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RESUMO

C. difficile, bactéria Gram-positiva, anaerobia formadora de esporos, é considerada a principal
causa de diarreia associada ao uso de antibidticos em pacientes hospitalizados no mundo todo,
causando a infeccdo por C. difficile (CDI). Os principais fatores de viruléncia de C. difficile
sdo as toxinas A (TcdA) e B (TcdB), porém, outros, como, as proteinas de superficie celular
(SLPs) e os flagelos, também j& foram descritos e relacionados as respostas inflamatdrias
observadas na CDI. O objetivo desse estudo foi identificar esses fatores de viruléncia e outras
proteinas envolvidas com a patogénese da CDI por meio da exoprotedmica comparativa entre
0 sobrenadante de uma cepa virulenta, a ICC-45, isolada em um hospital cearense e compara-
la com a cepa NAP1/027 (LIBA5756) isolada na Costa Rica. Apds o crescimento das cepas
de C. difficile por um periodo de incubagdo de 24 h a 37 °C em jarra de anaerobiose, as
proteinas do sobrenadante foram obtidas e analisadas por meio da técnica em solucdo (in
solution) que posteriormente foram analisadas pela espectrometria de massas do tipo Nano-
LC ESI-MS/MS acoplado a LTQ-Orbitrap. A partir da analise in solution, foram identificadas
um total de 197 proteinas, sendo que 5 delas pertencem exclusivamente a ICC-45. Por outro
lado, as cepas ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5756) compartilharam 192 proteinas. Das 192
proteinas compartilhadas, foram selecionadas 26 e categorizadas em seis grupos
(patogenicidade, resisténcia a antimicrobianos, choque térmico e estresse oxidativo, oxido
nitrico, metabolismo e outras atividades). Varias proteinas referentes aos fatores de viruléncia
e que contribuem positivadamente para a patogenicidade da CDI, foram identificadas em
maior quantidade no sobrenadante da cepa ICC-45 quando comparada a cepa NAP1/027
(LIBA5756). Entre essas proteinas, estdo as TcdA e TcdB, proteina de camada S (S-layer),
proteina de superficie celular (Cwp19), proteinas de parede celular (Cwps), flagelina (FIiC) e
cisteina protease (Cwp84). Além dessas, outras proteinas referentes as demais categorias
(resisténcia a antimicrobianos, choque térmico e estresse oxidativo, &xido nitrico,
metabolismo e outras atividades) também foram encontradas em quantidade maior no
sobrenadante da cepa ICC-45. No que tange especificamente as fungdes moleculares e a
localizagcdo subcelular, as proteinas exclusivas da cepa ICC-45 estdo envolvidas com as
funcdes cataliticas e de ligacdo. JA com relacdo as proteinas compartilhadas entre as cepas
mencionadas, a maior parte delas estdo ligadas com as funcdes cataliticas, seguida das de
ligacdo e de toxina. Mais da metade das proteinas exclusivas da cepa ICC-45 e das
compartilhadas entre elas sdo de origem citoplasmatica. As proteinas das cepas ICC-45 e
NAP1/027 (LIBA5756) apresentaram interagdes fisicas e funcionais semelhantes. As
proteinas exclusivas da cepa ICC-45 interagem indiretamente com as proteinas de
patogenicidade (TcdA, TcdB, FIiC, Cwp84 e SIpA) compartilhadas entre as cepas. Esses
dados sugerem uma semelhanca entre a cepa ICC-45 e a cepa NAP1/027 (LIBA5756),
considerada hipervirulenta. Além disso, a deteccdo de maiores quantidades de determinadas
proteinas na cepa ICC-45 pode ter um impacto na patogénese e parametros clinicos da doenga
induzida por essa cepa isolada no Nordeste do Brasil.

Palavras-chave: Clostridium difficile. Exoprotedmica. Toxinas. Proteinas de superficie.
Flagelina.



ABSTRACT

C. difficile, a Gram-positive, spore-forming anaerobic bacterium, is considered the leading
cause of antibiotic-associated diarrhea in hospitalized patients worldwide, causing C. difficile
infection (CDI). The main virulence factors of C. difficile are toxins A (TcdA) and B (TcdB),
but others, such as surface layer proteins (SLPs) and flagellum, have also been described and
related to the observed inflammatory responses in the CDI. The objective of this study was to
identify these virulence factors and other proteins involved in the pathogenesis of CDI by
comparative exoproteomics between the supernatant of a virulent strain, ICC-45, isolated in a
hospital in the state of Ceara and to compare it with the strain NAP1/027 (LIBA5756) isolated
in Costa Rica. After the growth of the C. difficile strains by an incubation period of 24h at
37°C in the anaerobic jar, the secreted proteins were obtained and analyzed by the in solution
technique that were later processed by the type mass spectrometry Nano-LC ESI-MS / MS
coupled to LTQ-Orbitrap. From the analysis in solution, a total of 197 proteins were
identified, of which 5 belong exclusively the ICC-45 strain. On the other hand, strains ICC-45
and NAP1/027 (LIBA5756) shared 192 proteins. Of the 192 shared proteins, 26 were selected
and categorized into six groups (pathogenicity, antimicrobial resistance, heat shock and
oxidative stress, nitric oxide, metabolism and other activities). Several proteins related to
virulence factors that contribute positively to the pathogenicity of CDI were identified in
greater quantity in the ICC-45 strain supernatant when compared to the strain NAP1/027
(LIBA5756). Among these proteins are TcdA and TcdB, S-layer protein, cell surface protein
(Cwpl9), cell wall proteins (Cwps), flagellin (FIiC) and cysteine protease (Cwp84). In
addition, other proteins related to the other categories (antimicrobial resistance, heat shock
and oxidative stress, nitric oxide, metabolism and other activities) were also found in a larger
quantity in the supernatant of the ICC-45 strain. The exclusive proteins of the ICC-45 strain
are involved with the catalytic and binding functions. Among the proteins shared, most of
them are linked with the catalytic functions, followed by the binding and toxin functions.
Both, proteins unique to the ICC-45 strain and those shared between them, more than half are
of cytoplasmic origin. Proteins from strains ICC-45 and NAP1 / 027 (LIBA5756) showed
similar physical and functional interactions. The 1CC-45 exclusive proteins indirectly interacts
with the pathogenicity proteins (TcdA, TcdB, FIiC, Cwp84 and SIpA) shared among the
strains. In addition, the detection of higher amounts of certain proteins in the ICC-45 strain
may have an impact on the pathogenesis and clinical parameters of the disease induced by this
strain isolated in Northest of Brazil.

Keywords: Clostridium difficile. Exoproteomics. Toxins. Surface proteins. Flagellin.
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1 INTRODUCAO

1.1 Clostridium difficile: abordagem historica

O trato gastrintestinal apresenta uma microbiota extremamente complexa, constituida
de pelo menos varias centenas de espécies bacterianas diferentes, que desempenha um
importante papel na satde humana, produzindo nutrientes e atuando como uma barreira
natural seletiva contra a colonizacdo intestinal por potenciais micro-organismos patogénicos
(GUARNER; MALAGELADA, 2003; LIU et al., 2003; PENDERS et al., 2005). No entanto,
se por algum motivo ocorre uma alteracdo ou desequilibrio desse microbioma intestinal,
condi¢do conhecida como “disbiose”, o individuo passa a ficar mais susceptivel a infec¢des
por patogenos entéricos (STECHER; MAIER; HARDT, 2013). Dentre o0s patdgenos
entéricos, o Clostridium difficile (C. difficile), que recentemente foi renomeado como
Clostridioides difficile (LAWSON et al., 2016), é um bacilo Gram-positivo e anaerdbio
esporulado, que vem se destacando como um importante enteropatdgeno causador de doencas
intestinais associadas principalmente ao uso de antibidticos, podendo levar desde uma leve
diarreia a colite pseudomembranosa fulminante e que muitas das vezes o paciente pode vir a
Obito (BARTLETT; GERDING, 2008; SANDERS et al., 2013; SILVA et al., 2015).

O primeiro relato de colite pseudomembranosa (condicdo clinica caracterizada pela
formacdo de pseudomembranas que sdo compostas por células necrdticas, fibrina, muco e
leucdcitos) foi registrado numa paciente cirdrgica na Universidade Johns Hopkins em 1892
(MARTIN; MONAGHAN; WILCOX, 2016). A paciente era uma mulher de 22 anos que foi
submetida a um procedimento cirdrgico pelo Dr. William Osler para resseccdo de um tumor
no piloro gastrico. No entanto, no inicio do pos-operatério, desenvolveu diarreia grave e
morreu no 15° dia pos-operatdrio. A autopsia revelou uma pseudomembranosa "membrana
diftérica”" no intestino delgado (NAPOLITANO; EDMISTON, 2017). Porém, nesta mesma
época, 0 agente causador dessa doenca nao tinha sido até entdo elucidado (LYERLY et al.,
1988).

Apenas em 1935, Hall e O’Toole, pesquisando a microbiota intestinal de neonatos
saudaveis, descreveram um micro-organismo até entdo desconhecido, que inicialmente
recebeu a denominacdo de Bacillus difficilis e, posteriormente, de C. difficile, refletindo
justamente a dificuldade para isolar e conservar este micro-organismo em cultura pura. Esses
mesmos autores revelaram ainda que o C. difficile é toxigénico, ja que observaram leses,

parada respiratoria e morte em animais de laboratorio quando submetidos a injecdo de
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sobrenadante de cultura ou filtrado do meio que continha esse micro-organismo (HALL,;
O TOOLE, 1935; LYERLY et al., 1988).

Nos 40 anos que se seguiram a descoberta do C. difficile, houve poucos relatos do
isolamento do mesmo, haja vista que a presenca dessa bactéria era uma condicdo rara de se
observar durante a era pré-antibidtica. Entretanto, por volta de 1975 e inicio da década de 80,
o C. difficile comecou a ganhar proporcGes epidémicas, sendo implicado como o agente
responsavel pelas complicacdes comuns ao uso de antibidticos (BARTLETT et al., 1978;
GEORGE et al., 1978).

Em 1978, o C. difficile foi identificado como a principal causa de colite
pseudomembranosa isolado de fezes de pacientes submetidos ao tratamento com o antibi6tico
clindamicina (BARTLETT et al., 1978; GEORGE et al., 1978). Essas observacdes foram
seguidas por uma série de outros relatos de casos que mostraram uma forte correlacdo entre a
colite pseudomembranosa, uso da antibioticoterapia, colonizacdo por C. difficile e produgéo
de toxinas (BARTLETT; TEDESCO, 1980; BURDON et al., 1981; GEORGE et al., 1982;
ARONSSON; MOLLBY; NORD, 1981; DON; DAVIS, 1981). Esses estudos revelaram o C.
difficile como um patdgeno emergente capaz de causar doenca gastrintestinal grave em
individuos submetidos a terapia antibiotica (VOTH; BALLARD, 2005).

1.2 A biologia e caracteristicas de Clostridium difficile

O C. difficile € um bacilo formador de esporos subterminais, pertencente ao filo
Firmicutes e é encontrado ubiquamente tanto no ambiente quanto no trato gastrintestinal de
seres humanos e animais (Figura 1) (RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009). Apesar do C.
difficile ser responsavel por diarreias infecciosas, incluindo a diarreia inflamatoria, a colite
associada a antibioticos e a colite pseudomembranosa, ele pode ser considerado parte
integrante da microbiota intestinal normal de 1-3% de adultos saudaveis e 25% em criancas
saudaveis com até 1 ano de vida (BARTLETT, 2006; SCHEEPERS et al., 2014).
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Figura 1 — Microbiologia de C. difficile e suas caracteristicas morfologicas.

Fonte: Adaptado de Smits et al. (2017). Imagem tipica de C. difficile. A) Col6nias birrefringentes de C. difficile
em uma placa de agar sangue. B) Imagem de microscopia de contraste de fase de uma cultura de C. difficile com
presenca de células vegetativas (hastes alongadas, campo verde), esporos subterminais de fase escura (pontos
escuros) e esporos elipsoides de fase brilhante.

A identificacdo de C. difficile antes do inicio da década de 80 era dificil,
consequentemente as doencas que estavam relacionadas ao mesmo ndo eram diagnosticadas
adequadamente. Em 1979, George e colaboradores desenvolveram um meio de cultura
seletivo e diferencial chamado dgar CCFA (Agar Cicloserina, Cefoxitina e Frutose), meio
cuja finalidade é facilitar o isolamento de C. difficile a partir de espécimes fecais. Os
antibioticos cicloserina (500 pg/mL) e cefoxitina (16 pg/mL) presentes neste meio, inibem o
crescimento da maioria das bactérias, mas ndo o de C. difficile. Nesse meio, em temperatura
de 37°C por 48 horas de incubacéo, C. difficile forma coldnias amareladas com didmetro de
aproximadamente 4 mm, com estrutura interna cristalina e birrefringente (GEORGE;
SUTTER; CITRON, 1979). As colonias de C. difficile que crescem em meio CCFA
apresentam caracteristicas morfologicamente diferentes e trazem propriedades fluorescentes
suficientes para uma identificagdo presuntiva, porém, pelo crescimento ndo especifico dessa
bactéria neste meio, é necesséria a identificacdo do isolado em cultura pura (LYERLY et al.,
1988).

Os métodos laboratoriais para detectar e identificar o C. difficile a partir de espécimes

fecais evoluiram significativamente, uma vez que a relagdo etioldgica com a diarreia e a colite
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associada ao uso de antibioticos ja foi estabelecida (SVENSSON; LASALA, 2012). No
mercado existem muitos métodos disponiveis para detectar a presenca das toxinas A e B
produzidas por C. difficile, como, por exemplo, 0s imunoensaio enzimaticos, ensaio de
neutralizacdo de citotoxicidade celular, cultura toxigénica, reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e dentre outros (PETERSON et al., 2007; STAMPER et al., 2009; SWINDELLS et al.,
2010; NOREN et al., 2011). No entanto, devido as vantagens e deficiéncias dos varios ensaios
existentes para fornecer um diagndstico rapido e preciso e por ndo existir ainda um método
considerado padrédo ouro no diagnostico clinico de infeccdo por C. difficile (CDI); as culturas
de fezes bacterianas continuam a ser o pilar da avaliagcdo laboratorial, apesar de que o
procedimento requerer de 3 a 5 dias para a real confirmagcdo do patdgeno entérico
(SVENSSON; LASALA, 2012; DUNBAR; ZHANG; TANG, 2013).

1.3 Fatores de viruléncia e as toxinas de Clostridium difficile

Vérios fatores de viruléncia estdo associados ao surgimento da infeccdo causada por
C. difficile (CDI), como, por exemplo, as adesinas, os flagelos, as enzimas hidroliticas, os
esporos e as toxinas. Porém, dentre esses 0s mais importantes sdo as exotoxinas A e B
(MATSUSHITA; OKABE, 2001; RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009; BABAN et al.,
2013; PAREDES-SABJA; SHEN; SORG, 2014). Para muitos patdgenos entéricos, 0 primeiro
passo fundamental para a colonizacdo e, consequentemente, o estabelecimento da infeccéo, é
a adesdo as células da mucosa do hospedeiro. Nesse sentido, varias proteinas de superficie
celular sdo responsaveis por coordenarem a adeséo da célula bacteriana a parede do intestino
e gque ja foram identificadas em cepas de C. difficile (AWAD et al., 2014; CHILTON et al.,
2014).

Os principais fatores de viruléncia de C. difficile incluem:

- Proteinas de superficie celular: o processo de colonizacdo, como ja mencionado, inclui a
adesdo as células do epitélio intestinal, o qual envolve uma variedade de proteinas associadas
a superficie celular do C. difficile. Entre essas proteinas esta a de camada S (S-layer), que
pode conter mais de 30 proteinas. As proteinas de camada S (SLPs) sdo formadas pelas
proteinas de baixo (LMW SLP) e alto peso molecular (HMW SLP), codificadas por um unico
gene: sIpA. Essas formas sdo derivadas quando o seu precursor, SIpA (proteinas A da camada
superficial), sofre clivagem proteolitica pela cisteina protease Cwp84 (Figura 2). As SLPs sdo

a familia mais bem caracterizada e juntamente com outras proteinas, pertence a familia das
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proteinas de parede celular (cell wall proteins, CWPs). Membros dessa familia incluem
proteinas, como, a Cwp66 (exibe atividade de adesina), a Cwp84 (atividade proteolitica),
Cwpl3 (atividade proteolitica), CwpV (confere resisténcia a fagos) e outras (AWAD et al.,
2014; BRADSHAW et al., 2018).

Figura 2 — Complexo proteico da camada S de C. difficile.
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Fonte: adaptado de Awad et al. (2014). A camada S do C. difficile é composta por proteinas da camada
superficial de alto e baixo peso molecular (HMW e LMW SLPs). A figura mostra 0s passos envolvidos na
maturacdo do complexo proteico da camada S e que representa trés estagios. A) a remocao do peptideo sinal; B)
a clivagem de SLP pela protease, Cwp84, para gerar os fragmentos HMW e LMW; e C) a formagdo da matriz da
camada S pela reassociacdo dos SLPs LMW e HMW.

Peptidoglicano

- Flagelos: importante fator de viruléncia para muitos patégenos entéricos, conferindo
mobilidade e, consequentemente, desempenhando papel na invasdo e colonizacdo do
hospedeiro, por permitir 0 acesso das bactérias aos tecidos da mucosa. Os flagelos da mesma
forma como acontece com outras estruturas da superficie celular, podem atuar como adesinas.
As duas proteinas flagelares mais bem caracterizadas e que contribuem para a patogénese da
infeccdo por C. difficile (CDI), incluem a FliC (flagelina) e a FIiD (proteina Cap flagelar)
(AWAD et al., 2014).

- Esporos: elemento chave para a disseminacdo do C. difficile sobreviver a longos periodos
sob condicOes de estresse. Os esporos por serem metabolicamente inativos, s&o
intrinsecamente resistentes aos antibidticos e uma vez liberados para 0 meio ambiente,
possuem também resisténcia a maioria dos desinfetantes sem cloro comumente usados em

ambientes hospitalares. Encontram-se ubiguamente no ambiente e sdo eliminados nas fezes
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tanto de seres humanos como de animais, conduzindo as infecgOes em pacientes
hospitalizados e na comunidade. Pelo fato dos esporos apresentarem vérias camadas em sua
estrutura, eles conseguem sobreviver e persistir em superficies hospitalares por longos
periodos de tempo (AWAD et al., 2014; PAREDES-SABJA; SHEN; SORG, 2014).

- Toxinas: vérios fatores de viruléncia contribuem para a colonizagdo e permanéncia de C.
difficile no trato gastrintestinal, porém, dentre os ja mencionados, 0s principais e mais
estudados sdo as toxinas A e B. Varias cepas patogénicas de C. difficile além de produzirem a
toxina A (TcdA — proteina de 308 kDa) e a toxina B (TcdB — proteina de 270 kDa), que sdo
responsaveis por causar diarreia e inflamacdo na mucosa intestinal, algumas cepas
hipervirulentas caracterizada como NAPL (pulsotipo 1 norte-americano), Bl (analise de
endonuclease de restri¢do), toxinotipo Il e ribotipo por PCR 027, denominada NAP1/BI1/027,
produzem uma terceira toxina chamada transferase de C. difficile (CDT ou toxina binaria) (DI
BELLA etal., 2016; QIU et al., 2016; RUPNIK; JANEZIC, 2016).

