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RESUMO

Corynebacterium pseudotuberculosis é um patégeno Gram-positivo, anaerdbio facultativo,
agente etioldgico de diversas doencas em caprinos, ovinos, equinos, bovinos, dentre outros
animais. A linfadenite caseosa (LC) € uma das principais doencas causadas por essa
bactéria. Esta enfermidade causa abscessos nos ganglios linfaticos superficiais e 6rgaos
internos, comprometendo a saude e a produtividade de pequenos ruminantes. C.
pseudotuberculosis pode resistir a diferentes estresses ambientais, como por exemplo, 0
estresse oxidativo presente nas células fagociticas do hospedeiro. As bactérias sao
capazes de modular a expressao génica para sobreviver e superar a toxicidade causada
pelas espécies reativas de oxigénio. Com base nisto, o estudo da prote6bmica bacteriana
tem sido importante pela utilizacdo de metodologias que permitem a caracterizacédo de
proteinas que séo produzidas por microrganismos em diferentes tipos de estresse e/ou ao
longo do curso de uma doenca. Neste estudo, proteinas de C. pseudotuberculosis
diferencialmente abundante sob estresse oxidativo in vitro foram caracterizadas através de
dados obtidos por busca manual em operadores booleanos e ferramentas bioinformaticas.
A localizacdo subcelular e as interacbes proteina-proteina foram preditas utilizando as
ferramentas SurfG+ e STRING. Além disso, foi realizada uma triagem das proteinas que
foram as mais abundantes durante a condicdo de estresse para a predicdo de alvos para
drogas. A analise da ligacdo dessas proteinas com compostos naturais foi realizada por
meio de docking molecular utilizando os softwares AutoDock Vina e Chimera. Os resultados
in silico confirmaram que as proteinas ndao possuem sequéncias relacionadas aos
mecanismos classicos de secrecdo celular e podem estar envolvidas na resposta ao
estresse oxidativo de forma direta ou indireta. Dentre as proteinas mais abundantes na
condicdo avaliada, Tal e Mdh, por exemplo, séo relatadas na literatura por apresentarem
envolvimento direto com a resposta bacteriana ao estresse. Ja as chaperonas moleculares
como Tig e GroEL podem atuar em conjunto, prevenindo o enovelamento incorreto de
proteinas durante a oxidag&o. As proteinas envolvidas em vias biossintéticas, por sua vez,
colaboram para a homeostase celular. Varias dessas proteinas sao codificadas por genes
coexpressos e/ou vizinhos. Observamos que duas das proteinas mais abundantes na
condicdo de estresse, Ddl e Ppa, séo potenciais alvos para drogas e apresentaram elevada
afinidade com os compostos ZINC04235924 e ZINC015709489, respectivamente. Além
disso, o composto ZINC04235924 apresentou afinidade com ambas as proteinas. Esses
resultados sdo pertinentes ndo somente para a compreensao da resisténcia bacteriana na
condicdo de estresse oxidativo, mas também para o design de novas drogas para o
tratamento de doencas causadas por C. pseudotuberculosis.

Palavras-chave: Corinebactéria, adaptacédo ao estresse, protedmica, alvos para drogas.



ABSTRACT

Corynebacterium pseudotuberculosis is a Gram-positive, facultative anaerobic pathogen.
This bacterium is the etiologic agent of many diseases in goats, sheep, horses, cattle,
among other animals. Caseous lymphadenitis (CLA) is one of the main diseases caused by
this bacterium. It causes abscesses in the superficial lymph nodes and internal organs,
compromising the health and productivity of small ruminants. C. pseudotuberculosis can
resist different environmental stresses, such as the oxidative stress present within the host
phagocytic cells. Bacteria modulate gene expression to survive and overcome the toxicity
of reactive oxygen species. Based on this, bacterial proteomics has been important due to
the use of methodologies that allow the characterization of proteins that are expressed by
microorganisms in different stress conditions and/or throughout the course of a disease. In
this study, proteins differentially abundant by C. pseudotuberculosis under oxidative stress
in vitro were characterized through data obtained by manual search in Boolean operators
and bioinformatics tools. Subcellular localization and protein-protein interactions were
predicted using the SurfG + and STRING tools. Besides, a screening of proteins that were
mostly produced during stress condition was performed aiming to predict drug targets. The
binding analysis of these proteins with possible natural compounds was performed by
molecular docking using the AutoDock Vina and Chimera software. The in silico results
confirmed that proteins produced do not have sequences related to the classic mechanisms
of cell secretion and may be involved in oxidative stress response directly or indirectly.
Among the upregulated proteins in the evaluated condition, Tal and Mdh, for example, are
reported in the literature to be directly involved with the bacterial stress response. Molecular
chaperones such as Tig and GroEL can act together, preventing incorrect protein folding
during oxidation. Proteins involved in biosynthetic pathways, in turn, contribute to cell
homeostasis. Several of these proteins are encoded by co-expressed genes and/or by gene
neighbors. We observed that two upregulated proteins, Ddl and Ppa, are potential drug
targets and showed a high affinity with the compounds ZINC04235924 and
ZINC015709489, respectively. ZINC04235924 showed affinity with both proteins. These
results are relevant not only for understanding bacterial resistance in oxidative stress
condition but also for the design of new drugs in the treatment of diseases caused by C.
pseudotuberculosis.

Keywords: Corinebacteria, stress adaptation, proteomics, drug targets.
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1. INTRODUCAO

Corynebacterium pseudotuberculosis € uma bactéria Gram-positiva e intracelular
facultativa que apresenta-se como bacilos imoveis, anaerdbios facultativos e ndo
formadores de esporos (COSTA, 2002). De acordo com testes bioquimicos as linhagens
desta bactéria variam em relacdo a aptiddo de fermentacdo e reducdo de nitrato
(SUTHERLAND, HART e BULLER, 1996) e, segundo esta ultima, pode-se distinguir dois
biovares, o Equi e 0 Ovis (BARAKAT et al., 1984). Este microrganismo é agente etiolégico
de diferentes doencas, podendo infectar Ihamas, alpacas, camelos, bovinos, equinos,
caprinos, ovinos, dentre outros (FONTAINE e BAIRD, 2008). A infeccdo em humanos nao
€ comum, mas ha alguns casos reportados na literatura (BASTOS et al., 2012), o que
mostra o potencial zoonotico desta bactéria. Os biovares sdo encontrados em diferentes
hospedeiros, sendo o biovar Ovis relatado por ocorrer em cabras, ovelhas (DORELLA et
al., 2006) e, embora menos frequente, vacas (YERUHAM et al. 1997).

Dentre as doencas causadas por esse patdgeno estdo a linfadenite caseosa (LC) e a
linfangite ulcerativa (LU). Conhecida também como “mal do caro¢o", a LC é uma doenca
infectocontagiosa caracterizada pela formacdo de abscessos nos linfonodos e érgaos
internos, o que causa significativas perdas econdmicas para os rebanhos de caprinos e
ovinos (DORELLA et al., 2006). J4 a LU ocorre principalmente em equinos e bovinos e
caracteriza-se por abscessos nos 6rgaos internos e infeccdo de vasos linfaticos

subcutéaneos nos membros posteriores (SPIER, 2008; LEITE et al., 2019

C. pseudotuberculosis pertence ao grupo CMNR que inclui bactérias dos géneros
Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus. Os organismos que compdem
este grupo apresentam semelhancas relacionadas a organizacao da parede celular, que é
formada por peptidoglicano, arabinogalactano e acidos micélicos (GUIMARAES et al.,
2011). Esses acidos micolicos (JOLLY, 1966; HARD, 1975) juntamente com a exotoxina
fosfolipase D (MCKEAN, DAVIES e MOORE, 2007) e o sistema de captagédo de ferro
(BILLINGTON et al., 2002) sao reportados como importantes fatores de viruléncia de C.
pseudotuberculosis. Além desses, a serina protease CP40, neuraminidase H, superoxido
dismutase C, adesina SpaC e proteina quinase G sao outros fatores importantes para a
viruléncia deste patogeno (CORREA et al., 2018).



Além dos genes que codificam para os fatores de viruléncia, genes associados podem
contribuir para a sobrevivéncia bacteriana no ambiente ou no hospedeiro (KAZMIERCZAK,
WIEDMANN e BOOR, 2005). Durante o processo patogénico, C. pseudotuberculosis é
capturada por células fagociticas e pode sobreviver dentro de macréfagos por mais de 48
horas (STEFANSKA, et al., 2010). Ao longo de uma infeccéo, as bactérias precisam lidar
com diversos estresses gerados pelo hospedeiro, inclusive o estresse oxidativo das células
fagociticas (SLAUCH, 2011). Além disso, é possivel que em tecidos inflamados, como nos
abcessos, haja uma maior concentragéo de H202 (IMLAY, 2018).

