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RESUMO

Klebsiella pneumoniae é um microrganismo patogénico humano oportunista e
que em muitos casos estd relacionado a uma grande variedade de infec¢des.
Além disto, tem sido reconhecido, juntamente com outros microrganismos, por
desenvolver mecanismos de resisténcia contra antibioticos. De modo a lidar com
a resisténcia antibacteriana, potenciais moléculas alternativas estdo sendo
estudadas, como os peptideos sintéticos. Mo-CBP3-Pepl tem apresentado
atividade contra K. pneumoniae com concentragdo inibitdria minima de 50%
(MICso) de 50 pg mL*. O presente trabalho teve como objetivo estudar os
mecanismos de acao do peptideo Mo-CBP3-Pepl contra K. pneumoniae. Em
conjunto, a analise de microscopia de fluorescéncia e a analise protedmica
revelaram a alteracdo na permeabilidade da membrana celular e superproducéo
de ROS. O perfil proteico de células tratadas com Mo-CBP3-Pepl mostrou
drasticas alteracdes em vias metabdlicas essenciais. Apos o tratamento de
células de K. pneumoniae com Mo-CBP3-Pepl, observou-se uma reducédo na
abundancia de proteinas relacionadas ao metabolismo energético, metabolismo
de DNA e proteinas, organizacdo do citoesqueleto e parede celular e
patogénese. Tal reducdo leva ao déficit de energia, inibicdo da replicacdo do
DNA e inibicdo da renovacao da parede celular levando a célula. Além disso, o
alto acumulo de proteinas e pro-apoptose, e as proteinas estdo envolvidas em
danos ao DNA. Assim, esses resultados revelaram que Mo-CBP3-Pepl atua
causando danos a membrana e parede celular e induz a morte em células de K.
pneumoniae pelo aumento dos niveis de ROS, assim como proteinas que
induzem morte celular. Tal molécula apresenta mecanismos de acao que
dificultam o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia, podendo ser uma

molécula em potencial para o desenvolvimento de farmacos.

Palavras-chave: Peptideos sintéticos; Klebsiella pneumoniae; Protedmica;

Resisténcia



ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is an opportunistic human pathogenic microorganism that
in many cases is related to a wide variety of infections. Furthermore, it has been
recognized, along with other microorganisms, for developing mechanisms of
resistance against antibiotics. In order to deal with antibacterial resistance,
potential alternative molecules are being studied, such as synthetic peptides. Mo-
CBP3-Pepl has shown activity against K. pneumoniae, with a 50% minimum
inhibitory concentration (MIC50) of 50 ug mL-1. The present work aimed to study
the mechanisms of action of the peptide Mo-CBP3-Pepl against K. pneumoniae.
Together, fluorescence microscopy analysis and proteomics analysis revealed
alteration in cell membrane permeability and overproduction of ROS. The protein
profile of cells treated with Mo-CBP3-Pepl showed drastic changes in essential
metabolic pathways. After treatment of K. pneumoniae cells with Mo-CBP3-Pepl,
a reduction in the abundance of proteins related to energy metabolism, DNA and
protein metabolism, cytoskeleton and cell wall organization and pathogenesis
was observed. Such a reduction leads to energy deficit, inhibition of DNA
replication and inhibition of cell wall renewal leading to the cell. In addition, the
high accumulation of proteins and pro-apoptosis, and proteins are involved in
DNA damage. Thus, these results revealed that Mo-CBP3-Pepl acts by causing
membrane and cell wall damage and induces cell death in K. pneumoniae cells
by increasing ROS levels, as well as proteins that induce cell death. Such a
molecule presents mechanisms of action that hinder the development of
resistance mechanisms, and may be a potential molecule for the development of
drugs.

Keywords: Synthetic peptides; Klebsiella pneumoniae; proteomics; Resistance
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1. INTRODUCAO
1.1 Antibioticos e mecanismos de acao
Por muitos anos, diversas infeccfes levaram muitas pessoas a

morte. Destacando-se no século 19, em que se relatava muitos casos mortais de
pneumonia, tuberculose, diarreia e difteria (ZAFFIRI; GARDNER; TOLEDO-
PEREYRA, 2012). Assim, em meados de 1910, surgiu o primeiro medicamento
bacteriolégico, comercializado sob a marca Salvarsan. A arsfenamina foi
considerada a primeira sulfonamida a ser aplicada em casos clinicos de sifilis e
tripanossomiase (ZAFFIRI; GARDNER; TOLEDO-PEREYRA, 2012).

O conceito de antibidticos foi disseminado apenas a partir do ano
de 1928, em que Alexander Fleming descobriu a penicilina, dando-se um grande
avanco em estudos e pesquisas focadas no controle e tratamento de doencas
infecciosas (HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019). Dessa forma, os anos
de 1940-1960 ficaram conhecidos pela era de ouro da descoberta de antibioticos
derivados de fontes naturais, como aminoglicosideos, tetraciclinas, macrolideos
e B-lactamicos, sendo muitos deles ainda hoje utilizados no tratamento de
infeccbes bacterianas (HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019).

As décadas seguintes foram marcadas pelo declinio da taxa de
descoberta de novos medicamentos, sendo a principal abordagem utilizada apos
0s anos 70, a modificacdo de drogas ja existentes (AMINOV, 2010). Além disso,
tal época foi marcada pelo aumento da incidéncia de resisténcia antimicrobiana,
como ja havia sido relatado com a penicilina, em que se verificava 0
desenvolvimento de mecanismos de degradacdo enzimética (AMINOV, 2010).
Pode-se também destacar a aplicacdo dos primeiros antibiéticos sintéticos e
semi-sintéticos, como as Fluroquinolonas (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO,
2010).

Nos ultimos 20 anos, se verificou uma grande aplicacdo de
antibioticos isolados de nichos ecologicos limitados ao solo como fungos
actinomicetes. Porém, mesmo com 0s avangos na prospeccdo de nichos
ecologicos e juntamente com o desenvolvimento de tecnologias mais recentes,
como triagem de alto rendimento, no entanto, ndo se verificou uma producéo
expressiva de novas classes de medicamentos nos ultimos anos (AMINOV,
2010).
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Quanto aos mecanismos de acédo, pode-se verificar uma variedade
na atuacao de tais antibiéticos , que podem atuar diretamente afetando a sintese
de parede celular (B-lactamicos) que atuam se mimetizando em meio cadeia
peptidica que compde a estrutura das ligagdes cruzadas que formam a estrutura
da membrana; inibindo a sintese proteica (Tetraciclina, Aminoglicosideos e
Macrolideos) que tem como alvo as subunidades ribossémicas responsaveis
pela montagem de ribossomos que atuam na catalizacdo do processo; inibindo
a replicacédo de DNA (Quinolonas) que envolve inibicdo da enzima bacteriana
DNA girase, responsavel pela introdugéo de voltas negativas, impedindo o super
enrolamento, ao se ligar a uma das subunidades enziméticas; inibindo o
metabolismo de acido foélico (Sulfonamidas), atuando diretamente sobre a
enzima dihidropteroato sintase de forma competitiva, possuindo maior afinidade
pelo substrato natural (KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017). Os diferentes

mecanismos de a¢do sdo mostrados na figura 1.

O continuo uso de antibidticos tem gerado uma pressao seletiva
sobre 0 genoma de bactérias, promovendo o desenvolvimento de mecanismos
de resisténcia, e tal processo € promovido pela rapida capacidade de evolucéo
do genoma de tais microrganismos. Logo, 0 uso rotineiro de antibioticos tem

gerado tal efeito seletivo (KOLAR; URBANEK; LATAL, 2000). O surgimento de

bactérias com multirresisténcias pode comprometer o tratamento de diversos
casos de infeccdo (VARELA et al., 2021).
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Figura 1 — Mecanismos de ac¢do de antibioticos bactericidas

Sintese da Parede Celular.
g1 Penicilinas N Inibicio da Sintese de DNA
E: Cefalosporinas 7 Quinolonas
2 Carbapenémicos
£ | Monobactamicos
Glicopeptideos
Inibicéo da Sintese
|
Inibigio da Sintese das -~ Proteica
Purinas e Acido Félico s Tetraciclinas
Trimetropina & 30 Aminoglicosideos
Sulfonamidas Macrolideos
S Lincosamidas
50 Cloranfenicol
Memb Citopl Stica Estreptograminas
Polimixina B RNAt Oxazolidinonas

Fonte: Adaptado de Sanar, 2021.

1.2 Mecanismos de Resisténcia Bacteriana
Os mecanismos de resisténcia bacteriana tém se apresentado
durante sua historia evolutiva, sendo tais mecanismos promovidos pela
maquinaria celular e molecular de bactérias (VARELA et al., 2021). Assim, tal

efeito pode ser resultado de pressfes seletivas (uso de antibiéticos) e naturais,

decorrentes das condicdes ambientais em que estdo inseridas. (KOLAR;

URBANEK; LATAL, 2000).

Tais mecanismos de resisténcia aplicados pelas bactérias podem
incluir: inativacdo de antibidticos pela expressado de enzimas, modificacdo do
alvo proteico, alteracdo da permeabilidade de membrana e expressao de
bombas de efluxo responsaveis por expulsar tais agentes. (KAPOOR; SAIGAL,;
ELONGAVAN, 2017)

Em relacdo ao mecanismo de inativacdo de antibidticos, tal
processo pode ser promovido por meio da degradacao de farmacos ou pela agéo
de transferases que promovem a transferéncia de grupos metil, inativando os

farmacos. Dentre as enzimas responsaveis por tais mecanismos estdo as
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hidrolases como ja foi apontado no caso dos mecanismos de resisténcia
desenvolvidos contra B-lactamicos, tal processo € mediado por enzimas
denominadas B-lactamases, sendo produzidas por Gram-positivas e Gram-
negativas que tem como atividade hidrolisar a ligagado amida do anel 3-lactamico,
tornando tais drogas ineficazes (TOOKE et al., 2019).

Quanto a modificacao dos alvos, é possivel destacar o mecanismo
de acao de resisténcia contra fluroquinolonas desenvolvido por Pseudomonas
aeruginosa por meio de mutagbes estruturais nas DNA topoisomerases,
tornando tal droga ineficaz (GOLD; MOELLERING, 1996). Além disso, os
mecanismos de resisténcia contra sulfonamidas vem a ocorrer por conta de um
mecanismo similar que promove a alteracdo de enzimas presentes na via
biossintética do acido félico, como foi observado em cepas bacterianas com
genes SUL1 e SUL2, responsaveis pela expressdo de diidropteroato sintases

que apresentam alta resisténcia a sulfonamidas (SKOLD, 2001).

Outro exemplo que pode ser destacado é o caso de antibidticos
gue atuam sobre a sintese de proteinas, mais especificamente nas subunidades
ribossomais, sendo que o primeiro mecanismo de resisténcia observado em
1956 foi na eritromicina da classe dos macrolideos, estudos bioquimicos
apontaram que a resisténcia era causada pela metilacdo do alvo ribossémico,
promovendo uma resisténcia cruzada a outras classes de antibiéticos como
lincosamidas e estreptograminas. Tal efeito foi chamado de fendtipo MLSs
codificado por uma variante do gene ERM, posteriormente relatado em muitos
microrganismos (LECLERCQ, 2002).

De modo a reduzir a entrada de moléculas, um mecanismo de
resisténcia desenvolvido foi a promo¢do de mudancas na permeabilidade da
membrana externa em bactérias Gram-negativas, como observado na alteracédo
dos genes relacionados a expresséao de porinas como OMPF em Escherichia coli
e OPRD em Pseudomonas aeruginosa. Visto que as drogas podem ser
transferidas para o interior das células de trés modos: difusédo através de porinas,
difusdo através da bicamada e por auto-absorcdo. Naturalmente, o tipo de
entrada depende da composi¢cdo molecular de cada droga, porém ao alterar a
expressdo de porinas, a bactéria P. aeruginosa adquire uma baixa

permeabilidade de membrana a pequenas moléculas hidrofilicas (B-lactamicos e


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sk%C3%B6ld+O&cauthor_id=11432417
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quinolonas), tornando-as resistentes a tais classes. (GIEDRAITIENE et al.,
2011). De forma similar, também foi observado o desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia a polimixinas (colistinas), sendo alvos da membrana
externa, tais moléculas tem como principal constituintes polipetideos ciclicos
carregados positivamente, permitindo a interacdo com o fosfato carregado
negativamente da membrana de Gram-negativos. Logo, o principal mecanismo
de resisténcia a essa droga esta relacionado ao fechamento de canais de lipidio
A (componente dos lipopolissacarideos) com fosfoetanolamina, que é catalisada
pela fosfoetanolamina transferase, reduzindo assim a passagem de tal molécula
(EGOROV; ULYASHOVA; RUBSTOVA, 2018).

Outro mecanismo que foi desenvolvido sdo as bombas de efluxo
que sao proteinas que exportam antibidticos do interior para o exterior da célula,
mantendo baixas concentracdes intracelulares. Tais proteinas podem ser
especificas a cada antibiético, como podem ser multidrogas sendo capazes de
bombear uma gama de drogas como macrolideos, tetraciclinas e
fluroquinolonas. Assim, foi observado que uma maior expressado de tais
proteinas MDR, MexV e MexW resulta em uma maior concentracao inibitoria
contra uma gama de antibidticos, sendo observado em Staphylococcus aureus
e Pseudomonas aeruginosa (EGOROV; ULYASHOVA; RUBSTOVA, 2018;
GIEDRAITIENE et al., 2011; WEBBER, 2003)

1.2.1 Multirresisténcia em Klebsiella pneumoniae
O surgimento de patégenos bacterianos multirresistentes (MDR) é
um desafio de salde publica que preocupa todo o mundo (WHO,2014). Grandes
quantidades de antibi6ticos aplicados em terapias, assim como para animais de
fazenda e até mesmo em peixes na aquicultura, vém a selecionar bactérias

patogénicas com resisténcia a multiplas drogas (NIKAIDO, 2009).

Klebsiella pneumoniae é um desses microrganismos MDR, sendo
identificada como uma ameacga urgente a salde humana pela Organizagéo
Mundial da Saude, os Centros dos EUA para Controle e Prevencdo de Doencas

e 0 Departamento de Saude do Reino Unido. As infec¢des por essa bactéria séo
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um problema particular para individuos de grupos de risco como recém-

nascidos, idosos e pessoas imunocomprometidas (KIDD et al., 2017).

Tal mecanismo de resisténcia a multiplas drogas pode ser gerado
por dois mecanismos. Primeiro, as bactérias podem acumular varios genes, cada
um codificando resisténcia a uma unica droga, dentro de uma unica célula, sendo
verificado acumulacao tipica em plasmideos de resisténcia. O outro mecanismo
envolve o aumento da expressao de genes que codificam bombas de efluxo de
multiplas drogas, expelindo uma ampla gama de drogas (NIKAIDO, 2009).

Dessa forma, segundo dados recuperados da rede de vigilancia
europeia, entre os anos de 2005-2015 foram verificadas taxas consideraveis de
nao-susceptibilidade para K. pneumoniae e E. coli contra quatro classes de
antibioticos (cefalosporina, aminoglicosideos, fluroquinolonas e
carbapenémicos), indicando um aumento constante nas taxas de resisténcia em
K. pneumoniae, sendo a resisténcia variavel em cada pais europeu. Tal relatério
pode ser confirmado pelo espalhamento de casos em outras regiées do mundo
como nos Estados Unidos que relataram casos de surto de Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC), tornando tais antibidticos ineficazes
(NAVON-VENEZIA; KONDRATYEVA; CARATOLLI, 2017; ARNOLD et al.,
2011).

Assim, com o passar das décadas foram reportados diversos
mecanismos de resisténcia em K. pneumoniae. Sendo inicialmente relatado
resisténcia a penicilina no inicio dos anos 60. Tal descoberta levou a identificacdo
dos primeiros genes de B-lactamases BLAshv-1 € BLATem-1. LOgo, duas décadas
depois, foram verificados outros genes que apresentavam uma atividade em
espectro estendido contra B-lactdmicos, incluindo cefalosporina e
monobactamicos (BUSH; JACOBY, 2010; NAVON-VENEZIA; KONDRATYEVA;
CARATOLLI, 2017).

A grande versatilidade de incorporacao de genes de B-lactamases
em plasmideos transferiveis permitiu a disseminagéo de genes de cefalosporina
AmpC, que foi verificado posteriormente associado ao cromossomo da bactéria,
o que foi indicado pela tendéncia evolutiva de incorporar genes resistentes ao

cromossomo (ZAMORANO et al., 2015). Assim, foram verificadas cepas de alta
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resisténcia a B-lactamicos devido a presenca de genes BLAampc cOmbinando a
perda de porina e aumento de efluxo com genes inativadores, demonstrando
uma combinacdo de mecanismos de resisténcia, podendo ser facilmente

superexpressos em plasmideos (JACOBY, 2009).