As TcdA e TcdB pertencem a familia de grande toxinas clostridiais (LCTSs), que sdo
um grupo de proteinas homdlogas de alto peso molecular na qual incluem ainda outras
toxinas, como, as toxinas letal e hemorragica de C. sordellii (TcsL e TcsH, respectivamente),
a-toxina de C. nowyi (Tcno) e uma citotoxina de C. perfringens (TpeL). As LCTs sao
glicosiltransferases que tém por caracteristica glicosilar proteinas da familia Rho GTPases
promovendo alteracdes no citoesqueleto e consequentemente, interrupcdo da funcdo celular
hospedeira (CHANDRASEKARAN; LACY, 2017).

Entre as proteinas Rho, aquelas glicosiladas pelas toxinas A e B de C. difficile s&o
RhoA, RhoB, RhoC, RhoG, Racl, Rac2, Rac3, Cdc42 e TC10 (CHEN et al., 2015). A
sinalizacdo celular dependente de Rho € bloqueada quando ocorre a glicosilacdo de proteinas
Rho, inibindo sua interacdo com os efetores e, como resultado, leva o blogqueio de todas as
vias de sinalizacdo dependentes de Rho (SEHR et al., 1998). Além disso, quando as proteinas
Rho séo glicosiladas, essas se ligam irreversivelmente as membranas celulares e impedem a
translocacdo de Rho n&o modificado para as membranas para sinalizagdo (GENTH;
AKTORIES; JUST, 1999). Em conjunto, esses processos inibem a interagdo com os efetores,
causando os chamados efeitos citopaticos (ruptura do citoesqueleto, perda de contato célula-
célula e aumento da permeabilidade intestinal) e citotoxicos (ativacdo do inflamassoma,
aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio e indugdo de morte celular programada)
(CHAVES-OLARTE et al., 2003)
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As cepas toxigénicas de C. difficile, que codificam os genes da TcdA (tcdA) e da TcdB
(tcdB) estdo localizados dentro de uma regido cromossémica de 19,6 kb denominada locus de
patogenicidade (PaLoc) (Figura 3A) (HAMMOND; JOHNSON, 1995; BRAUN et al., 1996).
No entanto, em cepas ndo toxigénicas o PaLoc é substituido por uma sequéncia nédo
codificadora de 75-115 nucleotideos ou uma sequéncia de 7,2 kb de funcdo desconhecida
(BRAUN et al., 1996; DINGLE et al., 2011; MONOT et al., 2015). Por outro lado, cepas ndo
toxigénicas de C. difficile podem adquirir a regido PaLoc de cepas toxigénicas através de um
fendmeno conhecido como transferéncia horizontal de genes, que ira resultar na conversao de
cepas néo toxigénicas em cepas produtoras de toxinas (BROUWER et al., 2013). Alteracoes
tais como, polimorfismos de nucleotideos Unicos, insercbes ou delecbes na regido de
codificacdo da toxina dentro do PalLoc, tém sido usadas para classificar ocorréncia natural de
isolados clinicos de C. difficile (RUPNIK et al., 1998). Em 2016, Rupnik e Janezic fazendo
uma comparagdo com uma cepa de referéncia a VP110463, definiram 34 toxinotipos de C.
difficile, mostrando com isso a grande heterogeneidade da regido de codificacdo de toxina
entre os isolados clinicos.

Além das toxinas descritas acima, ainda ha dentro do l6cus de patogenicidade (PaLoc)
genes para proteinas codificadas por cepas patogénicas (TcdR, TcdC e TcdE) que sdo
envolvidas na regulacdo da producdo e secrecdo de toxinas (Figura 3A) (BOUILLAUT et al.,
2015; MONOT et al., 2015; SMITS et al., 2016). A proteina TcdR € um membro da familia
da funcdo extracitoplasmatica de fatores sigma alternativos e que desempenha um papel
critico na ativacao da expressao dos genes tcdA e tcdB (MONCRIEF; BARROSO; WILKINS,
1997; MANI; DUPUY, 2001). Além disso, o TcdR regula positivamente sua propria
expressdo (MANI et al., 2002). Ja a TcdC funciona como um fator anti-sigma que regula
negativamente a expressdao de toxinas (MATAMOUROS; ENGLAND; DUPUY, 2007;
CARTER et al., 2011). Por fim, a TcdE é uma proteina que compartilha homologia com as
proteinas bacterinas do tipo holina e que pode facilitar a liberacdo das TcdA e TcdB ao meio
extracelular (TAN; WEE; SONG, 2001).

A toxina binaria (CDT), produzido por algumas cepas de C. difficile, é codificada por
dois genes, cdtA e cdtB, que estdo localizados em uma regido cromossdmica de 6,2 kb
(distinta do PaLoc) denominada Locus CdtLoc (Figura 3B) (CARTER et al., 2007). As cepas
toxigénicas que sdo negativas para CDT normalmente contém uma exclusdo de 2 kb no
CdtLoc (STARE; DELME; RUPNIK, 2007). Além disso, o CdtLoc também contém um
terceiro gene, cdtR, que codifica um regulador de resposta da familia LytTR (CARTER et

al., 2007). O CdtR regula positivamente a producdo de CDT e, nas cepas epidémicas do
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ribotipo 027, também aumenta a producdo de TcdA e TcdB (CARTER et al., 2007; LYON et
al., 2016).

Figura 3 — Lécus de patogenicidade (PaLoc) das toxinas produzidas por C. difficile.
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Fonte: Chandrasekaran e Lacy (2017). A) Locus de patogenicidade (PaLoc). Os genes que codificam as toxinas,
tcdA e tcdB, estdo indicados por setas azuis. Os genes reguladores sdo mostrados em verde claro (tcdR —
positivo) ou vermelho ( tcdC — negativo). Por sua vez, o gene tcdE que codifica a holina € mostrado em verde
escuro. A direcdo das setas reflete sentido da transcri¢do. A proteina TcdR regula positivamente a sua propria
expressdo, bem como a expressao dos genes tcdA e tcdB (indicada por setas castanhas). A proteina TcdC é um
fator anti-sigma que regula negativamente a expressao das toxinas interferindo na funcdo da TcdR. J& a proteina
TcdE esté envolvida na secrecdo de toxinas. B) Representagdo esquematica do locus da toxina binaria (CdtLoc).
Os genes que codificam a CDT, cdtA e cdtB, sdo mostrados em azul. O gene regulador cdtR é mostrado em
verde-claro. O CdtR regula positivamente a transcricdo de cdtA e cdtB.

As células de C. difficile cultivadas em meios ricos expressam tipicamente a TcdA e a
TcdB durante a fase estacionaria (DARKOH et al., 2015). Vérios estimulos ambientais tém
sido relatados com a capacidade de influenciar na expressdo das toxinas, incluindo a
temperatura (KARLSSON et al., 2003), concentraces subinibitorios de certos antibidticos
(CHILTON et al., 2012; ALDAPE et al., 2013), sinalizagdo de quérum (DARKOH et al.,
2015), a presenca de uma fonte de carbono rapidamente metabolizavel (DUPUY;
SONENSHEIN, 1998) e certos aminoacidos (KARASAWA et al., 1997). Com relacéo a fonte
de carbono rapidamente metabolizavel, tais como, a glicose presente no ambiente local da
bactéria, esta inibe a producéo de toxinas atraves da proteina de controle de catabolitos de
carbono A (CcpA) (ANTUNES et al., 2012). Por sua vez, os aminoacidos de cadeia
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ramificada inibem a producdo de toxina através do regulador transcricional global
CodY (DINEEN et al., 2007).

1.4 Dominios funcionais de TcdA e TcdB

A TcdA e a TcdB compartilham uma estrutura de dominio comum com 47% de
sequéncia identidade e aproximadamente 68% de similaridade de sequéncia, sendo que a
maior diversidade em sequéncia é confinada aos seus dominios de ligacdo C-terminal. A
homologia entre as duas toxinas e 0 modo de entrada similar na célula hospedeira sugerem
que essas adotam estruturas 3D semelhantes. Ambas as toxinas possuem um dominio
"cabeca" globular e bilobada (correspondente ao dominio de entrega), um dominio de cauda
longa (correspondente ao dominio de ligacdo ao receptor) e um curto dominio da cauda
interna (que contém o dominio da glicosiltransferase) (PRUITT et al., 2010; DAVIES et al.,
2011).

Em 2008, Jank e Aktories propuseram um modelo chamado ABCD para explicar que
ambas as toxinas tém atividade enzimaticas similares e que compartilham uma estrutura de
dominio multi-modular (Figura 4) (DI BELLA et al., 2016). Esse modelo compreende 0s
seguintes dominios com suas respectivas funcBes. O dominio A esta localizado na
extremidade N-terminal e contétm o dominio da glicosiltransferase (GTD), sendo esse
responsavel por glicosilar as pequenas GTPases, as quais estdo envolvidas na regulacdo do
citoesqueleto (DI BELLA et al., 2016; DAVIES et al. 2011); o dominio B esta localizado na
extremidade C-terminal e interage com estruturas de carboidratos como o Gal-a(1,3)-Galp-
(1,4)-GIcNAc sobre as células epiteliais em murinos, formando o dominio de ligacdo ao
receptor (RBD), este forma combinacdes repetitivas de estruturas oligopeotidicas (CROPs) e
0 mesmo quando se liga ao ion célcio aumenta a poténcia da toxina ( JANK; GIESEMANN;
AKTORIES, 2007; DI BELLA et al., 2016); o dominio C corresponde ao dominio cisteina
protease (CPD) que faz parte da regido hidrofobica e desempenha um papel na clivagem
proteolitica da toxina, pois TcdA e TcdB sofrem um processo auto-catalitico de clivagem, na
presenca de InsP6 (EGERER et al., 2007), e o dominio D (DD), regido hidrofdbica, esta
envolvido na formagdo de poros antes da translocacdo do dominio A para o citosol
(GENISYUEREK et al., 2011).



26

Figura 4 — Organizacédo dos quatros dominios funcionais das toxinas de C. difficile.
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Fonte: Adaptado de Di Bella et al., (2016). As duas toxinas sdo compostas pelos seguintes dominios: 0
dominio A, correspondente ao dominio N-terminal da glicosiltransferase (GTD) (vermelho); o dominio C,
correspondente ao dominio da cisteina protease (CPD) (ciano) e o dominio do feixe de trés hélices (3HB) (azul)
identificado tanto na toxina A (TcdA) quanto na toxina B (TcdB) do C. difficile; o dominio D, que corresponde
ao dominio hidrofébico de entrega (DD) (amarelo), qual contém o pequeno dominio globular (SGD) em TcdA
(linhas diagonais verdes e amarelas) que corresponde a regido de formagdo de poros minima (MPFR) em TcdB
(verde e linhas diagonais amarelas), e sobrepondo-se apenas parcialmente (linhas diagonais roxas e verdes) para
a regido hidrofébica (HR) de TcdA e TcdB (linhas diagonais roxas e amarelas); o dominio B, correspondente ao
dominio de ligagdo ao receptor (RBD) (rosa).

1.5 Patogénese da infec¢cdo causada por C. difficile

A patogénese da infecgdo por C. difficile (CDI) inicia com a ingestdo das formas
vegetativas ou esporuladas. Porém, a chave para o sucesso da CDI é sua forma de esporo
dormente, que pode sobreviver por longos periodos mesmo em condi¢cdes adversas (por
exemplo, paredes de hospitais, portas, instrumentos cirdrgicos, telefones celulares, etc.)
(SCHENCK; BECK; MACDONALD, 2015). E a forma de esporo que ¢ transmitida no
ambiente hospitalar, pois as células vegetativas ao chegarem ao estbmago sao mortas devido a
acidez, mas os esporos devido a alta capacidade de sobrevivéncia, esse sobrevive e germina
no intestino delgado por meio da acdo dos &cidos biliares. A forma vegetativa
metabolicamente ativa multiplica e pode colonizar o célon humano para causar doenca
através da producéo de toxinas e enzimas hidroliticas (MCCOLLUM; RODRIGUEZ, 2012).

Vaérios fatores sdo necessarios para que o C. difficile realmente cause doenca (Figura
5), porém, o primeiro e mais importante é a disbiose intestinal, ou seja, a alteracdo de toda a

microbiota intestinal normal causada geralmente pelo uso de antibidticos, sendo este
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considerado o principal fator de risco para infeccdo por C. difficile (SMITS et al., 2016;
McCOLLUM; RODRIGUEZ, 2012). Com o desequilibrio da homeostase intestinal, inicia
a fase de colonizacdo por C. difficile, envolvendo a ligacdo da bactéria ao epitélio intestinal do
hospedeiro e a multiplicacdo tanto na superficie como no lumen. Ap6s a colonizacao, as
células vegetativas comegam a secretar TcdA e TcdB, que causam Varios efeitos, como, por
exemplo, rompimento das junc@es oclusivas, morte das células epiteliais e inflamagdo. Além
disso, a les@o no epitélio coldnico faz com que as toxinas estimulem este a libertar citocinas
pro-inflamatorias e quimioatratores de neutrofilos, o que levam a uma resposta inflamatéria
aguda com recrutamento de neutrdfilos, caracteristica da fisiopatologia clinica da CDI
(VOTH; BALLARD, 2005; KELLY; KYNE, 2011; SMITS et al., 2016).

Figura 5 — Patogénese da infec¢do causada por C. difficile.
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Fonte: Adaptado a partir de Mccollum; Rodriguez (2012) e Rupnik; Wilcox; Gerding (2009). O C. difficile
coloniza o intestino (célon) e apds a alteracdo da microbiota intestinal normal, o C. difficile comeca a secretar as
toxinas. A TcdA liga-se ao lado apical da célula e, apds a internalizacdo, causa alteracfes no citoesqueleto de
actina que resultam na ruptura das jungdes oclusivas e no afrouxamento da barreira epitelial, levando a morte
celular e producdo de mediadores inflamatérios que atraem neutr6filos. O rompimento das juncBes oclusivas
permite que tanto a TcdA quanto a TcdB atravessem o epitélio e, consequentemente, induzem liberacdo de
varios mediadores imunomoduladores tanto de células epiteliais, como de fagécitos e mastdcitos, resultando em
inflamagdo e acimulo de neutréfilos. Esses achados contribuem para a formagao das pseudomembranas.

Sabe-se que a ruptura da barreira epitelial, com intensa resposta inflamatéria e
infiltrado neutrofilico no Iimen e danos nos tecidos associados podem contribuir para a

formacdo das pseudomembranas (SMITS et al., 2016). Em 2002b, Brito e colaboradores
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demonstraram que a TcdA atua em neutréfilos humanos induzindo mudanga tanto na forma
quanto na fungdo, bem como também no rearranjo do citoesqueleto de actina e na aderéncia a
substrato de matriz extracelular, com aumento de expressdo de Mac-1 de leucocitos
polimorfonucleares (PMNL), eventos esses que poderiam estar relacionados com a formacéo
de pseudomembranas, como é observada em casos graves de colite pseumembranosa (Figura
6).

Figura 6 — Endoscopia da colite pseudomembranosa causada por C. difficile.

Fonte: Adaptado de Smits et al. (2016). Imagem mostrando as pseudomembranas resultantes da infecgéo por C.

difficile formadas por placas amareladas e confluentes.

1.6 Estudos in vivo e in vitro dos efeitos das TcdA e TcdB de C. difficile

Vérias pesquisas tém evidenciado os efeitos das toxinas A e B (TcdA e TcdB) de C.
difficile tanto em modelo animal quanto em cultura de células. Em 1989, Lima e
colaboradores, utilizando modelo experimental em coelhos, mostraram que a injecdo de TcdA
na alca intestinal desses animais causa varios efeitos e, entre esses, foi observado que duas
horas apds a inoculagdo a TcdA causou citolise da por¢do basal das células epiteliais apicais e
acumulo significativo de fluido hemorrdgico no Ilumen intestinal, efeito este que se
correlacionou com a gravidade das lesGes histologicas observadas, além daqueles, a TcdA
ocasionou ainda ruptura das barreira epitelial e uma intensa resposta inflamatdria.

Em 1997, Rocha e colaboradores, estudando a migracdo de neutrofilos causada pela
TcdA de C. difficile nas cavidades peritoneais e bolsas de ar subcuténeas de ratos, foi
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observado que a TcdA atua como um potente indutor da migracéo neutrofilica, esta é em parte
dependente de citocinas derivadas de macrofagos, como, TNF-o e IL-1f e leucotrienos
(LTB4). Esses mediadores ajudam a explicar a intensa colite inflamatdria observada em
modelo animal experimental dessa doenca induzida pela TcdA de C. difficile. Em 2001, o
mesmo grupo de pesquisa, demonstrou que a TcdB, ao estimular macréfagos em
experimentos in vitro, utilizando camaras de Ussing, ao contrario da TcdA, ndo foi capaz de
induzir secrecdo intestinal, nem alteragcdo no transporte eletrogénico em ileo de coelho. Esses
dados mostraram ainda que o sobrenadante de macrdéfagos estimulados com TcdB ndo
estimulou o transporte i6nico, porém, ambas as toxinas estimulam a génese do TNF-a, mas
somente a TcdA foi capaz de induzir a sintese de IL-1p (ROCHA et al., 2001).

Em 2008, o nosso grupo de pesquisa utilizando um modelo de enterite ileal em
camundongos induzida pela TcdA, foi mostrado que o polissacarideo fucoidina, um inibidor
de moléculas de adesao celular (L-selectina) essencial para migracdo leucocitaria, diminui a
secrecdo intestinal e infiltracdo de células inflamatérias e também atue na reducéo do dano de
mucosa intestinal (BARRETO et al., 2008). Em 2006, o mesmo grupo de pesquisa avaliando
o efeito de um novo agonista (ATL313) do receptor de adenosina A2A em modelo de enterite,
mostrou reducdo na secrecdo, leséo tecidual, infiltracdo de células inflamatdrias e preveniu a
morte celular induzida pela TcdA, revelando assim, uma outra possivel via relevante para a
fisiopatologia da colite causada pela TcdA (CAVALCANTE et al., 2006). Em 2011,
Junqueira e colaboradores, utilizando o EHNA, um inibidor da enzima adenosina desaminase
1, neste mesmo modelo, demonstrou que o EHNA reduziu a lesdo tecidual, a infiltracdo
neutrofilica e os niveis de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e IL-1B), bem como na
expressao de NOS-2 e NF-«B.