O estresse oxidativo gera espécies reativas de oxigénio (EROs) que danificam DNA,
RNA, proteinas e lipideos (CABISCOL, TAMARIT e ROS, 2000). Em casos como este 0s
patébgenos bacterianos sdo capazes de alterar a expressao génica, ativando genes cujos
produtos auxiliam na sobrevivéncia (CHOWDHURY et al., 1996). Bactérias tolerantes ao
oxigenio apresentam sistemas de reparo que sustentam a atividade de enzimas sensiveis
a oxidacao frente a EROs endogenos (IMLAY, 2018).

Produtos génicos, como os gerados em condi¢cOes de estresse, podem ser estudados
através de ferramentas da protedmica, que é constituida por analises de identificacao,
guantificacdo, determinacdo da localizacdo subcelular, modificacdo e outros aspectos
protéicos (FIELDS, 2001). A protedmica abrange varias disciplinas e métodos como:
imagem celular por microscopia de luz e eletrbnica, andlise de novo de proteinas ou
conjunto de proteinas isoladas a partir de células ou tecidos, além das espectrometrias de
massas (AEBERSOLD e MANN, 2003). Este ultimo € o principal método para analise de
producdo e funcdo de proteinas principalmente por causa de sua capacidade de adquirir
informacgdes quantitativas sobre amostras biologicas de enorme complexidade (CRAVATT,
SIMON e YATES IIl, 2007). Em relacdo a C. pseudotuberculosis, varios estudos
protedmicos ja foram realizados objetivando caracterizar o genoma funcional sob estresse
nitrosativo (SILVA, W et al., 2014), identificar proteinas que contribuem para a viruléncia
(SILVA, W et al., 2017), predizer alvos para drogas (RADUSKY et al., 2015) entre outros.



Nesse contexto, a bioinformatica tem sido cada vez mais importante por fornecer
ferramentas para analise dos dados gerados (BLUEGGEL, CHAMRAD e MEYER, 2004).
Bancos de dados como o search tool for the retrieval of interacting genes/proteins
(STRING), por exemplo, sdo fundamentais para o estudo da funcdo e interacdo de
proteinas. Essa plataforma avalia a interacao protéica funcional a partir da combinacéao de
informacdes oriundas de diversos bancos de dados (SZKLARCZYK et al., 2015). No
entanto, para além de interacdes proteina-proteina a bioinformética pode auxiliar em varias
outras andlises. A investigacdo de interacdes proteina-ligante mediante docking molecular,
por exemplo, tem obtido cada vez mais destaque pois possibilita a predicdo de compostos
candidatos a drogas contra alvos proteicos (CHAUDHARY e MISHRA, 2016), o que é

fundamental para a elaboracéo de farmacos.

Neste trabalho as proteinas de C. pseudotuberculosis 1002 diferencialmente
abundantes durante estresse oxidativo, obtidas hum ensaio prévio realizado pelo nosso
grupo de pesquisa, foram avaliadas in silico quanto a suas funcdes, interacdes, localizacao

subcelular e potencial como alvos para drogas.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Corynebacterium pseudotuberculosis

C. pseudotuberculosis foi primeiramente isolada de nddulos bovinos em 1888 por
Nocard e completamente descrita por Preisz em 1894 (DORELLA et al., 2006). Bacilo de
Preisz-Nocard, Bacillus pseudotuberculosis, Bacillus pseudotuberculosis ovis e
Corynebacterium ovis sao sinbnimos que foram utilizados para nomear esta bactéria, sendo
a nomenclatura atual adotada na 6° edi¢do do Bergey’s Manual em 1948 (DORELLA et al.,
2006; ALVES, SANTIAGO e PINHEIRO, 2007).

C. pseudotuberculosis € uma bactéria Gram-positiva e intracelular facultativa
(DORELLA et al., 2006) que apresenta-se como bacilos curtos e irregulares (0,5 a 0,6 um
por 1 a 3 um) podendo estar isolados ou em palicada. Sdo imoveis, anaerébios facultativos
e nao formadores de esporos (COSTA, 2002). Apresenta crescimento 6timo a 37 °C, pH 7
a 7,2, e em meio brain heart infusion (BHI) e &gar sangue. O acréscimo de extrato de
levedura, triptona ou lactoalbumina pode ser uma alternativa para enriquecimento do meio
de cultivo (CAMERON e SWART, 1965; COSTA, 2002). Alguns autores relatam um melhor
crescimento deste patégeno em atmosfera de 5% de CO2 (MUCKLE e GYLES, 1982). Em
meio sélido as colbnias apresentam coloracéo palida a amarelada, seca e de consisténcia
friavel, ja em caldo ha uma tendéncia na formacao de aglomerados (BAIRD e FONTAINE,
2007). A parede celular de C. pseudotuberculosis é composta por peptidoglicano
majoritariamente constituido de acido meso-diaminopimélico (HOU et al.,, 1997) pelos
acucares arabinose, manose e glucose (PUECH et al., 2001) e acidos micolicos de cadeia
curta (COLLINS, GOODFELLOW e MINNIKIN, 1982). Em virtude das semelhancgas na
organizagdo da parede celular, formada por peptidoglicano, arabinogalactano e acidos
micolicos, e ao alto conteddo G+C no DNA, bactérias dos géneros Corynebacterium,
Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus formam o grupo CMNR (LIEBL, 2006;
GUIMARAES et al., 2011).

Bioquimicamente as linhagens de C. pseudotuberculosis podem variar em relacdo a
habilidade de fermentacédo e reducédo de nitrato (SUTHERLAND, HART e BULLER, 1996).

Em geral, todas as linhagens produzem acido a partir de diversas fontes de carbono como
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frutose, glicose, maltose e manose, sem produzirem gas (SANTANA, 2014). A reducéo de
nitrato pode ser utilizada para diferenciar o biovar Equi, que reduz nitrato, do biovar Ovis,
gue néo reduz nitrato (MUCKLE e GYLES, 1982; BARAKAT et al., 1984; COSTA, SPIER e
HIRSH 1998). Essa distin¢cao entre os biovares é confirmada geneticamente (SOARES et
al., 2013), mas ndo é suficiente para classificagdo como subespécies (DORELLA et al.,
2006). Ambos os biovares Equi e Ovis podem causar diferentes doencas em diversos

hospedeiros.

2.2 Doencgas causadas por C. pseudotuberculosis

C. pseudotuberculosis pode infectar diversos animais como cavalos (POONACHA e
DONAHUE, 1995), bovinos (PURCHASE, 1944; KARIUKI e POULTON, 1982), lhamas e
alpacas (BRAGA, CHAVERA e GONZALEZ, 2006; BRAGA et al., 2007), bufalos
(MOHAMED e REDA, 2015), camelos (HAWARI, 2008), alces (KELLY, ROOD e
SKIRPSTUNAS, 2012), ovelhas, caprinos e ovinos (PATON et al., 1994; CETINKAYA et al.,
2002; CHIRINO-ZARRAGA, SCARAMELLI e REY-VALEIRON, 2006). A infeccdo em
humanos ndo é comum. O primeiro caso relatado ocorreu em 1966 em um cortador de
grama, no Panam4, que apresentou um quadro de linfadenopatia inguinal (LOPEZ et al.,
1966). Atualmente existem 34 casos relatados na literatura, o que mostra o potencial
zoonotico desta bactéria. Dentre os infectados, a maioria eram homens que estavam
constantemente expostos aos animais em fazendas (BASTOS et al., 2012). Porém, existem
casos relacionados a contaminagdo em laboratérios, como o de uma estudante de medicina
veterinaria que apresentou pneumonia causada por C. pseudotuberculosis (Heggelund et
al., 2015). A jovem apresentou sintomas leves nas vias aéreas com sensacao de globus,

tosse com expectoracgéo purulenta e linfonodos aumentados no hilo direito e mediastino.

Embora diferentes animais possam ser infectados por C. pseudotuberculosis, os
biovares Equi e Ovis séo relatados por causarem doencas diferentes. O biovar Equi causa
a febre do pombo, a linfangite ulcerativa, a mastite e a doenca de pele edematosa em
equinos, bovinos e bubalinos, respectivamente (SELIM, 2001; SILVA, A et al.,, 2011;
GUEDES et al., 2015; STEEFORTH e MARUTSOV, 2017). Em equinos a infec¢do causada
por essa bactéria apresenta diversas formas, sendo a mais comum a caracterizada pela

formacéo de abscessos no peitoral ou abdémen ventral e conhecida como febre do pombo.