Outro mecanismo também reportado entre as décadas de 1940-
1980 estd associado ao uso de aminoglicosideos como cefalosporina,
carbapenema e fluroquinolonas, envolvendo a modificacdo de enzimas com
diferentes atividades como acetilacéo, adenilacao e fosforilagdo (BENVENISTE;
DAVIES, 1973). Porém, com a reducdo na aplicacdo de tais antibidticos se
verificou um retrocesso na evolucdo de novos mecanismos até a descoberta da
enzima 16S rRNA metilase que pertence a familia génica armA, tal enzima
impede a ligacdo dos aminoglicosideos, ao promover uma metilagdo no alvo
(DOI; WACHINO; ARAKAWA, 2016). Diferentemente dos mecanismos
envolvendo inativacdo enzimatica que possuem espectro estreito, tal mecanismo
confere resisténcia a uma grande variedade de aminoglicosideos. Tal
mecanismo € transmitido por plasmideos e esta associado as familias génicas
Rmt e NpmA (POULIKAKOS; FALAGAS, 2013; YU et al., 2009).

As quinolonas sdo outra classe de antibidticos que veio a ser
utiizada durante os anos de 60, porém foi a partir da aplicacdo das
fluroquinolonas que se verificou o desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia que combinavam mutacdes genéticas no local, aumento da producédo
de bombas de efluxo MDR, enzimas modificadoras e/ou proteinas de protecéo
alvo (NASEEM et al., 2016). O principal mecanismo de resisténcia relacionados
a quinolonas foram as mutacdes cromossdmicas em DNA girase (subunidades
gyrA-gyrB) e Topoisomerase IV (subunidades parC-parE), sendo os principais
alvos de ligacdo de tais drogas (DEGUCHI et al., 1997).

A resisténcia a polimixina também ja foi relatada em K.
pneumoniae, sendo aplicado um mecanismo cromossomico de alteracdo do
alvo, envolvendo a modificacéo dos lipolissacarideos de membrana (LPS). Foi
reportado que cepas equipadas com tal sistema alteram a estrutura nativa do
LPS, resultando em diminuigdo da carga anibnica, interferindo na ligacédo das

polimixinas. Essas alteracbes no LPS sédo proporcionadas por mutagdes em
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Varios genes centrais, responséveis pela maturacdo do lipidio A (IpxM e seu
regulador ramA) (Clements et al., 2007, DE MAJUMDAR et al., 2015).

Além disso, foram também reportados mudancas na
permeabilidade da membrana, sendo relacionados a mecanismos de resisténcia
as quinolonas, incluindo deficiéncia de OmpK36 e superexpressdo de acrAB,
este Ultimo gene é responsavel pela expressdo de bombas de efluxo
(MARTINEZ-MARTINEZ et al., 1996; MAZZARIOL et al, 2002). Tais
mecanismos foram listados de acordo com 0s genes e cepas envolvidas (Figura
2).

Portanto, verifica-se que a exposicdo continua a multiplos
medicamentos levou a uma pressao seletiva constante que levou a mutacées
constantes adicionais que selecionaram cepas de forma positiva. Tornando tal
microrganismo uma preocupacao mundial (NAVON-VENEZIA;
KONDRATYEVA; CARATOLLI, 2017).
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Figura 2.1 — Genes envolvidos nos mecanismos de resisténcia em K.
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Figura 2.2 Outros genes envolvidos nos mecanismos de resisténcia em
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1.3 Peptideos Antimicrobianos (PAM)

Peptideos antimicrobianos (PAM) tem se tornado um dos
interesses crescentes entre cientistas, profissionais da saude e empresas
farmacéuticas por conta de seu alto potencial terapéutico. Assim, com o grande
aumento de microrganismos multirresistentes é preciso adotar novos compostos
ativos, sendo os peptideos antimicrobianos os mais promissores nos ultimos 20
anos, desde que ja estdo presentes na natureza a milhdes de anos com o
desenvolvimento de resisténcia bem limitada pelos microrganismos tornando-os
muito atraentes em relacdo aos antibidticos que desenvolvem resisténcia
relativamente rapido (BOPARAI; SHARMA, 2020; RIMA et al., 2021).

E importante ressaltar que os PAM apresentam, em geral, baixa
toxicidade em mamiferos, o que os torna potenciais candidatos a medicamentos.
(RAMAZI et al., 2022) Além disso, os peptideos antimicrobianos matam as
bactérias principalmente pela disrupcdo da membrana ou interagindo com
componentes celulares ao adentrar as células. Logo, tal modo de acdo os tornam
menos suceptiveis ao desenvolvimento de mecanismos de resisténcia
(BENFIELD; HENRIQUES, 2020; EL SHAZELY et al., 2020).

1.3.1 Principais caracteristicas dos PAM

Os peptideos antimicrobianos séo caracterizados por serem
proteinas de baixo peso molecular, em geral sendo polipeptidios de sequencia
de até 60 aminoacidos e normalmente os comprimentos estao entre 15 a 40
aminoacidos. Sua superficie quase sempre é carregada positivamente pela
presenca de aminoacidos como arginina, lisina e histidina, tendo também a
presenca de aminoacidos hidrofébicos. Tal carga positiva induz a formacéao de
estrutura anfipatica quando em contato com a membrana celular, garantindo
uma atividade antimicrobiana e imunomodulatéria contra uma gama de bactérias
gram negativas e positivas. Vale ressaltar que embora os peptideos possuam
uma grande variedade, também é possivel caracteriza-los de acordo com suas
propriedades fisico-quimicas, como carga liquida, conteddo estrutural
secundario e solubilidade (KANG et al., 2014; BOPARAI; SHARMA, 2020).
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A estrutura secundaria esta ligada ao tipo de atividade observada,
assim os PAM sdo classificados em 4 grupos: lineares, principalmente peptideos
em hélice a; peptideos em folha B com dois ou mais pontes dissulfeto; peptideos
lineares extendidos, em geral ricos em residuos de triptofano, prolina e lisina; e
peptideos ciclicos, formados por uma ponte dissulfeto (HANCOCK; SAHL,
2006). Os peptideos em hélice a como as magaininas, as cecropinas e as
temporinas adotam estruturas aleatérias sem rigidez em solucdo aquosa, mas
sofrem mudancas em um ambiente de membrana hidrofébica adotando hélices
anfipaticas. Peptideos folha B como defensinas e protegrinas demostram
estruturas mais ordenadas para as quais a rigidez € normalmente dependente
da presenca de pontes dissulfeto intramolecular. Por outro lado, os outros dois

grupos apresentam uma estrutura desordenada (OYSTON et al., 2009).

1.3.2 Mecanismos de acédo dos PAMs
Os peptideos antimicrobianos exercem sua atividade geralmente
alterando a permeabilidade da membrana liberando o contelddo intracelular e
levando a morte celular. Assim, a atividade peptidica pode ser descrita por meio
de alguns modelos, em especificos incluindo os modelos de barril, toroidal e
carpete (ZHANG et al., 2021; HUAN et al., 2020).

7

O modelo de poro toroidal também é conhecido como modelo
buraco de minhoca. Neste mecanismo, a porcéo hidrofilica dos PAM adsorvem
na superficie da membrana por meio da interacdo com a cabeca polar da
membrana lipidica, enquanto que a porcéo hidrofébica interage com a cauda
apolar. Assim, formam-se agregados com a membrana que imp&e o afinamento
da membrana, provocado por um dobramento para o interior, induzindo a flexao
da bicamada lipidica, formando um poro de aparéncia toroidal que provoca o
extravasamento de contetudo celular. Exemplos tipicos desse modelo séo
magainina 2 e lacticina Q (OMARDIEN et al., 2018; MIHAJLOVIC; LAZARIDIS,
2010).

No modelo de barril, os peptideos antimicrobianos se agregam e
penetram na bicamada da membrana celular em forma de multimeros, formando

canais ionicos que resultam em um fluxo citoplasmatico. Vale ressaltar que os
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peptideos interagem entre si para formar tais canais que irdo provocar o
extravasamento do conteudo intracelular. Em casos severos, tal efeito pode
provocar o colapso da membrana e induzir a morte celular. A alameticina forma
poros usando tal modelo (LOHNER; PROSSNIGG, 2009; LIPKIN; LAZARIDIS,
2014).

No modelo de carpete, os PAMs se dispdem paralelamente a
membrana celular. Assim, sua extremidade hidrofilica fica voltada para o meio
extracelular e a extremidade hidrofébica fica voltada para a bicamada
fosfolipidica. Os PAMs entéo cobrem a superficie da membrana de forma similar
a um tapete, formando micelas que destroem a membrana celular. No entanto,
este mecanismo de formacéo de poros requer um certo limiar de concentracéo
e a concentracao necessaria de PAMs é alta. A catelicidina humana LL-37 exibe

sua atividade através deste mecanismo (HUAN et al., 2020).

Além de tais mecanismos, existem mecanismos de acao que nao
tem como alvo a membrana celular, sendo assim os peptideos antimicrobianos
podem entrar nas células ou por via direta ou por endocitose, afetando assim
processos celulares essenciais aos microrganismos que podem levar a morte
celular. Assim, verificam-se peptideos antimicrobianos que possuem atividade
de inibicdo da sintese proteica, em que os PAMs afetam a transcri¢ao, traducao
e montagem em peptideos funcionais através do dobramento molecular de
chaperonas, interferindo com enzimas relacionadas e moléculas efetoras. Os
PAMs também podem interferir na biossintese de acidos nucleicos, interferindo
em enzimas chave como topoisomerases. Outro mecanismo relacionado é a
inibicdo de vias metabdlicas relacionadas a proteases essenciais. Enquanto que
outros peptideos podem atuar bloqueando a diviséo celular e a resposta ao dano
em DNA (resposta SOS), interferindo no ciclo celular ou causando falha na
separacao de cromossomos (HUAN et al., 2020).
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Figura 3 — Modelos de acéo de Peptideos antimicrobianos
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Fonte: (HUAN et al., 2020)

1.4 Peptideos antimicrobianos sintéticos

Existem certos problemas e preocupacdes associadas a aplicagéo
clinica de peptideos antimicrobianos como toxicidade, imunogenicidade,
resisténcia a medicamentos, atividade hemolitica, baixa estabilidade relacionado
a digestéo por proteases in vivo, baixa solubilidade e possiveis efeitos colaterais.
Principalmente em relagéo a atividade hemolitica que ja foi relatada em muitos
peptideos como indolicidina. Além disso, a aplicacdo diversa de tais peptideos
exige producdes em larga escala, porém as taxas de sintese naturais sao baixas
e extremamente susceptiveis a degradacdo por proteases, 0 que leva a uma
baixa biodisponibilidade e baixos rendimentos produtivos. Assim, para ampliar
as aplicacdes clinicas é necessario e importante desenvolver PAMs sintéticos
gue superem as desvantagens de seus peptideos naturais e 0s problemas
potenciais para os candidatos a drogas (MORAVEJ et al., 2018; SINHA;
SHUKLA, 2019; LEI et al, 2019).
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O objetivo na produgcdo de peptideos sintéticos € maximizar a
atividade biologica e a resisténcia a atividade proteolitica, mantendo uma baixa
toxicidade. Assim, podem ser aplicadas algumas metodologias para a producéo
de tais moléculas, tendo assim alguns parametros chave a serem considerados
como a sequéncia, razdo hidrofébica/hidrofilica, carga liquida e estruturas
secundarias e terciarias. Sendo o desenho racional a principal metodologia
aplicada podendo incorporar vantagens aos peptideos sintéticos como reducao
de efeitos colaterais, incorporacéo de funcdes secundarias, reducao de custos
associados a producéo e purificagdo, agregacao de funcionalidades que nao
estdo presentes em proteinas originais (TORRES et al., 2019; SOUZA et al.,
2020a).

1.4.1 PAMs sintéticos bioinspirados na proteina Mo-CBP3
A proteina Mo-CBPs3 (18 kDa) € uma proteina de ligacdo a quitina
purificada das sementes de Moringa oleifera, sendo caracterizada e avaliada a
atividade bioldgica in vitro contra os fungos fitopatogénicos Fusarium solani,
Fusarium oxysporum, Colletotrichum musae e Colletotrichum gloeosporiodes,
inibindo a germinacéo e o crescimento micelial (FREIRE et al., 2015) Tal proteina
tem como problema o limitado rendimento de purificagdo, que ocorre de forma

similar com os peptideos antimicrobianos naturais.

Logo, foi aplicado a metodologia de desenho racional de peptideos
sintéticos, sendo bioinspirado na sequéncia da proteina Mo-CBP3 original,
originando trés peptideos sintéticos Mo-CBPs-Pepl (CPAIQRCC), Mo-CBPs-
Pepll (NIQPPCRCC) e Mo-CBPs-Peplll (AIQRCC). Tais peptideos foram
desenhados com a ajuda do software C-PAmMP de acesso gratuito
(http://bioserver3.bioacademy.qgr/Bioserver/C-PAmP/Peptide index.php). Foram

aplicados os parametros de carga liquida positiva; baixa massa molecular; indice
de Boman < 2,5; e minimo de 40% de hidrofobicidade. Todas essas
caracteristicas foram avaliadas através de outra ferramenta, chamada de Banco

de dados de peptideos antimicrobianos (http://aps.unmc.edu/AP/). Por fim, os

peptideos foram analisados por meio de ferramentas in silico: iAMPpred tool

(http://cabgrid.res.in:8080/amppred/), onde é dado um valor entre 0 e 1,

correspondente a probabilidade do peptideo ser antimicrobiano; Cell Penetrating


http://bioserver3.bioacademy.gr/Bioserver/C-PAmP/Peptide%20index.php
http://aps.unmc.edu/AP/
http://cabgrid.res.in:8080/amppred/
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Peptides (http://crdd.osdd.net/raghava/cellppd/multi_pep.php), que avalia o

potencial em alterar a permeabilidade a membrana celular; Predicting antigenic

peptides (http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl), aplicado para prever o

potencial alergénico; Peptide Cutter (http://web.expasy.org/peptide cutter/),

aplicado para prever a estabilidade e localizar possiveis sitios de clivagem por
proteases; e o HLP (http://crdd.osdd.net/raghava/hlp/help.html), usado para

prever o tempo de meia-vida em ambiente que simula o intestino (OLIVEIRA, J.

T.A. etal., 2019).

1.5 Anélise protedmica

A protedbmica é uma aplicagdo que envolve o uso de tecnologias
para identificacdo e quantificacdo do conteudo global de proteinas presentes de
uma célula, tecido ou organismo. Assim, tal aplicacdo pode ser usada para
diferentes configuracdes de pesquisa como deteccdo de varios marcadores de
diagnostico, candidatos para producdo de vacinas, compreensdo de
mecanismos de patogenicidade, alteracdo de padrdes de expressdo em
resposta a diferentes sinais e interpretacao de vias funcionais de proteinas em
diferentes doencas (ASLAM et al., 2017).

Tal abordagem permite fornecer uma plataforma abrangente de
compreensao de mudancas em vias de proteinas que podem estar associadas
com a resisténcia a antibioticos, de forma a entender melhor o desenvolvimento
de mecanismos de resisténcia, podendo estudar a resposta a componentes
antimicrobianos, assim como tracar perfis de adaptabilidade bacteriana (PENG;
LI; PENG, 2019; TSAKOU, et al., 2020).

Assim, o0s estudos em protebmica melhoraram muito a
compreensdao do mundo microbiano, permitindo estudar proteinas e sua
regulacdo, demonstrando como algumas bactérias patogénicas se adaptaram as
acoes letais dos antibibticos. Assim, tal ferramenta pode ser aplicada no estudo
de microrganismos, dando maior precisdo em muitos experimentos (PEREZ-
LLARENA; BOU, 2016).


http://crdd.osdd.net/raghava/cellppd/multi_pep.php
http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl
http://web.expasy.org/peptide_cutter/
http://crdd.osdd.net/raghava/hlp/help.html
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2. OBJETIVO GERAL
Avaliar o mecanismo de acao de um peptideo sintético bioinspirado na
proteina ligante a quitina (Mo-CBP3) de Moringa oleifera, contra a bactéria K.

pneumoniae.

2.1 Objetivos especificos
a) Avaliar e estudar os mecanismos de acao, através de técnicas
de microscopia de fluorescéncia e de varredura, apos tratamento

com o peptideo Mo-CBP3-Pepl;

b) Determinar perfil proteico das bactérias K. pneumoniae apos

tratamento com o peptideo Mo-CBP3-Pepl.
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3. METODOLOGIA
3.1 Obtencao de material biolégico
A bactéria Gram-negativa humana patogénica K. pneumoniae
(ATCC 10031) foi obtida do Laboratério de Toxinas Vegetais (LABTOX) da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

3.2 Sintese do peptideo
O peptideo sintético Mo-CBP3-Pepl (CPAIQRCC) foi desenhado,
aplicando-se ferramentas preditivas de bioinformatica e modelagem molecular

(OLIVEIRA, J. T. A. et al. , 2019) sendo sintetizado quimicamente pela empresa

ChemPeptide (Shanghai, China), onde sua pureza e qualidade foram testadas
por espectrometria de massa e cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase

reversa.

