta
representam os maiores valores de absorbancia observados, os quais se correspondem com uma maior

capacidade de ligagdo desses clones ao receptor Gb3.

As sequéncias dos insertos ligados a proteina plll dos fagos P.h.D.C7C-12, P.h.D.12-26 e
P.h.D.C7C-30 foram utilizadas para a sintese dos peptideos PC7-12, P12-26 e PC7-30,
respectivamente. A tabela 4 mostra as sequéncias amino-acidicas dos peptideos

sintetizado para os ensaios posteriores.
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Tabela 4. Sequéncia aminoacidica dos peptideos sintetizados apds o ensaio de ELISA de ligagdo ao receptor

Gb3.

Massa
Sequéncia *
Peptideo Residuos molecular
Aminoacidica

(Da)
PC7-12 14 ACPNNTISLCGGGS 1292.48
P12-26 16 SAPRHNVPDNPRGGGS | 1617.69
PC7-30 14 ACPLTTKTLCGGGS 1308.52

*Os aminoacidos que estdo sublinhados correspondem as sequéncias “linker” especificas para cada
biblioteca de fagos. Em negrito aparecem os aminoacidos que se localizam na regido variadvel do inserto

ligado a proteina plll dos fagos.

ELISA de competicao na ligagao ao receptor Gb3

Nas figuras 12 e 13 sdo mostrados os resultados do ensaio de ELISA de competicdo para
avaliar a capacidade dos peptideos PC7-12, P12-26 e PC7-30 de competir com as toxinas
Stx1 e Stx2 pela ligagao ao receptor celular Gb3. A concentragao das toxinas Stx utilizada
nesse ensaio foi de 500pg/poco.

Foi observado que o peptideo PC7-30 apresentou os maiores valores de competicao pela
ligacdo ao receptor Gb3 quando ensaiado junto com Stx1, enquanto que o peptideo P12-
26 mostrou maiores porcentagens de competicdo quando ensaiado com Stx2. Também,
observou-se que os peptideos PC7-12 e PC7-30 apresentaram valores de competicao
similares aos obtidos com P12-26 no ensaio com a toxina Stx2. Os resultados do ensaio de
competicdo com as diferentes concentracoes de peptideos analisadas sdo mostrados nas

figuras 12 e 13:
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Figura 12: ELISA de competicdo pela liga¢do ao receptor Gb3 entre a toxina Stx1 e os peptideos PC7-12, P12-

26 e PC7-30. Observa-se que com 50ug/pogo do peptideo PC7-30 houve maior porcentagem de competicdo

pela ligagdo ao receptor Gb3.
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Figura 13: ELISA de competicdo pela ligacdo ao receptor Gb3 entre a toxina Stx1 e os peptideos PC7-12, P12-
26 e PC7-30. Observa-se que com 100ug/poco do peptideo P12-26 houve maior porcentagem de

competicdo pela ligacdo ao receptor Gb3.
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Neutralizacao da atividade citotdxica das toxinas Stx em células Vero

Os resultados do ensaio de neutralizacdo da atividade citotdxica do sobrenadante do
cultivo bacteriano de E. coli 0157:H7 é mostrado na figura 14. Foi observado que o
peptideo P12-26, na concentracdo de 50ug/poco, apresentou maiores valores de

neutralizagao da atividade citotdxica do sobrenadante em células Vero.

Quando o ensaio de neutralizacdo da atividade citotdxica foi realizado com as toxinas Stx

purificadas foram observados maiores valores de neutralizacdo da atividade citotdxica de

Stx2 quando comparado com Stx1 (Figuras 15, 16 e 17).