As outras duas formas clinicas incluem a formac¢éo de abscessos nos érgaos internos, e a
infeccdo de vasos linfaticos subcutaneos e tecidos adjacentes nos membros posteriores,
chamada de linfangite ulcerativa (SPIER, 2008; LEITE et al., 2019). Esta ultima também é
observada em bovinos (STEERFORTH e MARUTSOV, 2017). Apesar dos equinos e
bovinos normalmente serem infectados por linhagens do biovar Equi, algumas linhagens
nitrato-negativas foram isoladas de cavalos e vacas (CONNOR et al. 2000; YERUHAM et
al. 1997). No entanto, de modo geral o biovar Ovis causa a linfadenite caseosa (LC) em
pequenos ruminantes (WILLIAMSON, 2001).

A LC é uma doenca infectocontagiosa que afeta tanto a caprinocultura quanto a
ovinocultura (HOLANDA FILHO et al., 2019). Também chamada de “mal do carogo”, esta
doenca caracteriza-se pela formacdo de abscessos nos linfonodos e 6rgdos internos,
causando significativas perdas econdmicas para os criadores (DORELLA et al., 2006). A
transmissdo pode se dar de forma direta, através do contato com o material purulento
liberado de abscessos e por transmissdo aérea entre os animais devido a lesbes
pulmonares (NAIRN e ROBERTSON, 1974; ELLIS, et al., 1987; WINDSOR, 2011) e de
forma indireta, por meio da ingestdo de alimentos e agua contaminada e pelo uso de
ferramentas utilizadas na castragdo, identificagcdo com brincos e tosquia (WILLIAMSON,
2001; WINDSOR, 2011; GUIMARAES et al., 2011). Outros fatores como pregos salientes,
arames farpados, lascas de madeira e, em alguns casos, a vegetacdo espinhosa dos
ambientes de criacdo aumentam o risco de contaminacdo (UNANIAN, SILVA e PANT, 1985;
WILLIAMSON, 2001), uma vez que podem machucar 0s animais e abrir portas de entrada
para o patogeno. Além disso, C. pseudotuberculosis pode sobreviver no ambiente por

semanas, ou até meses, 0 que aumenta o risco de infec¢cdo (BAIRD e FONTAINE, 2007).

A LC esta distribuida em todo o mundo, embora em algumas regides a prevaléncia da
doenca possa ser subnotificada. Na Australia, um dos principais paises produtores de carne
e 14, essa doencga € a principal causa da perda de carcacas de ovinos (PATON et al., 2003;
GUIMARAES et al., 2011). No Brasil a soroprevaléncia da LC foi avaliada em alguns
estados. No estado de Minas Gerais 78,9% dos caprinos avaliados testaram positivo e 98%
dos rebanhos apresentaram ao menos um animal soropositivo (SEYFFERT et al., 2010).
J& no Distrito Federal, 44,0% de ovinos foram soropositivos (CARMO et al., 2012). No
estado de Goias, por sua vez, 32,2% dos ovinos e 54,7% dos caprinos avaliados estavam



infectados (BARBOSA, 2016). No Nordeste, Alves et al. (2020) determinaram a
soropositividade da LC em ovinos de cinco estados, todos eles apresentaram
soroprevaléncia elevada. Esta doenca esta entre as enfermidades que impactam a
caprinocultura e ovinocultura no Nordeste brasileiro (FACCIOLI-MARTINS, ALVES e
PINHEIRO, 2014). Nesta regido, a caprinocultura apresenta importante papel
socioecondmico por suprir populacdes de baixa renda de proteina de valor biologico
(VIEIRA et al., 2016). Além disso, o ambiente caracteristico da localidade contribui para o
surgimento de animais adaptados a sobreviver em condi¢des precérias e em periodos de
seca (VIEIRA et al., 2016). Em 2018 a regido Nordeste foi responséavel por 93,9% e 66,7%
dos rebanhos de caprinos e ovinos estimados para o Brasil, respectivamente. A Bahia
deteve 30,2% do rebanho de caprinos e 22,1% do rebanho de ovinos do pais, liderando o
ranking nacional para ambas as criagcdes (IBGE, 2018). Desse modo, considerando a
importancia da caprinocultura e da ovinocultura para o Nordeste brasileiro e para o Estado
da Bahia, a busca por métodos de diagndstico e tratamento da LC se faz cada vez mais

necessarias.

2.3 Métodos diagnosticos, tratamentos e profilaxia para o controle de C.

pseudotuberculosis

De modo geral, o diagnéstico da LC é feito segundo a observacgéo de sintomas clinicos
e da identificacdo de C. pseudotuberculosis coletada dos abscessos caseosos (BASTOS
et al., 2012). O isolamento da bactéria por cultivo em meio BHI agar e a identificacédo
mediante testes bioquimicos sdo métodos tradicionais e considerados padrao-ouro de
diagnostico das doencas causadas por C. pseudotuberculosis (RIBEIRO et al., 2001). Os
testes bioquimicos podem ser realizados através do sistema API Coryne, comercializado
pela BioMérieux (France). No entanto, testes soroldgicos e moleculares podem ser mais
eficazes, uma vez que animais infectados podem néo apresentar sinais clinicos observaveis
(SHIGIDI, 1978). Dentre eles estdo a hemaglutinacdo indireta (SHIGIDI, 1979), a
imunodifusdo (BURRELL, 1980), o teste de inibicdo da hemdlise sinérgica (BROWN,
OLANDER e ALVES, 1987) e testes imunoenzimaticos como o enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) (KABA, KUTSCHKE e GERLACH, 2001; SEYFFERT et al.,
2010; FARIAS et al., 2018). Dentre os testes de ELISA estdo os que utilizam antigenos da
parede celular (SUTHERLAND et al.,, 1987), antigenos secretados (SEYFFERT et al.,



2010) exotoxinas (MENZIES et al., 1994). Além disso, um ELISA baseado na deteccédo de
interferon gama (IFN-y) como marcador anti-C. pseudotuberculosis também tem sido
utilizado (PRESCOTT, MENZIES e HWANG, 2002). De acordo com Menzies, Hwang e

Prescott (2004) os IFN-y-ELISA sé&o eficientes na deteccdo da doenca em caprinos.

Testes moleculares de polymerase chain reaction (PCR) também tém se mostrado
eficientes. Pacheco et al. (2007) demonstraram que o multiplex PCR (mPCR) foi eficiente
para a deteccao de 40 isolados desta bactéria. Este método permitiu a amplificacdo dos
genes pld, rpob e 16S de C. pseudotuberculosis diretamente a partir de amostras clinicas.
Ja Almeida et al. (2017) reportaram a eficiéncia do método quadruplex PCR para distingdo

dos biovares Equi e Ovis.

No que diz respeito a tratamento das enfermidades causadas por C.
pseudotuberculosis, as classes mais comuns de antibidticos (ampicilina, clorafenicol,
lincomicina, gentamicina, tetraciclina, penicilina, neomicina) sao eficientes em prevenir o
crescimento e multiplicacdo bacteriana in vitro (MUCKLE e GYLES, 1982; JUDSON e
SONGER, 1991). Porém, o uso de antibidticos nem sempre é eficaz in vivo devido a
natureza refrataria dos abscessos da LC que possuem uma capsula espessa. Nesse caso,
recomenda-se o0 uso de antibiéticos de 4 a 6 semanas para diminuir a recorréncia dos
abscessos (WILLIAMSON, 2001). Senturk e Temizel (2006) avaliaram que a combinacao
de rifamicina e oxitetraciclina é eficiente no tratamento da LC em ovinos. Baird (2006)
sugere cautela ao considerar o uso desses antibiéticos, pois a rifamicina ja apresentou
toxicidade e as bactérias desenvolveram resisténcia rapidamente quando comparado a
outros antibioticos. A remocao cirargica e a puncéo e lavagem dos abscessos com solucdes
de iodo também estdo entre as opg¢bes de tratamento, apesar de ndo serem os métodos
ideias (WASHBURN, et al., 2009; SANTIAGO et al., 2013). Santos et al. (2019) analisaram
os efeitos de uma pomada a base de nanoparticulas de prata no tratamento de lesGes
caseosas pos-cirurgia. Os animais tratados com essa pomada apresentaram cura mais
rapida, menor contagem de leucOcitos e menor titulacdo de anticorpos anti-C.
pseudotuberculosis. Por outro lado, Kalil et al. (2019) observaram que uma pomada a base
de propolis verde foi capaz de cicatrizar feridas pds-operatérias mais rapido do que a
solucéo de 10% de iodo em ovinos, além de inibir o crescimento de vinte e trés isolados

clinicos de C. pseudotuberculosis. Embora os resultados sejam promissores, ainda ndo ha



um tratamento ideal e, dessa forma, a busca por vacinas também tem sido alvo de

pesquisas.