3.3 Viabilidade celular por ensaio MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio)

Foi realizado o ensaio de viabilidade celular (SOUZA et al., 2020b)
aplicando-se alguns ajustes. Foi realizado o ensaio antimicrobiano para cultivo
celular, sendo aplicado cerca de 5 mL de meio de cultura Mueller Hinton (KASVI)
com células bacterianas em suspenséo, sendo incubado por 24 horas a 37 °C
(OLIVEIRA et al., 2019) em microplacas de 96 poc¢os, 0s pog¢os contendo as
células tratadas (solucgédo peptidica com concentragdo de 50 pg.mL™?) e as células
de controle (50 pL) foram incubados por 3h no escuro a 37 °C com 50 pL de
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (2 mg mL™*, MTT). Apds
a incubacao, 100 uL de DMSO a 100% foram adicionados aos pocos e a placa
foi agitada lentamente para dissolver os cristais de formazana. A absorbancia foi
medida usando um leitor de microplacas (Epoch, BioTek), com comprimento de
onda de 495 nm. Os controles utilizados para este ensaio foram 5% de
dimetilsulféxido (DMSO) preparado em solugédo salina 0,15M e ciprofloxacina

(1000 pg.mLt) preparada em etanol 5% em solucéo salina estéril.
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3.4 Ensaio antibiofilme

O ensaio antibiofilme foi realizado em microplacas de 96 pocos.
Uma unica col6nia de K. pneumoniae foi coletada e utilizada como inoculo para
5mL de caldo Mueller Hinton, que foi incubado por 24h no escuro, a 37°C. Em
sequéncia, a densidade Optica da suspensao de células foi medida usando um
leitor de microplacas (Epoch, BioTek) e ajustada para 0,1 com caldo Mueller
Hinton. Para a inibicdo da formacao de biofilme, 50 yuL da suspenséo de células
foram incubados com 50 pL da solugédo peptidica (50 pg.mLt) e com 50 pL dos
respectivos controles descritos em 3.3. A incubag&o durou 48h a 37 °C. Para o
ensaio de degradacdo do biofilme, 50 pyL da suspensdo de células foram
incubados sozinhos por 24h a 37 °C. Apos isso, 50 uL da solucéo peptidica (50
ug.mL1) e os respectivos controles foram adicionados aos pogos contendo o
biofilme pré-formado e incubados novamente por mais 24h a 37 °C. Apos a
incubacédo, ambos o0s pocos de inibicdo da formacado de biofilme e degradacao
de biofilme foram lavados uma vez com solucéo salina estéril. Em seguida, os
pocos foram fixados com 100 pL de metanol 99% por 15 min. Apds, o metanol
foi removido e as placas foram secas a 37 °C. Ap0s isso, 0s poc¢os foram corados
com 200 pL de solucéo de cristal violeta a 0,1% por 20 min. Na sequéncia, 0S
pocos foram lavados trés vezes com agua destilada. Por fim, os cristais que
coraram o biofilme foram diluidos com 200 pL de acido acético a 33% e foi
realizada a medicao da densidade Optica usando um comprimento de onda de

600 nm. O ensaio foi feito em triplicata.

3.5 AVALIACAO DOS MECANISMOS DE ACAO POR MICROSCOPIA
3.5.1 Integridade da membrana celular (iodeto de propidio)

A preparacao da suspensao de células foi feita como mencionado
em 3.3. Apods, 50 pL da solugdo bacteriana diluida foi incubada no escuro por
24h, a 37°C, com 50 pL da solucéo peptidica [50 pg.mL] previamente preparada
com 5% de dimetilsulfoxido (DMSO) diluido em NaCl 0,15M. O ensaio foi
realizado em microtubos de 1,5 mL. Para o controle, a solucdo de bactérias
diluida foi incubada apenas com a solucdo de DMSO-NaCl. Ap6s o tempo de
incubacédo, os microtubos foram centrifugados (5000 g, 5 min, 4 °C) e lavados

trés vezes. Em seguida, as células lavadas foram incubadas com iodeto de
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propidio 10 uM por 30 min, no escuro, a 37 °C. ApOs isso, as células foram
lavadas duas vezes com solucéo salina para remover o excesso de fluoréforo, e
as células foram observadas com um microscopio de fluorescéncia (Olympus
System BX 60; comprimento de onda de excitacdo, 490 nm; comprimento de
onda de emissao, 520 nm).

3.5.2 Deteccdo da superproducdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS)

Este ensaio foi realizado da mesma forma que na secao anterior,
mas com alguns ajustes. A preparacdo da suspensado de células e o ensaio
antimicrobiano foram feitos da mesma forma descrita em 3.3. Apds as trés
rodadas de centrifugacéo e lavagens, as células foram incubadas com 1 mM de
2,7 — diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) por 30 min, no escuro, a 37°C.
ApOs as lavagens, as células foram observadas também sob um microscopio de
fluorescéncia (Olympus System BX60; comprimento de onda de excitacéo, 488

nm; comprimento de onda de emissao, 525 nm).

3.5.3 Microscopia eletrénica de varredura

Apés o tratamento das células com a solucao peptidica, conforme
descrito acima, as células foram centrifugadas (5000 g, 5 min, 4 °C), o
sobrenadante foi removido e as células foram ressuspensas e fixadas por 5h em
uma solucéo de fixacdo (2,5% glutaraldeido [v/v] em tampao fosfato de sédio
0,15 M, pH: 7,2). Apos centrifugacdes como descrito acima, as células foram
lavadas trés vezes com tampdo fosfato de sédio 0,15 M, pH: 7,2. Para
desidratacdo, as amostras foram incubadas com concentracdes crescentes de
etanol (30%, 50%, 70%, 100%, 100% v/v) por 10 min cada e centrifugacao
conforme descrito acima apo0s cada tempo de incubacdo. Para completar a
desidratacéo, as amostras foram incubadas com 50/50
etanol/hexametildissilazano (HMDS) por 10 min e centrifugadas, e em seguida o
pellet foi lavado com 100% HMDS e transferido para uma laminula para secar.
Apoés a secagem completa, as laminulas foram montadas em stubs, revestidas

com camada de ouro de 20 nm usando uma maquina de revestimento PET
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(EMITECH - Q150TES, Quorum Technologies, Inglaterra), e as analises feitas
com um Microscopio Eletrénico de Varredura Inspect™ 50 FEI (Oregon EUA),
equipado com um detector de baixa energia (detector EverhartThornley), usando
uma tensao de feixe de aceleracdo de 20.000 kV e ampliagdo do detector de
20.000x.

3.6 Analise protedmica
3.6.1 Extrac&o de proteinas
Inicialmente, um ensaio antibacteriano foi realizado dentro de 24
horas de incubacédo, utilizando a melhor concentracdo inibitéria de Mo-CBP3-
Pepl de 50 pug.mL?* como referido na secdo 3.3. Em seguida, as células foram
lavadas duas vezes com tampdo acetato de sd6dio 50 mM pH 5,2, com
centrifugagfes a 12.000 g por 15 minutos a 4°C. Ao final das lavagens, as células
foram ressuspensas em 300 pL no mesmo tampéao e congeladas por 24 horas.
Em seguida, as amostras congeladas foram sonicadas por 30 minutos para
quebrar a parede celular e a membrana. Posteriormente, as amostras foram

centrifugadas novamente e o sobrenadante foi coletado.

Em seguida, foi realizado o ensaio de quantificacdo de proteinas
(BRADFORD,1976), de modo a determinar a concentragdo proteica nas
amostras. Esta etapa foi seguida pela adicdo de uma solucéo de DTT 10 mM
sob incubacédo por 1 hora a 37 ° C para reduzir as proteinas. Em seguida,
iodoacetamida foi adicionada a uma concentracao final de 15 mM e incubada por
30 minutos em uma sala escura para alquilar as proteinas reduzidas. As
proteinas reduzidas e alquiladas foram digeridas com tripsina ouro (Promega,
EUA) até uma concentracao final de 1:20 (p/p) conforme descrito pelo fabricante.
A digestdo com tripsina foi realizada por 16 horas a 37°C. Finalmente, as
amostras foram secas a vacuo (Eppendorf, Alemanha) por 3 horas e analisadas
pelo espectrometro de massa ESI-QUAD-TOF.

3.6.2 Identificacdo de proteinas
Os espectros de massa em tandem foram extraidos em arquivos
PKL, e as proteinas foram pesquisadas usando a pesquisa de ions MASCOT
MS/MS da MATRIX SCIENCE
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(https://www.matrixscience.com/cgi/search form.pl?FORMVER=2&amp:;SEAR
CH=MIS) contra o0s bancos de dados UP625 E coli K12 (AA),

UP808_M_pneumoniae e SwissProt (a taxonomia foi definida em bactérias). Os

parametros para a busca foram: modifica¢des fixas para carbamidoetila (C);
modificacdes varidveis de Oxidacao (O); a tolerancia do Peptideo foi ajustada
para 1,2 DA (com 1% FDR); a tolerancia MS/MS foi ajustada para 0,6 DA; a
carga peptidica foi ajustada para 2+,3+ e 4+; e finalmente o instrumento foi
ajustado para ESI-QUAD-TOF. As proteinas identificadas em ambas as
amostras foram pesquisadas no UNIPROT e separadas em 3 conjuntos
(exclusivo de controle, exclusivo de células tratadas com Mo-CBP3-Pepl e

proteinas compartilhadas entre ambas as amostras).

As proteinas com um valor de fold change = 1,5 (p <0,05, teste de
Tukey) acumuladas para cima (aumentando sua abundancia) e proteinas com
um valor de fold change < 0,5 (p <0,05, teste de Tukey) acumuladas para baixo
(diminuindo sua abundéncia) foram levadas em consideracdo para
comparacdes. Para cada proteina foi baixado seu arquivo FASTA

correspondente. Em seguida, o programa blast2go (https://www.blast2go.com/)

foi utilizado para categorizar as proteinas detectadas pela anotacdo Gene
Ontology (GO) de acordo com a funcdo molecular, atividade biol6gica e

localizag&o subcelular.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Atividade antibiofilme e viabilidade celular
Mo-CBP3-Pepl apresentou uma baixa atividade antibiofilme, com
inibicAo de apenas 11%. Enquanto que n&o se observou atividade de
degradacéao do biofilme formado apds 48 horas (Tabela 1). Vale ressaltar que foi

utilizado a concentracéo inibitéria minima (MICso) de 50 pg mL-1.

Quanto a viabilidade celular, foi observado um decréscimo de mais
de 52% da viabilidade celular ap6s o tratamento com o peptideo (Tabela 1),

indicando uma atividade que leva a morte celular.


https://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&amp;SEARCH=MIS
https://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&amp;SEARCH=MIS
https://www.blast2go.com/
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Tabela 1 - Atividade antibiofiime e viabilidade celular

aMICso de Mo-CBPs-Pepl contra K. pneumoniae

Tratamentos Potencial antibiofilme
Viabilidade celular f'“'b"?af’ dda th.gff?‘lda‘?ao do
(%) ormagao do iofilme pré-
biofilme (%) formado (%0)
DMSO 100 + 0.005 0 0
Mo-CBPs-Pepl 47.54 +0.008 11.87 £ 0.001 0

Fonte: elaborado pelo autor

Tal peptideo sintético ja apresentou atividade de inibicdo no crescimento
de algumas bactérias (OLIVEIRA et al.,2019). Além disso, foi observado uma
baixa atividade antibiofilme, visto que tais estruturas ndo séo tdo sensiveis a
atividade antimicrobiana (COSTERTON, 1999), embora j& se tenha observado e
estudado mecanismos de acao que levam a inibicdo e degradacao do biofilme
(YASIR; WILLCOX; DUTTA, 2018). O ensaio de MTT reflete diretamente na
viabilidade celular e tal ensaio tem como parametro avaliar a atividade
metabolica das enzimas oxidorredutases celulares dependentes de NAD(P)H,
tais enzimas tem a capacidade de reduzir o corante tetrazélio em cristais de
formazana, sendo insoluvel e caracterizado pela coloracdo azul(MERLOO;
KASPERS; CLOOS, 2011). Logo, ao se observar o decréscimo da densidade
Optica, se verifica uma atividade antimicrobiana que leva a morte celular, visto

que se observou uma reducdo em tal atividade enzimatica.

4.2 Mecanismos de acao por microscopia de fluorescéncia
Para elucidar os mecanismos de agéo foram feitas analises
por microscopia de fluorescéncia utilizando os fluor6foros iodeto de propidio (PI)
e Diacetato de dicloro-dihidro-fluoresceina (DCFH-DA). Sendo demonstrado os
efeitos do tratamento com o peptideo sintético Mo-CBP3-Pepl (Figura 4). E
possivel verificar nos campos escuros 0 aparecimento das respectivas
fluorescéncias. No caso do iodeto de propidio, se verifica o aparecimento de

pontos vermelhos por toda a superficie da lamina, o que ndo se observa no
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controle, indicando uma possivel alteracdo na permeabilidade da membrana
celular das bactérias. Assim, a aplicacdo do fluoréforo acoplado a analise de
microscopia permite entender quais os mecanismos de acdo do peptideo
testado. Tal fluor6foro tem como fungé@o emitir fluorescéncia vermelha quando
ocorre a sua ligagdo com as moléculas de DNA. Porém, moléculas de lodeto de
propidio ndo sdo permeaveis a membrana celular bacteriana em estado
saudavel, sendo possivel observar a ligacdo apenas quando ha alteracdes na
permeabilidade da membrana, como por exemplo a formacéo de poro, portanto
tornando sua aplicagdo muito interessante para uso em analise de mecanismo
de acdo de moléculas antimicrobianas (RAJA et al., 2011). Logo, ao verificar tais
resultados € possivel apontar que o peptideo leva a alteracdes na membrana

celular bacteriana, alterando sua estrutura nativa.

Figura 4 — Microscopia de fluorescéncia mostrando os efeitos apés o
tratamento com o peptideo Mo-CBP3-Pepl. Verifica-se campo claro a
esquerda e campo escuro & direita. Ambas as laminas foram tratadas da
mesma forma, observando-se controle seguido a baixo do tratamento com
peptideo sintético.

Mo-CBP3-Pepl 50 ug mL-1

_PORE FORMATION ROS OVERPRODUCTION

Control Control

Ol AP

Mo-CBPPepl | Mo-CBP -Pepl

Fonte: Elaborado pelo autor

O fluoroforo Diacetato de dicloro-dihidro-fluoresceina (DCFH-DA) é
um indicativo do estresse oxidativo provocado pelo tratamento com peptideo
sintético, j& sendo apontando em outros estudos na literatura, tal mecanismo de
acao induz a rapida formacéo de espécies reativas de oxigénio apos a entrada

no periplasma, mas antes da permeabilizacdo da membrana citoplasmatica.
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Como observado no peptideo antimicrobiano LL-37, a presenca de tais
moléculas pode induzir a morte celular (CHOI; YANG; WEISSHAR, 2017). Tal
reagente nao fluorescente é permeavel a membrana, ao atravessar €
desacetilado em dicloro-dihidro-fluoresceina por estereases, posteriormente
sendo oxidado por espécies reativas de oxigénio, formando dicloro-fluoresceina
que ird emitir uma fluorescéncia detectavel. Logo observou-se que o efeito
ocorreu em um pequeno agregado de células, o que nédo pode ser observado no
controle, sendo assim um indicativo da inducéo da super producao de espécies
reativas de oxigénio nas células tratadas com o peptideo sintético de estudo.

4.3 Mecanismos de acéo por microscopia eletrénica de varredura

As analises por microscopia eletrbnica de varredura ja foram
utilizadas anteriormente para verificar efeitos e alteracdes na ultraestrutura da
membrana de bactérias induzida por peptideos antimicrobianos, visto que
observar tais alteragdes na integridade da membrana bacteriana por microscopia
eletronica podem ajudar a esclarecer os mecanismos detalhados de morte
celular (HARTMANN et al.,, 2010). Essa analise foi executada no presente
trabalho com o objetivo de verificar possiveis alteracbes e evidenciar esse
mecanismo de acdo do peptideo em torno da membrana ou parede celular
(Figura 5).
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Figura 5 — Microscopia eletronica de varredura, demonstrando os efeitos
apos o tratamento com peptideo sintético antimicrobiano (50 pg mL-1). (A)
controle com DMSO, (B-H) indica as alteracdes apds o tratamento com o
peptideo Mo-CBP3-Pepl

Fonte: Elaborado pelo autor

Ao se comparar o controle, que demonstra a conformacdo nativa de uma
membrana saudavel (Figura 5A), com o tratamento (Figura 5B-G) é possivel
evidenciar alteracbes notaveis na superficie da bactéria, com alteracdes
estruturais visiveis com deformacfGes similares observadas em diferentes
perspectivas, destacando-se até mesmo extravasamento de conteldo
intracelular (Figura 5H). Tal resultado corrobora com aquilo verificado nas
analises de microscopia de fluorescéncia com o fluor6fo iodeto de propidio,
confirmando que um dos mecanismos de acdo do peptideo Mo-CBP3-Pepl
envolve a inducdo de danos na membrana que podem levar até mesmo ao
extravasamento de conteudo intracelular, levando a morte celular. Portanto,
comprovando um dos mecanismos de acdo mais intrinsecos a aplicacao de

peptideos sintéticos antimicrobianos.