Conforme Lyerly e colaboradores (1988), a lesdo intestinal ocasionada pela TcdA de
C. difficile esta associada ao influxo de polimorfonucleares (neutréfilos) para dentro da
mucosa coldnica, um acho clinico observado na colite pseudomembranosa. Com base nisso,
uma pesquisa publicada por Brito et al. (2002b) avaliou o efeito da TcdA de C. difficile sobre
a morfologia e a fungdo dos neutrofilos in vitro. Nesta pesquisa, foi mostrado que a TcdA
induziu mudancas na forma de PMNL aderente de uma forma esférica ou piramidal compacta
para uma forma fina e semelhante a corda. Estas alteragbes foram acompanhadas pelo
rearranjo do citoesqueleto de F-actina em agregados. Os PMNL incubados com TcdA
mostraram maior aderéncia a componentes de matriz extracelular e expressaram menos L-
selectina e mais Mac-1, em comparacdo ao grupo ndo tratados, sendo estes efeitos

ocasionados pela a capacidade com que a TcdA tem de glicosilar as Rho GTPases em
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neutréfilos humanos. Nesse mesmo ano, o grupo também mostrou mecanismos de como a
TcdA induz a apoptose em células epiteliais intestinais do clon humano (T-84), verificando
que o processo de apoptose era dependente do tempo de incubacdo e da dose de TcdA
utilizada, e que o processo de apoptose era completamente inibido pelo bloqueio da atividade
enzimética da toxina na Rho GTPases com uridina-5-difosfato-2,3-dialdeido e parcialmente
inibida quando se utilizava inibidores de caspases 1, 3, 6, 8 e 9. Portanto, a TcdA induzia a
apoptose pelo mecanismo dependente da inativacdo de Rho, e da ativacdo das caspases
efetoras (3 e 6) e das caspases iniciadoras (8 e 9), além da ativacdo do Bid e de provocar
lesdo mitocondrial com a liberagéo de citocromo ¢ (BRITO et al., 2002a).

Em 2014, Lima e colaboradores verificaram que a TcdA de C. difficile inibe de forma
dose-dependente a via de sinalizacdo Wnt/B-catenina em cultura de células epiteliais
intestinais de rato (IEC-6) e em células de adenocarcinoma de c6lon humano (RKO), através
do ensaio reporter de luciferase para fator de célula T (TCF). Nesse estudo, foi demonstrado
que a pré-incubacdo de células RKO com TcdA por 12 h atenuou a ativacdo da via de Wnt
mediada pela Wnt3a, sugerindo que a inativacdo das Rho GTPases tem um papel significante
nessa inibicdo. Logo, esses dados sugerem que a inibicdo dessa via pela TcdA é importante
para os efeitos antiproliferativos da TcdA. Recentemente, uma pesquisa realizado por Tao et
al. (2016) mostrou que as proteinas frizzled (FZD) séo receptores epiteliais do cdlon para a
TcdB de C. difficile, onde esta inibiu a via Wnt/p-catenina por ligar-se ao receptor Frizzled-7
(FZD-7) no epitélio colénico. A TcdB liga-se ao sitio conservado de ligacdo a Wnt, conhecido
como dominio rico em cisteina (CRD), com uma maior afinidade para FZD1,2 e 7. Além de
se ligar a esse receptor, impedindo a ligacdo de ativadores da via, como Wnt-3a, essa toxina
mostrou utiliza-lo como meio para ser internalizada dentro dessas células. Esses achados
estabeleceu os FZDs como receptores fisiologicamente relevantes para o TcdB no epitélio
colbnico. Sabendo-se que a TcdB de C. difficile tem como alvo os epitélios do célon humano
por ligar justamente as proteinas frizzled dos receptores Wnt, Chen et al. (2018) mostrou as
bases estruturais para que ocorra o0 reconhecimento de proteinas frizzled por essa toxina
utilizando uma estrutura cristalina de um fragmento de TcdB. Conforme demonstrado, um
acido graxo endogeno é responsavel por ligar as FZD atuando como um co-receptor para
ligacdo de TcdB e essa ligagdo entre o &cido graxo e TcdB pode esta envolvido na patogénese
da CDI.

Recentemente, 0 nosso grupo de pesquisa mostrou o envolvimento da via de
sinalizacdo TGF-B1/SMAD, sendo essa ativada pela TcdA tanto in vitro (linhagem de células

epiteliais intestinais de ratos (IEC-6) quanto in vivo (modelo de enterite ileal). Nesta pesquisa,
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a TcdA aumentou a expressdo de TGF-B1 e seu receptor, TBRIIL, in vitro e in vivo. Além
disso, a TcdA induziu a translocagdo nuclear dos fatores de transcricdo SMADZ2/3, um marco
da ativacdo da via do TGF-B1, tanto em células IEC-6 quanto na enterite. Foi mostrado ainda
que a adicdo de TGF-B1 recombinante (rTGF-pB) evitou a apoptose/necrose induzida por TcdA
e restaurou a proliferacdo e a atividade de reparo em células IEC-6 na presenca de TcdA.
Logo, estes dados sugerem que via do TGF-f1 pode desempenhar um importante papel
protetor contra 0s danos intestinais causada pela TcdA de C. difficile (TINOCO-VERAS et
al., 2017).

1.7 Infeccdo por C. difficile: epidemiologia global e o impacto econdmico na saude
publica

Desde 2000, surtos de Infeccdo por C. difficile (CDI) tem ocorrido na América do
Norte, Europa e Asia, tornando assim, a principal causa de morbidade, mortalidade e aumento
nos custos de satde publica no mundo todo (ELLIOTT et al., 2017). Estes surtos em escala
global foi em grande parte impulsionado pelo surgimento de uma cepa hipervirulenta, a
NAP1/BI/027 (pulsotipo 1 norte-americana, B, ribotipo por PCR 027), que esta relacionado
ao uso aumentado de fluoroquinolonas (OWENS et al., 2008). Além desse fator, outros
podem explicar o aumento da viruléncia e o surgimento de novos surtos epidémicos causados
por essa cepa como: a capacidade para produzir as trés toxinas ja mencionadas; maior
capacidade de esporulacdo e uma hiperproducdo de toxinas devido a uma delecdo de 18pb e
uma mutacdo pontual na posi¢cdo 117 no gene tcdC, gene regulador negativo da toxina
(WARNY et al., 2005). Embora a CDI seja considerada a principal causa de infeccdo em
pacientes hospitalizados que recebem tratamento com antibiético em longo prazo, a CDI
também comecou a surgir na comunidade, e em individuos mais jovens que ndo possuem 0s
fatores de risco tradicionais (aumento da idade, comorbilidades e a aplicacdo de farmacos que
reduzem o &cido gastrico, por exemplo, inibidores da bomba de protdes (IBP)), muitas vezes
com maior incidéncia em mulheres (SCHAFFLER; BREITRUCK, 2018).

O aumento da incidéncia e gravidade da CDI levou a um grande 6nus econdmico nos
sistemas de saude devido aos custos associados ao tratamento e permanéncias prolongadas de
pacientes no hospital. Esse 6nus econémico é estimado em US $ 5,4 bilhGes em servicos de
salde e US $ 725 milhGes em ambientes comunitarios na América do Norte (DESAI et al.,
2016). Além disso, estima-se que o C. difficile causou aproximadamente 453.000 infeccGes

incidentes e foi associado com aproximadamente 29.000 mortes anualmente nos EUA, com
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base em dados de vigilancia ativa em termos populacionais e laboratoriais em diversas
localizagOes geograficas dos EUA (LESSA et al., 2015).

A epidemiologia da CDI na Europa é mais variavel devido a diferentes sistemas de
notificacdo dentro da Unido Europeia. Segundo Schéffler e Breitriick (2018), no entanto, por
extrapolacdo dos dados do Reino Unido para a Europa, eles resultam em um total de 172.000
casos de CDI anualmente na Unido Europeia. Conforme Reichardt e colaboradores (2007), a
disseminacdo epidémica de cepas hipervirulentas de C. difficile, como, por exemplo, o
ribotipo 027, levam ao aumento do ndmero de surtos nosocomiais, que consequentemente,
estdo associadas a maior morbidade e mortalidade. Logo, o impacto econémico da CDI é
enorme, levando a custos médicos adicionais de mais de um bilhdo de dolares por ano nos
EUA e trés bilhdes de euros por ano dentro da Unido Europeia (KUIJPER; COIGNARD; TU,
2006; DUBBERKE; OLSEN, 2012).

Sabe-se que a CDI é a principal causa de diarreia nosocomial e também um dos
maiores problemas de salde publica no mundo. Em 2005, um estudo realizado por Loo e
colaboradores relataram um dos maiores surtos ja registrados por CDI que ocorreu na regido
de Quebec no Canada com um numero 3x maior na incidéncia em hospitais aléem de um
ndmero mais expressivo de casos complicados na unidade de terapia intensiva com
megacotlon tdxico, colectomia ou morte. Nesse mesmo trabalho, os autores relataram ainda
que dos 157 casos testados e isolados de cepas de C. difficile, 82,2% eram do tipo NAP1
levando aos pesquisadores sugerirem-na como uma cepa hipervirulenta.

Na América Latina os estudos sobre a CDI ainda séo escassos, o que dificulta analises
de pardmetros epidemioldgicos. O problema da escassez de informacdes oficiais sobre a
incidéncia da CDI deve-se em parte ao fato de que a deteccdo de bactérias anaer6bias ndo é
um procedimento comum de rotina nos laboratorios clinicos em nosso pais, principalmente
devido a falta de tecnologias e instalacGes para o seu cultivo, contribuindo, portanto, para a
subnotificacdo de CDI (BALASSIANO et al.,, 2009). Entretanto, Quesada-Gémez et al.
(2010) descreveu de forma pioneira, a CDI por NAP1/027 na América Latina em 2009 ao
avaliar sua presenca em amostras de fezes de 37 pacientes internados no hospital da Costa
Rica.

Atualmente, no Brasil poucos grupos de pesquisa dedicam-se a investigar micro-
organismos anaerobios no pais. Entre esses, a maioria estdo localizados no Rio de Janeiro,
Séo Paulo, Belo Horizonte, Porto Alegre e Fortaleza (BALASSIANO et al., 2012; PIRES et
al., 2014; SILVA et al., 2015; SILVA et al.,, 2017; COSTA et al., 2016). Até 2012, a
literatura cientifica continha somente um artigo sobre CDI no Nordeste do Brasil e, este citava
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um paciente assintomatico positivo para as toxinas de C. difficile no Hospital Walter Cantidio
(MESQUITA et al., 2011).

A partir de 2013 nosso grupo de pesquisa deu inicio aos trabalhos na investigacdo da
incidéncia e caracterizacdo fenotipica e genotipica de cepas de C. difficile isoladas de
pacientes com diarreia em hospitais cearenses. Em 2014, 0 nosso grupo de pesquisa publicou
o0 primeiro relato de caso documentado na América Latina de uma paciente com infec¢do por
C. difficile adquirida na comunidade, sendo a mesma portadora de HIV e cancer, ressaltando a
importancia dessa infec¢do no nordeste do Brasil (COSTA et al., 2014).

A continuidade desse estudo proporcionou o isolamento de uma cepa de C. difficile
que até entdo era desconhecida pela comunidade cientifica, denominada de ICC-45. Por meio
de uma abordagem polifasica foi atribuida a cepa ICC-45 um novo padrdo de macrorestricdo
de ribotipagem de PCR e PFGE (Eletroforese de Campo Pulsado), que além de ser toxigénica
(tcdA*, tcdB™ e ctdB*), foi classificada como MLST Clade 2 (tipagem de
sequéncia multilocular ) a qual pertence a linhagem dos Clades das outras cepas consideradas
hipervirulentas, como, a NAP1/027. Além disso, nessa mesma pesquisa, foi mostrado que a
cepa ICC-45 produziu uma toxina B variante. Costa et al. (2016) mostrou ainda que a cepa
ICC-45 codifica para uma variante de TcdB a qual induziu em cultura de células HeLa um
efeito citopatico distinto de acordo com o seu toxinotipo. Dentro da mesma pesquisa, um dado
qgue chamou muita atencéo foi que, mesmo a cepa ICC-45 produzindo menos toxina que a
NAP1, os sobrenadantes das cepas NAPl e ICC-45 mostraram potencial virulento
semelhante, ja que elas produziram uma expressdo similar de citocinas pré-inflamatorias,
danos epiteliais e resposta ao estresse oxidativo no modelo de alga ileal em camundongos,
mostrando assim as caracteristicas comuns na patogénese da CDI (COSTA et al., 2016).

Em 2017, um estudo realizado em um hospital oncolégico no Nordeste do Brasil
(Hospital Haroldo Juacaba do Instituto do Céancer do Ceara (ICC)), Costa e colaboradores
demonstraram alto nivel de positividade para CDI (48%, 23/48) em pacientes com cancer e
diarreia. Essa elevada incidéncia de CDI observado no ICC, teve como cepa
predominantemente identificada a NAP4, encontrada também em outros paises, como, EUA e
Canada, presentes em hospitais e em casos na comunidade. Logo, todos esses dados enfatizam
a importancia de uma melhor compreenséo da situacdo epidemioldgica dessa infecgédo tanto

em hospitais brasileiros e comunidades quanto nos outros paises (COSTA et al., 2017).
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1.8 Analise protebmica

A protedmica (proteoma), diferentemente da gendmica consiste no conjunto de
proteinas codificadas, seja por uma célula, tecido ou mesmo por um organismo, e que Sao
expressas por um genoma, sob determinadas condi¢des. Por sua vez, a analise protedmica ira
consistir em um estudo detalhado das proteinas utilizando técnicas de separacdo e
identificacdo, tais como, eletroforese uni (1D) e bidimensional (2D), cromatografia liquida,
espectrometria de massas (MS) e a bioinformatica (HEIN et al., 2013). Sabendo disso, essa
ferramenta tem ganhado um importante papel na era pds-gendmica, pois vem sendo utilizada
em varias pesquisas e aplicacdes, desde identificacdo bacteriana rapida em surtos de doencas
transmitidas por alimentos, diagndéstico rapido de doencas infecciosas, descobertas de novos
biomarcadores que podem ajudar na deteccdo precoce de doengas, como também monitorar
com precisdo a evolucdo da mesma frente a um determinado tratamento e até mesmo nas
interacOes entre patdgeno-microbiano-hospedeiro (Figura 7) (CHENG et al., 2016; CHEN et
al., 2017).

Com o avanco da protedmica, diversas terminologias O6micas surgiram e que
atualmente vem sendo utilizadas na pesquisa, tais como, a secretoma (analise das proteinas
secretadas), a metaboloma (analise de perfil dos metabdlitos), a transcriptoma (analise de
transcritos de mRNA) e a exoproteoma, termo genérico utilizado para descrever o “proteoma
externo”, ou seja, o subconjunto de proteinas presentes no meio extracelular (ARMENGAUD;
DUPORT, 2017; VINUSHA et al., 2018). As proteinas obtidas do exoproteoma podem ser
resultantes da secrecdo celular, de mecanismos de exportacdo ou até mesma da lise celular.
Logo, essa abordagem tem como objetivo descrever e quantificar as proteinas localizadas fora
das células, utilizando as metodologias empregadas na protedmica (ARMENGAUD;
DUPORT, 2017).
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Figura 7— Interacbes patdgeno-microbiano-hospedeiro por meio de ferramentas protedmica

em diferentes niveis (moleculares, unicelulares, de organismos e populacionais).
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Fonte: Adaptado de Chen et al. (2017). A imagem mostra o perfil protedmico de proteinas de viruléncia
microbiana e suas modificagfes, como, os proteoglicanos (BARTLETT; PARK, 2010); a identificagdo de
proteinas bacterianas modificadas de cepa S. aureus em resposta ao tratamento com o antibidtico daptomicina
(MA et al., 2017); a identificacdo de biomarcadores para diagnosticos e progndsticos de doengas humanas
encontrados em fluidos corporais, como a urina (YU et al., 2015) e abordagens metaprotebmicas combinadas
com a metagendmica para identificar potenciais assinaturas funcionais na doenca de Crohn em amostras de
fezes, revelendo proteinas e vias que diferenciaram principalmente individuos com doenga de Crohn no ileo de
pacientes saudaveis (ERICKSON et al., 2012).

A andlise protedmica nos permite obter informacdes qualitativas sobre proteinas,
incluindo a identificacdo, distribuicdo, modificacbes pds-traducionais (PTMs), interaces,
estrutura e funcdo, além de informagdes quantitativas, como abundancia, sua distribui¢cdo em
diferentes localizagBes e mudancas temporais na sintese e degradagdo (OTTO et al., 2012).
Isso sO é permitido devido ao uso de técnicas analiticas extremamente sensiveis e precisas,
como, a espectrometria de massas (MS), ferramenta ideal que vem sendo aplicada dentro da
protedbmica, devido sua capacidade de analisar uma gama de proteinas e peptideos ao

mesmo tempo com alta especificidade, precisdo, velocidade e sensibilidade (ZUBAREV;
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MAKAROQV, 2013). Apesar da MS ser uma técnica centenaria, a autoria dessa pode ser
atribuida a introducdo das técnicas de ionizacdo/dessorcdo a laser assistida por matriz
(MALDI) e a ionizacdo por eletrospray (ESI) ocorridas na década de 1980, para 0s quais
Koichi Tanaka e John Fenn, respectivamente, foram agraciados com o Prémio Nobel de
Quimica em 2002. O desenvolvimento dessas técnicas de ionizacdo possibilitou a
transferéncia eficiente de grandes biomoléculas intactas para a fase gasosa como ions
carregados — um pré-requisito essencial para a analise de MS, como, por exemplo, peptideos e
proteinas (LOSSL; VAN DE WATERBEEMD; HECK, 2016). Logo, independetemente da
abordagem a ser empregada na analise protedmica, esta em uma de suas etapas do processo de
analise ird empregar sempre a MS (AEBERSOLD; MANN, 2003).

1.8.1 Abordagem protedmica “bottom-up” e “top-down”: estratégias para identificacédo
de proteinas

A andlise proteica baseada em MS e a protebmica tornaram-se ferramentas
essenciais para identificar, quantificar e caracterizar as moléculas envolvidas em
determinado processo. Logo, em se tratando de estudos protedmicos existem basicamente
duas maneiras para que uma amostra seja analisada por MS, sendo essas classificadas em
“bottom-up” e “top-down” (Figura 8) (KELLIE et al., 2010). A protedmica “bottom-up” tem
sido tradicionalmente realizada e essa implica na digestdo quimica ou enzimética das
proteinas antes da sua introducdo no MS, ou seja, representa uma forma indireta de analisar o
analito original (a proteina intacta), que sera primeiramente hidrolisada para produzir
pequenos peptideos (KELLIE et al., 2010; THOLEY; BECKER, 2017). Desta forma, a
deteccdo e identificacdo tipicamente baseada em pequenos fragmentos dos peptideos permite
inferir a identificacdo da proteina original. Porém, imediatamente, tornam-se evidentes varias
desvantagens com relacdo a essa abordagem: um peptideo ou até mesmo varios peptideos
podem ndo ser especificos para uma determinada proteina ou proteina individual; grandes
regides da proteina podem ndo ser identificadas, o que pode deixar informacgdes importantes
sobre as PTMs ou variantes de sequéncia e modificacbes ou podem ainda ocorrer variacdes de
sequéncia em peptideos diferentes, fazendo com que a sua relacdo entre si se perca apds a
digestdo (SMITH; KELLEHER, 2013).

A fim de contornar os inconvenientes da protebmica “bottom-up”, surge entéo a “top-
down” que consite em uma analise direta das proteinas intactas no proprio MS (sem digestdo

enzimética). Porém, para que isso aconteca as amostras precisam ser fracionadas antes da
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introdugdo ao MS e um dos métodos empregados para a separagdo de proteinas intactas,
peptideos e moléculas pequenas é a cromatografia liquida (LC). A abordagem “top-down” por
manter as proteoformas intactas e as suas massas, esta descreve a sequéncia completa de
aminoacidos incluindo todas as PTMs que as proteinas podem sofrer. Assim, nessa
abordagem ha uma cobertura de 100% da sequéncia, no entanto, esse método requer o uso de
MS de altissima resolucdo e exatiddo de massa, 0 que torna altissimo o custo dos
equipamentos que adotam como estratégia a “top-down”, isso faz com que a abordagem
tracidiconal seja ainda a mais empregada em estudos protedmicos, apesar de suas limitacGes
(KELLIE et al., 2010; CAPRIOTTI et al., 2011; SMITH; KELLEHER, 2013).