SN cultivo E. coli O157:H7 EDL933

a0 -
m FPC7-12

Al - mm FP12-26
o —1 PCY-30
uo
o 304
= | 1
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0-
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Concentracao peptideo (pg/pogo)

Figura 14. Ensaio de neutralizacdo da atividade citotdxica causada pelo sobrenadante de E. coli 0157:H7

EDL933 (produtor de Stx1 e Stx2) pelos peptideos PC7-12, P12-26 e PC7-30. O ensaio foi realizado em células

Vero.
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Figura 15. Ensaio de neutralizacdo da atividade citotdxica das toxinas Stx1 e Stx2 pelo peptideo PC7-12. O

ensaio foi realizado em células Vero.
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Figura 16. Ensaio de neutralizagdo da atividade citotdxica das toxinas Stx1 e Stx2 pelo peptideo P12-26. O

ensaio foi realizado em células Vero.
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Figura 17. Neutralizagdo da atividade citotdxica das toxinas Stx usando o peptideo PC7-30. O ensaio foi

realizado em células Vero.

Determinagao da dose letal 50% (DLso)
A DLsp estimada segundo a metodologia descrita anteriormente foi de 40ng para a toxina

Stx1 e de 32ng para a toxina Stx2.

Ensaio de inibicdo da letalidade em camundongos
Os resultados obtidos no ensaio de inibigao da letalidade pelos peptideos PC7-12, P12-26
e PC7-30 sdao mostrados nas figuras 18, 19, 20, 21, 22 e 23.

Foi observado que o peptideo PC7-12 inibiu parcialmente a letalidade tanto de Stx1
guanto de Stx2. Por outro lado, o peptideo P12-26 ndo inibiu a letalidade causada pela
toxina Stx2 em camundongos, mas inibiu parcialmente a letalidade causada por Stxl1.
Além disso, observou-se que o peptideo PC7-30 inibiu totalmente a letalidade causada

pela toxina Stx1, no entanto esse peptideo ndo teve efeito inibitdrio sobre a letalidade da
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toxina Stx2 nos camundongos analisados. Também, o ensaio mostrou que todos os

peptideos sintéticos aplicados nos camundongos ndo causaram letalidade in vivo.
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Figura 18. Ensaio de inibicdo da letalidade causada por Stx1 em camundongos. Foram injetados 200 pg do

peptideo PC7-12 enquanto que a concentragdo da toxina Stx1 correspondeu a 2DLsg.
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Figura 19. Ensaio de inibigdo da letalidade causada por Stx2 em camundongos. Foram injetados 200 pg do

peptideo PC7-12 nos camundongos e a concentragdo da toxina Stx2 correspondeu a 2DLsg.
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Figura 20. Ensaio de inibicdo da letalidade causada por Stx1 em camundongos. Foram injetados 200 pg do

peptideo P12-26 nos camundongos e a concentra¢do da toxina Stx1 correspondeu a 2DLsy.
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Figura 21. Ensaio de inibicdo da letalidade causada por Stx2 em camundongos. Foram injetados 200 pg do

peptideo P12-26 e a concentragdo da toxina Stx1 correspondeu a 2DLsy.
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Figura 22. Ensaio de inibicdo da letalidade causada por Stx1 em camundongos. Foram injetados 200 pg do

peptideo PC7-30 nos camundongos e a concentragdo da toxina Stx1 correspondeu a 2DLsg.
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Figura 23. Ensaio de inibicdo da letalidade causada por Stx2 em camundongos. Foram injetados 200 pg do

peptideo PC7-30 nos camundongos e a concentragdo da toxina Stx2 correspondeu a 2DLsg.
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DISCUSSAO

O uso de peptideos como agentes terapéuticos é considerado um importante avan¢o da
medicina, pois eles podem mimetizar uma ampla variedade de agentes enddgenos e, além
disso, mostram alta seletividade para ligar-se a receptores celulares especificos

(Mantzourani et al., 2008).

No presente trabalho, nds apresentamos os resultados da inibicdo dos efeitos citotdxicos
provocados pelas toxinas de Shiga produzidas por Escherichia coli. As moléculas aqui
descritas foram desenvolvidas através de técnicas de Phage display. Os trés peptideos
desenvolvidos no presente trabalho: PC7-12, P12-26 e PC7-30 possuem capacidade de
ligacdo ao receptor celular Gb3 e inibem a toxicidade causada pelas toxinas Stx tanto in

vitro quanto in vivo.