4.4 Analise protebmica
4.4.1 Viséo geral
A analise protedmica foi empregada para ter uma visdo geral da
mudanca na expressao de proteinas de K. pneumoniae apos o tratamento com

Mo-CBP3-Pepl, utilizando a concetracéo referida acima. No total, 547 proteinas



38

foram identificadas (Figura 6). Destas, 279 proteinas foram identificadas em
células de K. pneumoniae tratadas com Mo-CBP3-Pepl e 268 de células controle
de K. pneumoniae (Figura 6A). No entanto, as células de K. pneumoniae tratadas
com Mo-CBP3-Pepl apresentaram 232 proteinas Unicas identificadas apenas
neste grupo e 221 proteinas Unicas nas células controle de K. pneumoniae
(Figura 6A). Além das proteinas Uunicas, que sao aquelas encontradas
exclusivamente em um grupo, foram detectadas proteinas em ambos os grupos
(Tabela 2). Para entender os padrdes de acumulo diferencial dessas proteinas,
foi aplicada uma regra de mudangca de dobra levando em consideragdo a
intensidade das proteinas expressas apos tratamento com Mo-CBP3-
Pepl/Controle K pneumoniae. Proteinas com um valor de mudanga de dobra =
1,5 (p<0,05, teste de Tukey) foram consideradas hiperexpressas (aumentaram a
abundancia) e proteinas com um valor de mudancga de dobra < 0,5 (p<0,05, teste
de Tukey) foram consideradas hipoexpressas (diminuindo a abundancia). Foram
identificadas 47 proteinas comuns a ambos os grupos, 19 acumuladas para
cima, 19 acumuladas para baixo e 9 ndo se alteraram nas células tratadas com

Mo-CBP3-Pepl quando comparadas com as células controle (Figura 6B).



Figura 6 — Distribuicdo de Venn e mapa de calor das proteinas. O grafico
demonstra a distribuicdo numérica das proteinas em ambos os tratamentos,

assim como as proteinas compartilhadas sdo mostradas de acordo com o

escore de mudanca dobra (Fold-change) em um mapa de calor.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 2 — Proteinas identificadas expressas em ambas as amostras
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Nome da proteina ID (Uniprot) Organismo de Compartimento Fold Change Mo-
referéncia celular CBPz-Pepl vs.
DMSO (Controle)
Metabolismo de DNA
Endonuclease 8 P50465 ESChe”CmiZC)O li (strain Cytoplasm 0.487
Regulacdo da transcricdo
HTH-type transcriptional Escherichia coli (strain
regulator SutR P77626 K12) Cytoplasm 2.566
HTH-type transcriptional Escherichia coli (strain
regulator ArgP POA8S1 K12) Cytoplasm 2.364
Fimbriae Z protein POAELS8 Escherichia coli (strain Cytoplasm 0.690

K12)



Transportadores de
membrana
Low affinity potassium

Escherichia coli (strain
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transport system protein P63183 K12) Plasma membrane 1.704
kup
Ferrichrome outer Escherichia coli (strain
membrane P06971 Plasma membrane 1.063
K12)
transporter/phage receptor
Cation ef_flux system P77211 Escherichia coli (strain cell outer membrane 0.920
protein CusC K12)
Iron (3+)-hydroxamate _ . .
import system permease P06972 Escherichia coli (strain Plasma membrane 0.948
- K12)
protein FhuB
Resposta ao estresse e Defesa
Zinc reswtance_—assomated POAAAQ Escherichia coli (strain Periplasm space 1.682
protein K12)
Chaperonin GroEL POAGF5 ESChe”CTé"_f‘LZC)O" (strain Cytoplasm 1.444
. Bordetella avium
Undecaprenyl-diphosphatase Q2KX31 (strain 197N) Plasma membrane 1.340
. - . Mycoplasma
Peptlderergte;g:;cgg|,r\1:S§;IfOX|de P75129 pneumoniae (strain Cytoplasm 14.104
ATCC 29342 /| M129)
Xanthomonas
Periplasmic trehalase Q4uUz12 campestris pv. Periplasmatic space 0.937
campestris (strain
8004)
Mycoplasma
Lon protease P78025 pneumoniae (strain Cytoplasm 0.342
ATCC 29342 / M129)
Metabolismo energético
2.3-bisphosphoglycerate- - . .
dependent phosphoglycerate P62707 Escherlcr:<|a12(:)c) li (strain Cytoplasm 0.519
mutase
Gamma-glutamylputrescine P37906 Escherichia coli (strain Cytoplasm 0.985

oxidoreductase

K12)



2-succinyl-5-enolpyruvyl-6-
hydroxy-3-cyclohexene-1-
carboxylate synthase
UDP-glucose 6-
dehydrogenase

Glycerate 3-kinase

Phenylacetate-coenzyme A
ligase

Pantothenate kinase

Pyruvate kinase

Phosphoenolpyruvate
carboxykinase (ATP)

Xylose isomerase

Bifunctional protein FolD

GMP synthase [glutamine-
hydrolyzing]

Sensor histidine kinase
GIrK

Sensor protein PhoQ
Putative ABC transporter

ATP-binding protein
MPN_334

Oligopeptide transport ATP-
binding protein OppD

Pantothenate synthetase

Patogenicidade

Lipopolysaccharide core
biosynthesis protein Rfaz
Inner membrane protein

YhjD
Metabolismo e
Biossintese de

proteinas

50S ribosomal protein
L22
50S ribosomal protein
L7/L12

P17109

P76373
P77364
P76085

POAGI3

P78031

A8BAQV7

B5ZQV6

Q88WM8

Q6APU2

P52101

P23837

P75444

P75552

B812Z3

P27241

P37642

A51YY1

POA466

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)
Escherichia coli
(strain K12)
Escherichia coli
(strain K12)
Escherichia coli
(strain K12)
Mycoplasma
pneumoniae (strain
ATCC 29342/
M129)
Escherichia coli
(strain K12)
Rhizobium
leguminosarum bv.
trifolii (strain
WSM2304)
Lactiplantibacillus
plantarum (strain
ATCC BAA-793/
NCIMB 8826 /
WCFS1)
Desulfotalea
psychrophila (strain

LSv54 / DSM 12343)

Escherichia coli
(strain K12)
Escherichia coli
(strain K12)
Mycoplasma
pneumoniae (strain
ATCC 29342/
M129)
Mycoplasma
pneumoniae (strain
ATCC 29342/
M129)
Ruminiclostridium
cellulolyticum (strain
ATCC 35319/ DSM
5812 / JCM 6584 /
H10)

Escherichia coli
(strain K12)
Escherichia coli
(strain K12)

Mycoplasmopsis
agalactiae
Aquifex aeolicus
(strain VF5)

Plasma membrane

Cytoplasm
Cytoplasm
Cytoplasm

Cytoplasm

Membrane

Cytoplasm

Cytoplasm

Periplasmic space

Cytoplasm

Cell inner membrane

Plasma membrane

Plasma membrane

Plasma membrane

Cytoplasm

Cytoplasm

Plasma membrane

Large ribosomal subunit

Large ribosomal subunit

3.486

41
0.902

0.745
1.666

0.548

3.139

0.990

1.062

0.726

4.596

0.752

0.823

1.336

0.948

1.142

2.038

0.462

0.387

1.979



Diaminopimelate

Buchnera aphidicola
subsp. Schizaphis
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decarboxylase Q8KICA graminum (strain Cytoplasm 3.546
h Sgt)1 |
. Escherichia coli
Cysteine synthase A POABKS5 (strain K12) Cytoplasm 0.596
Fatores de regulacdo e
Processamento de
RNA
tRNA uridine 5- Mycoplasma
carboxymethylaminom pneumoniae (strain
ethyl modification P75221 ATCC 29342 / Cytoplasm 0.487
enzyme MnmG M129)
Mycoplasma
. gallisepticum (strain
Elongation factor G Q7NAV3 R(low / passage 15 / Cytoplasm 0.234
clone 2))
Methylenetetrahydrofol Cereibacter
ate--tRNA-(uracil-5-)- sphaeroides (strain
methyltransferase AdWRQ2 ATCC 17025/ ATH Cytoplasm 0.948
TrmFO 2.4.3)
Organizacdo e manutencdo
estrutural da parede celular
Mycoplasma
Cytadherence high pneumoniae (strain
molecular weight protein 2 P75471 ATCC 29342/ Cytoplasm 1.682
M129)
Mycoplasma
i . pneumoniae (strain
Mgp-operon protein 3 Q50341 ATCC 29342 / Plasma membrane 0.654
M129)
Transferase
Glutathione S-transferase Escherichia coli
YfcE P77544 (strain K12) Cytoplasm 0.273
Mycoplasma
pneumoniae (strain
Phosphate acyltransferase P75232 ATCC 29342 / Cytoplasm 3.096
M129)
Sensor histidine kinase HprS P76339 ESCher.'Ch'a coli Plasma membrane 0.213
(strain K12)
Desconhecido
Mycoplasma
Probable cytosol pneumoniae (strain
aminopeptidase P75206 ATCC 29342/ Cytoplasm 2.097
M129)
Mycoplasma
Putative acetyltransferase P75448 pneumoniae (strain Unknown 1703

MPN_114

ATCC 29342/

M129)
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Tabela 3 — Proteinas identificadas expressas somente apos o tratamento com o

peptideo Mo-CBP3-Pepl

Nome da proteina ID (Uniprot) Organismo de Compartimento celular
referéncia
Metabolismo de Carboidratos
Escherichia coli
-dehydro-D-guloside 4-epi P76044 . I
3-dehydro-D-guloside 4-epimerase 60 (strain K12) Cytoplasm
D-xylonate dehydratase YjhG P39358 Escherichia coli Cytoplasm
y y ) (strain K12) ylop
Pectobacterium
) atrosepticum (strain
Apulose kinase Q6D5T8 Cytoplasm
SCRI 1043/ ATCC
BAA-672)
Metabolismo de lipidios
. Escherichia coli
Talpha-hydroxysteroid dehydrogenase POAETS ) Cytoplasm
(strain K12)
Acetyl-coenzyme A carboxylase carboxyl Escherichia coli
. POA9Q5 ) Cytoplasm
transferase subunit beta (strain K12)
Fatty acid oxidation complex subunit Escherichia coli
P21177 ) Cytoplasm
alpha (strain K12)
Pseudomonas
. savastanoi pv.
3-ketoacyl-CoA thiolase Q48GW4 ) . Cytoplasm
phaseolicola (strain
1448A / Race 6)
Pseudomonas
Lipid-A-disaccharide synthase B7V7U5 aeruginosa (strain Cytoplasm
LESB58)
Glycerol-3-phosphate acyltransferase Q1GYU3 Methylobacillus Plasma membrane

flagellatus (strain KT
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/ ATCC 51484 /
DSM 6875)
3-hydroxyacyl-[acyl-carrier-protein Clostridium kluyveri
yaroxyacyl-[acy P ! BIDY11 . y Cytoplasm
dehydratase FabZ (strain NBRC 12016)
Dechloromonas
4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase 1 Q47G67 aromatica (strain Cytoplasm
RCB)
Processos redox e homeostase celular
. Escherichia coli (strain
Hydroxylamine reductase P75825 Cytoplasm
K12)
. ] ) Escherichia coli (strain
Periplasmic serine endoprotease DegP POCOVO K12) Cytoplasm
Protein-methionine-sulfoxide Escherichia coli (strain . .
] . P76342 Periplasmic space
reductase catalytic subunit MsrP K12)
. Ruegeria sp. (strain
Catalase-peroxidase Q1GCU3 Cytoplasm
TM1040)
Resposta ao estresse e defesa
) Escherichia coli
Probable L,D-transpeptidase YcbB P22525 ) Plasma membrane
(strain K12)
) ) ) ) Escherichia coli ) )
Zinc resistance-associated protein POAAA9 ) Periplasmic space
(strain K12)
) Escherichia coli
Chaperone protein HtpG POA6Z3 ) Cytoplasm
(strain K12)
. Salmonella agona
Co-chaperonin GroES B5F2K9 ) Cytoplasm
(strain SL483)
Rhodospirillum
ATP-dependent Clp protease ATP- ;
P PP Q2RU44 rubrum (strain ATCC Cytoplasm

binding subunit ClpX

11170/ ATH 1.1.1/
DSM 467 / LMG



Chaperone protein Dnal

Metabolismo energético

Multiphosphoryl transfer protein 1

Alpha-D-ribose 1-methylphosphonate 5-
triphosphate synthase subunit PhnG

1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate
reductoisomerase

Aspartate ammonia-lyase

Trehalose synthase

Cytochrome bcl complex Rieske iron-

sulfur subunit

Fructose-1,6-bisphosphatase class 1 2

1,4-alpha-glucan branching enzyme GlgB

4362 / NCIMB 8255
/ S1)

Ehrlichia
ruminantium (strain
Gardel)

Q5FGQS

Escherichia coli
(strain K12)

P77439

Escherichia coli
(strain K12)

P16685

Escherichia coli
(strain K12)

P45568

Escherichia coli

Q8XDS0
0157:H7

Rubrobacter
xylanophilus (strain
DSM 9941 / NBRC

16129/ PRD-1)

Q1ARUS5

Streptomyces
coelicolor (strain
ATCC BAA-471/
A3(2) / M145)

QX807

Paraburkholderia
phymatum (strain
DSM 17167 / CIP
108236 / LMG 21445
/ STM815)

B2JVN8

ATENXS Yersinia

pseudotuberculosis
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Cytoplasm

Cytoplasm

Unknown

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Plasma membrane

Cytoplasm

Cytoplasm



serotype O:1b (strain
IP 31758)

Pelagibacter ubique
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ATP synthase subunit a QA4FPE9 ] Plasma membrane
(strain HTCC1062)
Desulforudis
Glycogen synthase B1I4F5 audaxviator (strain Cytoplasm
MP104C)
Lipoamide acyltransferase component of
branched-chain alpha-keto acid P09062 Pseudomonas putida Cytoplasm
dehydrogenase complex
Clavibacter
] ) michiganensis subsp.
Dihydroorotate dehydrogenase (quinone) A5CS38 o . ) Plasma membrane
michiganensis (strain
NCPPB 382)
Mycoplasmopsis
Enolase Q98Q50 pulmonis (strain Extracellular
UAB CTIP)
Burkholderia lata
(strain ATCC 17760/
NAD kinase Q39JD3 DSM 23089 / LMG Cytoplasm
22485 / NCIMB 9086
/ R18194 / 383)
Metabolismo de DNA
) Escherichia coli
UvrABC system protein B POA8BF8 ] Cytoplasm
(strain K12)
) Escherichia coli
DNA-3-methyladenine glycosylase 2 P04395 ) Cytoplasm
(strain K12)
) Escherichia coli
UvrABC system protein A POA6G98 ) Cytoplasm
(strain K12)
Probable endonuclease 4 P75457 Mycoplasma Cytoplasm

pneumoniae (strain



UvrABC system protein C

DNA recombination protein RmuC

Prophage integrase IntA

Holliday junction ATP-dependent DNA

helicase RuvA

Tyrosine recombinase XerD

Organizacdo e manutencao estrutural de

parede celular

Soluble lytic murein transglycosylase

D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase
DacB

Cell shape-determining protein MreB

Probable L,D-transpeptidase ErfK/SrfK

Cell shape-determining protein MreC

Membrane-bound lytic murein

transglycosylase A

Q5P080

POAGT71

P32053

P75243

Q88MV0

POAGC3

P24228

POA9X4

P39176

P16926

POA935

ATCC 29342 /
M129)

Aromatoleum
aromaticum (strain
EbN1)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Mycoplasma
pneumoniae (strain
ATCC 29342/
M129)

Pseudomonas putida
(strain ATCC 47054 /
DSM 6125/ CFBP
8728 / NCIMB 11950
| KT2440)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)
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Cytoplasm

Unknown

Unknown

Cytoplasm

Cytoplasm

Periplasmic space

Periplasmic space

Plasma membrane

Periplasmic space

Plasma membrane

Plasma membrane
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Murein tetrapeptide

carboxypeptidase

Murein DD-endopeptidase MepH

Bifunctional protein GImU

Sensor protein LytS

UDP-N-acetylglucosamine 1-
carboxyvinyltransferase

Undecaprenyl-phosphate alpha-
N-acetylglucosaminyl 1-

phosphate transferase

D-alanine--D-alanine ligase

Inner membrane protein YdcZ
Flagellar basal-body rod protein
FlgG

Flagellin

Cell division protein FtsZ

Probable septum site-determining
protein MinC

Cytadherence high molecular

weight protein 3

P76008

P76190

QOBSR5

Q5HLG3

ABGW63

QIX1N5

Q3IFY2

P76111

P24500

Q06968

POA9AG

Q63RS4

Q50360

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Granulibacter bethesdensis
(strain ATCC BAA-1260 /
CGDNIH1)

Staphylococcus epidermidis
(strain ATCC 35984 /
RP62A)

Rickettsia bellii (strain OSU
85-389)

Thermotoga maritima (strain
ATCC 43589 / DSM 3109 /
JCM 10099 / NBRC 100826 /
MSB8)

Pseudoalteromonas
translucida (strain TAC 125)

Escherichia coli (strain K12)

Bacillus subtilis (strain 168)

Salmonella berta

Escherichia coli (strain K12)

Burkholderia pseudomallei
(strain K96243)

Mycoplasma pneumoniae
(strain ATCC 29342 / M129)

Cytoplasm

Periplasmic

space

Cytoplasm

Plasma

membrane

Cytoplasm

Plasma

membrane

Cytoplasm

Plasma

membrane

Unknown

Extracellular

Plasma

membrane

Cytoplasm

cytoplasm



Metabolismo e Biossintese de

proteinas

50S ribosomal protein L3

30S ribosomal protein S17

50S ribosomal protein L4

30S ribosomal protein S2

50S ribosomal protein L14

30S ribosomal protein S11

30S ribosomal protein S5

30S ribosomal protein S6

30S ribosomal protein S3

50S ribosomal protein L28

50S ribosomal protein L24

Chromophore lyase CpcS/CpeS 2

P60438

POAG63

P75579

A1TNG9

A9BH95

A3N380

Q5P315

Q3JEJ6

Q8R7WO

QS5PAC9

A9KIJI3

Q10XT3

Escherichia coli (strain K12)
Escherichia coli (strain K12)