Figura 8 — Abordagens protedmica “bottom-up” e “top-down” para identificagdo de proteinas.
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Fonte: Adaptado de Kellie et al. (2010). Na abordagem “bottom-up” (A), utiliza-se a digestdo enzimética para
clivar proteinas intactas em peptideos. Os peptideos clivados por sua vez, sdo analisados através de
espectrometria de massa em tandem, e a identificagdo de proteinas pode ocorrer através da identificacdo de
peptideos emparelhados in silico a uma base de dados de proteinas por um algoritmo de pesquisa. Embora
coberturas de baixa seqiiéncia sejam tipicas, coberturas de proteoma muito altas sdo comuns. Por outro lado, na
abordagem “top-down” (B), as proteinas intactas sdo diretamente analisadas no espectrometro de massa (sem
digestdo enzimatica). O precursor resultante e as massas dos fragmentos sdo entdo adaptados as sequéncias
candidatas a partir de uma base de dados de proteinas. Isso permite o potencial de localizagdo e a caracterizagao
completa das modificages pds-traducionais que as proteinas sofrem.
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1.8.2 Delineamento de um estudo protedmico “bottom-up”: anélise de peptideos por MS

Conforme ja mencionado, a abordagem proteébmica “bottom-up” que consite na
caracterizacdo de peptideos resultantes da digestdo de proteinas em solucédo, também pode ser
chamada de proteémica “shotgun” (TUBAON; HADDAD; QUIRINO, 2017). Dessa forma, a
estratégia protedmica “bottom-up” pode ser descrita resumidamente em seis etapas (Figura 9),
sendo que a primeira é facultativa, pois depende do tipo de abordagem a ser utilizada. Entre as
etapas estdo: 1) A mistura de proteinas extraidas (células, lisado tecidual ou fracionamento
subcelular) serd submedida a uma etapa de fracionamento de proteinas por eletroforese 1D ou
2D e LC; 2) Digestdo proteolitica — protease mais comumente usada € a tripsina, uma serina
protease que cliva os residuos de aminoacidos C-terminais (arginina e lisina) resultando em
peptideos multivariados; 3) Os peptideos agora obtidos podem ser separados de trés formas
(LC — troca ibnica/fase reversa; ESI ou MALDI); 4) Apds a separacdo dos peptideos, o
espectro de massas dos mesmos provenientes da digestdo proteolitica sdo adquiridos e estes
indicam a razdo massa/carga (m/z) dos peptideos analisados; 5) Software de aquisi¢cdo de MS
sdo utilizados para selecionar um numero pré-definido de peptideos nos espectros de massa
(m/z) e proceder o isolamento de cada um deles. Nessa mesma etapa, 0s peptideos sao
fragmentados no MS para medir os m/z dos fragmentos — procedimento chamado de
espectrometria de massa em tandem (MS/MS); 6) Cada peptideo fragmentado é seguido por 5
a 20 espectros de massa em tandem. Por sua vez, a massa peptidica € entdo utilizada em
conjunto com as massas dos seus fragmentos para identificacdo do peptideos. Ao final do
processo, esses dados sao rastreados por softwares de busca através de um bando de dados de
sequéncias de aminoacidos dos peptideos por algoritmos que calculam o espectro previsto
para cada possivel sequéncia peptidica linear identificada e devolvem a que mais
provavelmente deu origem ao espectro de massa e aos dados do espectro de massa em
tandem. Os principais softwares utilizados para localizar as proteinas em bancos de dados,
como, por exemplo, 0 NCBI séo o Mascot e 0 Sequest (COX; MANN, 2011; ZHANG; GE,
2011; ZHANG et al., 2013).
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Figura 9 — Representacdo esquematica das seis etapas experimentais utilizando abordagem

protedmica “bottom-up”.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A abordagem protebmica ‘“bottom-up”, apesar de suas limitagbes como ja
mencionadas, continua sendo bastante empregada no campo da analise proteébmica, pois essa
estratégia engloba ferramentas analiticas, como, a eletroforese 2D e a MS que permitem alta
resolucdo na separacdo e caracterizacdo de proteinas, colocando-a como uma tecnologia
central para analises e identificacdo de milhares de proteinas a mesmo tempo
(CATHERMAN; SKINNER; KELLEHER, 2014; CHEN et al., 2017). Além disso, outra
ferramenta empregada na protedmica, a eletroforese em gel diferencial bidimensional (2D-
DIGE), permite realizar uma analise comparativa entre duas ou trés amostras de proteinas no
mesmo gel, podendo estabelecer assim niveis de expressao proteica diferente entre grupos de
amostras de tecido patolégico normais e doentes utilizando uma marcacdo com diferentes
corantes fluorescentes (HOLLAND, 2018).
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1.8.3 Eletroforese bidimensional

A eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-E), ferrramenta de sepagéo
mais utilizada na protedbmica, foi desenvolvida inicialmente por O’Farrell em 1975 e
atualmente é considerada um método poderoso para separar misturas complexas de proteinas
(células, tecidos ou outras amostra bioldgicas) para anélise protedmica (O’FARRELL, 1975;
ZHANG et al., 2013). Essa técnica permite a separacdo das proteinas em duas dimensdes,
sendo que, na primeina dimensdo (1D) consiste numa focalizacdo isoelétrica (IEF), ou seja, as
proteinas sdo separadas de acordo com a sua carga elétrica em um gel de poliacrilamida com
um gradiente de pH — ponto isolétrico (pl) da proteina. J& na segunda dimensdo (2D), as
proteinas que foram previamente separadas pela IEF sdo submetidas a uma eletroforese em
gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), no qual agora sdo separadas
de acordo com suas massas moleculares (MM). Portanto, a 2D-E consite em cinco etapas
principais que se encontra resumidamente abaixo (Figura 10) (RABILLOUD; LELONG,
2011).

Figura 10 — Esquema do principio das cinco etapas de separacdo proteica por eletroforese 2D.
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Fonte: Elaborado pelo autor. 1. O processo comega com a extragdo de proteinas de uma amostra bioldgica que
em seguida deve passar por um processo de solubilizagdo (quebra das interacbes macromeleculares) para obter
uma amostra compativel com a IEF. Porém, antes da IEF as fitas IPG (immobilized pH gradiente - IPG) tém que
ser reidratada; 2. A amostra é entdo carregada em um gradiente de pH orientado com o lado acido no anodo € o
lado béasico no catodo. Ap6s a IEF (1D), as proteinas atingiram seu ponto isoelétrico (pl) e, portanto, ndo
possuem carga elétrica remanescente. A tira é entdo equilibrada num tampé&o contendo SDS, de modo que todas
as proteinas se tornam fortemente carregadas negativamente; 3. O gel da IEF é entdo carregado em cima de um
gel SDS-PAGE, e as proteinas sdo separadas agora de acordo com suas massas moleculares; 4. ApGs este passo,
as proteinas sdo detectadas diretamente no gel podendo ser utilizado trés tipos principais de coloragdo: corantes
organicos (comassie blue), coloragdo com prata e fluorescéncia; 5. Por ultimo, os géis 2D séo analisados por um
scanner especifico, como, por exemplo, o ImageScanner ™.

1.8.4 Espectometria de massas

O advento da espectrometria de massas (MS) como uma tecnologia analitica, remonta
ao final do século XIX, com o trabalho inovador sobre os raios catodicos do fisico J. J.
Thomson em 1897 e que tem sido amplamente utilizada até hoje para analisar varios
compostos organicos de baixa massa molecular (LOSSL; VAN DE WATERBEEMD; HECK,
2016). O surgimento da protedbmica possibilitou grandes avancos tecnoldgicos na MS, esses
beneficiaram ndo s6 a protedmica, como também impactou positivamente a MS no campo da
biologia estrutural e molecular por ser considerada uma técnica altamente sensivel e precisa.
Logo, isso permitiu com que a MS entrasse no campo da biologia celular, molecular e
estrutural possibilitando essa técnica analisar grandes biomoléculas e bioparticulas numa faixa
de 1 nm a 100 um, como, por exemplo, complexos proteicos, virus, bactérias e células
(GESSEL; NORRIS; CAPRIOLI, 2014; PENG; CHOU; PATIL, 2014).

A MS é uma técnica que se baseia huma relacdo massa e carga (m/z) de moléculas que
sdo ionizadas em fase gasosa. Os espectrOmetros de massa sdo constituidos por trés
componentes principais: uma fonte de ionizagdo, um analisador de massas e um detector.
Inicialmente, os analitos sdo separados de seu meio de transporte (fase aquosa ou organica),
sendo entdo transformados em ions gasosos na fonte de ions. Apds a ionizacdo, os analitos
ficam carregados com uma carga, 0 qual por sua vez é transmitido para as regides de alto
vacuo do espectrometro de massas, incluindo geralmente um analisador de massa de baixa
resolucéo e uma célula de colisdo. A caminho do detector, os analitos ao passarem por varios
campos elétricos e/ou magnéticos, sdo separados dos demais que possuem ainda carga neutra.
Na ultima fase, as relagdes m/z dos analitos sdo medidas de forma precisa por um analisador
de massa de alta resolugdo (Figura 11) (HAAG, 2016; LOSSL; VAN DE WATERBEEMD;
HECK, 2016).
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Atualmente, a habilidade com que a MS tem de analisar proteinas e amostras
bioldgicas, advém do surgimento das técnicas de ionizagdo branda, como, a técnica de
ionizacdo por electrospray (ESI-MS) e a ionizacdo/dessor¢do a laser assistida por matriz
(MALDI) - técnicas capazes de transformar macromoléculas em ions. O termo ionizacao
branda significa que uma quantidade minima de energia é transmitida para o analito durante a
etapa de ionizacdo. Portanto, independentemente da técnica de ionizacdo utilizada, a
sensibilidade e acuracia do espectrébmetro de massas esta diretamente relacionada com o tipo
de analisador de massa empregado na separacdo dos ions obtidos. Por esse motivo, a escolha
do analisador € de fundamental importancia, pois depende das propriedades do analito apds
aionizacdo e dos requisitos do experimento que serd realizado (KARAS; HILLENKAMP,
1988; FENN et al., 1989).

Figura 11 — Componentes essenciais de um espectrometro de massa.

Analisador de
massa de Célula de Analisador de
Fonte de ions baixa colisdo massa de alta
resolucao resolucao

Quadrupolo Para ativagao/ FTICR

ion Trap fragmentacao da Orbitrap
fase gasosa TOF

Fonte: Adaptado de Ldssl; Van De Waterbeemd; Heck (2016). A fonte de ions facilita a transferéncia do analito
para a fase gasosa. Por sua vez, o analisador de massa de baixa resolu¢do permite a selecdo em massa de
espécies especificas de analito e, no caso de fon Trap, também pode ser utilizado para ativacao/fragmentacéo de
fons. Caso contrario, a fragmentagcdo da fase gasosa, por exemplo, usando CID (dissociagdo induzida por
colisdo), HCD (dissociacao colisional de alta energia) ou ETD (dissociagdo de transferéncia de elétrons), ocorre
na célula de colisdo. Por dltimo, um analisador de massa FTICR (Ressonancia de ciclotrdo de ions com
transformada de Fourier), TOF (Tempo de voo) ou Orbitrap de alta resolucdo facilita medi¢cGes de massa
precisas.

1.8.5 Técnica de ionizacdo por electrospray (ESI)

A ionizagdo por electrospray (ESI), atualmente é a técnica preferida de ionizacao
guando se trata de uma amostra que se contrata na sua forma liquida. Por ionizar moléculas
diretamente da fase liquida, é compativel com técnicas tradicionais de separagdo, como, por
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exemplo, a cromatografia, que € amplamente utilizada em quimica analitica. A técnica de
espectrometria de massas com ionizagao por electrospray (ESI-MS) foi desenvolvido por John
Fenn, o qual recebeu o prémio Nobel de quimica em 2002 para analise de macromoléculas
bioldgicas (FENN et al., 1989; BANERJEE; MAZUMDAR, 2012).

A ESI-MS tornou-se a técnica mais utilizada em andlises quimicas e bioquimicas,
dentre as suas vantagens incluem a alta sensibilidade, consumo reduzido de amostra e analise
de biomoléculas de elevado peso molecular (BANERJEE; MAZUMDAR, 2012). Além disso,
ha outras caracteristicas essenciais da ESI que faz com que essa apresente um diferencial em
relacdo as demais ferramentas de ionizacdo. A primeira diz a respeito da capacidade com que
ela tem de produzir ions multiplamente carregados, reduzindo assim a relacdo m/z. Logo, isso
permite com que compostos de elevada massa molecular possa ser analizado. Outra
caracteristica € que as amostras ao serem analisadas devem ser introduzidas em solucéo,
permitindo que seja possivel o acoplamento com outras técnicas de separagdo. Por ultimo, a
ESI é uma técnica de ionizacdo suave, provocando pouca ou nenhuma fragmentacdo dos
analitos estudados (VAN DE WATERBEEMD; HECK, 2016).

Na ESI o processo pode ser resumidamente da seguinte maneira (Figura 12). O analito
é introduzido na fonte em solucdo a partir de uma bomba de seringa ou como o fluxo de
eluente da cromatografia liquida com uma taxa de fluxo na ordem de 1ul/ min. O fluxo da
solugdo do analito passa pela agulha de eletropulverizagdo que tem uma alta diferenca de
potencial em relacdo ao contra-eletrodo aplicado a ele (tipicamente na faixa de 2,5 a 5 kV).
Logo, isso forca a pulverizacdo de goticulas carregadas da agulha com uma carga superficial
da mesma polaridade para a carga na agulha. Por sua vez, as goticulas sdo repelidas da agulha
em direcdo ao cone de amostragem da fonte no eletrodo contador (mostrado em azul). Quando
as goticulas atravessam o espaco entre a ponta da agulha e o cone, ocorre a evaporagdo do
solvente. Conforme a gota se move em direcdo ao cone do eletrodo contador (que passa ao
analisador), a evaporacgdo do solvente ocorre e, consequemente, a goticula encolhe até atingir
0 ponto em que a tensdo superficial ndo consegue mais sustentar a carga, processo €
conhecido, como, limite de Rayleigh, e nesse ponto ocorre uma "exploséo Coulombic" e a
gota é rasgada. Essa fase permite com que sejam produzidas goticulas menores e 0 processo é
repetido. Finalmente, apos todo o solvente ter evaporado, a carga é passada para o analito.
Portanto, esse € um método muito suave de ionizagdo, uma vez que muito pouca energia
residual é retida pelo analito ap0s a ionizacgdo. Isso faz com que a ESI-MS seja considerada
uma técnica tdo importante em estudos bioldgicos (WILM, 2011; CHALLAMALLA et al.,
2012).
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Figura 12 — Representacdo esquematica do processo de formagdo de ions numa fonte de ESI.
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Fonte: Adaptado de Challamalla et al. (2012). Etapa (A): Uma solugéo contendo ions é passada por um capilar
onde é aplicada uma alta tenséo (positiva ou negativa), ocorrendo entdo reducdo/oxidacao de alguns ions. Etapa
(B): Nesta etapa € formado um spray eletrolitico. Etapa (C): Apés o spray eletrolitico, as goticulas carregadas
comecam a diminuir de tamanho devido a evaporacdo do solvente, até 0 momento em que sdo obtidos os ions
isolados (Etapa D).

1.8.6 Tipos de analisadores de massas

Em relacdo aos analisadores de massas, parte do instrumento na qual realiza a
separacgdo dos ions gerados através da sua razdo m/z, existe atualmente no mercado diversos
modelos diferentes, como, por exemplo, Tempo de voo (TOF), fon Trap e Orbitrap, que sdo
utilizados na protedmica. Cada um desses apresenta suas respectivas vantagens e
desvantagens de acordo a analise pretendida (EL-ANEED; COHEN; BANOUB, 2009). Um
dos principais critérios para distinguir os analisadores de massa é justamente o seu poder de
resolucdo em massa. Com base nisso, esse texto focard somente no analisador de massa do

tipo Orbitrap, empregado nesse estudo.

1.8.6.1 Espectrdmetro de massas orbitrap

O novo espectrometro de massas hibrido, o orbitrap, faz parte de um instrumento que

foi desenvolvido e construido pela Thermo Masslab Ltd (Manchester, Reino Unido) e
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atualmente é comercializado com o nome Linear Trap Quadropole (LTQ)-Orbitrap® (Figura
13). O LTQ-Orbitrap € um sistema de alto desempenho, que combina a aquisi¢ao rapida de
dados de ion trap linear com alta precisdo de massa e analise de massa Orbitrap, permitindo
com isso, multiplos niveis de fragmentacdo (MS") para elucidar a estrutura do analito e
propiciar o acoplamento com fontes de ionizagdo continuas, tais como, electrospray (ESI)
(HU et al., 2005; SCIGELOVA et al., 2011).

O principio do sistema hibrido do orbitrap foi descrito pela primeira vez em 2000 por
Makarov. O espectrometro de massas Orbitrap consite de dois eletrodos, sendo um localizado
na parte central (interno) tipo fuso alongado ao longo de um eixo que é mantido sob alta
tensdo quando os ions estdo sendo retidos em um movimento orbital ao redor do fuso, esse é
cercado pelo segundo eletrodo tipo barril externo mantido no potencial da terra. O eletrodo
externo é dividido em duas metades para formar eletrodos de captacdo para deteccdo de
corrente de imagem (Figura 14). Cabe ressaltar ainda que devido as forgas eletromagnéticas
que os ions sofrem no momento que a distribuicdo do potencial quadro-logaritmico é gerada
pelos eletrodos Orbitrap, os ions oscilam na dimensdo axial (reprezentado por z) engquanto
orbitam em torno de um eletrodo central. Como os ions oscilam na dimensdo axial, eles
movimentam-se da regido de um eletrodo para o outro com uma frequéncia dependente de
suas relagcdes m/z. Essas oscilagdes produzidas sdo convertidas em espectro de massas (m/z)
usando a transformada de Fourier (Figura 14) (MAKAROV, 2000; HU et al.,, 2005;
SCIGELOVA et al., 2011).

Figura 13 — Representacdo esquematica do espectrdmetro de massa hibrido LTQ-Orbitrap.
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Fonte: Adaptado de Scigelova et al. (2011). Nesse sistema hibrido, os ions sdo transmitidos atraves do ion trap
linear que por sua vez, serd repassado para o C-trap e, consequemente, para o orbitrap. O C-trap tem como
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finalidade focalizar os feixes de fons em “pacotes” extreitos e transferi-los de maneira rapida para dentro do
orbitrap por meio de pulsos.

O desenvolvimento do espectrometro de massas hibrido, o LTQ-Obitrap, deve-se ao
acoplamento do ion trap linear com o orbitrap devido precisamente ao interfaceamento pelo
C-trap. Logo, a combinacdo desses analisadores de massa permitiu com que o orbitrap
realizasse experimentos em sequéncia com alta resolugéo e precisdo, capaz de alcangar com
isso, poténcia de resolu¢do acima de 100.000 e precisdo de massa < 5 ppm (MAKAROV et
al., 2006).