De acordo com Heins e Quack (2010) a selecdo eficiente de peptideos moduladores das
funcdes dos receptores celulares pode aumentar com o uso de bibliotecas de peptideos
expressos randomicamente, devido aos ligantes peptidicos ndo serem homdlogos da
estrutura primaria do ligante natural. Nossos resultados suportam a hipdtese descrita por
Heins & Quack, pois quando as sequéncias amino-acidicas dos peptideos sintéticos foram
analisadas contra as bases de dados

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) ndo foram observadas homologias

com as sequéncias das toxinas de Shiga.

Uma das primeiras tentativas no uso das bibliotecas de Phage Display para a descoberta
de agentes neutralizantes do dano citotdxico causado pelas toxinas Stx foi realizada por
Miura et al., (2006), que reportaram que alguns peptideos mimetizadores do receptor Gb3
expressaram forte neutralizacdo das toxinas Stx in vitro, no entanto os autores nado

mostraram resultados in vivo .
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Todos os peptideos descritos no presente trabalho foram relativamente competitivos na
ligagdao ao receptor Gb3 imobilizado quando ensaiados com a toxina Stx1, enquanto que o
peptideo linear P12-26 foi competitivo na ligacdo ao Gb3 quando comparado com a toxina
Stx2. As manifestagGes patoldgicas induzidas pelas toxinas Stx in vivo sdo mediadas pela
ligacdo ao receptor Gb3 (Lingwood, 1996). Nesse sentido, nossos resultados sdo
interessantes e sugerem que os peptideos analisados podem competir com as toxinas in
vivo pela ligacdo ao receptor Gb3, essa hipdtese é suportada pelo fato de que os
peptideos descritos nesse trabalho inibiram a ligagdo das toxinas ao Gb3 in vitro. Os
resultados do ELISA de ligacdo com os clones fagicos foram confirmados com os
resultados do ELISA de competicdo com os peptideos sintetizados. Foi observado que o
peptideo PC7-30 mostrou as maiores porcentagens de competicdo quando ensaiado com
Stx1. Além disso, o peptideo P12-26 mostrou os maiores valores de competicao com Stx2,
enquanto que o peptideo PC7-12 mostrou os menores valores de competicdo frente as
duas toxinas. Silberstein et al., (2008) descreveram que a inibicdo da sintese de Gb3 nas
células alvo podia ser realizada com um inibidor da glucosilceramida sintase, sugerindo
gue o receptor Gb3 poderia ser considerado um alvo importante para o desenvolvimento
de agentes terapéuticos para evitar as graves sequelas das infec¢des por STEC. Dessa
forma, consideramos que nossa abordagem experimental poderia conduzir a novos
desafios por que a interacao das toxinas de Shiga com seus receptores glicolipidicos é

extremamente complexa (Peter & Lingwood, 2000).

Yamada et al., (2006) descreveram que o desenvolvimento de peptideos antimicrobianos
fusionados com peptideos miméticos de Gb3 mostraram atividade neutralizante dos
efeitos citotdxicos de Stx1. Esses autores usaram Stx1 na concentracdo de 50pg/mL e
observaram incrementos na sobrevivéncia celular de aproximadamente 10%. Por outro
lado, nés usamos as toxinas na concentra¢cdo de 500pg/mL e observamos valores de

inibicdo da citotoxicidade na faixa de 11,49-16,62% para Stx1 e 19,99-28,04% para Stx2.
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Os peptideos descritos protegeram as células Vero da atividade citotdxica das toxinas Stx1
e Stx2. Um dado importante é que o efeito protetor foi maior contra a citotoxicidade
causada por Stx2, frequentemente associada com quadros clinicos mais severos e SUH do
que a toxina Stx1 (Fuller et al.,, 2011). Também, em experimentos com primatas foi
demonstrado que a administracdo de Stx2 é capaz de causar os sintomas da SUH
enquanto que a administragdo de Stxl ndo possui a capacidade para reproduzir os

sintomas mais graves dessa sindrome (Stearns-Kurosawa et al., 2010).