Mycoplasma pneumoniae
(strain ATCC 29342 / M129)

Acidovorax citrulli (strain
AACO00-1)

Petrotoga mobilis (strain
DSM 10674 / SJ95)

Actinobacillus
pleuropneumoniae serotype
5b (strain L20)

Aromatoleum aromaticum
(strain EbN1)

Nitrosococcus oceani (strain
ATCC 19707 / BCRC 17464 /
JCM 30415/ NCIMB 11848 /

C-107)

Caldanaerobacter
subterraneus subsp.
tengcongensis (strain DSM
15242 / JCM 11007 / NBRC
100824 / MB4)

Anaplasma marginale (strain
St. Maries)

Lachnoclostridium
phytofermentans (strain
ATCC 700394 / DSM 18823 /
ISDg)

Trichodesmium erythraeum
(strain IMS101)
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Ribosome

Cytoplasm

Ribosome

Cytoplasm

Ribosome

Ribosome

Small

ribosomal unit

Ribosome

Ribosome

Ribosome

Ribosome

Cytoplasm



Aspartate aminotransferase

D-amino acid dehydrogenase

Bifunctional protein TrpGD

Elongation factor P--(R)-beta-

lysine ligase

4-aminobutyrate aminotransferase
PuukE

Acetolactate synthase isozyme 1

large subunit
Cystathionine gamma-synthase

Glutamate synthase [NADPH]

large chain
Glutamate decarboxylase beta
Ornithine carbamoyltransferase

Aspartate aminotransferase

GMP synthase [glutamine-
hydrolyzing]

Chorismate synthase

3-dehydroquinate dehydratase

Diaminopimelate epimerase

Arginine biosynthesis

bifunctional protein ArgJ

4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate

reductase

P00509

POAGJS

P00904

B7LC16

P50457

P08142

P00935

P09831

P69910
A7ZVD3

Q56114

A3MZV8

Q1QQ46

B4RCS3

AL1SAP5

Q81M96

A9HE99

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)
Escherichia coli 0157:H7
Salmonella typhi

Actinobacillus
pleuropneumoniae serotype
5b (strain L20)

Nitrobacter hamburgensis
(strain DSM 10229 / NCIMB
13809 / X14)

Phenylobacterium zucineum
(strain HLK1)

Shewanella amazonensis
(strain ATCC BAA-1098 /
SB2B)

Bacillus anthracis

Gluconacetobacter

diazotrophicus (strain ATCC
49037 / DSM 5601 / CCUG
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Cytoplasm

Plasma

membrane

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm
Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm



Tryptophan synthase beta chain

Acetolactate synthase large
subunit llvB1

Glycine--tRNA ligase beta
subunit

o-succinylbenzoate synthase

Ketol-acid reductoisomerase
(NADP(+))

Glycine cleavage system H

protein

Cysteine synthase A

Diaminopimelate decarboxylase

3-phosphoshikimate 1-

carboxyvinyltransferase

Histidinol-phosphate
aminotransferase

Pyridoxal 5'-phosphate synthase
subunit PdxT

Kynurenine formamidase

Cytosol non-specific dipeptidase

Dipeptidyl carboxypeptidase

Q13EQ2

POWG41

A4J7C9

Q838J7

Q17X66

A3QHI1

POABKG6

Q8K9C4

B2U886

BOKDNG6

QIKGNS5

Q2TON2

P15288

P24171

37298/ CIP 103539 / LMG
7603 / PAIS)

Rhodopseudomonas palustris
(strain BisB5)

Mycobacterium tuberculosis
(strain ATCC 25618 /
H37Rv)

Desulfotomaculum reducens
(strain MI-1)

Enterococcus faecalis (strain
ATCC 700802 / V/583)

Helicobacter acinonychis
(strain Sheeba)

Shewanella loihica (strain
ATCC BAA-1088/ PV-4)

Escherichia coli O157:H7

Buchnera aphidicola subsp.
Schizaphis graminum (strain
Sg)

Ralstonia pickettii (strain 12J)

Campylobacter lari (strain
RM2100/ D67 / ATCC
BAA-1060)

Alkalihalobacillus halodurans
(strain ATCC BAA-125/
DSM 18197 / FERM 7344 /
JCM 9153/ C-125)

Burkholderia thailandensis
(strain ATCC 700388 / DSM
13276 / CIP 106301 / E264)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)
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Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm



ATP-dependent Clp protease

proteolytic subunit

Protease HtpX homolog

Carbamoyl dehydratase HypE

Cysteine--tRNA ligase

Leucine--tRNA ligase

Serine--tRNA ligase

Valine--tRNA ligase

Glutamyl-tRNA(GIn)

amidotransferase subunit A

Phenylalanine--tRNA ligase

alpha subunit

Valine--tRNA ligase

Proline--tRNA ligase

Alanine--tRNA ligase

Threonine--tRNA ligase

Q928C4

B4S718

P24193

P75423

P75398

P75107

P75304

P75534

Q5GTJ5

P36420

B8CW65

Q03YQ2

BOTT20

Listeria innocua serovar 6a
(strain ATCC BAA-680 /
CLIP 11262)

rosthecochloris aestuarii
(strain DSM 271 / SK 413)

Escherichia coli (strain K12)

Mycoplasma pneumoniae
(strain ATCC 29342 / M129)

Mycoplasma pneumoniae
(strain ATCC 29342 / M129)

Mycoplasma pneumoniae
(strain ATCC 29342 / M129)

Mycoplasma pneumoniae
(strain ATCC 29342 / M129)

Mycoplasma pneumoniae
(strain ATCC 29342 / M129)

Wolbachia sp. subsp. Brugia
malayi (strain TRS)

Lactobacillus casei

Halothermothrix orenii
(strain H 168 / OCM 544 /
DSM 9562)

Leuconostoc mesenteroides
subsp. mesenteroides (strain
ATCC 8293 / DSM 20343 /
BCRC 11652/ CCM 1803/
JCM 6124 / NCDO 523 /
NBRC 100496 / NCIMB
8023 / NCTC 12954 / NRRL
B-1118/37Y)

Shewanella halifaxensis
(strain HAW-EB4)
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Cytoplasm

Plasma

membrane

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm



Pseudarthrobacter
chlorophenolicus (strain
ATCC 700700/ DSM 12829 /

53

Peptide chain release factor 1 B8HBO3 Cytoplasm
CIP 107037 / JCM 12360 /
KCTC 9906 / NCIMB 13794
/ AB)
Fatores de  Regulacéo
metabolism de RNA
Multifunctional CCA protein P06961 Escherichia coli (strain K12) Cytoplasm
Ribosomal RNA small subunit o ) )
POADX9 Escherichia coli (strain K12) Cytoplasm
methyltransferase D
Ribonuclease 3 POA7YO Escherichia coli (strain K12)  Cytoplasm
tRNA
] o . . Plasma
threonylcarbamoyladenosine Q46927 Escherichia coli (strain K12)
membrane
dehydratase
tRNA-2-methylthio-N(6)- L . .
. ] POAEIL Escherichia coli (strain K12)  Cytoplasm
dimethylallyladenosine synthase
) Mycoplasma pneumoniae
Putative pre-16S rRNA nuclease P57114 ] Cytoplasm
(strain ATCC 29342 / M129)
] Mycoplasma pneumoniae Plasma
Ribonuclease Y P75506 ]
(strain ATCC 29342/ M129) membrane
Campylobacter hominis
tRNA-specific 2-thiouridylase (strain ATCC BAA-381/
A7I2L9 Cytoplasm
MnmA LMG 19568 / NCTC 13146/
CHOO01A)
Ribosomal RNA small subunit Bradyrhizobium sp. (strain
A4YJT3 ) Cytoplasm
methyltransferase A BTAIl/ATCC BAA-1182)
Ribosomal protein S12 Haemophilus ducreyi (strain
Q7VKK2 Cytoplasm

methylthiotransferase RimO

35000HP / ATCC 700724)



Probable RNA 2'-

phosphotransferase

tRNA uridine (34) hydroxylase

tRNA modification GTPase
MnmE

Elongation factor Ts

Ribosomal RNA large subunit

methyltransferase H

Ribonuclease Z

Elongation factor Tu

GTPase Der

Elongation factor G 2

Regulacdo da transcricédo

Uxu operon transcriptional

regulator

HTH-type transcriptional
regulator ZntR

Psp operon transcriptional

activator

Propionate catabolism operon

regulatory protein

Q395F2

Q7UFS5

AS5VAS82

ABMHHO0

Q2NUV2

A6LUB2

ATHBL7

A1SU43

Q31IW9

P39161

POACS5

P37344

P77743

Burkholderia lata (strain
ATCC 17760 / DSM 23089 /
LMG 22485/ NCIMB 9086 /

R18194 / 383)

Rhodopirellula baltica (strain
DSM 10527 / NCIMB 13988
/ SH1)

Rhizorhabdus wittichii (strain
DSM 6014 / CCUG 31198/
JCM 15750 / NBRC 105917 /
EY 4224 / RW1)

Alkaliphilus oremlandii
(strain OhILAS)

Sodalis glossinidius (strain

morsitans)

Clostridium beijerinckii
(strain ATCC 51743/
NCIMB 8052)

Anaeromyxobacter sp. (strain
Fw109-5)

Psychromonas ingrahamii
(strain 37)

Pseudoalteromonas
translucida (strain TAC 125)

Escherichia coli (strain
K12)

Escherichia coli (strain
K12)

Escherichia coli (strain
K12)

Escherichia coli (strain K12)
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Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm



Sugar fermentation stimulation

protein B
DNA polymerase |

OriC-binding nucleoid-

associated protein

DNA-directed RNA polymerase

subunit alpha

Biofilm growth-associated

repressor

Transcriptional regulatory

protein PrrA

Replicacdo de DNA

Beta sliding clamp

Anaerobic ribonucleoside-

triphosphate reductase

Ribonucleoside-diphosphate

reductase subunit alpha

LexA repressor

Flap endonuclease Xni

Chromosomal replication

initiator protein DnaA

POACH1

P00582

P64467

Q50295

Q8UAAS

Q50136

POA988

P28903

p78027

033927

A1S8B8

Q1MSG8

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Mycoplasma pneumoniae

(strain ATCC 29342 / M129)

Agrobacterium fabrum (strain
C58 / ATCC 33970)

Mycobacterium leprae (strain
TN)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Mycoplasma pneumoniae
(strain ATCC 29342 / M129)

Thermotoga maritima (strain
ATCC 43589 / DSM 3109 /
JCM 10099 / NBRC 100826 /
MSB8)

Shewanella amazonensis
(strain ATCC BAA-1098 /
SB2B)

Lawsonia intracellularis
(strain PHE/MN1-00)
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Unknown

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm



Sinalizacéo celular

Signal recognition particle

protein

Bacteriophage adsorption

protein A

Sensor protein EvgS

Sensor histidine kinase EnvZ

Assimilacdo de lons

Ferric iron reductase protein
FhuF

Periplasmic nitrate reductase

Anaerobic nitric oxide reductase

flavorubredoxin

Transferase

3-oxoadipyl-CoA/3-0x0-5,6-
dehydrosuberyl-CoA thiolase

Trehalose-6-phosphate synthase

POAGD7

P31600

P30855

POAEJ4

P39405

P33937

AOKEJ1

POC7L2

P31677

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Aeromonas hydrophila subsp.

hydrophila (strain ATCC
7966 / DSM 30187 / BCRC
13018/ CCUG 14551 /JCM
1027 / KCTC 2358 / NCIMB
9240/ NCTC 8049)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)
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Ribosome
Cell outer
membrane

Plasma
membrane

Plasma
membrane

Plasma

membrane

Periplasmi

C space

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm



Propionyl-CoA:succinate CoA

transferase

Putative phosphotransferase
enzyme |1B component
MPN_268

Ubiquinone biosynthesis O-

methyltransferase

tRNA-cytidine (32) 2-

sulfurtransferase

Probable transaldolase

Metabolismo de Nucleotideos

Nucleoside diphosphate kinase

Probable dihydroorotate
dehydrogenase A (fumarate)

Uridine phosphorylase

Thymidylate kinase

Thymidylate synthase

Adenosine deaminase

Allantoinase

P52043 Escherichia coli (strain K12)

Mycoplasma pneumoniae
(strain ATCC 29342 / M129)

P75507

Dinoroseobacter shibae
A8LQ43 (strain DSM 16493 / NCIMB
14021 / DFL 12)

Herminiimonas

A4GOW3 .
arsenicoxydans
Geotalea uraniireducens
A5GBY8
(strain Rf4)
Citrobacter koseri (strain
ABAD67 ATCC BAA-895/CDC
4225-83 1 SGSC4696)
Enterococcus faecalis (strain
P59626
ATCC 700802 / V583)
008444 Klebsiella aerogenes
Exiguobacterium sp. (strain
C4KZW9
ATCC BAA-1283/ AT1b)
Vibrio campbellii (strain
ATMXJ9
ATCC BAA-1116 / BB120)
P22333 Escherichia coli (strain K12)
Deinococcus radiodurans
(strain ATCC 13939 / DSM
20539 /JCM 16871/ LMG
Q9RV76

4051 / NBRC 15346 /
NCIMB 9279/ R1/ VKM B-
1422)
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Cytoplasm

Plasma

membrane

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm



Putative carbamate hydrolase
RutD

Dihydroorotate dehydrogenase B
(NAD(+))

Probable glycine dehydrogenase
(decarboxylating) subunit 1

Transportadores de membrana

Protein TonB

Sodium/pantothenate symporter

Proline-specific permease ProY

D-allose import ATP-binding
protein AlsA

Glutamate/aspartate import
ATP-binding protein GItL

L-cystine-binding protein TcyJ

Inner membrane metabolite

transport protein YdjE

Outer membrane porin C

Miniconductance

mechanosensitive channel YbhdG

Polyamine export protein

Putative nucleoside permease
NupX

Q32HQ2

Q8EUY?2

B5Y9D4

P02929

P16256

POAAE2

P32721

POAAG3

POAEM9

P38055

P06996

POAAT4

POAE45

P33021

Shigella dysenteriae serotype
1 (strain Sd197)

Mycoplasma penetrans (strain
HF-2)

Coprothermobacter
proteolyticus (strain ATCC
35245/ DSM 5265/ OCM 4/
BT)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)
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Unknown

Cytoplasm

Cytoplasm

Periplasmi

C space

Plasma

membrane

Plasma

membrane

Plasma
membrane

Plasma
membrane

Plasma

membrane

Plasma

membrane

Cell outer

membrane

Plasma

membrane

Cell outer

membrane

Plasma

membrane



Al-2 transport protein TqsA

Multiphosphoryl transfer protein

Flagellar biosynthetic protein
FIhB

p-hydroxybenzoic acid efflux
pump subunit AaeA

Nitrate/nitrite transporter NarU

Phosphate import ATP-binding
protein PstB

Methionine import ATP-binding
protein MetN

Probable TonB-dependent
receptor NMB0964

Probable membrane transporter
protein YdhB

Putative multidrug export ATP-
binding/permease protein
SA1683

Protein translocase subunit SecA

C4-dicarboxylate-binding

periplasmic protein DctP

POAFS5

P32670

P76299

P46481

P37758

P75186

Q8RFN2

Q9JZN9

005493

Q7A4T3

QIK6WS

Q9HU18

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Mycoplasma pneumoniae
(strain ATCC 29342 / M129)

Fusobacterium nucleatum
subsp. nucleatum (strain
ATCC 25586 / DSM 15643 /
BCRC 10681/ CIP 101130/
JCM 8532/ KCTC 2640/
LMG 13131/ VVPI 4355)

Neisseria meningitidis

serogroup B (strain MC58)

Bacillus subtilis (strain 168)

Staphylococcus aureus (strain
N315)

Alkalihalobacillus halodurans
(strain ATCC BAA-125/
DSM 18197 / FERM 7344 /
JCM 9153/ C-125)

Pseudomonas aeruginosa
(strain ATCC 15692 / DSM
22644 | CIP 104116 / JCM
14847 | LMG 12228/ 1C/

PRS 101/ PAO1)
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Cell inner
membrane
Cytoplasm

Plasma

membrane

Plasma

membrane

Plasma

membrane

Plasma

membrane

Plasma

membrane

Plasma

membrane

Plasma

membrane

Plasma

membrane

Cytoplasm

Periplasmi

C space



Biossintese de isoprenos

4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-
yl diphosphate synthase

(flavodoxin)