A primeira vacina contra a LC foi desenvolvida a partir de uma cultura formalizada de
C. pseudotuberculosis em adjuvante de aluminio em 1957 (EGGLETON et al., 1991). Desde
entdo, diversas formulacbes de vacinas tém sido testadas, como a viva atenuada
(SIMMONS, HODGSON e STRUGNELL, 1997), a inativada (CAMERON, MINNAAR e
PURDOM, 1969; FONTAINE et al., 2006), com toxéides (ALVES e OLANDER, 1998), e de
DNA (DE ROSE et al., 2002). A maioria das vacinas disponiveis comercialmente para a LC
sdo combinadas com vacinas para outros patégenos do género Clostridium, e baseiam-se
na inativacdo da fosfolipase D (EGGLETON et al., 1991b; PATON et al., 2003; DORELLA
et al., 2006). Dentre elas estdo a Glanvac™, a Caseous D-T™ e a Biodectin® (EGGLETON
et al., 1991; DORELLA et al., 2009; ALVARENGA, 2017). No entanto, essas vacinas nao
sdo capazes de proteger completamente 0s animais suscetiveis e nem podem ser utilizadas
em todos os hospedeiros (BRUM et al, 2017). Uma vacina atenuada de C.
pseudotuberculosis 1002 foi licenciada para uso comercial no Brasil em 2002 para ser
administrada por via subcutanea em caprinos e ovinos anualmente (DORELLA et al., 2009),
porém ndo apresenta resultados satisfatorios.

Atualmente, estudos continuam a ser realizados na tentativa de encontrar vacinas mais
eficientes. Ribeiro et al. (2014) avaliaram o potencial protetor de uma linhagem de C.
pseudotuberculosis deficiente na aquisicdo de ferro em modelo murino, os resultados
mostraram que 80% dos animais imunizados sobreviveram ap6s o desafio com uma
linhagem virulenta. A busca por proteinas recombinantes imunogénicas também tem sido
frequente. Droppa-Almeida et al. (2016) observaram que a proteina recombinante rCP40
induziu respostas imunes em camundongos capazes de protegé-los. De modo similar, Brum
et al. (2017) relataram imunogenicidade da proteina esterase recombinante rCP09720, a

gual induziu altos niveis de IgG1 e IgG2a.

2.4 Patogénese e resposta a estresses ambientais
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A infeccdo por C. pseudotuberculosis ocorre, geralmente, via mucosas ou feridas na
pele. O processo de infeccdo pode ser dividido basicamente em trés etapas: na primeira
(dia 1-4) ha o recrutamento de neutrdéfilos e drenagem dos linfonodos, na segunda (dia 5-
10) ha o desenvolvimento do piogranuloma e a terceira caracteriza-se pelo amadurecimento
e persisténcia do piogranuloma (DORELLA et al., 2009; BASTOS et al., 2012). Na forma
superficial da doenca os abscessos caseosos nos linfonodos apresentam conteddo
purulento de coloracdo amarelo-esverdeada e sdo envolvidos por uma capsula fibrosa
(SOUZA et al.,, 2014). Isso ocorre porque a massa central dos linfonodos contém
macréfagos e eosinéfilos mortos envolvidos por uma camada de tecido fibrético com
agregados de linfocitos (DORELLA et al., 2009). Na forma visceral os abscessos sao
encontrados principalmente no parénquima pulmonar, figado, rins e baco. Varios estudos
ja demonstraram que a resposta imune do hospedeiro frente a este patégeno é complexa
e requer tanto a imunidade celular quanto a humoral, sendo a resposta imune celular mais
eficaz (GARG e CHANDIRAMANI, 1985).

Diversos fatores estdo envolvidos na viruléncia de C. pseudotuberculosis, sendo os
principais a fosfolipase D e os lipidios toxicos presentes na parede celular. A fosfolipase D
hidrolisa ligacdes fosfodiéster na esfingomielina da membrana celular contribuindo para a
disseminacdo da bactéria, além de apresentar atividade citotoxica (SONGER, 1997; BAIRD
e FONTAINE, 2007). Os lipideos toxicos da parede celular, por sua vez, também exercem
toxicidade local a qual afeta os leucécitos (CARNE, WICKHAM e KATER, 1956), além de
protegerem a bactéria das enzimas hidroliticas do hospedeiro (HARD, 1972). O sistema de
captacdo de ferro também €& um importante fator de viruléncia. Billington et al. (2002)
observaram que um mutante fagB(C) teve menor habilidade de sobreviver e causar
abscessos em ovinos experimentalmente infectados. Além desses, serina protease CP40,
neuraminidase H, superoxido dismutase C, adesina SpaC e proteina quinase G séo outros

fatores importantes para a viruléncia de C. pseudotuberculosis (CORREA et al., 2018).

Além dos fatores de viruléncia, proteinas bacterianas que atuam em resposta aos
estresses ambientais também podem ser importantes para a manutencdo do patdégeno no
hospedeiro. Pacheco et al. (2012) demonstraram que o fator alternativo sigma E de C.
pseudotuberculosis é requerido para a resisténcia frente ao estresse nitrosativo. Gomide et

al. (2018) num estudo do transcriptoma de C. pseudotuberculosis 258 sob choque térmico,
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observaram a expressdo de genes cujos produtos estdo relacionados a sobrevivéncia
bacteriana. Resultados similares foram vistos por Pinto et al. (2014) apoés cultivo de C.
pseudotuberculosis 1002 em condicfes de estresse acido, osmatico e térmico. Ibraim et al.
(2019) por sua vez relataram que a restricdo de ferro desencadeou a expresséo diferencial
de diversos genes em C. pseudotuberculosis. Genes envolvidos em processos metabolicos
do nitrogénio, processos biossintéticos e componentes celulares tiveram aumento
significativo na expressdo. Se por um lado a restricdo de ferro pode ser um estresse, por
outro a presenca do ferro em sua forma reduzida potencializa a toxicidade do oxigénio
gerando um estresse oxidativo (TOUATI, 2000). Durante o processo patogénico, C.
pseudotuberculosis € capturada por células fagociticas e pode sobreviver dentro de
macrofagos por mais de 48 horas (STEFANSKA, et al., 2010). O estresse oxidativo € um
dos principais a serem enfrentados nessas células. Esse tipo de estresse gera espécies
reativas de oxigénio (EROs) que danificam DNA, RNA, proteinas e lipideos (CABISCOL,
TAMARIT e ROS, 2000).

Em casos como este, 0s patdégenos bacterianos sdo capazes de alterar a expressao
génica, ativando genes cujos produtos auxiliam na sobrevivéncia (CHOWDHURY et al.,
1996). A partir dai, a protedbmica tem se mostrado fundamental para o entendimento
funcional desses produtos (PANDEY e MANN, 2000) uma vez que torna possivel a
caracterizacdo de proteinas diferencialmente produzidas, bem como a determinacédo da
interacao entre elas. De acordo com Chambers et al. (2000) a analise do proteoma pode
fornecer uma visdo conjunta de processos individuais de uma doenca. Através da
protedmica comparativa, Silva et al. (2017) observaram que a linhagem C.
pseudotuberculosis 1002, quando recuperada apoés a infeccdo em modelo murino, passou
a expressar novamente diversos fatores de viruléncia, como a CP40 proteinase e a
fosfolipase D. Proteinas relacionadas a viruléncia de C. pseudotuberculosis 1002 ndo foram
observadas na linhagem apenas cultivada in vitro. Esses dados apontam que genes
bacterianos podem ser ativados em determinadas condi¢bes ambientais. Dessa forma, as
analises protedmicas podem contribuir para o conhecimento das proteinas produzidas e de

suas funcdes e interacdes sob diversas condi¢cdes.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Esse trabalho teve como objetivo caracterizar in silico as proteinas de C.
pseudotuberculosis 1002 diferencialmente abundantes sob estresse oxidativo, buscando
avaliar possiveis relacdes dessas proteinas com a resisténcia e patogenicidade da bactéria.
Além disso, as proteinas identificadas foram analisadas quanto ao seu potencial como alvos
para drogas, de modo a vislumbrar métodos de tratamento mais eficazes para doencas

causadas por C. pseudotuberculosis.