Por outro lado, Smith et al. (2009) relataram que o anticorpo monoclonal MAb 11E10
neutralizava parcialmente a atividade citotdxica de Stx2 e algumas das suas variantes, ndao
obstante a neutralizacdo de Stx1 ndo tem sido descrita por esses autores. Dessa forma,
nossos resultados destacam a importancia de desenvolver agentes neutralizantes contra
as duas toxinas, pois a ocorréncia de surtos em humanos causados por STEC produtora de
Stx1 tém sido descrita e a incidéncia de infeccbes por essas cepas esta aumentando

(Hashimoto et al., 1999).

Nés acreditamos que nossa estratégia possa ser considerada uma alternativa ou
abordagem complementar a imunizacdo passiva, pois a efetividade do tratamento com
anticorpos contra Stx pode diminuir rapidamente quando é administrada apds o segundo
dia de infeccdo (Matise et al., 2001; Casadevall, 2002). Além disso, o uso de anticorpos
policlonais contra Stx1 ou Stx2 possui a desvantagem de que cada antisoro especifico para
uma das toxinas ndao tem reagdo cruzada com a outra toxina (Strockbine et al.,1986; Wen

et al., 2006).

Os peptideos PC7-12, P12-26 e PC7-30 mostraram efeito protetor contra a citotoxicidade
das toxinas Stx1 e Stx2, o mesmo efeito protetor foi confirmado quando o sobrenadante
de uma cultura de E. coli 0157:H7 (produtora de toxinas Stx1 e Stx2) foi aplicado em
células Vero. A inibicdo da citotoxicidade produzida pelo sobrenadante de E. coli 0157:H7

foi maior do que a inibicdo associada as toxinas purificadas, demonstrando que os
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peptideos analisados tem efeito protetor contra as duas toxinas in vitro. Além disso, o
peptideo P12-26 mostrou os maiores valores de inibicao da toxicidade, sugerindo que sua
estrutura linear possa ser vantajosa para inibir a interacdo das toxinas Stx com o receptor
Gb3 quando comparado com os outros dois peptideos que tem uma conformagdo que
forma um loop.

Para determinar se a administracdo dos peptideos poderia inibir a letalidade em
camundongos causada pelas toxinas Stx, nds injetamos por via intraperitoneal uma dose
correspondente a 2DLsg de cada toxina juntamente com 200ug de cada peptideo. Foi
observado que o peptideo PC7-30 suprimiu a letalidade em camundongos que foram
injetados com Stx1l, mas ndao em camundongos aos quais se administrou Stx2, esses
resultados estdo em concordancia com o observado no ensaio de competicdo, em que

esse peptideo mostrou as maiores porcentagens de competicao contra a toxina Stx1.

Sauter et al., (2008) relataram anteriormente que a administracdo do anticorpo anti-Stx2
Ab11E10 poderia evitar a progressao da SUH em camundongos expostos a Stx2 e
observaram que a atividade protetora foi dependente do tempo de aplicacdo. Nossos
resultados mostraram que o peptideo PC7-12 que expressou atividade neutralizante baixa
em células Vero foi o Unico que suprimiu parcialmente a letalidade causada por Stx2 em
camundongos, enquanto que os outros peptideos ndo protegeram os animais da
letalidade causada por Stx2. De acordo com Gallegos et al. (2012) nem sempre os
resultados obtidos in vitro se correlacionam com a toxicidade observada nos ensaios in
vivo. Nés acreditamos que as divergéncias nas atividades bioldgicas dos peptideos tanto in
vitro quanto in vivo poderiam estar associadas com suas caracteristicas estruturais. Nesse
sentido, Camacho et al., (2008) sugeriram que os peptideos lineares sdo inerentemente
instaveis e que alguns peptideos com interessantes caracteristicas farmacoldgicas in vitro
tem provado ser ineficazes in vivo. Outros fatores que podem diminuir ou suprimir a
atividade bioldgica de peptideos terapéuticos sdo a rapida eliminacdo por filtracdo renal,