Bifunctional enzyme IspD/IspF

Processos  dependentes  de

luminosidade

Light-independent
protochlorophyllide reductase

subunit B

Protein Thfl

Patogenicidade

Cytolysin RtxA

Putative colanic acid
biosynthesis glycosyl transferase
Wecal

Lipopolysaccharide 1,2-N-

acetylglucosaminetransferase

Q6G104

A5V2U9

Q132N3

Q8Yz41

ALYKW7

P32057

P27242

60

Bartonella quintana (strain

Cytoplasm
Toulouse) yiop
Rhizorhabdus wittichii (strain
DSM 6014 / CCUG 31198/
Cytoplasm
JCM 15750 / NBRC 105917 /
EY 4224 / RW1)
Rhodopseudomonas palustris
o Cytoplasm
(strain BisB5)
Nostoc sp. (strain PCC 7120 /
Cytoplasm
SAG 25.82 / UTEX 2576)
Extracellu
Kingella kingae |
ar

Escherichia coli (strain K12)  Cytoplasm

Escherichia coli (strain K12)  Cytoplasm



Desconhecido

Oxidoreductase UcpA

Putative inactive recombination-
promoting nuclease-like protein
YjiQ

Lipoprotein YfjS

Protein YhfA

Hydrogenase-4 component |

Probable ATP-dependent

helicase Ihr
Hydrogenase-4 component J
Insertion element 1S150 protein
InsJ

Protein YrdA

Probable cyclic di-GMP
phosphodiesterase Pdel

Probable ATP-dependent RNA
helicase MG425 homolog

Putative adhesin P1-like protein
MPN_370

UPF0134 protein MPN_675

Translation initiation factor IF-2

NAD(P)H dehydrogenase

(quinone)

General stress protein 26

P37440

PODP22

052982

POADX1

P77668

P30015

P77453

P19768

POA9W9

P75800

P75172

P75411

P75117

C5CDZz4

BIMIOX5

P80238

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Escherichia coli (strain K12)

Mycoplasma pneumoniae

(strain ATCC 29342 / M129)

Mycoplasma pneumoniae
(strain ATCC 29342 / M129)

Mycoplasma pneumoniae
(strain ATCC 29342 / M129)

Kosmotoga olearia (strain
ATCC BAA-1733/ DSM
21960/ TBF 19.5.1)

Acidovorax ebreus (strain
TPSY)

Bacillus subtilis (strain 168)
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Cytoplasm

Cytoplasm

Plasma
membrane

Cytoplasm

Plasma

membrane

Cytoplasm

Plasma

membrane

Cytoplasm

Cytoplasm

Plasma

membrane

Cytoplasm

Extracellu

lar

Unknown

Cytoplasm

Unknown

Unknown



7,8-didemethyl-8-hydroxy-5-

deazariboflavin synthase

UPF0102 protein Sama_3355

Oligoribonuclease

UPF0229 protein Meso_0256

Quinone-reactive Ni/Fe-

hydrogenase large chain

Lipoprotein LpgB

Synechocystis sp. (strain PCC

P73191
6803 / Kazusa)
Shewanella amazonensis
A1SB01 (strain ATCC BAA-1098 /
SB2B)
Bordetella avium (strain
Q2L2P5
197N)
Chelativorans sp. (strain
Q11LR5
BNC1)
Wolinella succinogenes
(strain ATCC 29543 / DSM
P31883
1740/ LMG 7466 / NCTC
11488 / FDC 602W)
Thermobifida fusca (strain
Q47LZ

YX)

62

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Plasma

membrane

Plasma

membrane

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 4 - Proteinas identificadas expressas somente no controle (DMSO).

Nome da proteina ID (uniprot) Organismo de Compartimento

referéncia celular

Metabolismo de DNA

) Escherichia coli
Maltodextrin phosphorylase P00490 ] Cytoplasm
(strain K12)

) Escherichia coli
L-fuculokinase P11553 ) Cytoplasm
(strain K12)

) Escherichia coli
Hexitol phosphatase B P77247 ) Cytoplasm
(strain K12)

) ) Escherichia coli
Putative beta-xylosidase P77713 ) Unknown
(strain K12)

Escherichia coli
Lactaldehyde dehydrogenase P25553 ) Cytoplasm
(strain K12)

) Escherichia coli
3-oxo-tetronate kinase Q46889 ) Unknown
(strain K12)

dTDP-4-amino-4,6-dideoxygalactose Escherichia coli
) P27833 ) Cytoplasm
transaminase (strain K12)

. . Escherichia coli
Sulfoquinovose isomerase P32140 ) Cytoplasm
(strain K12)
Mycoplasma
Putative 1-phosphofructokinase P75038 pneumoniae (strain Plasma membrane

ATCC 29342 / M129)

Yersinia
pseudotuberculosis
Transaldolase Q66ET5 ) Cytoplasm
serotype | (strain

1P32953)
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. ] Arthrobacter sp.
5-oxoprolinase subunit A AO0JR24 . Unknown
(strain FB24)
Processos REDOX e homeostase
celular
) Escherichia coli (strain
Alkyl hydroperoxide reductase C POAEO8 K12) Cytoplasm
Alkyl hydroperoxide reductase subunit Escherichia coli (strain
P35340 Cytoplasm
F K12)
Mycoplasma
Probable NADH oxidase P75389 pneumoniae (strain Cytoplasm
ATCC 29342 / M129)
Resposta ao estresse e defesa
) Escherichia coli ) )
ATP-dependent RNA helicase DeaD POA9P6 ] Periplasmic space
(strain K12)
UDP-4-amino-4-deoxy-L-arabinose-- Escherichia coli
) P77690 ) Cytoplasm
oxoglutarate aminotransferase (strain K12)
) ) ) Escherichia coli
Multidrug resistance protein MdtN P32716 ) Plasma membrane
(strain K12)
) Escherichia coli
UPF0194 membrane protein YbhG P75777 ) Plasma membrane
(strain K12)
Probable multidrug resistance protein Escherichia coli
P52599 ) Plasma membrane
EmrK (strain K12)
) Escherichia coli
Chaperone protein ClpB Q88VX7 ) Cytoplasm
(strain K12)
Mycoplasma
) pneumoniae (strain
Protein GrpE pP78017 Cytoplasm
ATCC 29342/
M129)
Chaperonin GroEL P78012 Mycoplasma Cytoplasm

pneumoniae (strain



Co-chaperonin GroES

Chaperone protein DnaK

Chaperone protein ClpB

Metabolismo energético

Pyruvate dehydrogenase E1 component

Phosphoglucomutase

Glucose-6-phosphate isomerase

Acyl carrier protein

Citrate synthase

Cytochrome bo(3) ubiquinol oxidase

subunit 1

Phosphoglycerate kinase

Formate hydrogenlyase subunit 7

dehydrogenase C2

Glutathione-specific gamma-

glutamylcyclotransferase

ATCC 29342 /
M129)

Campylobacter
A7ZCV1 concisus (strain
13826)

Hamiltonella defensa
C4Ka3I16 subsp. Acyrthosiphon
pisum (strain 5AT)

Lactiplantibacillus
plantarum (strain
Q88VX7 ATCC BAA-793/
NCIMB 8826 /
WCFS1)

Escherichia coli

POAFGS8 ]
(strain K12)
Escherichia coli
P36938 ]
(strain K12)
Escherichia coli
POAGT1 )
(strain K12)
Escherichia coli
POAGAS )
(strain K12)
Escherichia coli
POABH7 )
(strain K12)
Escherichia coli
POABI8 )
(strain K12)
Escherichia coli
POA799 )
(strain K12)
Escherichia coli
P16433 )
(strain K12)
Escherichia coli
P39163

(strain K12)
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Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Plasma membrane

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm



Escherichia coli
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NADH-quinone oxidoreductase subunit | POAFD6 ] Plasma membrane
(strain K12)
. Escherichia coli
Galactokinase POAGT3 ] Cytoplasm
(strain K12)
Mycoplasma
. pneumoniae (strain
Fructose-bisphosphate aldolase P75089 Cytoplasm
ATCC 29342/
M129)
Mycoplasma
pneumoniae (strain
Enolase P75189 Cytoplasm
ATCC 29342/
M129)
Mycoplasma
. pneumoniae (strain
Acetate kinase P75245 Cytoplasm
ATCC 29342/
M129)
Cronobacter
Phosphoglycerate kinase ATMJIQ4 sakazakii (strain Cytoplasm
ATCC BAA-894)
) Acidiphilium cryptum
Adenylate kinase A5FZU4 ) Cytoplasm
(strain JF-5)
Buchnera aphidicola
Glyceraldehyde-3-phosphate ) )
Q07234 subsp. Schizaphis Cytoplasm
dehydrogenase ) )
graminum (strain Sg)
Escherichia coli
Phosphoenolpyruvate synthase P23538 ) Cytoplasm
(strain K12)
methylglyoxal synthase POAT731 Escherichia coli
] Cytoplasm
(strain K12)
Phosphoribosyl 1,2-cyclic phosphate Escherichia coli
] P16692 ) Cytoplasm
phosphodiesterase (strain K12)
Escherichia coli . .
Malate dehydrogenase B1XHK9 ) Periplasmic space
(strain K12)
Phosphoenolpyruvate carboxylase AlU2U4 Marinobacter Cytoplasm

nauticus (strain



Dihydroorotate dehydrogenase (quinone)

Glycerol kinase

NADPH-Fe(3+) oxidoreductase subunit
alpha

ATP synthase subunit delta

Glucokinase

1,4-alpha-glucan branching enzyme GlgB

PTS system glucose-specific EIICBA

component

Phosphoglycerate kinase

Succinate--CoA ligase [ADP-forming]

subunit beta

Q8DLB7

B9JZR4

Q74FU6

A6H2D8

C5BCKS8

Q04KG8

P20166

Q47XD4

A4W8T79

ATCC 700491/
DSM 11845/ VT8)

Thermosynechococcu

s vestitus (strain 1AM

M-273 / NIES-2133 /
BP-1)

Agrobacterium vitis
(strain S4 / ATCC
BAA-846)

Geobacter
sulfurreducens (strain
ATCC 51573/ DSM

12127/ PCA)

Flavobacterium
psychrophilum (strain
ATCC 49511/ DSM
21280/ CIP 103535/

JIP02/86)

Edwardsiella ictaluri
(strain 93-146)

Streptococcus
pneumoniae serotype
2 (strain D39/ NCTC

7466)

Bacillus subtilis
(strain 168)

Colwellia
psychrerythraea
(strain 34H / ATCC
BAA-681)

Enterobacter sp.
(strain 638)
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Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Plasma membrane

Cytoplasm

Cytoplasm

Plasma membrane

Cytoplasm

Cytoplasm



ATP synthase gamma chain

Metabolismo de DNA

DNA base-flipping protein

Transcription-repair-coupling factor

Exodeoxyribonuclease |

Holliday junction ATP-dependent DNA
helicase RuvB

Formamidopyrimidine-DNA glycosylase

Holliday junction ATP-dependent DNA

helicase RuvB 2

DNA repair protein RecN

DNA mismatch repair protein MutS

Formamidopyrimidine-DNA glycosylase

Protein RecA

Q31K49

POAFP2

P30958

Q2A0L0

P75242

P42371

Q2JTJ1

P17894

Q38YR4

B1MDL2

Q05358

Pseudoalteromonas
translucida (strain
TAC 125)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Mycoplasma
pneumoniae (strain
ATCC 29342/
M129)

Lactococcus lactis

subsp. cremoris

Synechococcus sp.
(strain JA-3-3Ab)

Bacillus subtilis
(strain 168)

Latilactobacillus
sakei subsp. sakei
(strain 23K)

Mycobacteroides

abscessus (strain

ATCC 19977 / DSM
44196 / CIP 104536 /
JCM 13569 / NCTC
13031 / TMC 1543)

Legionella

pneumophila
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Plasma membrane

Unknown

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm



DNA utilization protein HofM

RecBCD enzyme subunit RecB

5'-3' exonuclease

Exodeoxyribonuclease 7 large subunit

Crossover junction

endodeoxyribonuclease RuvC

Sinalizacéo celular

Signal recognition particle receptor FtsY

Methyl-accepting chemotaxis protein |

P45753

P08394

P75403

Q2RIB5

Q820F5

P75362

P02942

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Mycoplasma
pneumoniae (strain
ATCC 29342/
M129)

Moorella
thermoacetica (strain
ATCC 39073 /JCM

9320)

Streptomyces
avermitilis (strain
ATCC 31267 / DSM
46492 / JCM 5070 /
NBRC 14893 /
NCIMB 12804 /
NRRL 8165/ MA-
4680)

Mycoplasma
pneumoniae (strain
ATCC 29342/
M129)

Escherichia coli
(strain K12)
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Unknown

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Plasma membrane

Cell inner membrane



Metabolismo e Biossintese de proteinas

50S ribosomal protein L14

50S ribosomal protein L27

Protein Nrdl

50S ribosomal protein L16

50S ribosomal protein L17

50S ribosomal protein L22

50S ribosomal protein L29

50S ribosomal protein L22

Pup--protein ligase

POADY3

POABIS8

POAT72

P41204

Q59547

ABAQL2

Q6AGMS

Q3KLH4

D1BS28

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Mycoplasma
pneumoniae (strain
ATCC 29342/
M129)

Mycoplasma
pneumoniae (strain
ATCC 29342/
M129)

Citrobacter koseri
(strain ATCC BAA-
895/ CDC 4225-83/

SGSC4696)

Cutibacterium acnes
(strain DSM 16379 /
KPA171202)

Chlamydia
trachomatis serovar
A (strain ATCC VR-
571B / DSM 19440/

HAR-13)

Xylanimonas
cellulosilytica (strain
DSM 15894 / CECT
5975/ LMG 20990 /

XILO07)
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Cytoplasm

Cytoplasm

Unknown

Cytoplasm

Ribosome

Ribosome

Ribosome

Ribosome

Cytoplasm



50S ribosomal protein L6

50S ribosomal protein L30

30S ribosomal protein S11

Ribosome-recycling factor

LexA repressor

50S ribosomal protein L15

Protein translocase subunit SecA

30S ribosomal protein S4

30S ribosomal protein S11

Q88XX1

BOK8A4

QOPJN3

C3MBQ5

B8HGI7

Q6CZY9

Q8K9IC4

BOCOF5

B3WAJ3

Lactiplantibacillus
plantarum (strain
ATCC BAA-793/
NCIMB 8826 /
WCFS1)

Thermotoga
neapolitana (strain
ATCC 49049 / DSM

4359 / NBRC 107923

/ NS-E)

Chlamydia
muridarum (strain
MoPn / Nigg)

Sinorhizobium fredii
(strain NBRC 101917
/ NGR234)

Pseudarthrobacter
chlorophenolicus
(strain ATCC 700700
/ DSM 12829/ CIP
107037 / JCM 12360
/ KCTC 9906 /
NCIMB 13794 / A6)

Pectobacterium
atrosepticum (strain
SCRI 1043/ ATCC

BAA-672)

Buchnera aphidicola
subsp. Schizaphis

graminum (strain Sg)

Acaryochloris
marina (strain MBIC
11017)

Lacticaseibacillus
casei (strain BL23)
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Ribosome

Ribosome

Ribosome

Cytoplasm

Cytoplasm

Ribosome

Plasma membrane

Ribosome

Ribosome



5,10-methylenetetrahydrofolate reductase

S-adenosylmethionine synthase

D-cysteine desulfhydrase

Putative aminodehydroquinate synthase

Glutamate mutase epsilon subunit

N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate
reductase

Tyrosine phenol-lyase

3-dehydroquinate synthase

3-isopropylmalate dehydratase large subunit

Phosphoribosyl-ATP pyrophosphatase

1D-myo-inositol 2-acetamido-2-deoxy-

alpha-D-glucopyranoside deacetylase

POAEZ1

B7UHY9

P76316

Q37830

Q05509

ASWHT78

QICMK9

A3PC83

Q7VAV9

B1MOQO

D6Y7M2

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Amycolatopsis
mediterranei (strain
S699)

Clostridium

tetanomorphum

Psychrobacter sp.
(strain PRwf-1)

Pasteurella
multocida (strain
Pm70)

Prochlorococcus
marinus (strain MIT
9301)

Prochlorococcus
marinus (strain
SARG / CCMP1375/
SS120)

Methylobacterium
radiotolerans (strain
ATCC 27329 / DSM

1819/JCM 2831/

NBRC 15690 /
NCIMB 10815/ 0-1)

Thermobispora
bispora (strain ATCC
19993/ DSM 43833/

CBS 139.67 / JCM

12

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm



Chorismate synthase

3-phosphoshikimate 1-

carboxyvinyltransferase

Glycine cleavage system H protein

Selenide, water dikinase

Serine hydroxymethyltransferase

Imidazole glycerol phosphate synthase
subunit HisH

Glutamine synthetase

Arginine biosynthesis bifunctional protein
ArgJ

3-phosphoshikimate 1-

carboxyvinyltransferase

QOSON2

BIMQK4

Al1TI9T8

C4ZDB0

ABVXM6

P60601

P10583

Q67KC5

B8D9A1

10125/ KCTC 9307 /
NBRC 14880/ R51)

Rhodococcus jostii
(strain RHAL)

Caldicellulosiruptor
bescii (strain ATCC
BAA-1888 / DSM
6725/ Z-1320)

Mycolicibacterium
vanbaalenii (strain
DSM 7251 /JCM
13017 / BCRC 16820
/ KCTC 9966 /
NRRL B-24157 /
PYR-1)

Agathobacter rectalis
(strain ATCC 33656 /
DSM 3377 /JCM
17463 / KCTC 5835/
VP1 0990)

Marinomonas sp.
(strain MWYL1)

Rhodopseudomonas
palustris (strain
ATCC BAA-98/
CGA009)