Figura 14 — Representacdo esquematica do analisador de massas Orbitrap.
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Fonte: Adaptado de Scigelova et al. (2011). No orbitrap, os ions que sdo capturados em um campo eletrostatico
oscilam em torno de um eletrodo central tipo fuso alongado enquanto também oscilam na dimensdo axial. A
oscilacdo axial é detectada por eletrodos para produzir um transiente, que é transformado no espectro de massa
resultante pela transformacao de Fourier. O transiente é a freqiiéncia de oscilacdo ibnica na dimensdo axial e no
Orbitrap, todos os espectros de massa (m/z) sdo detectados simultaneamente.

1.9 Analise protedmica aplicada ao C. difficile

Atualmente, andlise protebmica descrita como uma tecnologia-chave na era pos-
gendmica tem fornecido informag@es essenciais complementares as fornecidas pela gendmica.

Por meio da analise protedmica, as proteinas identificadas podem ser analisadas rapidamente,
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com precisdo e elevada sensibilidade utilizando, por exemplo, a técnica de espectrometria de
massa (MS) e a eletroforese (MOURA et al., 2013). Com base nisso, um estudo de analise
protedmica comparativa entre trés isolados clinicos de C. difficile (a cepa B-1, a Tra5/5 e a
027 SM) com propriedades bioldgicas e viruléncia variadas foi realizado por Chilton e
colaboradores em 2014. Nessa pesquisa, um total de 888 proteinas diferentes foram
detectadas e dentre essas, apenas 38% foram compartilhadas entre os isolados, sendo a
maioria delas enzimas metabdlicas. Entre as trés linhagens de cepas, 136 proteinas (15%)
foram detectadas apenas na linhagem 027 SM, 162 (18%) somente na linhagem B-1 e 49
(6%) apenas na linhagem Tra 5/5. Notadamente, entre todas as proteinas identificadas
incluem, a TcdA, TcdB, proteinas relacionas a flagelos, proteinas de superficie e dentre
outras. Utilizando LC-MS/MS, a TcdA foi detectada em todas as trés cepas, enquanto que a
TcdB foi detectada nas cepas 027 SM e B-1, mas ndo na cepa Tra 5/5. Em relacdo as
proteinas flagelares, a flagelina (FIiC) foi identificada em todas as trés linhagens,
enquanto que a proteinas-cap flagelar (FIiD) foi identificada na linhagem B-1 e na linhagem
027 SM, mas néo foi detectada na linhagem Tra 5/5. Porém, os genes correspondentes a fliC e
a fliD foram encontrados nos genomas de todas as trés linhagens por andlise blastica. Logo,
isso indica que a falta de deteccdo da FIiD na linhagem Tra 5/5 ndo € devida a falta do gene
correspondente. Na mesma pesquisa, ainda identificaram-se 20 proteinas de superficie celular
ou de camada S e entre essas, incluiam SIpA, Cwp66 e Cwp84, detectadas nas trés cepas
analisadas (CHILTON et al., 2014).

No mesmo ano, Chong e colaboradores realizaram uma analise protedmica abrangente
de um isolado clinico de NAP1 de C. difficile resistente ao metronidazol. Nesse estudo, 0s
autores apresentaram uma caracterizacdo protebmica dos isolados de NAP1/027 e
determinaram ainda o efeito do metronidazol no proteoma dos mesmos, focando na expressao
de proteinas associado a resisténcia ao metronidazol. A primeira cepa isolada em 2009 foi
denomidada de CD26A54 S (sensibilidade reduzida), esta por sua vez na presenga de
concentragdes subletais de metronidazol, tornou-se estavelmente resistente a0 mesmo
farmaco, esta foi denominada agora de CD26A54 R (resistentes a Met). Na analise
protedmica, na auséncia de metronidazol foi observado em ambos os isolado (CD26A54 S e
CD2654_R) em comparacdo com VLOO13 (cepa Met > NAP1 de C. difficile usada como
controle) uma expressdo diferencial de transporte de elétrons e proteinas redox-ativas. Além
disso, uma expresséo diferencial de ferredoxina, um intermediario na reducdo da forma pro-
farmaco do metronidazol para a sua forma toxica, foi observada nas cepas CD26A54 S/R, na

auséncia de metronidazol. Dois resultados importantes e que chamaram atengéo e que podem



48

estar associada a resisténcia ao metronidazol em C. difficile, diz a respeito aos mecanismos de
reparo de DNA e ao metabolismo de ferro. Nessa pesquisa, na auséncia de metronidazol os
autores identificaram varias proteinas putativas de reparo de DNA com expressao elevada até
+ 2 vezes nas cepas CD26A54 S e CD26A54 R em comparacdo com a cepa controle
VLOOL13. Entre essas, esta a proteina excinuclease ABC, conhecida como sistema de reparo
UvrABC e que estd envolvida no reparo de lesbes de DNA. Em relagdo a expressao do
regulador de absorcédo férrico (Fur), na auséncia de metronidazol foi observado um aumento
de £ 2,6 vezes na expressdo de Fur nas cepas CD26A54 R e CD26A54 S em relacdo a
VLOO13. Estes resultados sugerem uma possivel resposta multifatorial que pode estar
justamente associada a resisténcia ao metronidazol em C. difficile, incluindo os possiveis
papéis do metabolismo alterado do ferro e/ou reparo do DNA (CHONG et al., 2014).

Em 2010, Jain et al. ao realizar uma analise do subproteoma da cepa do C. difficile
630 identificou um total de 107 proteinas, entre elas estavam as proteinas a SIpA, cisteina
protease (Cwp84), proteina da camada S, proteinas de ligacdo ao substrato de transportadores
ABC, npili, proteinas ribossomais e outras. Nesse mesmo estudo, das 107 proteinas
identificadas a maioria estavam envolvidas com sintese proteica (45,8%) (JAIN et al., 2010).
Em 2011, o mesmo grupo de pesquisa ao realizar uma analise protedmica com a mesma cepa
em resposta ao estresse térmico, foram identificadas 447 proteinas. Dessas, 49 proteinas
foram moduladas sob estresse térmico e dentre essas estavam: as proteinas classicas de
choque térmico (chaperonas) GroEL, GroES, DnaK, proteases de Clp e HtpG, que foram
reguladas positivamente, além de varias rubreritrinas induzidas por estresse e proteinas
associadas a modificacdo de proteinas, tais como prolil isomerases e a prolina racemase
(JAIN et al., 2011).

Em 2012, Boetzkes e colaboradores realizaram uma anélise de secretomas de trés
cepas de C. difficile, sendo elas os isolados hipervirulentos CD196 e CDR20291 pertencente a
NAP1/027 e a de referéncia CD630. Nessa anélise, utilizando a LC-MS foram identificadas
158 proteinas diferentes nos sobrenadantes de C. difficile, sendo a maioria delas de origem
citoplasmatica. Entre essas, 32 proteinas em CDR20291, 36 em CD196 e 26 em CD630 foram
identificadas como sendo secretadas por cepas de C. difficile. As proteinas identificadas eram
principalmente proteinas da camada S, proteinas de ligacdo ao substrato de transportadores
ABC, hidrolases da parede celular, pili e proteinas hipotéticas desconhecidas. Com relagéo as
TcdA e TcdB, os trés isolados expressam esses principais fatores de viruléncia, porém, ambas
as toxinas foram apenas fracamente detectada pela LC-MS. Entretanto, as mesmas foram

identificas utilizando a técnica de Western blot. Um dado importante foi a identificacdo de
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cinco proteinas secretadas exclusivamente nos sobrenadantes das cepas hipervirulentas e entre
essas, estava a proteina componente de ligacdo a ADP-ribosiltransferase, que é uma parte da
toxina binaria (CDT) identificada apenas em cepas hipervirulentas NAP1/027. Logo, esses
dados demonstram a grande variacdo gendmica e protedmica nas diferentes cepas de C.
difficile (BOETZKES et al., 2012).

Numa pesquisa recente realizada por Dresler et al. (2017) de anélise prote6mica
comparativa usando a técnica de quantificacdo por label-free (LFQ), quantificou um total de
662 proteinas de oito ribotipos de C. diffiicile (001, 005, 010, 012, 014, 027, 078, e 176)
cultivadas in vitro. Entre todas as proteinas quantificadas, varios fatores de viruléncia foram
identificados, como a TcdA, TcdB, CDT, proteinas flagelares e proteinas associadas ao
complexo funcional Pro-Pro endopeptidase (PPEP-1), e dentre outras. A analise proteémica
comparativa mostrou maior expressdo protéica ou expressdo Unica de proteinas ligadas a
patogenicidade ou metabolismo de ferro nos ribotipos 027 e 176. Esses resultados séo
essenciais, pois mostra a relagdo genética e a importancia clinica dessas cepas a nivel
protedmico. Em outro estudo utilizando a mesma abordagem proteémica a LFQ, Moura e
colaboradores identificaram a partir de um filtrado de cultura de C. difficile (ATCC 43255)
um total de 101 proteinas, entre elas estavam as proteinas TcdA, TcdB e a S-layer. Nessa
mesma pesquisa, 0s autores realizaram ainda uma quantificacdo precisa de TcdA e TcdB em
trés lotes de toxinas purificados a partir das cepas de C. difficile (VPI 10463-ATCC 43255).
Na mesma pesquisa, foi realizada ainda uma ampla cobertura de sequéncia de aminoacidos
das toxinas (91% para TcdA e 95% para TcdB) utilizando a analise de MS (MOURA et al.,
2013).

O Quadro 1, resume os dados referentes as pesquisas descritas acima utilizando
diferentes cepas de C. difficile na area da protedmica, com as seguintes informacdes: tipos de
cepas utlizadas; condicbes de cultivo; fonte das proteinas;, quantidade de proteinas

identificadas; e o espectrometro de massa utilizado (MS).
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Quadro 1 — Dados referentes de pesquisas realizadas com diferentes cepas de C. difficile

utilizando as ferramentas da proteémica.

Quantidade
Cepas Condicdes de Fonte das de proteinas MS Referéncia
utilizadas cultivo proteinas  identificadas
1D Nano-
B-1, Tra 5/5 Agar sangue Lisado 888 LC/MS/MS CHILTON et

e 027 SM  Columbia (CBA) e celular acoplado ao al., 2014

cultivadas durante Orbitrap e 2D
64 ha 37 °C sob MALDI-TOF
condicdes MS
anaerdbicas
Agar Brucella
suplementado (10
VLOO13,  Hg/ml de vitamina Lisado 1942 Nano- CHONG et
CD26A54 S K, 5 pg/ml de celular LC/MS/MS al., 2014
ou hemina e 5% de acoplado ao
CD26A54_R  Sangue de carneiro) Orbitrap
~ e cultivadas durante
48ha37°Csob
condicBes
anaerdbicas
BHI (Oxoid) e ESI-Q-g-

Cepa 630  cultivadasa 37 °C  Sobrenadante Quadrupole JAIN et al.,
sob condicBes 107 linear ion trap- 2010
anaerdbicas MS/MS

BHI (Oxoid) e ESI-Q-0-
Cepa 630 cultivadas a 37 °C Lisado 447 Quadrupole JAIN et al.,
sob condicOes celular linear ion trap- 2011
anaerobicas MS/MS
CD630, BHI e cultivadas Nano- BOETZKES
CD196 e durante 24 ha 37 Sobrenadante 158 LC/MS/MS etal., 2012
CDR20291  °C sob condigdes acoplado ao
anaerobicas Orbitrap

RTs 001,

RTs 005, Agar Anaerébio LC-MS/MS

RTs 010, Schaedler envolvendo

RTs 012, CMO0437 (Oxoid)  Sobrenadante 662 espectrometria DRESLER et

RTs 014, e cultivadas de massa al., 2017

RTs 027, durante 48 ha 37 ° direcionada e

RTs 078, e C sob condicbes LFQ
RTs 176 anaerodbicas
Filtrado Nano-
ATCC - comercial de 101 LC/MS/MS MOURA et
43255 cultura acoplado ao al., 2013
liofilizada Orbitrap
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

C. difficile é considerado uma das mais importantes causas de diarreia infecciosa
associada a assisténcia médica em unidades de saude de cuidados agudos e cronicos, sendo
responsavel por 15-20% dos casos de diarreia relacionada ao uso de antibidticos
(DUBBERKE; WERTHEIMER, 2009). Atualmente, a CDI vem sendo considerada uma
importante causa de mortalidade e morbidade, tornando-se uma grande preocupac¢do nos
centros de servigos de saude no mundo todo, além de ocasionar grandes impactos nos custos
de satde (DINGLE et al., 2011). Entre as possiveis causas do aumento da morbimortalidade é
0 surgimento de cepas consideradas mais virulentas, como, por exemplo, a NAP1/BI1/027.
Essa cepa produz quantidades maiores de toxinas do que as cepas de referéncia e séo
altamente transmissiveis, devido & sua maior capacidade de esporulacdo (MERRIGAN et al.,
2010).

O aumento da incidéncia e gravidade da CDI levou a um grande 6nus econdmico nos
sistemas de salde devido aos custos associados ao tratamento e permanéncias prolongadas de
pacientes no hospital. Esse 6nus econdmico € estimado em US $ 5,4 bilhdes em servigos de
salde e US $ 725 milhGes em ambientes comunitarios na América do Norte (DESAI et al.,
2016). Além disso, estima que 29.000 mortes anualmente nos EUA sejam atribuidas a CDI
(LESSA et al., 2015). Desde 2001, a prevaléncia e gravidade da CDI vém aumentando
significativamente, o que levou ao aumento do interesse em pesquisas e descoberta de novos
fatores de viruléncia, como, por exemplo, as adesinas (proteinas de superficie — Cwp66 e
Cwp84), as proteinas flagelares (flagelina (FIiC) e a proteina cap flagelar (FIiD), as proteinas
de esporulacdo e as toxinas, que sdo consideradas como o principal fator de viruléncia
(PECHINE; JANOIR; COLLIGNON, 2005; WRIGHT et al., 2005; RUPNIK; WILCOX;
GERDING, 2009).

Com base nisso, 0 nosso grupo de pesquisa de forma pioneira no Nordeste, em
especial no Estado do Ceara, vem pesquisando o C. difficile em hospitais cearenses desde 0
ano de 2013. Uma pesquisa realizada no hospital oncolégico, Hospital Haroldo Juagaba do
Instituto do Céancer do Ceara (ICC), Costa e colaboradores detectaram uma alta incidéncia de
CDI (48%) em pacientes com cancer e diarreia. Esse mesmo estudo teve como cepa de C.
difficile predominantemente isolada e identificada a NAP4, que também é encontrada em
outros paises, como, EUA e Canada. Nessa pesquisa foi isolada uma cepa de pulsotipo e
ribotipo de C. difficile que até entdo era desconhecida pela comunidade cientifica e passou a
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ser denominada até o momento de ICC-45, que juntamente com a cepa testada por nds,
NAP1/027 (LIBA5756), coloca-se na classe MLST Clade 2 das cepas consideradas
hipervirulentas (COSTA et al., 2016; COSTA et al., 2017).

Em 2016, um estudo realizado por nosso grupo de pesquisa mostrou que em modelos
animais utilizando sobrenadantes, a cepa ICC-45 ¢ tdo virulenta quanto a NAP1/027 isolada
na Costa Rica, mesmo a ICC-45 produzindo menos toxinas que a NAP1 (COSTA et al.,
2016). Por meio da protedmica, tem sido possivel identificar outros fatores de viruléncia de C.
difficile envolvidos em sua patogénese, tornando assim um passo importante para uma melhor
compreensdo da biologia desse patdgeno (BOETZKES et al., 2012).

Tendo em vista a importancia epidemiolégica da CDI, a andlise das proteinas do
sobrenadante de culturas de cepas de C. difficile por meio de técnicas protedbmicas torna-se
relevante, ja que na literatura existem diferentes genomas de cepas de C. difficile ja
sequenciadas (SEBAIHIA et al., 2006). No entanto, os dados com a caracterizacao biolégica
das proteinas identificadas e analisadas, raramente estdo disponiveis em conjunto com a
analise genémica (CHILTON et al., 2014).

Dessa forma, utilizou-se nesse trabalho técnicas de protedmica para responder
questionamentos que a gendmica por si sO ndo consegue responder, pois aquela permite
investigar com maior profundidade outros potenciais fatores de viruléncia de C. difficile, o
que pode ajudar a elucidar a razdo molecular para a variacdo da viruléncia de C. difficile que
vem nos Ultimos anos sofrendo uma rapida evolucdo e emergindo como um sério patdgeno
humano. Logo, por meio da andlise protedmica as proteinas detectadas podem ser analisadas
em conjunto de modo a compreender melhor os mecanismos moleculares da doenga
associadas ao C. difficile e, consequentemente, levar a rapida identificacdo de alvos celulares
para fins terapéuticos e assim, poder trazer um retorno positivo para a sociedade com a
melhoria da qualidade de vida dos individuos com CDI (CHEN et al., 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e ldentificar as proteinas do sobrenadante de cultura de cepas de C. difficile utilizando
uma andlise exoprotedmica comparativa entre sobrenadantes da cepa ICC-45 isolada
no Hospital Haroldo Juacaba e NAP1/027 (LIBA5756) da Costa Rica.

3.2 Objetivos especificos

e Detectar as proteinas de superficie (Cwp66, Cwp84 e SIpA), proteinas flagelares (FIiC
e FliD), toxinas A e B e outras envolvidas na viruléncia de C. difficile presentes nos

sobrenadante das cepas analisadas por meio da exoprotedmica.

e Analisar as proteinas identificadas quanto a participacdo nos processos bioldgicos,

funcdo molecular e componente celular utilizando o programa Blast2Go.

e Identificar a localizacdo celular das proteinas presentes nos sobrenadantes das cepas

em analise utilizando o programa Psortb.

e Identificar e comparar as interagdes fisicas e funcionais entre as proteinas identificadas
na cepa ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5656), utilizando como ferramenta o banco de
dados STRING.

e Identificar as interacGes das proteinas exclusivas da ICC-45 com as compartilhadas

entre as cepas por meio do banco de dados STRING.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cepas bacterianas

Para o estudo da exoprotedmica, foram utilizadas duas cepas de C. difficile, a ICC-45
(cepa toxigénica, novo ribotipo/gendtipo) isolada de paciente internado no Hospital Haroldo
Juacaba, Fortaleza-CE, em 2014 por nosso grupo de pesquisa (COSTA et al., 2016) e a
NAP1/027 (LIBA5756 — cepa hipervirulenta isolada na Costa Rica) (QUESADA-GOMEZ et
al., 2010). Com relagdo a cepa NAP1 (LIBA5756), essa foi cedida pelo Prof. Dr. Carlos
Quesada do Laboratério de Pesquisa em Bacteriologia Anaerobia da Universidade da Costa
Rica. As cepas selecionadas para esse estudo fazem parte da Colecdo de Culturas do
Laboratério de Bacteriologia, do Departamento de Biomedicina, da Universidade Federal do
Ceard (UFC). Os dados gerais sobre as cepas utilizadas nesta pesquisa estdo listadas no
Quadro 2.

Quadro 2 — Cepas de C. difficile selecionadas para o estudo da exoproteoma.