devido ao seu pequeno tamanho, baixa estabilidade metabdlica e biodegradabilidade,
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como resultado da degradagdo enzimdtica por proteases e peptidases presentes no

sangue, figado e rins (Olmez & Akbulut, 2012).

Levando em consideragdo os fatores que afetam a resposta contra os efeitos das toxinas
Stx in vivo, a perda da atividade bioldgica do peptideo linear P12-26, que mostrou forte
inibicdo da citotoxicidade causada por Stx2 in vitro, mas ndao mostrou atividade bioldgica
in vivo contra essa toxina, poderia ser explicada.

Algumas limitagdes no uso de peptideos como agentes terapéuticos podem ser atenuadas
introduzindo modificacGes estruturais nos peptideos para desenvolver peptideos andlogos
com caracteristicas farmacolégicas melhoradas (Lien & Lowman, 2003; Funke & Willbold,
2009). Segundo Molek et al., (2011) os peptideos que se ligam aos receptores celulares
com significativa afinidade e especificidade podem ser considerados bons candidatos
terapéuticos quando comparados com o uso de anticorpos antagonistas, além disso os
peptideos terapéuticos podem mostrar alta seletividade por seus receptores alvos e baixa
toxicidade sistémica. Segundo alguns autores (McGregor, 2008; Vlieghe et al., 2010)
alguns peptideos podem ter uma vida média curta (na ordem de minutos) e a atividade
bioldgica dessas moléculas depende diretamente da sua estabilidade no soro. No presente
estudo os peptideos PC7-12 e PC7-30, cujas estruturas formam um loop, mostraram maior
atividade bioldgica in vivo do que o peptideo linear P12-26. Esses dados sugerem que a
estrutura em loop poderia ser mais estavel in vivo do que a conformacdo linear,
aumentando dessa forma a vida média desses peptideos e permitindo que eles atinjam os

érgaos alvo.

Uma alternativa interessante para melhorar a atividade bioldgica dos peptideos

analisados poderia ser a incorporacdao de aminodcidos D-enantioméricos nos peptideos

descritos (Ladner et al., 2004; Funke & Willbold, 2009).
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A abordagem cientifica utilizada no presente estudo demonstrou ser util para o
desenvolvimento de potenciais agentes neutralizantes da atividade citotdxica das toxinas

Stx tanto in vitro quanto in vivo.
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CONCLUSOES

A técnica de Phage Display pode ser utilizada com sucesso no desenvolvimento de agentes
neutralizantes da citotoxicidade causada pelas toxinas Stx. Nossos resultados mostram o
desenvolvimento de trés peptideos sintéticos com capacidade de neutralizagdo da

atividade bioldgica das toxinas de Shiga tanto in vitro quanto in vivo.

A abordagem metodoldgica utilizada no presente trabalho permitiu a inibicdo da
citotoxicidade através do uso de peptideos que se ligam diretamente ao receptor celular
Gb3, representando, dessa forma, uma alternativa promissdria na busca de novos agentes
terapéuticos que ajudem a evitar as sequelas associadas a acdo das toxinas Stx. Assim,
nossos dados poderdo contribuir para desenvolver moléculas capazes de neutralizar os
efeitos de ambas as toxinas de Shiga e de suas variantes descritas, incluindo Stx2e que se
liga preferencialmente ao receptor Gb4 e, por todas essas toxinas se ligarem ao mesmo
receptor Gb3 in vivo e a interacdo entre as toxinas e o receptor ser um evento critico que
media o desenvolvimento das manifestacdes patoldgicas nos pacientes infectados por

STEC.
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