3.2 Objetivos especificos

e Inferir a funcdo proteica com base em dados disponiveis na literatura e em banco de
dados como UniProt e NCBI;

e Identificar possiveis envolvimentos das proteinas em processos biologicos
importantes para a resisténcia do patdgeno ao estresse oxidativo e viruléncia
bacteriana;

e Predizer a localizacédo e as interacdes das proteinas diferencialmente abundantes

sob estresse oxidativo;

e Predizer a essencialidade das proteinas para o patégeno e homologia com os
proteomas dos hospedeiros bovino e caprino.

e Obter modelos de estruturas tridimensionais das proteinas essenciais e nao-
homologas aos hospedeiros.

e Predizer compostos naturais de plantas que apresentam maior afinidade de ligacéo

e ligacdes de hidrogénio ao sitio ativo das proteinas diferencialmente abundantes.
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4. METODOLOGIA

4.1 Ensaio de estresse oxidativo, extracao e separacao de proteinas

Essas etapas dos experimentos foram realizadas pelo nosso grupo de pesquisa da
Universidade Federal da Bahia (UFBA) em colaboracdo com a Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG). C. pseudotuberculosis 1002 foi cultivada em BHI a 37°C, por 48h.
Para o ensaio de estresse oxidativo a linhagem foi submetida a 15 uM de plumbagina e as
proteinas extraidas na Densidade Optica de 0,4 nm. A extracdo de proteinas
citoplasmaticas foi realizada segundo Silva et al. (2017). Ap6s foi adicionado um coquetel
inibidor de proteases (Merck, Alemanha) e as amostras foram concentradas, quantificadas
e armazenadas a -80 °C até a utilizacdo. A separacdo das proteinas foi realizada através
de gel bidimensional SDS-PAGE. A primeira dimenséo foi realizada utilizando tiras
Immobiline DryStrip (GE Healthcare, EUA) de 18cm com gradiente de pH 3-10NL
imobilizado. As amostras protéicas foram marcadas com os fluoréforos Cy3 e Cy5; ja o
fluoréforo Cy2 foi utilizado para a marcagéo de quantidades iguais das duas amostras para
padrdo interno, conforme as recomendacdes do fabricante (GE Healthcare, EUA). A
focalizacao isoelétrica (IEF) foi realizada no equipamento IPGphor 2 (GE Healthcare, EUA),
segundo recomendacfes do fabricante. A segunda dimensédo foi realizada em gel de
poliacrilamida 12% selado com agarose, utilizando um sistema Ettan DaltSix (GE
Healthcare, EUA). As imagens dos géis foram geradas utilizando o Image Scanner Il (GE
Healthcare, EUA) e analisadas com o programa ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE
Healthcare, EUA). Para avaliar as diferencas significativas dos spots entre as diferentes

amostras dos géis (p<0,05) foi utilizado o teste ANOVA.

4.2 ldentificacdo das proteinas por espectrometria de massas

Apos as analises estatisticas, 0s spots com diferencas quantitativas significativas foram
excisados dos géis com o auxilio de ponteiras descartaveis e foram adicionados a cada
amostra 15uL de Tripsina Gold (Promega, EUA), segundo as recomendacdes do fabricante.
As amostras foram concentradas para o volume de 10uL em SpeedVac® e os peptideos
foram purificados utilizando colunas Zip-Tip C18 (Millipore, EUA). A identificacdo das
proteinas por espectrometria de massas MS/MS foi realizada utilizando o espectrometro
MALDI TOF-TOF Autoflex Il TM (Brucker Daltonics, EUA), segundo as recomendacdes do

13
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fabricante. O programa MASCOT® (http://www.matrixscience.com) foi utilizado para a

busca por similaridades com sequéncias bacterianas ja depositadas no banco de dados do

NCBI-nr (http//www.ncbi.nlm.nih.gov).

4.3 Busca manual das proteinas identificadas e predicéo de localizacao subcelular

Neste trabalho, as sequéncias FASTA de todas as 15 proteinas diferencialmente
abundantes de C. pseudotuberculosis quando submetida ao estresse oxidativo foram
recuperadas da base de dados universal protein - UniProt (http://www.uniprot.org). Em

seguida, foi realizada uma revisdo bibliografica para inferéncia dos possiveis papéis
desempenhados por cada proteina. As buscas foram realizadas por meio das plataformas
NCBI PubMed, Scielo e Google Scholar, utilizando termos relativos aos genes e proteinas
de acordo com a tabela 1, além dos termos: estresse oxidativo, proteoma, Corynebacterium
pseudotuberculosis. A localizacédo subcelular das proteinas foi predita através do software
SurfG+. Esta ferramenta utiliza um arquivo de proteina FASTA como entrada, analisa
individualmente cada sequéncia e gera a previsado da localizacdo (BARINOV et al., 2009)
como: exposta na superficie, secretada ou citoplasmatica.

4.4 Analise das interacfes proteina-proteina

InteracBes proteina-proteina foram preditas através da ferramenta computacional

search tool for the retrieval of interacting genes/proteins - STRING (http://string-db.org) de

acordo com Szklarczyk et al. (2019), considerando o valor de confianca igual a 0.4 e
utilizando C. pseudotuberculosis como organismo de referéncia. Esta ferramenta
disponibiliza dados de interacdo proteina-proteina mostrando associacfes diretas e
indiretas entre elas. Além disso, o STRING agrega em sua plataforma dados experimentais
e preditos, atribuindo um escore de confianca a cada interacdo (GUIMARAES, 2017). A
partir da rede de interacbes gerada € possivel identificar as seguintes associagoes:
interacOes conhecidas de banco de dados e determinadas experimentalmente, vizinhanga
genbmica, fusdo génica, co-ocorréncia génica entre espécies, mineracdo de dados da

literatura, coexpressao e homologia proteica.


http://www.matrixscience.com/
http://www.uniprot.org/
http://string-db.org/
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4.5 Predicdo de alvos para drogas e analise de docking molecular

Inicialmente, a essencialidade das proteinas foi predita por meio do servidor PBIT

(http://www.pbit.bicnirrh.res.in/index.php) de acordo com Shende et al. (2017). Este servidor

realiza uma andlise por BLASTp contra sequéncias de genes essenciais contidas no banco
de dados essential genes (DEG). Posteriormente a homologia com o proteoma dos
hospedeiros bovino e caprino foi avaliada por BLASTp no servidor NCBI

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PAGE=Proteins) utilizando os parametros E-value

= 0.0001, bit score = 100 e identidade = 35% como critérios de selecdo de acordo com
Hassan et al., (2014).

Em seguida a predicao estrutural das proteinas essenciais ndo-homaologas foi realizada
por modelagem comparativa de homologia utilizando o software MHOLIline
(http://www.mholline2.Incc.br/?page=1). Este software combina varios programas como
HMMTOP, BLAST, MODELLER e PROCHECK para gerar modelos proteicos em 3D. A

gualidade dos modelos selecionados foi alta (= 50% e < 75%) e média para boa (= 35% e

< 50%). Subsequentemente, o sitio ativo de cada proteina foi predito por meio do algoritmo

DoGSiteScorer, disponivel no servidor ProteinPlus (https://proteins.plus/). Este algoritmo

identifica os potenciais sitio de ligacdo na proteina e seus aminoacidos constituintes
(FAVERO et al., 2020).

As proteinas selecionadas como alvos foram submetidas ao AutoDock Vina (TROTT e
OLSON, 2009) para visualizagéo e selecéo do sitio de ligacdo identificado anteriormente.
O modelo gerado foi convertido em formato PDBQT. Para analise de acoplamento
molecular foram utilizados 5.008 compostos obtidos da biblioteca de compostos naturais do
ZINC (STERLING e IRWIN, 2015). Cada um dos compostos foram analisados de acordo
com sua ligacéo as proteinas alvo mediante AutoDock Vina. Em seguida, os dez melhores
ligantes foram identificados com base na sua afinidade de ligacéo a proteina por meio do
script vina_screen_get_top.py (TROTT e OLSON, 2009). A visualizacéo da interagcéo entre
esses compostos e a proteina de interesse foi realizada por meio do software UCSF
Chimera (PETTERSEN et al., 2004). Nesta etapa, o ligante com menor afinidade de ligacao

e maior numero de ligacdes de hidrogénio foi considerado o melhor candidato.


http://www.pbit.bicnirrh.res.in/index.php
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins
http://www.mholline2.lncc.br/?page=1
https://proteins.plus/

5. RESULTADOS

5.1 Proteinas identificadas: funcdes e localizacéo

Em experimentos realizados pelo nosso grupo de pesquisa da UFBA em colaboracao

com a UFMG, foram identificadas 15 proteinas de C. pseudotuberculosis que foram

diferencialmente abundantes na condicéo de estresse oxidativo. Dentre elas, 12 foram mais

abundantes na condicao de estresse e 3 menos abundantes nessa mesma condi¢ao (tabela

1). A enzima superoxido dismutase, conhecida por atuar no combate ao estresse oxidativo,

esta entre as menos abundantes.