Cepas Paciente Condicéo Perfil Pulsotipo Ribotipo Periodo de
Clinica Toxigénico Isolamento
ICC-45 Feminino, CA de tcdA+,tcdB+, Novo Novo Agosto de
34 anos mama cdtB+, sem 2014
delecdes
tcdC
NAP1 tcdA+,tcdB+, NAP1 027 2009
(LIBA5756) - - cdtB+, com
delecdes
tcdC

CA — céncer; tcdA+ — cepa positiva para gene da toxina A (TcdA); tcdB+ - cepa positiva para gene da toxina B
(TcdB); cdtB+ — cepa positiva para gene da toxina bindria; e tcdC - gene regulador negativo que controla a
producéo das toxinas (TcdA e TcdB).

4.2 Cultivo das cepas de C. difficile

As cepas de C. difficile foram reativadas a partir de um estoque mantido em criotubos
a -20°C contendo uma solucéo de BHI-PRAS (do inglés Brain Heart Infusion — pre-reduced
anaerobically and sterilized) suplementado com 0,5% de extrato de levedura, 0,05% de
cisteina e 1% de menadione, acrescida de 20% de glicerol (COSTA et al., 2016). Desse
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estoque, uma aliquota foi esgotada em placa de Petri contendo o meio Agar Brucella
suplementado com 5% de sangue de carneiro e menadione (vitamina K, 5 mg/mL) (Sigma®)
e incubadas sob condicdes anaerdbicas (jarra de anaerobiose - 90% N, 10% CO,, 5% Hy),

por aproximadamente 72 horas a 37 °C para obter o crescimento das colonias de C. difficile.

4.3 Obtencéo dos sobrenadantes

Ap0s o crescimento das cepas de C. difficile (ICC-45 e a NAP1/027 (LIBA5756)), foi
realizado o repique 2 a 4 colbnias de cada cepa em 40 mL de caldo BHIS. As cepas foram
incubadas pelo periodo de 24 horas a 37 °C em jarra de anaerobiose (90% N, 10% CO,, 5%
H,). Apds o tempo de incubagéo, centrifugado 2x (4000 rpm, 8 min, 4 °C), os sobrenadantes
resultantes foram passados através de filtros de poro de tamanho de 0,2 pum, para eliminar as
células vegetativas. Os sobrenadantes foram congelados a -80 °C até 0 momento do uso
(COSTA et al., 2016).

Como controle, utilizamos um caldo de BHIS n&o inoculado e submetido &s mesmas
condicdes do cultivo. Além disso, foram realizadas trés réplicas biologicas desse experimento

para obter 0s extratos proteicos para a analise exoprotedmica.

4.4 Precipitacdo das proteinas obtidas dos sobrenadantes de C. difficile

Apds a obtencdo dos sobrenadantes das cepas ICC-45 e NAP1/027 em BHIS, foi
realizada uma precipitacdo com cloroférmio PA e metanol PA, na proporc¢édo de 1 volume do
sobrenadante: 1 volume de cloroférmio: 4 volumes de metanol. Apds agitagdo, por cerca de 2
minutos com o auxilio do vortex e centrifugacdo a 2.000 x g, duas fases de separacdo foram
obtidas. A fase superior foi descartada e mais 3 volumes de metanol foram acrescentados. Em
seguida, o sobrenadante foi submetido a novas etapas de agitacdo e centrifugacdo a 2000 x g.
O sobrenadante foi descartado e o sedimento liofilizado. Apds secagem, o sobrenadante seco
foi armazenado a - 80 °C (WESSEL; FLUGGE 1984).

O sobrenadante seco obtido foi enviado ao Laboratério de Biologia de Anaerdbios,
Departamento de Microbiologia Médica, do Instituto de Microbiologia Paulo de Goes
(IMPPG) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), da Prof? Dr? Eliane de Oliveira
Ferreira. No laboratorio, o material foi hidratado com 500 pL de tampéao de bicarbonato de
amonio (Fluka) 25 mM (pH 8,0) com cloreto de calcio a 1 mM (AMBIC), compativel com a

espectrometria de massas, e as proteinas dosadas no Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen,
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California, USA), conforme as instrucdes do fabricante. Em seguida, o material foi preparado

para a protedmica in solution.
4.5 Tripsinizacdo in solution das proteinas

Dos sobrenadantes ja em tampdo AMBIC foram retirados 100 uL e a eles misturados
300 uL de AMBIC (volume final: 400 uL). Esse volume foi adicionado nas colunas do tipo
Spinfilter de 30 kDa (Millipore-Amicon ULTRA 0,5 mL) para digestdo das proteinas obtidas.
Para tal, foram acrescentados 400 pL. de dgua HPLC (alta pureza) as colunas, sendo estas
centrifugadas a 8000 x g por 5 min a 8 °C. Apos a centrifugacao, foram adicionados 400 pL
de Ditiotreitol (DTT; Sigma-Aldrich) 10 mM, sendo incubado por 30 min a 37 °C. Apos a
centrifugacdo e descarte do sobrenadante, foram adicionados 350 puL de iodoacetamida 50
mM, sendo o material incubado no escuro a temperatura ambiente por 30 min. Uma
centrifugacdo a 8000 x g foi realizada por 10 min ¢ a coluna lavada com 400 uL. de AMBIC.
Os tubos de coleta foram trocados por um novo e a cada coluna foram acrescentados 400 pL
de tampdo AMBIC contendo tripsina (Sequence Grade modified Trypsin; Promega,
Wisconsin, USA) (5 ug/amostra). Os tubos ficaram incubados em banho-maria overnight a 37
°C, e ap6s uma centrifugacdo a 8000 x g, os peptideos coletados foram secos e armazenadas a
-20 °C. Uma parte desse produto seco ja tripsinizado foi colocado em uma placa de 96 pocos
conica (Orbitrap) e enviado para os Estados Unidos (National Center for Environmental
Health, Centers for Disease Control and Prevention — CDC, Clinical Chemistry Branch
Division of Laboratory Science, do Dr. Hércules Moura e Dr. John Barr) para as analises de
espectrometria de massas. O material da placa foi resuspendido em acido férmico 0,1% e
agitado com o auxilio de um vortex, antes da injecdo no aparelho. Todas as analises foram
realizadas em um MS Nano-LC ESI-MS/MS (Waters Corporation, Milford, EUA) acoplado a
LTQ Orbitrap (Thermo Fischer) (MOURA et al., 2013).

4.6 ldentificacdo das proteinas em MS nLC MS/MS acoplado a LTQ Orbitrap

Os produtos da digestdo, obtidos in solution, foram submetidos a cromatografia
liquida acoplada a MS utilizando-se o equipamento nano-LC MS/MS acoplado a LTQ
Orbitrap Velos. Foram aplicados 3 pL de cada produto digerido de proteinas em uma
microcoluna (300 um x 5 nm) empacotada com particulas C18 PepMap™ (Waters), com uma
vazao de 5.000 pL/min. Os peptideos foram eluidos em coluna analitica C18 PepMap™ (75

um id x 15cm) (Waters) usando o seguinte gradiente de fase movel da High Performance
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Liquid Chromatography (HPLC): solvente A (agua grau HPLC com &cido formico a 0,1%) e
solvente B (&cido formico a 0,1% em acetonitrila). Ap6s 10 min de 5% do solvente B, o
gradiente foi aumentado para 40% do solvente B em 10 min e 95% do solvente B em 2 min.
Apds 15 min de 95% do solvente B, o sistema foi levado a 95% do solvente A e 5% do
solvente B em 1 min. A coluna foi entdo reequilibrada com 95% do solvente A e 5% do
solvente B, por 15 min. O MS foi operado em modo positivo com uma voltagem de 35 kV
para a aquisicdo de dados baseados na leitura dos valores de 400 a 1.400 m/z, em uma
resolucdo de massa nominal de 60.000 para a aquisi¢cdo de ions. Para a analise no MS o
aparelho foi programado para selecionar os 15 ions mais intensos com carga duas ou mais
cargas. O tempo de aquisicdo do MS/MS foi de 120 min. Para calibracdo do método
quantitativo e controle interno, uma solucdo de peptideos digeridos de alcool desidrogenase
de levedura (Water) foi injetados na coluna na concentracdo de 100 fMol e com picos de
30.030 Da (Adaptado de MOURA et al., 2013).

4.7 Analises de bioinformatica

Com relacdo aos peptideos submetidos a analise no espectrometro de massas Nano-LC
ESI-MS/MS acoplado a LTQ Orbitrap, geraram espectros de massa em tandem que foram
analisados pelo programa Mascot Distiller (Matrix Science, London, UK; versdo 2.5.1). A
identificacdo das proteinas foi realizada através da busca por sequéncias homologas pelo
programa Mascot. Esse foi programado para pesquisar e reconhecer proteinas com base no
banco de dados do NCBI modificado e criado com o termo “Cdiff-nr-630-base-Sep2015-
Vs4”, no qual a sequéncia de aminodcidos da ADH 30030 (controle) e das cepas ATCC
43255 e R20291 foram depositadas, sendo a tripsina utilizada como o agente da digestdo.
Uma tolerancia de massa péptica de 50 p.p.m. para o ion parental e 0,60 Da para o0s ions
fragmentos foi especificado. A desamidacdo de asparagina e glutamina, oxidacdo da
metionina e carboximetil de cisteina foram também especificados no Mascot como
modificagOes variaveis.

Os arquivos gerados pelo Mascot foram devidamente convertidos para serem
analisados no Scaffold (V 4.8.6.0, Proteome Software Inc., Portland, OR), programa utilizado
para identificar, validar e organizar proteinas de amostras bioldgicas. As identificacGes de
proteinas foram aceitas se pudessem ser estabelecidas com probabilidade maior que 99,0% e
contivessem pelo menos 2 peptideos identificados. No trabalho atual, o FDR (taxas de falsas
descobertas) foi estabelecido em 1%; assim, 99% das proteinas identificadas nessa pesquisa
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devem estar corretas. Posteriormente, foram utilizados os programas Blast2Go
(https://www.blast2go.com/b2ghome) utilizado para predizer as funcbes bioldgicas das
proteinas identificadas. O PsortB v. 3.0 (http://www.psort.org/psortb/) foi utilizado para
predizer a localizacdo celular das proteinas identificadas. O banco de dados STRING v. 10.5
(https://string-db.org/), foi utilizado para predizer as intera¢Oes fisicas e funcionais entre as
proteinas identificadas na cepa ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5756) e também as interacdes das
proteinas exclusivas da ICC-45 com as 26 compartilhadas entre as cepas. Na Figura 15, ilustra

o fluxograma que representa todas as etapas do estudo.

Figura 15 — Fluxograma das etapas utilizada na exoprotedmica para identificacdo e analise

dos extratos proteicos obtidos das culturas de cepas de C. difficile.
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5 RESULTADOS

5.1. Andlise das proteinas obtidas dos sobrenadantes das culturas das cepas de C.
difficile

Na analise exoprotedmica utilizando a metodologia in solution ou gel-free, 0s arquivos
dos peptideos gerados apds o processamento pelo espectrometro de massas (Orbitrap), os
dados brutos (raw data), foram inicialmente processados com o software Mascot para
identificacdo e quantificacdo de proteinas no qual as sequéncias de aminoécidos dos peptideos
tripticos obtidos foram comparadas com sequéncias de proteinas depositadas em um banco de
dados de C. difficile. Em seguida, as proteinas identificadas foram analisadas no Scaffold com
0 intuito de validar as proteinas reconhecidas pelo Mascot. A partir das analises obtidas na in
solution, foram identificadas um total de 197 proteinas das cepas de C. difficile analisadas
nesse estudo. Todas as proteinas idenficadas, bem como o nimero de acesso e a probabilidade
de identificacdo das proteinas das cepas em estudo, estdo listadas no Anexo 1.

Dentre as 197 proteinas identificadas, foi possivel destacar proteinas exclusivas e
compartilhadas entre as cepas de C. difficile, conforme o diagrama de Venn construido pelo
proprio Scaffold (Figura 16). Como pode ser observado no diagrama de Venn, 5 proteinas
identificadas pertencem exclusivamente a cepa ICC-45. Por outro lado, a cepa ICC-45 e a
NAP1/027 (LIBA5756) compartilharam 192 proteinas. J& a cepa NAP1/027 (LIBA5756) ndo

apresentou nenhuma proteina exclusiva sua.

Figura 16 — Diagrama de Venn das proteinas identificadas e validadas pelo Scaffold.

1CC-45 NAP1/027 (LIBA5756)

Legenda: Diagama de Venn representando as 5 proteinas exclusivas da cepa ICC-45 e as 192 proteinas
compartilhadas entre ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5756).
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Entre as proteinas identificadas exclusivas da cepa ICC-45, estdo aquelas envolvidas
com a via glicolitica (fosfogliceromutase), biossintese de porfirinas e ligante de metal (acido
delta-aminolevulinico desidratase), ligante de DNA (regulador transcricional) e metabolismo
de carboidratos (fosfato de ribulose), conforme o Tabela 1.

Em relacdo as 192 proteinas compartilhadas entre as cepas de C. difficile, foram
selecionadas 26 e categorizadas em seis grupos das quais estdo as proteinas envolvidas com: a
patogenicidade (toxinas, proteinas de superficie celular, proteinas flagelares, proteinas de
parede celular, hidrolases e proteases); resisténcia a antimicrobianos (beta-lactamases e
piruvato-ferredoxina); choque térmico e estresse (chaperonas); Oxido nitrico
(flavorubredoxina redutase do 6xido nitrico); metabolismo e atividade catalitica (hidrolase de
trealose-6-fosfato e cisteina dessulfurase); e outras atividades (fator de alongamento de
transcricdo). Cabe ressaltar ainda que, ao analisar as proteinas secretadas pelas cepas ICC-45
e NAP1/027 (LIBA5756), foi possivel realizar uma analise comparativa da quantidade
relativa de proteinas (quantidade de espectro total) que cada cepa produz e isso s6 foi
permitido porque o espectrdometro de massas (Orbitrap) possibilita essa analise (Tabela 2).

Com relacdo a essa abordagem, podemos observar na Tabela 2, no que se refere
especificamente ao grupo das proteinas envolvidas com a patogenicidade da infec¢do causada
por C. difficile (CDI), que a cepa ICC-45 apresenta quantidades maiores de espectro total de
proteina da camada S (S-layer), toxina A (TcdA) e B (TcdB), proteina de superficie celular
(Cwpl9), proteina de parede celular (Cwp22), hidrolase, proteina de ligacdo a parede celular
(Cwp28), flagelina (FIiC) e cisteina protease (Cwp84) quando comparada a quantidade de
espectro produzida pela cepa NAP1/027 (LIBA5756).

No grupo das proteinas que estdo relacionadas com resisténcia a antimicrobianos, pode
ser observado que a cepa ICC-45 produz bem mais proteinas da familia das beta-lactamases,
oxidoredutase de piruvato-ferredoxina e nitroredutase do que a NAP1/027 (LIBA5756). Ja em
relacdo ao grupo que engloba proteinas que estdo envolvidas com estresse oxidativo (cisteina
dessulfurase e rubreritrina) e proteinas de choque térmico (chaperonas), pode-se perceber que
a cepa ICC-45 produz em torno de quase 3x mais a quantidade de cisteina dessulfurase em
relacdo a NAP/027 (LIBA5756) e também secreta bem mais chaperonas e, por sua vez, essa
cepa secreta mais rubreritrina, proteina associada ao estresse oxidativo, do que ICC-45.

No gue tange ao grupo das proteinas que estdo associadas aos efeitos de protecdo do
oxido nitrico, como pode ser averiguado na Tabela 2, a cepa ICC-45 produz quase 3x mais a
flavorubredoxina redutase do 6xido nitrico quando comparada a NAP1/027 (LIBA5756) e da

mesma forma, a ICC-45 também produz quantidades de flavoproteina putativa de oOxido



61

nitrico redutase a mais do que a NAP1/027 (LIBA5657). Agora quanto ao grupo das proteinas
que estdo envolvidas com metabolismo e atividade catalitica, podemos observar que a ICC-45
produz mais hidrolase de trealose-6-fosfato, fosfotransferase proteica de fosfoenolpiruvato e
alanina racemase quando comparada a NAP1/027 (LIBA5756). Enfim, o grupo das proteinas
que apresentam outras atividades pode-se observar que a ICC-45 secreta mais D-
prolina redutase, fator de alongamento de transcricdo e pilin do que a NAP1/027 (LIBA5756),
porém, essa secreta bem mais proteina de choque frio (CspB) quando comparada a 1CC-45.
Logo, com a finalidade de identificar quais fungdes, processos biologicos, componentes
celulares e a localizacdo celular que todas essas proteinas estdo envolvidas incluindo a
proteinas compartilhadas entre as cepas e as exclusivas da ICC-45 foram realizadas anélises

em bancos de dados para responder esses questionamentos.



Tabela 1 — Proteinas secretadas exclusivamente pela cepa ICC-45 de C. difficile.