Azospirillum

brasilense

Symbiobacterium
thermophilum (strain
T /1AM 14863)

Buchnera aphidicola
subsp. Acyrthosiphon
pisum (strain 5A)
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Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm



Dihydroxy-acid dehydratase

Carbamoyl-phosphate synthase small chain

Phosphoribosyl-AMP cyclohydrolase

Argininosuccinate synthase
Glycine--tRNA ligase beta subunit
Phosphoenolpyruvate-dependent

phosphotransferase system

Methionyl-tRNA formyltransferase

Arginine--tRNA ligase

GTPase Era
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025A20 Hahella chejuensis

] Cytoplasm
(strain KCTC 2396)

Akkermansia
muciniphila (strain
ATCC BAA-835/
DSM 22959 / JCM

33894 / BCRC 81048
/ CCUG 64013/ CIP
107961 / Muc)

B2URJO Cytoplasm

Leptospira
interrogans

serogroup

Cytoplasm
P62392

Icterohaemorrhagiae
serovar copenhageni
(strain Fiocruz L1-
130)

Burkholderia

Q63U95 pseudomallei (strain

K96243)

Cytoplasm

Escherichia coli
P00961

Cytoplasm
(strain K12) yiop

Escherichia coli
P37177

Cytoplasm
(strain K12) yiop

Mycoplasma
pneumoniae (strain
P75235
ATCC 29342/
M129)

Cytoplasm

Mycoplasma
pneumoniae (strain
P75222
ATCC 29342/
M129)

Cytoplasm

Clostridium
Q97JI5 acetobutylicum Plasma membrane
(strain ATCC 824 /

DSM 792/ JCM



Alanine--tRNA ligase

Proline--tRNA ligase

Threonine--tRNA ligase

Glycine--tRNA ligase beta subunit

Aspartyl/glutamyl-tRNA(Asn/GlIn)

amidotransferase subunit B

Isoleucine--tRNA ligase

Fatores de requlacdo e metabolism de RNA

Ribosomal RNA large subunit
methyltransferase K/L

tRNA-modifying protein YgfZ

RNA 2'-phosphotransferase

BOTK15

A4IMD1

AOL4J6

B3PRI2

A4XQK5

QORUPS

POA8I8

P75810

P39380

1419/ LMG 5710/
VKM B-1787)

Shewanella
halifaxensis (strain
HAW-EB4)

Geobacillus
thermodenitrificans
(strain NG80-2)

Magnetococcus
marinus (strain
ATCC BAA-1437/
JCM 17883 / MC-1)

Rhizobium etli (strain
CIAT 652)

Pseudomonas

mendocina (strain

ymp)

Deinococcus
radiodurans (strain
ATCC 13939 /DSM
20539 /JCM 16871/
LMG 4051/ NBRC
15346 / NCIMB
9279 /R1/ VKM B-
1422)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)
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Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasmx

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Unknown
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Ribonuclease J

Elongation factor Tu 1

Elongation factor G

Phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit

Phenylalanine--tRNA ligase beta subunit

Elongation factor 4

tRNA modification GTPase MnmE

Transferase

L-carnitine CoA-transferase

Phosphate acetyltransferase EutD

Protein adenylyltransferase SelO

3-methyl-2-oxobutanoate

hydroxymethyltransferase

P75497

POCE47

Q492B1

Q88WM8

P59505

C3K6G8

QIMPF1

P31572

pP77218

QOTHC2

P31057

Mycoplasma
pneumoniae (strain
ATCC 29342/
M129)

Escherichia coli
0139:H28 (strain
E24377A | ETEC)

Blochmannia
pennsylvanicus
(strain BPEN)

Lactiplantibacillus
plantarum (strain
ATCC BAA-793/
NCIMB 8826 /
WCFS1)

Buchnera aphidicola
subsp. Baizongia

pistaciae (strain Bp)

Pseudomonas
fluorescens (strain
SBW?25)

Lawsonia
intracellularis (strain
PHE/MN1-00)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Unknown

Cytoplasm



Nicotinate-nucleotide--
dimethylbenzimidazole

phosphoribosyltransferase

Putative acetyltransferase MPN_114

Ornithine carbamoyltransferase

Sulfate adenylyltransferase

4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-

erythritol Kinase

1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase

Phosphatidylglycerol--prolipoprotein
diacylglyceryl transferase

Light-independent protochlorophyllide

reductase subunit N

P36562

P75448

Q93JF1

A5D5SR7

QILTH3

A3MYS9

Q8NNU2

Q7V2D5

Escherichia coli
(strain K12)

Mycoplasma
pneumoniae (strain
ATCC 29342/
M129)

Streptomyces
coelicolor (strain
ATCC BAA-471/
A3(2) / M145)

Pelotomaculum
thermopropionicum
(strain DSM 13744 /

JCM 10971/ SI)

Baumannia
cicadellinicola subsp.
Homalodisca

coagulata

Actinobacillus
pleuropneumoniae
serotype 5b (strain

L20)

Corynebacterium
glutamicum (strain
ATCC 13032 / DSM
20300/ BCRC 11384
/JCM 1318 / LMG
3730/ NCIMB
10025)

Prochlorococcus
marinus subsp.
pastoris (strain

CCMP1986 / NIES-
2087 / MEDA4)
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Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Unknown

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm
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Roseiflexus sp. (strain
Glutamyl-tRNA reductase A5UU33 RS-1) Cytoplasm

Transportadores de membrana Escherichia coli
P46481 ) Plasma membrane
(strain K12)

p-hydroxybenzoic acid efflux pump
subunit AaeB

- . . . Escherichia coli
D-galactose-binding periplasmic protein POAEES . Cytoplasm
(strain K12)

. Escherichia coli
Inner membrane transport protein RnmT P76470 . Plasma membrane
(strain K12)

Putative outer membrane porin protein Escherichia coli
P21420 . Cell outer membrane
NmpC (strain K12)

. . . Escherichia coli
Thiosulfate-binding protein P16700 . Plasma membrane
(strain K12)

Mycoplasma
Oligopeptide transport ATP-bindin neumoniae (strain
9opep ] P J P75551 P ( Plasma membrane
protein OppF ATCC 29342/
M129)
Mycoplasma
Spermidine/putrescine import ATP- pneumoniae (strain
L . P75059 Plasma membrane
binding protein PotA ATCC 29342/
M129)

Caldanaerobacter

subterraneus subsp.

Phosphate import ATP-binding protein tengcongensis (strain
Q8RCUO Plasma membrane
PstB 1 DSM 15242 / JCM
11007 / NBRC
100824 / MB4)

Pectobacterium
Fe(3+) ions import ATP-binding protein atrosepticum (strain
Q6D2F6 Plasma membrane
FbpC 2 SCRI 1043/ ATCC

BAA-672)



Replicacdo de DNA

DNA adenine methylase

50S ribosomal protein L2

Probable DNA helicase 11 homolog

Regulacdo da transcricédo

Arabinose operon regulatory protein

HTH-type transcriptional regulator GadX

Periplasmic protein TorT

DNA-directed RNA polymerase subunit
alpha

Putative acyl-CoA dehydrogenase AidB

Antitoxin VapB2

HTH-type transcriptional regulator Betl

Catabolite control protein A

POAEES

P60422

P75437

POASEO

P37639

P38683

POA7Z4

P33224

007227

B7VQ27

007329

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Mycoplasma
pneumoniae (strain
ATCC 29342/
M129)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Mycobacterium
tuberculosis (strain
ATCC 25618/
H37Rv)

Vibrio atlanticus
(strain LGP32)

Streptococcus mutans
serotype c (strain
ATCC 700610 /

UA159)
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Periplasmic space

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Periplasmic space

Cytoplasm

Cytoplasm

Unknown

Cytoplasm

Cytoplasm



DNA-directed RNA polymerase subunit
beta’

Biossintese de antibidticos

Cytochrome P-450 monooxygenase DoxA

Metabolismo de nucleotideos

Allantoate amidohydrolase

Bifunctional protein FolD

Thymidylate kinase

dTTP/UTP pyrophosphatase

Phosphoribosylamine--glycine ligase

Phosphotransferase RcsD

DNA translocase FtsK 2

Dihydroorotase

Patogenicidade

QOBUQS

Q93MI2

P77425

P75096

Q6FZUS

Q82zA4

P15640

P39838

Q8XWX9

P96081

Granulibacter

bethesdensis (strain
ATCC BAA-1260/

CGDNIH1)

Streptomyces
peucetius subsp.

caesius

Escherichia coli
(strain K12)

Mycoplasma

pneumoniae (strain
ATCC 29342 / M129)

Bartonella quintana

(strain Toulouse)

Enterococcus
faecalis (strain
ATCC 700802 /
V/583)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Ralstonia

solanacearum (strain

GMI1000)

Thermus aquaticus
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Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Plasma membrane

Plasma membrane

Cytoplasm



LPS-assembly protein LptD

3-deoxy-D-manno-octulosonic acid kinase

T-DNA border endonuclease VirD2

Organizacdo e manutencdo estrutural da

parede celular

D-alanyl-D-alanine dipeptidase

1,6-anhydro-N-acetylmuramyl-L-alanine

amidase AmpD
Membrane-bound lytic murein

transglycosylase F

Undecaprenyl-diphosphatase

Acyl carrier protein phosphodiesterase

Crotonobetainyl-CoA reductase

Bifunctional polymyxin resistance protein
ArA

Long-chain-fatty-acid--CoA ligase

Medium/long-chain-fatty-acid--[acyl-

carrier-protein] ligase MbtM

P31554

Q9PBI1

P18592

P77790

P13016

POAGC5

GOFS62

B1XEZ2

P60584

P77398

P69451

POA4X9

Escherichia coli
(strain K12)

Xylella fastidiosa

(strain 9a5c)

Agrobacterium
fabrum (strain C58 /
ATCC 33970)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Amycolatopsis
mediterranei (strain
S699)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Mycobacterium bovis
(strain ATCC BAA-
935/ AF2122/97)
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Cell outer membrane

Plasma membrane

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cell outer membrane

Plasma membrane

Cytoplasm

Cytoplasm

Protein containing

complex

Cytoplasm

Plasma membrane



Phosphatidylglycerol--prolipoprotein

diacylglyceryl transferase

Desconhecido

Putative lipoprotein YfiB

Putative aminopeptidase FrvX

Probable ATP-binding protein YheS

Ureidoglycolate dehydrogenase (NAD(+))

Inner membrane protein YbjJ

Probable lipoprotein YiaD

tRNA-dihydrouridine(20/20a) synthase

Putative phosphatase MPN_427

Putative MgpC-like protein MPN_092

Probable ATP-dependent RNA helicase
MG308 homolog

Q17X31

P07021

P32153

P63389

W1F386

P75810

P37665

P32695

P75360

P75600

P75335

Helicobacter
acinonychis (strain
Sheeba)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Escherichia coli
(strain K12)

Mycoplasma
pneumoniae (strain
ATCC 29342/
M129)

Mycoplasma
pneumoniae (strain
ATCC 29342/
M129)

Mycoplasma
pneumoniae (strain
ATCC 29342/
M129)
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Plasma membrane

Plasma membrane

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Plasma membrane

Plasma membrane

Cytoplasm

Cytoplasm

Unknown

Cytoplasm



Phosphoenolpyruvate-protein

phosphotransferase

Putative esterase/lipase 1

ATP synthase subunit alpha

Acyl carrier protein homolog

Protein MPN_376

UPF0597 protein DP0591

L-lactate oxidase

Flagellin

5-methylthioadenosine/S-
adenosylhomocysteine deaminase

Surface layer protein

ESX-5 secretion system protein ECCA5

P75168

P75333

Q50329

P75378

P75405

Q6AQQ3

COX1J3

P06175

A4J675

P38538

P63745

Mycoplasma
pneumoniae (strain
ATCC 29342/
M129)

Mycoplasma
pneumoniae (strain
ATCC 29342/
M129)

Mycoplasma
pneumoniae (strain
ATCC 29342/
M129)

Mycoplasma
pneumoniae (strain
ATCC 29342/
M129)

Mycoplasma
pneumoniae (strain
ATCC 29342/
M129)

Desulfotalea
psychrophila (strain
LSv54 / DSM 12343)

Lentilactobacillus
hilgardii (strain
ATCC 8290)

Salmonella rubislaw

Desulfotomaculum
reducens (strain MI-
1)

Brevibacillus

choshinensis

Mycobacterium bovis
(strain ATCC BAA-
935/ AF2122/97)
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Cytoplasm

Unknown

Plasma membrane

Plasma membrane

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Extracellular

Cytoplasm

Extracellular

Cytoplasm



Protein adenylyltransferase SelO

Sugar fermentation stimulation protein

homolog

Phase 2 flagellin

Putative membrane protein insertion

efficiency factor

UPF0358 protein BH2626

UPFO0114 protein PC1_0431

D-threo-3-hydroxyaspartate dehydratase

Methionine import ATP-binding protein
MetN 1

FHA domain-containing protein FhaB

Q1HOD2

ABW2V7

P52615

Q11IM2

Q9KIL9

C6DJS4

B2DFG5

Q63H29

AOQNG6

Methylobacillus
flagellatus (strain KT
| ATCC 51484 /
DSM 6875)

Marinomonas sp.
(strain MWYL1Y)

Salmonella abortus-

equi

Chelativorans sp.
(strain BNC1)

Alkalihalobacillus
halodurans (strain
ATCC BAA-125/
DSM 18197 / FERM
7344 /JCM 9153/ C-
125)

Pectobacterium
carotovorum subsp.
carotovorum (strain

PC1)

Delftia sp. (strain
HT23)

Bacillus cereus
(strain ZK / E33L)

Myecolicibacterium

smegmatis
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Cytoplasm

Cytoplasm

Extracellular

Plasma membrane

Cytoplasm

Plasma membrane

Cytoplasm

Plasma membrane

Plasma membrane

Fonte: Elaborado pelo autor

A classificacdo do gene ontology (GO) das proteinas

compartilhadas pelas células tratadas com Mo-CBP3-Pepl e controle revelou 11

e 16 grupos de proteinas em relacéo, respectivamente, a atividade biologica e

funcdo molecular (Figura 7). Em relacdo a atividade biolégica, o grupo que

deteve 0 maior numero de proteinas identificadas foi “Energia e metabolismo”
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com 36% do total de proteinas e o grupo “Metabolismo do DNA” deteve o menor
namero, com 2% do total de proteinas identificadas (Figura 7). No caso de funcéo
molecular, o grupo “Transferase” possui a maior quantidade, 26%, de proteinas
identificadas. Muitos grupos como “Chaperona e ligagao ibnica” apresentaram
um pequeno numero de proteinas, 2%, do total identificado (Figura 7).

Figura 7 — Distribuicdo estatistica das proteinas compartilhadas de acordo com
atividade bioldgica e funcdo molecular segundo a anotacéo no GO.

BIOLOGICAL ACTIVITY Molecular Function

DNA metabolism; 1; 2% X
Unknown; 2; 4% Regulation of transcription; 3 Unknown; 4; 9% Hydrolase; 4; 9%
- 7 Activator; 1; 2%

Repressor; 1; 2%
y DNA-binding; 1; 2%
Transporters; 6;
13%

Transferase; 3; 6%
d
4

Cell wall organiz

structural maintenance; Z; 4%

$0; 0% Transferase; 12;

26%
Regulation factor and RNA
processing; 3; 6%

Protein biosynthesis and
metabalism; 4; 9%

Lyase; 2; 4% Chaperone; 1; 2%

lon binding; 1; 2%

>
Elongation factor; b

Oxidoreductase; 4;

1;2%
Nucleotide binding;
9%

1 2%

Rib I protein ; 2; 4% Isomerase; 2; 4%
ibosomal protein 4 e 4.5

Fonte: Elaborado pelo autor

Os grupos de proteinas envolvidas na regulacdo da transcricao,
transportadores transmembranares, resposta ao estresse e defesa, energia e
metabolismo, patogénese, biossintese e metabolismo de proteinas, organizacao
da parede celular e manutencao estrutural e transferase foram compostos por
proteinas que possuem escore>1 (Up-regulated) ou escore<1 (Down-regulated)
(Tabela 2). Em contraste, os grupos Fator de Regulacdo e Processamento de
RNA e Metabolismo de DNA sdo compostos apenas por proteinas que diminuem
a abundancia nas células de K. pneumoniae apdés tratamento com Mo-CBP3-
Pepl (Tabela 2 e Figura 6B). Da mesma forma, as proteinas que reduziram sua
abundéancia também foram relacionadas a fatores de regulacédo e transferase
(figura 6B).

Foi identificado uma proteina chamada Peptideo metionina
sulfoxido redutase MsrB que tem o maior acumulo diferencial (14,104 vezes up-
regulated). Esta proteina esta envolvida na defesa e resposta ao estresse
oxidativo (SINGH; SINGH; BAUM, 2018), seguida pela GMP sintase [hidrdlise de
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glutamina] (4,596 vezes up-regulated) que estd envolvida na energia e no
metabolismo, seguido pela Diaminopimelato descarboxilase (3.546 up-
regulated) que esta envolvida na biossintese de proteinas (PEVERELLI et al.,
2016). Entre as proteinas que foram observadas uma reducdo na abundancia
apos tratamento estdo Lon protease (0,342), Endonuclease 8 (0,487), proteina
de membrana interna YhjD (0,462), proteina ribossémica 50S L22 (0,387), tRNA
uridina 5-carboximetilaminometil enzima de modificacdo MnmG (0,487),
Glutationa S-transferase YfcF (0,273), Sensor histidina quinase HprS (0,213
vezes) e fator de alongamento G (0,234 vezes) (Tabela 2), com 0os menores

escores de mudanca ap0s o tratamento.