Tabela 1 - Proteinas de C. pseudotuberculosis diferencialmente abundantes identificadas por

MALDI-TOF
Locus Gene Spot/Proteina Funcao
Tag

WP_013 atpA 11 - ATP sintase Producédo de ATP a partir de ADP na
241703. subunidade alfa presenca de um gradiente de prétons na
1 membrana.

WP_013 ddl 9 - D-alanina-D- Formacdao da parede celular.
241771. alanina ligase

1

WP_013 groEL 14 - Chaperonina Previne o dobramento incorreto e promove o
2426509. 60kDa redobramento adequado de proteinas
1

WP_013 hemC 3 - Forfobilinogénio Tetra-polimeriza o monopirrol PBG no
241130. deaminase* hidroximetilbilano pré-uroporfirinogénio
1

WP_013 manC 26 - Manose-1- Nucleotidiltransferase

241362. fosfato

1 guaniltransferase

WP_013 mdh 18 - Malato Catalisa a oxidacao reversivel do malato a
242455, desidrogenase oxaloacetato

1

WP_013 pgk 4 - Fosfoglicerato Envolvida na via de sintese do piruvato
241964. quinase

1

16
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WP_014 pip 25 - Prolina Catalisa a liberacao da prolina N-terminal de
1551.1 iminopeptidase* peptideos

WP_014 pnp 19 - Catalisa a fosforolise de polirribonucleotideos
522221. Poliribonucleotideo de fita simples de forma processual na

1 nucleotidiltransferase direcéo 3' para 5'

WP_013 ppa 12 - Pirofosfatase Catalisa a hidrélise da pirofosfatase
242650. inorganica inorganica (PPi) formando dois ions fosfato
1

WP_013 PPIA 5 - Peptidil-prolil cis-  Acelera o dobramento de proteinas. Catalisa
240878. trans isomerase a isomerizacao cis-trans de ligagbes

1 peptidicas.

WP_013  sodA 23 - Superoxido

242852. dismutase* Degradacao de radicais superoxidos

1

WP_013 tal 1 - Transaldolase

241957. Equilibrio de metabdlitos na via das

1 pentoses-fosfato

WP_013 tig 13 - Fator trigger Mantém proteinas recém sintetizadas na
242461. conformacao aberta

1

WP_014 tuf 15 - Fator de Atua na ligacdo de aminoacidos de tRNA ao
522115. elongacéo Tu sitio A dos ribossomos

1

* Proteinas menos abundantes na condicao de estresse oxidativo.
Fonte: Funcéo proteica obtida na plataforma UniProt.

5.2 Interacdes proteina-proteina

Proteinas podem interagir de forma direta ou indireta, formando associagdes
funcionais. Buscando inferir se as proteinas identificadas neste trabalho interagem,
submetemos as sequéncias de aminoacidos a analise na plataforma STRING. Foi possivel
observar que varios genes que codificam proteinas homologas as encontradas sao
coexpressos e/ou encontram-se vizinhos (figura 2). Nesse aspecto, é importante mencionar
a coexpressdo de genes que codificam proteinas com funcbes correlatas e
complementares: groEL e tig; groEL e tuf; groEL e sodA, tuf e tig. Além disso, proteinas
envolvidas em processos metabolicos e biossintéticos (Tal e Ppa; Ppa e AtpA; Mdh e AtpA)

também sado codificadas por genes coexpressos. Vizinhanca génica, coexpressado e
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mineracao textual foram as interacdes mais frequentes, vide apéndice A. Observa-se
também que algumas proteinas co-ocorrem e apresentam interacfes determinadas

experimentalmente (figura 1).

Figura 1 - Rede de intera¢des entre os genes codificantes das proteinas de C. pseudotuberculosis 1002.

ppa

Interagoes Conhecidas Interagoes Previstas Outras

Fonte: Autoral, figura obtida de analises no STRING.

5.3 Proteinas alvo para drogas e docking molecular

As sequéncias das proteinas mais abundantes na fase in vitro deste estudo foram
comparadas por BLASTp contra os proteomas bovino e caprino. Como resultado,
identificamos que as proteinas ndo-homologas ao proteoma de nenhum dos hospedeiros
foram Ddl e Ppa. Além disso, de acordo com a predicéo realizada no PBIT, essas proteinas
sao essenciais para o patégeno. Desse modo, Ddl e Ppa foram selecionadas para analise

de docking molecular.
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Tabela 2 - Homologia com o proteoma dos hospedeiros e analise de essencialidade dos 12 genes
regulados positivamente na andlise protedmica.

Gene Proteinas Essencialidade Homologia com o hospedeiro
[
Bovino Caprino
atpA ATP sintase Sim Sim Sim
subunidade alfa
ddl D-alanina-D-alanina Sim N&o N&o
ligase
groEL Chaperonina 60kDa Sim Sim Sim
manC Manose-1-fosfato Sim N&o Sim

guaniltransferase

mdh Malato Sim Sim Sim
desidrogenase
pgk Fosfoglicerato Sim Sim Sim
quinase
pnp Poliribonucleotideo Sim Sim Sim
nucleotidiltransferase

ppa Pirofosfatase Sim N&o N&ao
inorganica

ppiA  Peptidil-prolil cis-trans Sim Sim Sim
isomerase

tal Transaldolase Sim Sim N&ao

tig Fator trigfer Sim Sim Sim

tuf Fator de elongacéo Sim Sim Sim

Tu

Fonte: Tabela autoral obtida de andlises realizadas no PBIT e NCBI.

As proteinas Ddl e Ppa foram analisadas quanto a ligagdo com 5.008 compostos
naturais por meio do software AutoDock Vina. Em seguida, os dez melhores ligantes para
cada proteina alvo foram analisados, por intermédio do servidor Chimera, de acordo com o
escore da afinidade de ligacdo e o numero de ligagdes de hidrogénio. O melhor composto
para cada proteina foi aquele que apresentou maior nimero de ligag6es de hidrogénio e
menor energia de afinidade de ligacao (tabela 3). Vale ressaltar que o escore da afinidade
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de ligacdo esta relacionado a energia necessaria para a ligacao, ou seja, quanto menor,

melhor.

De acordo com as andlises, a proteina Ddl (WP_013241771.1) apresenta trés residuos
do sitio ativo ligados ao composto ZINC04235924 (figura 4a). Este composto faz trés
ligacbes de hidrogénio com os residuos ARG118, SER24 e SER25 e apresenta afinidade
de ligacao -10 (figura 2). Curiosamente, este ligante também esteve entre os dez melhores
para a Ppa, fazendo ligacdes de hidrogénio com os residuos ARG30 e LYS126 e
apresentando afinidade -8.9. Para a proteina Ppa (WP_013242650.1) o melhor composto
encontrado foi ZINC015709489 (figura 4b), o qual faz trés ligacdes de hidrogénio com os
residuos ARG30, LYS126 e TYR42 (figura 3).

Tabela 3 - Afinidade de ligagéo predita por AutoDock Vina e ligacfes de hidrogénio do melhor ligante
para cada proteina alvo e do ligante ZINC0435924 com a proteina WP 013242650.1.

Proteina alvo ZINC ID PubChem Afinidade Ligacdes de Residuos

(locu tag) ID de ligacdo hidrogénio
WP_01324177 ZINC0423 11884217 -10 3 ARG118
1.1 5924 SER24

SER25
WP_01324265 ZINC0157 26763570 -8.4 3 ARG30
0.1 09489 LYS126
TYR42
WP_01324265 ZINC0423 11884217 -8.9 2 ARG30
0.1 5924 LYS126

Fonte: Autoral.
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Figura 2 - Representacédo tridimensional da andlise do docking molecular para sitios ativos da D-alanina-D-
alanina ligase (DdI) com o composto ZINC04235924.
.

Fonte: Autoral.