Proteinas Identificadas Numero de Nome do Gene* Massa

Acesso Molecular®
Phosphoglyceromutase gi|255308206 gpml 56 kDa
hypothetical protein 0i|126699562 CD630 1953 44 kDa
delta-aminolevulinic acid dehydratase 0i|255308448 hemB 36 kDa
Rrf2 family transcriptional regulator gi|126698875 ISCR 16 kDa
ribulose-phosphate 3-epimerase 0i|126700194 rpel 24 kDa

®AnotacBes funcionais foram retiradas do banco de dados de proteina (www.uniprot.org).
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Tabela 2 — Quantidade relativa de proteinas secretadas pelas cepas ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5756) de C. difficile.
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Espectro  Espectro

Proteinas Identificadas Numero de Nome do Gene? Massa Total Total”

Acesso Molecular® (ICC-45)  (NAP1)
Proteinas envolvidas com a patogenicidade
cell surface protein (S-layer precursor protein) 0i|255307831 slpA 76 kDa 5359 4001
toxin A gi|255305655 tcdA 308 kDa 3399 2202
toxin B 0i|126698238 tcdB 269 kDa 2633 1501
cell surface protein 0i|1001999562 cwpl9 77 kDa 45 37
cell wall protein 0i|400927472 cwp22 71 kDa 18 4
cell-wall hydrolase 0i|126700384 CD630_2768 25 kDa 30 11
cell wall binding repeat 2 family protein 0i|531118578 cwp28 51 kDa 13 2
flagellin subunit 0i|260685615 fliC 34 kDa 38 0
cell surface protein (putative cell surface-associated  i|260210525 cwp84 87 kDa 62 14
cysteine protease)
Proteinas relacionadas com resisténcia a
antimicrobianos
beta-lactamase family protein 0i|531115368 QEW _1874 112 kDa 49 14
pyruvate-ferredoxin oxidoreductase 0i|126700296 Pfo 128 kDa 895 650
Nitroreductase gi|126700191 CD630 2572 24 kDa 12 8
Proteinas relacionadas ao estresse oxidativo e choque
térmico
Rubrerythrin 0i|126699128 CD630_15240 20 kDa 515 573
cysteine desulfurase 0i|126698876 iscS2 43 kDa 115 52
chaperone DnaK gi|126700078 dnaK 66 kDa 527 335
60 kDa chaperonin gi|255305190 groL 57 kDa 312 167
heat shock protein 90 0i|126697845 htpG 75 kDa 19 3
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Proteinas associadas aos efeitos do 6xido nitrico

anaerobic nitric oxide reductase flavorubredoxin 0i|126698752 norV 44 kDa 171 58
putative nitric oxide reductase flavoprotein gi|255306635 CDR20291 1521 94 kDa 87 84
Proteinas envolvidas com metabolismo e atividade

catalitica

trehalose-6-phosphate hydrolase gi|126700708 treA 66 kDa 266 156
phosphoenolpyruvate-protein phosphotransferase 0i|260687988 ptsl 63 kDa 114 75
Chain D, Alanine Racemase 0i|645985739 alr2 43 kDa 43 9
Proteinas envolvidas em outras atividades

D-proline reductase PrdA 0i|126700863 prdA 67 kDa 39 22
transcription elongation factor GreA gi|126701179 greA 18 kDa 21 1
cold shock protein CspB 0i|126698954 cspB 7 kDa 663 670
Pilin gi|255308544 CD630 3513 18 kDa 32 26

®AnotacGes funcionais foram retiradas do banco de dados Swiss Proteina (www.uniprot.org)
bConcentragéo baseada na quantidade de espectro total dado pelo programa Scaffold.
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5.2 Andlise das proteinas de C. difficile por meio de programas de bioinformatica

5.2.1 Fungdes bioldgicas: programa Blast2Go

O programa Bast2Go consiste numa ferramenta de bioinformatica que tem como
objetivo realizar uma analise funcional com base nas anotacGes do gene ontology (GO
annotations), ou seja, analisar as proteinas quanto sua participagdo em processos bioldgicos,
funcdo molecular e componente celular. Nesse caso, no que se refere aos processos biologicos
das proteinas exclusivas da cepa ICC-45, podemos observar que ha um padrdo semelhante no
que diz respeito as proteinas envolvidas nesse processo, ou seja, 50% das proteinas estdo
relacionadas com processos metabdlicos e 50% com processos celulares (Figura 17). J& com
relacdo as proteinas que sdao compartilhadas entre ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5756), pode-se
percerber que essas estdo envolvidas em varios processos bioldgicos, sendo que a maioria
delas estdo ligadas a processos metabolicos (36%) e as demais estdo subdivididas em
processos celulares (29%), localizagdo (7%), resposta a estimulos (7%), regulacdo bioldgica
(9%), locomocéo (2%) e adesao celular (10%) (Figura 18).

Figura 17 — Grafico das proteinas exclusivas da cepa ICC-45 envolvidas nos processos

bioldgicos.

Processos B Processos metabolicos

Biologicos

m Processos celulares

Legenda: Proteinas identificadas da cepa ICC-45 de C. difficile com base nas anota¢fes do gene ontology (GO

annotations). O grafico representa o percentual de proteinas envolvidas nos processos bioldgicos.
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Figura 18 — Gréfico das proteinas compartilhadas entre ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5756)

envolvidas nos processos bioldgicos.

B Processos metabolicos

m Processos celulares

® Localizagao
Processos
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m Regulagao biologica
u Locomocgao
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Legenda: Percentual de proteinas identificadas e compartilhadas entre as cepas ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5756)
e que estdo envolvidas com processos biologicos, sendo a maioria relacionada a processos metabdlicos. Todas
essas proteinas de C. difficile foram identificadas com base nas anotac¢Ges do gene ontology (GO annotations).

Com relagdo as funcGes moleculares, no que tange as 5 proteinas exclusivas da cepa
ICC-45, percebe-se que houve uma similaridade de 50% para atividade catalitica e 50% para
atividade de ligacao (Figura 19A). Dentre essas porcentagens, as proteinas exclusivas da ICC-
45 foram distribuidas em outras categorias funcionais desempenhando agora outras
atividades, como, ligase (16%), porfobilinogénio sintase (16%), ligante de DNA (17%),
ligante de ions manganés (17%), mutase (17%) e epimerase (17%) (Figura 19B). Ja no que se
refere as funcBes moleculares das 26 proteinas compartilhadas entre a cepa ICC-45 e
NAP1/027 (LIBA5756), podemos perceber que mais da metade execercem atividade catalitica
(56%) e as demais, apresentam atividade de ligacdo (38%) e atividade de toxina (6%) (Figura
20A). Agora, no que diz respeito a distribuicdo dessas porcentagens das proteinas
compartilhadas entre a cepa ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5756), as proteinas foram distribuidas
em outras categorias funcionais apresentando atividades das quais podemos observar que a
grande parte delas estdo envolvidas com oxidoredutase (26%) e as demais, estdo relacionadas
com funcbes de ligante de ions ferro (11%), atividade peptidase do tipo cisteina (11%),
ligante de ATP (11%), ligante de proteina (11%), atividade transferase (11%), atividade de
toxina (8%), ligante de DNA (7%) e ligante de vitamina (4%) (Figura 20B).
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Figura 19 — Funcéo molecular e distribuigdo das proteinas exclusivas da ICC-45.
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Legenda: Funcdo molecular e distribuicdo as quais pertencem as proteinas identificadas exclusivamente no
sobrenadante da cepa ICC-45 com base nas anotacBes do gene ontology (GO annotations). O grafico A
representa o percentual de proteinas envolvidas com a fungdo molecular, no qual apresentam um padrdo de
similaridade entre funcdes. J& no grafico B representa o percentual de proteinas no que diz respeito sua
distribuicdo em categorias funcionais.
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Figura 20 — Funcdo molecular e distribuicdo das proteinas compartilhadas entre ICC-45 e
NAP1/027 (LIBA5756).
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Legenda: Fungdo molecular e distribuicdo das proteinas compartilhadas entre as cepas 1ICC-45 e NAP1/027
(LIBA5756) identificadas baseadas nas anotacfes do gene ontology (GO annotations). O gréafico A representa o
percentual de proteinas envolvidas com a fungdo molecular, sendo a maioria relacionada com atividade
catalitica. J& no gréfico B representa o percentual de proteinas no que diz respeito sua distribuicdo em categorias
funcionais, no qual a grande parte estdo envolvidas com atividade oxidoredutase.
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Os resultados pertencentes as proteinas compartilhadas entre ICC-45 e NAP1/027
(LIBA5756) que foram categorizadas em componentes celulares (Figura 21), pode-se
perceber que mais da metade pertencem as proteinas como componente celular (57%) e as
demais estdo subdivididas em: 14% como membranares; 14% como regido extracelular; 5%
como complexo contendo proteina; e 10% como componentes desconhecidos. No que tange
aos componentes celulares das 5 proteinas exclusivas da cepa ICC-45, todas pertencem como

componente celular (dados ndo mostrados).

Figura 21 — Componente celular das proteinas compartilhadas entre 1ICC-45 e NAP1/027
(LIBA5756).
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Legenda: Grafico dos componentes celulares das proteinas compartilhadas entre as cepas ICC-45 e NAP1/027
(LIBA5756) identificadas com base nas anotages do gene ontology (GO annotations). O gréfico representa o
percentual de proteinas que fazem parte dos componentes da célula, sendo que a maioria pertence as proteinas
como componente celular.

5.2.2 Localizacdo celular das proteinas: programa Psortb

De acordo com a localizacéo celular realizada por meio do programa Psortb no que se
refere as proteinas que pertencem exclusivamente a cepa ICC-45, a maior parte das proteinas
identificadas sdo de origem citoplasmatica (60%), enquanto que as outras sdo de origem
desconhecida (40%) (Figura 22). Ja com relacdo a localizacdo celular das proteinas
compartilhadas entre ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5756), mais da metade sdo também de

origem citoplasmatica (58%), seguida daquelas relacionadas a parede celular (19%),
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membrana citoplasmaética (7%), meio extracelular (8%) e de origem desconhecida (8%)
(Figura 23).

Figura 22 — Localizacdo celular das proteinas exclusivas da cepa ICC-45.
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m Desconhecida

Legenda: Localizagdo celular das proteinas identificadas exclusivamente no sobrenadante da cepa ICC-45. O
gréfico representa o percentual de proteinas identificadas conforme sua localizagéo celular, sendo que 60% das
proteinas exclusivas da ICC-45 sdo de origem citoplasmatica. O programa PsortB foi utilizado para a construir
os graficos.

Figura 23 — Localizacdo celular das proteinas compartilhadas entre ICC-45 e NAP1/027
(LIBA5756).
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Legenda: Localizacdo celular das proteinas compartilhadas entre 1CC-45 e NAP1/027 (LIBA5756). O grafico
representa o percentual de proteinas compartilhadas entre as cepas e identificadas conforme sua localizacéo
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celular, sendo a maioria delas de origem citoplasmatica (58%). O programa PsortB foi utilizado para a construir
os graficos.

5.2.3 Rede de associacdo das proteinas funcionais dos sobrenadantes das cepas de C.
difficile analisada por STRING

O banco de dados STRING consiste numa ferramenta para predizer as associacdes de
proteina-proteina, incluindo as interacOes diretas (fisicas) e as indiretas (funcionais), desde
que ambas sejam especificas e biologicamente significativas. Com base nesse banco de dados,
podemos perceber que a cepa ICC-45 e a NAP1/027 (LIBA5756) apresentam um padréo
semelhante no que diz respeito as intera¢fes entre as proteinas, ou seja, quando a mesma area
especifica de interacfes proteina-proteina é selecionada e ampliada nas duas cepas, conforme
os circulos pretos, percebe-se que a proteina A de camada superficial (SIpA) interage de
forma semelhante com a TcdA e a TcdB em ambas as cepas (Figura 24).

Quando se observa as interacdes proteina-proteina exclusivas da 1CC-45 com as 26
compartilhadas entre ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5756), percebe-se que dentre as 5 proteinas
exclusivas da cepa ICC-45 destacadas em circulos vermelhos, 3 dessas interagem com
proteinas compartilhadas entre 1CC-45 e NAP1/027 (LIBA5756) e duas ndo apresentam
nenhuma interacdo com as demais. No que diz respeito as 3 interacGes, a proteina IscR
(regulador transcricional) interage diretamente com a proteina chaperona DnaK, essa interage
com a chaperona GrolL, que consequemente, ira interagir com proteinas de patogenicidade
(TcdA, TcdB, FliC, Cwp84 e SlIpA), por sua vez, a IscR também interage com cisteina
desulfurase (IscS). O acido desamino-aminolevulinico desidratase (HemB) interage com a
ribulose-fosfato 3-epimerase (Rpel). Por outro lado, a Rpel apresenta-se interagindo com
outras duas proteinas, sendo elas a nitroreductase (CD2572) e a oxidoredutase de piruvato-
ferredoxina (Pfo) (Figura 25A). No que tange a Figura 25B, as 26 proteinas compartilhadas
entre ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5756), podemos perceber que a forma como as proteinas
interagem umas com as outras € diferente, ou seja, as associacfes entre as proteinas das duas

cepas estdo relacionadas, mas apresentam um padrao diferente.
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Figura 24 — Semelhancas entre as interacGes das proteinas da cepa ICC-45 (A-1) e NAP1/027
(LIBA5756) (B-1).
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Legenda: A ampliagdo de uma area especifica das interagdes entre as proteinas da cepa ICC-45 (A-2), mostra
que a SIpA apresenta interacdes semelhantes as proteinas da NAP1/027 (LIBA5756) (B-2). A SIpA interage
diretamente com a TcdA e a TcdB em ambas as cepas.
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Figura 25 — Diferengas das interacOes fisicas e funcionais entre as proteinas selecionadas da
cepa ICC-45 (incluindo as exclusivas dessa cepa) com as compartilhadas entre as cepas ICC-
45 e NAP1/027 (LIBA5756).
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Legenda: InteragGes entre as 31 proteinas das cepas ICC-45, isto é, 5 proteinas exclusivas da ICC-45 (circulos
vermelhos) mais 26 compartilhadas e selecionadas das duas cepas (ICC-45 e NAP1/027) quando comparada com
as interagdes das 26 proteinas compartilhadas entre as cepas. Dentre as cinco proteinas da I1CC-45, apenas 3
(iscR, hemB e rpel) apresentam interagBes com as demais, inclusive essas influenciam nas interagfes com as
proteinas de patogenicidade (TcdA, TcdB, FIiC, Cwp84 e SIpA), enquanto que duas proteinas (gpml e CD1953)
ndo interagem umas com as outras, conforme destacado em circulos vermelhos (A). O interatoma das 26
proteinas compartilhadas entre as cepas ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5756), é diferente quando comparada com as
interacGes das 31 das cepas ICC-45 (B).
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6 DISCUSSAO

Em nossa pesquisa, utilizamos os sobrenadantes das cepas ICC-45 e NAP1/027
(LIBA5756) do C. difficile e identificamos 192 proteinas na cepa NAP1/027 (LIBA5756) e
197 proteinas na ICC-45. De forma semelhante, a literatura refere identificagdo que varia de
107 a 158 proteinas utilizando sobrenadante ou filtrado de cultura, sugerindo que o resultado
da nossa pesquisa € compativel com os resultados de outros autores (JAIN et al., 2010;
BOETZKES et al., 2012; MOURA et al., 2013). No entanto, Dresler et al. (2017) teve um
rendimento maior, obtendo 662 proteinas identificadas. Essa maior quantidade de proteinas
identificadas por esse autor, pode estar relacionada ao tempo de cultivo da cepa (48 h),
enquanto que em nosso trabalho foi de 24 h e esse periodo de cultivo foi semelhante ao de
Boetzkes et al. (2012) que identificou 158 proteinas.

Das 197 proteinas identificadas na cepa ICC-45, cinco proteinas foram detectadas
exclusivamente nessa cepa. Por outro lado, a cepa ICC-45 e a NAP1/027 (LIBA5756)
compartilharam 192 proteinas. Dentre as cinco proteinas que foram detectadas apenas na cepa
ICC-45, quatro estdo envolvidas com processos importantes, como, por exemplo, via
glicolitica (fosfogliceromutase), biossintese de porfirinas e ligante de metal (acido delta-
aminolevulinico desidratase), ligante de DNA (regulador transcricional) e metabolismo de
carboidratos (fosfato de ribulose).

A fosfogliceromutase (PGM) desempenha um papel essencial nas vias tanto da
glicolise quanto da gliconeogénese, onde essa enzima interconverte o acido 3-fosfoglicérico
(3PGA) e o acido 2-fosfoglicérico (2PGA). A glicotlise ou via glicolitica é uma via metabdlica
central que exerce importantes fun¢Bes, como, a geracao de precursores de reaces anabodlicas
e a conservacdo da energia necessaria para abastecer todos 0s outros processos celulares
(COMMICHAU et al., 2009). Existem dois tipos diferentes de PGM, os PGMs dependentes
de cofator (dPGMs) que requerem o acido 2,3-difosfoglicérico (DPG) para catalise (essa
molécula participa como um doador de fosfato) e os PGMs independentes de cofator (iPGMs)
gue ndo exigem o DPG. Os dPGMs sdo os unicos PGM presentes em vertebrados (incluindo
humanos), certos invertebrados e algumas bactérias, principalmente Gram-negativas. Ja
0s iIPGMs sdo os unicos ou predominantes PGM presentes em muitas outras bactérias, em
particular Gram-positivas, incluindo membros daS espécies do género Bacillus e Clostridium
formadores de esporos (JEDRZEJAS et al., 2000). Um estudo realizado por Nukui et al.
(2007) mostrou que a fosfogliceromutase independente de cofator (iPGMs) é uma enzima

crucial para o crescimento de células e esporos em espécies de Bacillus. Os autores mostraram
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ainda nessa mesma pesquisa, que dois ions Mn* na catalise da iPGM levam a uma extrema
sensibilidade do pH dessa reacdo, o que é crucial tanto para o acimulo de 3PGA na
esporulacdo quanto para o catabolismo de 3PGA durante a germinacgéo de esporos (NUKUI et
al., 2007).

Corroborando com o achado da presenca de uma enzima essencial para germinagéo de
esporos em membros das espécies do género Bacillus e Clostridium, Costa e colaboradres
(2017 - dados ndo publicados), mostraram que a cepa ICC-45 apresenta maior expressao
génica relativa de spoOA, fator de transcricdo ativo nos estagios iniciais da esporulacdo em C.
difficile, em comparagdo com NAP1/027 (LIBA5756). Entretanto, na protedmica ndo foi
detectada a proteina SpoOA em nenhuma das cepas estudadas, o que pode ser explicado pelo
fato de essa proteina ser expressa na fase estacionaria de crescimento e, consequentemente, o
periodo de 24 horas de incubacdo das cepas ndo tenha sido suficiente para sua expressao
(PETTIT et al., 2014).

O é&cido delta-aminolevulinico desidratase (ALAD), € uma enzima contendo sulfidril
citosélico que catalisa a condensacdo de duas moléculas de acido aminolevulinico (ALA) para
formar o porfobilinogénio, que é o precursor da heme, citocromos, cobalaminas e vitamina
B1,. Um estudo realizado por Bardag-Gorce e French (2011), mostrou que quando
proteossomas purificados foram incubados com ALAD, verificou-se que ALAD causou um
aumento na atividade do proteassoma (complexos de proteases chave responsaveis pela
degradacdo de proteinas dependentes de ubiquitina e que desempenham papéis cruciais em
processos celulares). Os autores mostraram ainda que a ALAD ndo é um substrato para 0s
proteassomas, mas sim um complexo regulador de oito subunidades de 240 kDa do
proteassoma 20S e que ALAD esteja envolvido na modulacéo da atividade do proteassomo
(BARDAG-GORCE; FRENCH, 2012). Esses resultados podem sugerir a hipdtese de que a
ALAD detectada apenas na ICC-45 pode desempenhar um papel significativo na regulacdo da
atividade do proteassomo. Porém, estudos sdo necessarios para esclarecer essa hipotese.

Os membros da familia Rrf2 (regulador transcricional) sdo proteinas relativamente
pequenas (12-18 kDa) formada por uma estrutura do tipo helix-turn-helix (HTH) na sua
porcdo N-terminal. A familia Rrf2 é representada por quatro diferentes reguladores (CymR,
NsrR, RirA e IscR) (SANTOS; PEREIRA; MACEDO-RIBEIRO, 2015). Estudos mostram
que o regulador de cisteina global (CymR) controla a utilizagdo de fonte de enxofre no
hospedeiro e desempenha papel na formagdo de biofilme, além de estar também envolvido
com resisténcia ao estresse e resposta oxidativa em Staphylococcus aureus (SHEPARD et al.,

2011; Jl et al., 2012). O NsrR é um repressor de transcri¢do sensivel ao 6xido nitrico (NO) no
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qual controla o metabolismo do NO em varias bactérias, como, por exemplo, Escherichia coli
e Bacillus subtilis. Em Bacillus subtilis, 0 NsrR reprime a transcricdo dos genes da nitrito
redutase (nasDEF ) que estdo sob controle positivo do sistema de transducéo de sinal de dois
componentes ResD-ResE (KOMMINENI et al., 2010). O RirA (regulador de ferro rizobial A)
controla a regulacdo de genes responsivos na manutencdo da homeostase do ferro em rhizobia
e também na regulacdo do ferro, resposta ao estresse oxidativo e viruléncia em Agrobacterium
tumefaciens (NGOK-NGAM et al., 2009). Dentre esses, temos ainda o regulador da
biossintese de ferro-enxofre (IscR) que foi detectado apenas na cepa ICC-45. O IscR abriga
um clusters [2Fe-2S] no qual permite a interferéncia entre as vias biossintéticas ISC (cluster
de ferro-enxofre) e de SUF (assimilacdo de enxofre) para coordenar a utilizacdo de ferro e
cisteina para a montagem do cluster Fe/S (SANTOS et al., 2014). Em E. coli e varias outras
bactérias, os genes envolvidos nesse processo sdo regulados em resposta a disponibilidade de
[Fe-S] através da proteina [Fe-S] IscR e, consequentemente, sdo induzidos durante a privagdo
de ferro e estresse oxidativo. Na mesma bactéria, a ISC é considerada o sistema de
manutencdo responsavel pela maturacdo de uma grande variedade de proteinas Fe/S, enquanto
o sistema SUF é acionado principalmente sob condicdes de estresse, como estresse oxidativo
ou falta de ferro (SANTOS et al., 2014; SANTOS; PEREIRA; MACEDO-RIBEIRO, 2015).