Dentre as proteinas identificadas exclusivamente no tratamento, foi
identificado uma proteina associada a resisténcia ao zinco que esta relacionada
com condicbes de estresse de zinco e a subunidade catalitica da proteina-
metionina-sulfoxido redutase MsrP que esta relacionada ao reparo do

periplasma em condi¢des de estresse.

4.4.2 Metabolismo de DNA
Neste grupo, uma proteina foi encontrada em ambos os grupos Mo-
CBP3-Pepl e DMSO, Endonuclease 8 (Tabela 2), que foi acumulada em células
de K. pneumoniae tratadas com Mo-CBP3-Pepl em comparacdo com células

DMSO (controle). A Endonuclease 8 é uma enzima envolvida no processo de
reparo do DNA apos dano por oxidacao por ROS (BURGESS et al., 2002; JIANG

et al., 1997; OSHIMA et al., 1996). A reducao da abundancia de Endonuclease

8 em células tratadas com Mo-CBP3-Pepl € interessante porque demonstrou um
maior acumulo de ROS (Figura 4) nessas células. Assim, o alto acumulo de
espécies reativas de oxigénio e a reducao na acumulacdo da Endonuclease 8
sugere que o DNA das células de K. pneumoniae esta sendo danificado por ROS
induzida por Mo-CBP3-Pepl (LEE et al., 2008).

Ao analisar proteinas detectadas exclusivamente em células de K.
pneumoniae apos o tratamento com Mo-CBP3-Pepl (Tabela 3) e ausentes em
células de controle, como a proteina A do sistema UvrABC, a proteina B do

sistema UvrABC e a proteina C do sistema UvrABC, fica claro que Mo-CBP3-
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Pepl induz varios e diferentes tipos de danos no DNA de K. pneumoniae, pois
essas enzimas estdo envolvidas em danos em ambas as fitas de DNA

(VERHOEVEN et al., 2002). Curiosamente, apenas nas células controle (Tabela

4), mas ndo nas células tratadas, foi detectada a proteina de reparo do DNA
RecN, que é a primeira linha celular responsavel pela prote¢do de danos ao DNA
(KIDANE et al., 2004). De alguma forma, Mo-CBP3-Pepl induz uma acumulacéo
negativa em células de K. pneumoniae que combinada com a acumulacao de

ROS leva a danos no DNA e morte celular.

4.4.3 Resposta ao estresse e defesa

Neste grupo uma proteina realmente merece ser destada, é a
Peptideo metionina sulféxido redutase (MsrB), que foi altamente acumulada em
células de K. pneumoniae tratadas com Mo-CBP3-Pepl em compara¢cdo com
células controle, com um escore de 14,104 (Tabela 2). Tal molécula € uma
proteina altamente conservada e importante no mecanismo de defesa celular a
altos niveis de ROS. Atua na reparacdo de proteinas inativadas por ROS
(DELAYE et al., 2007). O aumento de MsrB em células tratadas com Mo-CBP3-
Pepl em compara¢do ao controle corrobora totalmente com o alto acimulo de
ROS nas células (Figura 4). Proteinas assim como outras moléculas vitais para
a célula sdo atacadas e inativadas por ROS (WANG et al., 2015). O valor de fold-
change apresentado pela proteina MsrB indica um dano severo nas proteinas
das células de K. pneumoniae apds o tratamento com Mo-CBP3-Pepl,

demonstando que as células estdo tentando se recuperar desse estresse.

A andlise protedmica das células revelou uma redugéo no acumulo
de uma proteina importante, a Lon protease, em células tratadas com Mo-CBP3-
Pepl em comparacéo com células de controle (Tabela 2). A Lon protease é uma
serina protease multifuncional altamente conservada, dependente de ATP,
envolvida na renovacgao de proteinas em células bacterianas (LUO et al., 2007,
HE et al., 2018). A Lon protease esta envolvida na degradacdo de proteinas
naturais ou mal dobradas induzidas por ROS, levando ao aminodcido livre para

produzir novas proteinas funcionais (STADMAN; LEVINE, 2003). A reducédo na
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abundéancia da Lon protease em células tratadas com Mo-CBP3-Pepl pode
sugerir um acumulo de proteinas mal dobradas que mitigam a chance de
respostas ao estresse impostas por Mo-CBP3-Pepl. Além disso, a Lon protease
é importante para processos como encapsulamento, motilidade, resposta ao
choque térmico, formacao de persisténcia e resisténcia a drogas e producdo de
fator de viruléncia (TORRES-CABASSA, et al., 1987; MUKHERJEE, et al., 2014;
BISSONNETTE, et al.,, 2010; SHAN, et al., 2017). Ao induzir a reducédo do
acumulo de Lon protease nas células de K. pneumoniae, Mo-CBP3-Pepl reduziu
drasticamente as chances da célula responder ao estresse e inibiu varios

processos essenciais ao funcionamento normal da célula levando a morte.

Observando as proteinas exclusivas das células controle (Tabela
4) notou-se que proteinas como a proteina de resisténcia a multiplas drogas
MdtN, proteina de membrana UPF0194 YbhG e proteina de resisténcia a
multiplas drogas EmrK estavam exclusivamente de células de controle, portanto
estavam ausentes apoés o tratamento com Mo-CBP3-Pepl. MdtN é uma proteina
envolvida na resisténcia contra puromicina e acriflavina (RICCI; BLAIR;
PIDDOCK, 2013). EmrK ¢é parte da bomba de efluxo envolvida na resisténcia a
multiplas drogas (de acordo com o registro no UNIPROT, EmrK - Provavel
Proteina de Resisténcia a Multidrogas EmrK - Escherichia Coli (Strain K12) |
UniProtKB | UniProt Disponivel online:
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P52599/entry (acesso em 7, nov. 2022).).
YbhG esta envolvida na resisténcia ao cloranfenicol (de acordo com o registro
no UNIPROT, YbhG - UPF0194 Proteina de Membrana YbhG - Escherichia Coli
(Espécie K12) | UniProtkB | UniProt Disponivel online:
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P75777/entry (acesso em 7, nov. 2022). ). Este
€ um resultado importante, pois a auséncia destas proteinas em células tratadas
com Mo-CBP3-Pepl indica que elas podem se tornar suscetiveis a esses

antibiéticos novamente.

4.4 4 Biossintese e Metabolismo de Proteinas

A analise das proteinas relacionadas a biossintese e metabolismo
protéico revelou um cenario bastante complexo em células de K. pneumoniae

apos tratamento com Mo-CBP3-Pepl (Tabela 2,3 e 4). Por exemplo, entre as



89

proteinas observadas em ambas as amostras, a proteina ribossémica 50S L22
e a proteina ribossémica 50S L7/L12, respectivamente, apresentaram reducéo e
aumento da abundancia em células de K. pneumoniae tratadas com Mo-CBP3-
Pepl em comparagédo com células de controle. A proteina ribossomal 50S L22 é
uma importante proteina central de ribossomos bacterianos envolvida na
agregacao e estabilizac&o de proteinas ribossomais para formar o ribossomo em
bactérias (DAVYDOVA, et al., 2002). A subunidade L22 é tdo importante para o
ribossomo bacteriano que é alvo de antibiéticos como os macrolideos (MOORE;
SAUER, 2008). A reducéo da abundéancia desta proteina induzida por Mo-CBP3-
Pepl indica uma desestabiliza¢do dos ribossomos bacterianos levando a inibicao
da sintese proteica em bactérias. Foi observado um aumento na abundancia da
proteina ribossémica 50S L7/L12 nas células tratadas com Mo-CBP3-Pepl
(Tabela 2) em relacdo ao controle. O aumento dessa proteina talvez seja um
mecanismo celular para suprir a deficiéncia da proteina ribossémica L22. No
entanto, a L7/L12 é uma proteina GTPase envolvida em processos como
iniciacdo, alongamento e terminacdo da tradugéao pelo ribossomo 70S maduro
(CARLSON, et al., 2017). No entanto, 0 aumento dessa proteina ndo ajudara as

células a realizar a sintese proteica na auséncia da subunidade L22.

Ao avaliar as proteinas exclusivas apoés tratamento com Mo-CBP3-
Pepl (tabelas 3 e 4), verifica-se um resultado interessante. Entre as proteinas
detectadas exclusivamente em células de K. pneumoniae tratadas com Mo-
CBP3-Pepl estdo Cisteina-tRNA ligase, Leucina-tRNA ligase, Serina-tRNA
ligase, Valina-tRNA ligase, Glutamina-tRNA, Fenilalanina-tRNA ligase alfa
subunidade, Valina--tRNA ligase, Prolina--tRNA ligase, Alanina--tRNA ligase e
Treonina--tRNA ligase. Todas essas proteinas estdo envolvidas na entrega de
aminoacidos aos ribossomos durante a sintese de proteinas. O aumento na
abundéancia dessas proteinas indica uma tentativa das células de aumentar ou
manter a sintese proteica em niveis normais para permitir que a célula lute contra

0 estresse imposto pelo Mo-CBP3-Pepl.

As proteinas sdo importantes para todos o0s organismos vivos. As
bactérias precisam detectar o que esta acontecendo em seu ambiente para
responder de acordo com isso. Tudo isso é feito por proteinas. Para responder

a agentes que promovem estresse, como Mo-CBP3-Pepl, K. pneumoniae
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precisa reprogramar todo o seu perfil proteico para produzir proteinas de defesa
(STAROSTA, et al., 2014). Por exemplo, para se defender da superproducao de
ROS, as células de K. pneumoniae deveriam produzir proteinas scavenger, mas
isso ndo é possivel. Isso acontece porque o Mo-CBP3-Pepl reduziu a
abundancia de uma proteina importante para a atividade ribossémica. Como
consequéncia, as células de K. pneumoniae ndo podem produzir proteinas
scanvenger levando ao acumulo de ROS e, portanto, danos ao DNA (como
relatado acima) e danos a outras proteinas levando a célula a morte, conforme
revelado por danos presentes na microscopia eletronica de fluorescéncia e

varredura.

4.4.5 Processamento de RNA e Fatores de regulacao

Neste grupo de proteinas, deve-se destacar o fator de alongamento
proteico (Q7NAV3) G gque diminuiu em abundancia em K. pneumoniae tratada
com Mo-CBP3-Pepl (Tabela 2). Ao olhar para proteinas unicas de células
controle (tabela 4), uma isoforma do fator de alongamento G (Q492B1) e outros
fatores, como o fator de alongamento Tu 1 e o fator de alongamento 4, estao
presentes, mas desaparecem completamente nas células tratadas. O fator de
alongamento G é importante para o processo de translocacao durante a sintese
de proteinas procarioticas. Ele usa a energia contida no GTP para realizar a
interacao entre tRNA e mRNA (CHEN, et al., 2016). A diminuigdo da abundancia
do fator de alongamento G levou ao desligamento da sintese proteica nas células
de K. pneumoniae. Conforme discutido acima na secdo de metabolismo de
proteinas, a sintese de proteinas em células de K. pneumoniae &
dramaticamente afetada por Mo-CBP3-Pepl, dado que elas ndo tém chance de

responder ao estresse imposto pelo peptideo.

4.4.6 Organizacdo e manutencao da estrutura da parede celular

Neste grupo de proteinas, as mais importantes foram encontradas

exclusivamente em células de K. pneumoniae tratadas com Mo-CBP3-Pepl
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(Tabela 3). Entre eles, transglicosilase de mureina litica soltuvel, D-alanil-D-
alanina carboxipeptidase DacB, proteina determinante da forma celular MreB,
L,D-transpeptidase ErfK/SrfK, proteina determinante da forma celular MreC,
carboxipeptidase tetrapeptidica de mureina, DD-endopeptidase de mureina
MepH, proteina Sensor LytS, D-alanina--D-alanina ligase e proteina de
membrana interna YdcZ. Todas essas proteinas estdo envolvidas na renovacao
da parede celular, manutencéo da estrutura celular e estabilizacdo da forma
(DIVAKARUNI, et al., 2007; DIK, et al., 2017). O aumento da abundancia dessas
proteinas indica que as células de K. pneumoniae estao sofrendo com o estresse
na parede celular imposto pelo Mo-CBP3-Pepl e estdo tentando superar o

estresse.

No entanto, conforme revelado pela analise de microscopia
eletrbnica de varredura (Figura 5), as células de K. pneumoniae tratadas
apresentaram varios danos a parede e morfologia celular. Como exemplo, tem
sido relatado que Mo-CBP3-Pepl tem a capacidade de se ligar a parede celular
da levedura C. albicans (LIMA, et al., 2020)

A parede celular bacteriana € um componente importante da célula
envolvida na defesa mecénica sob varios estresses ambientais (MUELLER;
LEVIN, 2020). Durante o estresse € exigida da célula a capacidade de recuperar
a parede celular toda vez que o dano ocorrer. A deteccdo exclusiva dessas
proteinas em células tratadas com Mo-CBP3-Pepl indica que esta ocorrendo
estresse a parede celular e a célula estd tentando se recuperar, conforme

revelado pela analise microscopica (Figuras 4 e 5).

4.4.7 Transferase

Neste grupo uma proteina é essencialmente relevante, o sensor
histidina quinase HprS, que apresentou uma abundancia reduzida nas células
tratadas com Mo-CBP3-Pepl em relacdo as células controle (Tabela 2). Os
sensores de histidina quinase sédo elementos importantes usados por bactérias
para detectar o ambiente e responder de acordo (SZURMANT, et al., 2008).

Principalmente, esses sensores sao responsaveis por perceber e responder ao
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estresse oxidativo (KIM, et al., 2014). Neste caso, a reducdo na abundancia de
HprS corrobora com o alto acimulo de ROS (Figura 4) em células de K.
pneumoniae tratadas com Mo-CBP3-Pepl. Este resultado mostra que Mo-CBP3-
Pepl imp&e dois estresses as células de K. pneumoniae. Primeiro, é a inducéo
do acumulo de ROS em niveis mais elevados; segundo, € a reducao do acumulo
da proteina envolvida na percepcdo e resposta ao estresse causado pelas
Espécies reativas de oxigénio. Neste caso, Mo-CBP3-Pepl, ao mesmo tempo,
induz um estresse e inibe a capacidade da célula de desenvolver uma resposta

a ele.

4.4.8 Processos Redox e Homeostase celular

Este grupo é particularmente importante dado o cenario de altos
niveis de acumulo de ROS em células de K. pneumoniae induzidos por Mo-
CBP3-Pepl. Neste grupo néo foram encontradas proteinas sobrepostas, apenas
proteinas exclusivas de células de K. pneumoniae tratadas com Mo-CBP3-Pepl
e de controle separadamente (Tabelas 3 e 4). Por exemplo, Alquil hidroperéxido
redutase C e Alquil hidroperéxido redutase subunidade F foram detectadas
apenas no controle de K. pneumoniae (Tabela 4). Essas enzimas sao tiol-
peroxidases e a primeira linha de defesa celular responsavel pelo sequestrador
de H202 exibindo um papel critico na protecéo de células bacterianas de H20:
endogenamente (WANG, et al., 2013; CHEN, et al., 1998).

Curiosamente, essas enzimas ndo foram detectadas em células
tratadas com Mo-CBP3-Pepl indicando uma deplecédo completa dessas enzimas.
A auséncia dessas enzimas nas células tratadas pode levar ao acumulo de H20:2
(Figura 4), conforme revelado por microscopia de fluorescéncia. Para lidar com
os altos niveis de ROS induzidos por peptideos, as células de K. pneumoniae
aumentam a abundancia de uma enzima catalase-peroxidase, detectada apenas
em células tratadas, que esta envolvida no mecanismo de defesa contra altos
niveis de ROS (WANG, et al., 2013; CHEN, et al., 1998; YUAN, et al., 2021). Os
dados revelaram que, embora as células de K. pneumoniae tratadas com Mo-

CBP3-Pepl tenham aumentado a abundéncia de uma enzima catalase para
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remover o excesso de ROS, ndo é suficiente para prevenir os danos produzidos
por elas, uma vez que as microscopias mostraram danos na estrutura celular

(Figuras 4 e 5) e muitas enzimas sugerem danos no DNA e proteina.

5. Concluséo

O presente trabalho revelou os possiveis mecanismos de acao que
levam a inibicdo do crescimento bacteriano de Klebsiella pneumoniae por meio
do tratamento com o peptideo sintético Mo-CBP3-Pepl. Os resultados
verificados na protedmica revelam um perfil proteico interessante que
demonstram alteracBes graves apos tratamento com o peptideo, demonstrando
os efeitos e o estresse provocado por tal molécula, esses resultados corroboram
também com as visualizacfes dos ensaios com microscopia bem como com o
ensaio de viabilidade celular. Assim, tais resultados demonstram um efeito
positivo na aplicacdo do peptideo para a inibicdo do crescimento bacteriano.
Portanto, faz-se necessario o avanco dos estudos, como ensaios in vivo e

ensaios de sinergismos com drogas.
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