Figura 3 - Representacao tridimensional da analise do docking molecular para sitios ativos da Pirofosfatase
inorgénica (Ppa) com 0 composto ZINC015709489.

Q)

Fonte: Autoral.

Figura 4 - Representacao bidimensional da estrutura dos compostos.
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A: ZINC04235924 (11884217). B: ZINC015709489 (26763570). Fonte: PubChem.



6. DISCUSSAO

Durante o processo patogénico, bactérias como C. pseudotuberculosis precisam
sobreviver a diversos ambientes no hospedeiro, como 0 estresse oxidativo das células
fagociticas. As proteinas produzidas quando uma bactéria € submetida aos estresses
ambientais podem ser fundamentais para a permanéncia no hospedeiro. Nesse trabalho
foram analisadas 15 proteinas diferencialmente abundantes em C. pseudotuberculosis
guando submetida ao estresse oxidativo. Varias dessas proteinas sao codificadas por
genes vizinhos e/ou coexpressos. A vizinhanga génica sugere que se dois genes sao
encontrados em proximidade em varios genomas, seus produtos podem ter alguma relacéo
funcional (EISENBERG et al., 2000). Ja a coexpressao pode indicar quais genes estao
ativos simultaneamente, o que geralmente indica que eles sdo ativos no mesmo processo
biolégico (VAN DAM et al., 2017).

Entre as proteinas identificadas, superéxido dismutase, forfobilinogenio deaminase e
prolina iminopeptidase foram menos abundantes na condicdo de estresse. A superoxido
dismutase, por sua vez, catalisa a conversdo de radicais superdxidos em moléculas de
oxigénio e perdxido de hidrogénio no primeiro passo de uma série de rea¢des que removem
os radicais livres (WU, C et al., 1998). A eficiéncia dessa proteina contra o danos oxidativos
foi testada por Basttistoni et al. (2000), onde observou-se uma sobrevivéncia intracelular
significativamente maior para as linhagens de Escherichia coli que super-expressavam o
gene sodC clonado em um plasmideo. Intrigantemente, El Shafey e Ghanem (2015) ndo
notaram relacdo entre a regulacdo de sodA e o tratamento com agentes geradores de
radicais superoxidos em E. coli expressando sodA oriundo de Corynebacterium
glutamicum. Resultados similares foram observados por Merkamm e Guyonvarch (2015)
em Corynebacterium melassecola. Podemos dizer que o mesmo foi observado neste
trabalho, uma vez que a condicdo de estresse ndo causou um aumento na producao da
superoxido dismutase. Apesar disso, é possivel que outro sistema de detoxificacdo, embora

nao identificado, tenha sido ativado para compensar o déficit da SodA.

Outra proteina menos abundante foi a forfobilinogénio deaminase, uma enzima que
atua na via biossintética do heme catalisando a tetrapolimerizacdo do monopirrol PGB em
hidroximetilbilano pré-uroporfirinogénio (THOMAS e JORDAN, 1986). O heme é um

22
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importante reservatoério de ferro para muitos patégenos bacterianos (BENSON e RIVERA,
2013) e o ferro por sua vez € um elemento crucial para o crescimento e viruléncia
(MARTINEZ, DELGADO-IRIBARREN e BAQUERO, 1990). Sendo assim, expressar
proteinas da via biossintética do heme pode ser vantajoso. No entanto, os genes dessa via
de biossintese parecem responder a outros fatores, como a limitagdo de heme
(MCNICHOLAS et al., 1997).

A prolina iminopeptidase catalisa a remoc¢ao da prolina N-terminal de peptideos em
bactérias, porém a funcdo biologica dessa proteina e a regulagdo do seu gene ainda néo
foram caracterizadas (ZHANG et al., 2007). Todavia, Zhang et al. (2007) observaram que o
gene pip € necessario para a patogenicidade de Xanthomonas campestris. A cepa com 0
gene pip interrompido apresentou viruléncia significativamente menor do que a linhagem

selvagem.

Dentre as proteinas que foram mais abundantes na condicdo de estresse, ha relatos
na literatura de que a transaldolase e a malato desidrogenase tem ligacao direta a resposta
ao estresse oxidativo. A transaldolase € uma enzima que atua no ramo nao oxidativo da via
das pentoses fosfato (SAMLAND et al., 2012). Vatanaviboon et al. (2002) avaliaram o papel
desta proteina na protecao de Xanthomonas campestris pv. phaseoli contra a toxicidade
gerada por radicais superéxido. Os resultados demonstraram que a linhagem mutante com
talA inativo foi mais sensivel ao estresse que a linhagem selvagem. Os autores
hipotetizaram que esta sensibilidade foi devido ao decréscimo de NADPH da via das

pentoses-fosfato.

A enzima malato desidrogenase, por exemplo, além de atuar nos processos de
respiracao celular, pode atuar na compensacéo de estresses metabolicos (EPRINTSEV et
al., 2014). Oh et al. (2002) notaram que cepas de E. coli mutantes mdh foram mais sensiveis
ao H202 do que o tipo selvagem. Por outro lado, o pré-tratamento das culturas mutantes
com oxaloacetato, antes do tratamento com H202, restaurou a sensibilidade a niveis
semelhantes do tipo selvagem. Estes resultados indicam que a malato desidrogenase é
importante na protecdo contra danos oxidativos em E. coli, uma vez que esta enzima

converte o malato a oxaloacetato.
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A poliribonucleotideo  nucleotidyltransferase é uma enzima que catalisa
reversivelmente a fosfordlise 3' - 5 de polirribonucleotideos, liberando difosfatos de
nucleosideo, e o inverso 5’ - 3’ polimerizando ribonucleosideos difosfatos, liberando fosfato
inorganico (BRIANI, CARZANIGA e DEHO, 2016). N&o ha muitos relatos na literatura sobre
a atuacao dessa proteina, no entanto Khan et al. (2017) a cita como um marcador geral de
estresse. Além disso, 0 gene pnp que a codifica também codifica a polinucleotideo
fosforilase, uma proteina relatada por Wu et al. (2009) na protecédo de E. coli frente ao
estresse oxidativo. Curiosamente, o gene pnp é coexpresso, CO-Ocorre e encontra-se

vizinho do gene sodA.

Condicdes ndo ideais, como a de estresse oxidativo, podem causar a perda da
estrutura secundaria e terciaria de proteinas, impactando na sua atividade, solubilidade e
estabilidade (DAHL, GRAY e JAKOB, 2015). PPlases e chaperonas moleculares sao
essenciais para lidar com essas condicbes (KROMINA, IGNATOV e ABDEEVAM, 2008;
DAHL, GRAY e JAKOB, 2015). Kromina, Ignhatov e Abdeevam (2008) afirmaram que o
envolvimento das enzimas da superfamilia peptidil-prolil cis-trans isomerase na
patogenicidade esta relacionado a modificacdo de proteinas transmembrana e secretadas
do patégeno para escapar ou superar a resposta imune do hospedeiro. Além disso, essas
enzimas podem acelerar o reparo de danos conformacionais em virtude de sua capacidade
de reverter a isomerizacdo de prolinas (VISICK e CLARKE, 1995). Outra proteina
identificada neste trabalho que também apresenta atividade PPlase € a fator trigger
(KRAMER et al., 2004). Tig € a Unica chaperona bacteriana associada ao ribossomo, onde
interage com os polipeptideos antes mesmo de outras chaperonas como DnaK e GroEL
(HOFFMAN, BUKAU e KRAMER, 2010). Wu et al. (2011) a partir da dele¢ao do gene tig
em Streptococcus suis observaram que a tolerancia ao estresse acido e oxidativo, bem
como a expressao de alguns genes envolvidos na viruléncia diminuiu. As chaperonas
moleculares sao proteinas estruturalmente diversas e geneticamente néo relacionadas que
reconhecem proteinas em conformagdes néo nativas e interagem com elas (BRAIG, 1998).
Wikkins, Homer e Beighton (2002) notaram que em Streptococcus mutans a chaperona 60
kDa foi uma das mais abundantes em células bacterianas cultivadas em pH 5,2. Segundo
0s autores, essa proteina deve ter sido super produzida para neutralizar os efeitos da

acidificacdo ambiental.



25

Observamos que fator trigger e chaperona 60kDa séo codificadas por genes vizinhos
e coexpressos. Esses também sdo coexpressos e encontram-se em vizinhanca génica com
tuf. Dessa forma, é possivel que essas proteinas tenham atuado em conjunto em razéo do

estresse oxidativo.

O fator de elongacdo Tu atua na ligagdo de aminoacidos de tRNA ao sitio A dos
ribossomos durante a sintese de proteinas (LUDWIG et al.,, 1990). No entanto, funcdes
associadas a viruléncia também tém sido sugeridas (HARVEY et al., 2019). Em
Pseudomonas aeruginosa Kunert et al. (2007) identificaram o fator de elongacdo Tu como
uma proteina de ligacdo ao fator H do hospedeiro humano. A partir dessa ligacdo o
patégeno utiliza as proteinas do hospedeiro (fator H e plasminogénio) para evadir o sistema

imune.

Outras proteinas que foram identificadas nesse trabalho e que podem colaborar para
a homeostase, resisténcia e viruléncia bacteriana séo a ATP sintase subunidade alfa e a
fosfoglicerato quinase. As ATP sintases sdo complexos multiproteicos encontrados nas
membranas. Essas proteinas produzem ATP a partir de ADP utilizando um gradiente de
prétons transmembrana. Além disso, Lu et al., (2014) sugerem que a ATP sintase em
bactérias patogénicas lidam com desafios excepcionais ao enfrentar condi¢cdes de estresse.
A fosfoglicerato quinase atua na via glicolitica onde transfere um grupo fosfato do 1,3-
bifosfoglicerato para o ADP produzindo 3-fosfoglicerato e ATP (REDDY e WENDISCH,
2014). De acordo com Trant et al. (2007) uma linhagem de Brucella abortus com o gene
pgk deletado apresentou atenuacédo durante a infeccdo em macrofagos e camundongos
BALB/c.

Proteinas que atuam em vias biossintéticas também podem ser fundamentais. O
produto do gene manC, por exemplo, atua na via que sintetiza GDP-manose, um acgucar
nucleotidico responsavel pela manosilacdo de muitos polissacarideos da superficie celular
bacteriana (JENSEN e REEVES, 2001). Mishra et al. (2012) observou que a delecao de
manC em Corynebacterium glutamicum levou a deficiéncia de lipoglicanos da superficie
celular. Desse modo, super expressar manC sob estresse oxidativo pode gerar uma

protecéo fisica do patdgeno em virtude da formacao de polissacarideos.
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Outras proteinas que atuam em reagdes biossinteticas sdo a Ddl e Ppa. D-alanina-D-
alanina ligase catalisa a ligagdo de D-ala-D-ala na montagem de precursores de
peptideoglicano (WU, D et al., 2008). Em Mycobacterium smegmatis a super expressao de
ddl confere resisténcia a D-cicloserina (FENG e BARLETTA, 2003), um agente
antimicrobiano que impede a biossintese da parede celular (DAVID et al., 1969). Enzimas
envolvidas na via D-Ala de biossintese do peptidoglicano sé&o possiveis alvos para design
de drogas (BRUNING et al., 2011). Ja a pirofosfatase inorganica desempenha um papel
importante no metabolismo energético e é fundamental para rea¢des biossintéticas como a
sintese de proteinas, RNA e DNA em virtude da hidrdlise do pirofosfato inorganico (Lahti et
al., 1988). Neste estudo as proteinas Ddl e Ppa foram selecionadas como possiveis alvos
para drogas. Essas proteinas sdo essenciais para o patdgeno e ndo-homélogas aos
hospedeiros, esta Ultima caracteristica € um fator importante uma vez que diminui o risco
de efeitos colaterais por parte do hospedeiro (SAKHARKAR, SAKHARKAR e CHOW,
2008). Nas andlises de docking molecular observamos uma alta afinidade de ligacéo
dessas proteinas aos compostos naturais ZINC04235924 e ZINC015709489,
respectivamente. O ligante ZINC04235924 também esteve entre os dez melhores para a
Ppa, o que pode ser vantajoso como medida de tratamento. Considerando que essas
proteinas sdo essenciais ao patégeno e foram mais abundantes na condicdo de estresse,
a utilizacdo desses compostos pode afetar a resisténcia bacteriana. Os compostos naturais
deram origem a maioria das classes de antibiéticos e ainda hoje continuam a ser uma fonte
para a descoberta de novas moléculas (GENILLOUD, 2019). Desse modo, esses ligantes

podem ser Uteis para o design de novas drogas contra C. pseudotuberculosis.

Os resultados apresentados neste trabalho podem ser extrapolados para analises
complementares e corroborativas como: nocaute e/ou superexpressao dos genes
codificadores das proteinas encontradas, analises de coexpressao in vitro e avaliacéo

fisico-quimica e das dindmicas de interacao proteina-ligante.



7. CONCLUSOES

As proteinas identificadas neste trabalho ndo apresentam sequéncia sinal para os
sistemas classicos de secrecdo e podem estar envolvidas na resisténcia de C.
pseudotuberculosis ao estresse oxidativo direta ou indiretamente. Embora a superoxido
dismutase tenha sido menos abundante na condicdo de estresse, essa redugao pode ter
sido compensada por outro sistema de detoxificagcdo nao identificado nas analises
protedmicas realizadas. A partir da analise de interacdo proteina-proteina foi possivel
observar que varias delas sdo codificadas por genes coexpressos, e/ou vizinhos, o0 que
sugere atuacdo conjunta nos mesmos processos celulares. Das proteinas identificadas
nesse trabalho, Ddl e Ppa sdo essenciais para o patégeno e ndo-homélogas aos
hospedeiros. Essas proteinas apresentaram alta afinidade de ligacdo aos compostos
ZINC04235924 e ZINC015709489, respectivamente. Interessantemente, o ligante

ZINC04235924 também esteve entre os dez melhores para a proteina Ppa.
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APENDICE

APENDICE A - Sumério das interacdes.

Proteinas (genes) Interacdes

atpA - mdh | Coexpressao; experimento; mineracao textual; vizinhanca génica
atpA - pgk Coexpressao; experimento; mineracao textual; vizinhanca génica
atpA - ppa Coexpressao; mineracao textual; vizinhanca génica

atpA - tig Coexpressao; mineracao textual

atpA - tuf Coexpressao; mineracao textual; vizinhanca génica
groEL - pgk Coexpressao; co-ocorréncia; experimento; mineragao textual

groEL - sodA Coexpressao; experimento; mineracao textual; vizinhanca génica

groEL - tig Coexpressao; mineracao textual; vizinhanca génica
groEL - tuf Coexpressao; co-ocorréncia; experimento; mineragao textual
pgk - mdh Coexpressao; experimento; mineracao textual; vizinhanca génica
pgk - sodA Coexpressao; mineracao textual; vizinhanca génica

pgk - tal Coexpressao; mineracao textual; vizinhancga génica

pgk - tig Coexpressao; mineracao textual; vizinhanca génica

pgk - tuf Coexpressao; co-ocorréncia; mineracao textual

pnp - tuf Coexpresséo; mineragéo textual

ppa - tal Coexpressao; mineracao textual; vizinhanca génica

ppa - tig Coexpressao; experimento; mineracao textual

ppa - tuf Coexpressao; experimento; mineracao textual
sodA - pnp Coexpresséo; co-ocorréncia; mineracao textual; vizinhanca génica;
sodA - tuf Coexpresséo; mineracao textual

tig - tuf Coexpressao; mineracao textual; vizinhanca génica




APENDICE B - Melhores compostos encontrados para Ddl e Ppa

Proteina Ligacdes de
alvo ZINC ID Afinidade Hidrogénio Residuos
ZINC04235909 -85 2 GLN23, TRP59
ZINC04235916 -8.7 2 SER197, THR289
SER?24, SER25,
ZINC04235924 -10 3 ARG118
ZINC04258871 -8.7 2 GLN287, GLN302
ZINC04270543 -9.0 2 GLN287, GLN302
ZINC06131115 -8.9 2 GLN23, ARG118
Ddl ZINC15709482 -8.9 2 SER143
HIS21, ARG30,
ZINC03839976 -8.0 3 LYS126
HIS21, ARG30,
ZINC03839994 -8.1 3 LYS126
ZINC03839996 -9.3 2 HIS21
ZINC04222214 -7.4 1 ASP27
ZINC04222225 -7.0 2 LYS16, TYR42
ZINC04235924 -8.9 2 ARG30, LYS126
ZINC04259070 -9.6 2 HIS21
HIS21, ARG30,
ZINC04260398 -8.0 3 LYS126
ARG30, TYR42,
Ppa ZINC15709489 -8.4 3 LYS126

*Compostos que ndo apresentaram ligagbes de hidrogénio com a proteina alvo foram

desconsiderados.