A Ribulose-fosfato 3-epimerase (Rpe) também conhecida como pentose-5-fosfato 3-
epimerase (Ppe) identificada na cepa ICC-45, é uma enzima que converte a D-ribulose 5-
fosfato (Ru5P) em D-xilulose 5- fosfato no ciclo de fosfato pentose redutor de Calvin
(AKANA et al., 2006). Um estudo realizado por Sobota e Imlay (2011), mostrou que a Rpe
em E. coli é rapidamente danificada por peroxido de hidrogénio (H,O,), mas pode ser
protegido por manganés (Mn). Além disso, 0s autores mostraram ainda que em estudos in
vitro com a Rpe, essa emprega um atomo de ferro ferroso como um cofator exposto a solvente
e gue o H,0, oxida rapidamente esse metal em uma reacdo de Fenton e, por sua vez, o ferro
oxidado é liberado imediatamente, causando uma perda de atividade. Esses resultados
sugerem que quando o Mn é fornecido nas células, a enzima é protegida e a fungéo da via das
pentoses é restaurada (SOBOTA; IMLAY, 2011).

Além dessas ja mencionadas na cepa ICC-45, foi identificada uma proteina hipotética
conservada de peso molecular de 44 kDa e, que ap6s comparacdo em bancos de dados
gendmico, foi verificada que ela apresenta 100% de identidade com a coenzima Fgz: -
glutamil ligase (FbiB) em C. difficile. De acordo com a literatura, a coenzima F429 € um nome
dado a um grupo de cofatores ativo redox e dentre esse grupo estd a (FbiB), no qual é

encontrada principalmente em archaea e actinobactérias (incluindo micobactérias). Durante a
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biossintese do cofator F420, a enzima Fao-y-glutamil-ligase (FbiB) catalisa os passos finais da
via de biossintese do Fjs por adi¢bes sucessivas de residuos de L-glutamato a Fj-0,
produzindo uma cauda de poli-y-glutamato (SELENGUT; HAFT, 2010; BASHIRI et al.,
2016).

Em Mycobacterium tuberculosis, a (FbiB) é uma proteina que consiste em dois
dominios: um dominio N-terminal da superfamilia da F40-ligase € um dominio C-terminal
com similaridade de sequéncia com as proteinas da superfamilia nitro-mononucleétido de
flavina (FMN) redutase. J& a enzima responsavel por essa reacdo em archaea (CofE)
compreende um Unico dominio e esse apresenta homologia com o dominio N-terminal da
FbiB e produz o F40-2 (atividade y-glutamil ligase) como a espécie principal (BASHIRI et
al., 2016). O dominio C-terminal da FbiB possui 27% de identidade de seqiiéncia com uma
nitroredutase de Mycobacterium smegmatis (NfnB), no qual tem como funcdo conferir
resisténcia as drogas antituberculares benzotiazinona (BTZ) e dinitrobenzamida (DNB)
(MANINA et al., 2010; REHAN et al., 2011). Estudos tém sugerido que a coenzima Fgz
protege o Mycobacterium tuberculosis, contra o estresse oxidativo e nitrosativo durante a
patogénese (DARWIN et al., 2003; PURWANTINI; MUKHOPADHYAY, 2009). E possivel
que essa proteina esteja também ligada a protecdo do C. difficile ao dxido nitrico produzido
no intestino do hospedeiro.

Das 192 proteinas compartilhadas entre as cepas ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5756),
foram selecionadas 26 e categorizadas em seis grupos das quais estdo as proteinas envolvidas
com: a patogenicidade; resisténcia a antimicrobianos; estresse oxidativo e choque térmico;
resisténcia ao 6xido nitrico; metabolismo e atividade catalitica; e outras atividades.

No grupo das proteinas envolvidas com a patogenicidade da infeccdo causada por C.
difficile (CDI), a cepa ICC-45 apresenta quantidades maiores de espectro total de proteina da
camada S (S-layer), toxina A (TcdA) e B (TcdB), proteina de superficie celular (Cwpl9),
proteina de parede celular (Cwp22), hidrolase, proteina de ligacdo a parede celular (Cwp28),
flagelina (FIiC) e cisteina protease (Cwp84) quando comparada a quantidade de espectro
(proteina) produzida pela cepa NAP1/027 (LIBA5756). Esses fatores de viruléncia
aumentados na ICC-45 quando comparada a NAP1/027 (LIBA5756) pode explicar o motivo
dessa cepa ser tdo virulenta quanto a NAP1 em modelo animal, causando um intenso processo
inflamatdrio e lesdo tecidual semelhante a NAP1 (COSTA et al., 2016).

Em 2015, Sun e Hirota mostraram que a TcdA e TcdB juntamente com outros fatores
de viruléncia do C. difficile, como, as proteinas da camada superficial (SLPs) e a FIliC,

contribuem para as respostas inflamatorias observadas na patogénese da infeccdo por causada
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por C. difficile (CDI) (SUN; HIROTA, 2015). Além disso, Ryan et al. (2011) mostrou que as
SLPs interagem com o receptor toll-like 4 (TLR4) induzindo uma resposta imune pro-
inflamatdria inata do hospedeiro (RYAN et al., 2011). A FliC, um componente estrutural dos
flagelos do C. difficile, pode desencadear respostas inflamatdrias ativando o TLR5 nas células
epiteliais intestinais e essa ativacdo desempenha um papel crucial nas infeccbes bacterianas
do intestino grosso (YOSHINO et al., 2013). Em 2013, Chen e colaboradores, mostraram que
0 tipo de condicbes de crescimento do C. difficile, como, por exemplo, mudancas de
nutrientes ou choque osmético, condigdes essas que quando presentes no meio de crescimento
podem suprimir a producdo de proteinas importantes que estdo envolvidas diretamente com a
viruléncia de cepas do C. difficile, como, as toxinas A (TcdA) e B (TcdB) (CHEN et al.,
2013). As mudancas nas condicdes de crescimento do C. difficile, seja a retirada de algum
nutriente essencial ou submeté-lo algum tipo de estresse, podem fazer com que cepas de C.
difficile deixem de secretar para 0 meio extracelular proteinas importantes e, essas podem
contribuir para uma maior ou menor viruléncia do C. difficile e influenciar na sua
patogenicidade.

O nosso grupo de pesquisa mostrou que a cepa ICC-45 produz uma TcdB variante que
induz um efeito citopatico distinto de acordo com o seu fendtipo de viruléncia aumentado
(COSTA et al., 2016). Nesse mesmo estudo, foi mostrado que a cepa ICC-45, conforme a
analise de tipagem de sequéncia de Multilocus (MLST), pertence ao grupo de cepas
filogeneticamente relacionado com cepas NAP1/027 e outras cepas pertencentes ao MLST do
Clade 2 da cepas consideradas hipervirulentas. Isso pode explicar a semelhanca entre as
proteinas da ICC-45 e da NAP1/027 (LIBA5756), ja que as duas cepas estdo localizadas
dentro do mesmo Clade 2, no qual estdo as cepas hipervirulentas.

Sabendo-se que a adesédo celular é uma etapa essencial para que ocorra a colonizacao
no hospedeiro, varias proteinas de superficie celular, como, por exemplo, a Cwp66, proteinas
da camada superficial (camada S), proteinas flagelares e proteinas de parede celular, ja foram
descritas e coordenam a adeséo da célula bacteriana a parede do intestino (WRIGHT et al.,
2005). Em 2015, Pantaléon et al. descreveu a cisteina protease (Cwp84) do C. difficile como
moduladora da formacao de biofilme e as propriedades da superficie celular (PANTALEON
et al., 2015). Nesse sentido, 0 nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo trabalhos com as
cepas ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5756) para avaliar a capacidade de formar biofilme e quais
possiveis proteinas estdo envolvidas com a formagéo desses biofilmes.

No grupo das proteinas que estdo relacionadas com resisténcia a antimicrobianos, a

cepa ICC-45 produz bem mais proteinas da familia das beta-lactamases, oxidoredutase de
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piruvato-ferredoxina e nitroredutase do que a NAP1/027 (LIBA5756). A resisténcia aos
antibioticos desempenha um papel importante na conducdo das atuais mudangas
epidemioldgicas da CDI e, consequentemente, no surgimento de novos ribotipos do C.
difficile. Certos antibioticos, como, por exemplo, cefalosporinas (CFs), clindamicina (CLI) e,
mais recentemente, fluoroquinolonas (FQs), s&o conhecidos por apresentar um risco maior de
CDI do que outros (SLIMINGS; RILEY, 2014). Um estudo sobre avangos recentes de
resisténcia a antibioticos em C. difficile realizado por Spigaglia em 2016, foi mostrado que a
resisténcia a CLI e CFs € muito comum em isolados clinicos de C. difficile (55% e 51%,
respectivamente), como também a resisténcia a eritromicina (ERY) e FQs (47%). Nesse
mesmo estudo, foi mostrando ainda que maioria das cepas testadas quanto a suscetibilidade a
FCs de segunda geracdo [cefotetam (CTT) e cefoxitina (FOX)] foram resistentes (79%),
enguanto a resisténcia aos FCs de terceira geracdo [ceftriaxona (CRO) e cefotaxima (CTX)]
estd presente em menor numero de isolados (38%). Da mesma forma, a resisténcia a
ciprofloxacina (CIP), uma FQ de segunda geracao, é muito comum em C. difficile (99% das
cepas testadas), enquanto resisténcia a moxifloxacina (MXF) e gatifloxacina (GAT), FQs de
quarta geracdo, foram detectadas em 34% das cepas analisadas para esses antibioticos.
A resisténcia aos antibidticos P-lactamicos deve-se principalmente por dois mecanismos,
sendo um deles relacionada a enzimas que degradam antibidticos (B-lactamases) e o outro
devido a modificacdo de sitios alvo (proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs)). Logo, a
resisténcia que o C. difficile tem a multiplos agentes, pode ser uma vantagem seletiva no que
diz respeito a sua disseminacdo a partir do uso desses antibidticos (SPIGAGLIA, 2016).

Em 2017, Costa e colaborabores mostraram que a cepa ICC-45 foi resistente a CRO e
a CLI, mas sensivel a metronidazol, vancomicina, rifampicina, moxifloxacina e levofloxacina.
O uso de cefalosporinas de terceira geracdo, como, por exemplo, a CRO tem sido associado a
um alto risco de desenvolvimento de CDI (OWENS et al., 2008; BLONDEAU, 2009). A
resiténcia da cepa ICC-45 ao antimicrobiano CLI estd de acordo com outros estudos que
tambem relatam esse mesmo achado (OWENS et al., 2008; SECCO et al., 2014)

Um estudo realizado com o protozoario G. lamblia, demonstrou que o piruvato de
ferredoxina oxidoredutase (Pfo) estd envolvido com a resisténcia ao metronidazol (MTZ)
nesse protozoario (LEITSCH et al., 2011). Em 2013, Kondadi et al. descreveram que H.
pylori contem enzimas nitroredutase que podem contribuir para a resisténcia ao metronidazol
nessa bactéria (KONDADI et al., 2013). Um estudo protedbmico de isolado clinico de cepa
NAP1 de Clostridium difficile realizado por Chong et al. (2014), mostrou que a reducdo da
expressdo do Pfo pode levar a reducéo da atividade do metronidazol, e possivelmente resultar
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em um fenotipo de suscetibilidade reduzida ou resistente (CHONG et al., 2014). Outro estudo
de protedmica realizado por Dresler et al. (2017), mostrou que ndo foi observada a
nitroredutase nos ribotipo (RTs) 027, 176 e 078 do C. difficile. No entanto, todos os isolados
envolvidos nesse Ultimo estudo eram suscetiveis a0 MTZ. Logo, esses autores sugeriram que
a auséncia de expressdo dessa proteina provavelmente ndo desempenha um papel crucial na
resisténcia ao MTZ (DRESLER et al., 2017).

No grupo das proteinas que estdo envolvidas com estresse oxidativo (cisteina
dessulfurase e rubreritrina) e proteinas de choque térmico (chaperonas), a cepa ICC-45
produziu em torno de quase 3x mais a quantidade de cisteina dessulfurase em relacdo a
NAP/027 (LIBA5756) e também produziu bem mais chaperonas (DnaK, Hsp60 e Hsp90), por
sua vez, a cepa NAP/027 (LIBA5756) produziu mais rubreritrina, proteina associada ao
estresse oxidativo, do que ICC-45. As ruberitrinas sdo proteinas responsivas ao estresse
oxidativo descritas inicialmente por seu papel na protecdo de bactérias estritamente
anaerobicas. Um estudo de andlise protebmica com cepa de C. difficile 630 em resposta ao
estresse térmico, foi observado um aumento na abundancia da rubreritrina em resposta ao
estresse térmico (JAIN et al., 2011).

Uma pesquisa realizada por Giordano et al. (2018), mostrou que a cisteina
dessulfurase (IscS2) desempenha um importante papel na resisténcia ao oxigénio em C.
difficile. Nesse mesmo estudo, os autores mostraram que a delecdo da suposta cisteina
dessulfurase (IscS2) envolvida no sistema cluster de ferro-enxofre (Isc) causou um grave
defeito de crescimento do C. difficile na presenca de 2% de oxigénio. Além disso, esse
mutante atrasou a colonizagdo em um modelo convencional de CDI em
camundongos (GIORDANO et al., 2018). Sabe-se que baixos niveis de oxigénio estdo
presentes no trato gastrintestinal, sendo que as maiores concentracfes estdo associadas a
superficie das células epiteliais. Nesse sentido, 0 mesmo grupo de pesquisa demonstraram que
o C. difficile sob condicdes microaerofilas sobrevive em até 3% de oxigénio. Esses dados
fornecem informacdes sobre possiveis mecanismos de adaptacdo do C. difficile ao ambiente
hospedeiro e essa resisténcia ao oxigénio pode contribuir para patogénese do C. difficile
(GIORDANO; HASTIE; CARLSON, 2018). Sabendo que a cepa ICC-45 produz mais
cisteina dessulfurase do que a NAP/027 (LIBA5756), estudos adicionais sdo necessarios para
confirmar hipotese de que a cepa ICC-45 também possa resistir a possiveis condicdes
microaerofilas no trato gastrintestinal.

As proteinas de choque térmico (Hsp) sdo uma familia de chaperonas moleculares

constitutivas ou induzidas pelo estresse, evolutivamente conservadas, sendo responsaveis
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tanto pela manutencdo da homeostase proteica em células procaridticas e quanto em
eucarioticas (JOHNSTON et al., 2018). Sabe-se que as chaperonas GroEL e a GroES fazem
parte dos membros da familia das Hsp60. Assim, um estudo realizado por Hennequin e
colaboradores (2001), mostrou que em cultura de células epiteliais a GroEL (Hsp60) do C.
difficile esta4 envolvida na adesdo celular (HENNEQUIN et al., 2001). Em 2017, Jain et al.
mostrou que a inativacdo do gene dnaK em C. difficile 630 produz um fendétipo sensivel a
temperatura. Nesse mesmo estudo, foi mostrando ainda que essa inativagdo aumenta a
capacidade de formacdo de biofilme do C. difficile (JAIN et al., 2017). Sabendo-se que a
Cwp84 modula a formacéo de biofilme juntamente com a chaperona DnaK e que a 1CC-45
produz essas proteinas em quantidades maiores do que a NAP/027 (LIBA5756), entdo estudos
do nosso grupo em andamento pode confirmar essa hipotese da cepa ICC-45 produzir mais
biofilme do que a NAP/027 (LIBA5756).

A cepa ICC-45 produz quase 3x mais a flavorubredoxina redutase do 6xido nitrico
(NO) quando comparada a NAP1/027 (LIBA5756) e da mesma forma, a ICC-45 tambem
produz quantidades de flavoproteina putativa do Oxido nitrico redutase a mais do que a
NAP1/027 (LIBA5657). Um estudo de protedmica com cepas de C. difficile realizado por
Chong e colaboradores (2014), mostraram uma maior expressdo de proteinas redox-ativas
tanto nas cepas CD26A54 R quanto na CD26A54 S e, entre essas proteinas estdo a
flavoproteina putativa do 6xido nitrico redutase e a flavorubredoxina redutase do éxido nitrico
no qual estdo envolvidas com os efeitos do déxido nitrico (CHONG et al., 2014). Nossos
resultados mostram que o sobrenadante da cepa ICC-45 quando injetados em alca ileal de
camundongo causa formacdo de NO tanto quanto o sobrenadante da cepa NAP1/027
(LIBA5657) (COSTA et al., 2016). Pelo fato da ICC-45 produzir essas proteinas que o
protegem contra os efeitos do NO em quantidade maior, essa cepa apesar de produzir mais
estresse oxidativo deve ser mais resistente aos efeitos do NO produzidos pelo hospedeiro.

No grupo das proteinas que estdo envolvidas com metabolismo e atividade catalitica, a
ICC-45 produz mais trealose-6-fosfato, fosfo-transpiruvato-proteina-fosfotransferase e alanina
racemase quando comparada a NAP1/027 (LIBA5756). Uma pesquisa realizada por Collins et
al. (2018), mostrou que a trealose dietética tem participacdo importante na disseminagdo de
dois ribotipos epidémicos de C. difficile (RT027 e RT078). Esse estudo, mostrou que as cepas
de ribotipos 027 continham uma mutacao pontual no repressor de trealose do gene treA e essa
mutacao, aumentou a sensibilidade desse ribotipo a trealose em mais de 500 vezes. Os autores
afirmaram ainda que a trealose dietética aumenta a virulénciade da cepa RT027 em um

modelo de infeccdo em camundongos. As cepas RT078 adquiriram um cluster de quatro
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genes envolvidos no metabolismo da trealose, que foi necessaria e suficiente para o
crescimento em baixas concentragdes de trealose. Entdo, 0s autores propuseram que a
implementacdo da trealose na dieta humana tenha desempenhado um papel relevante no
surgimento dessas duas cepas epidémicas e hipervirulentas (COLLINS et al., 2018).

Um estudo com a fosfotransferase proteica de fosfoenolpiruvato (Pts) realizado por
Nebenzahl et al. (2016), mostrou que em Streptococcus pneumoniae essa proteina por estar
presente na sua parede celular atua como uma adesina. Os autores propuseram que peptideos
de ligacdo a Pts derivados de suas moléculas-alvo podem ser consideradas alvos para o
desenvolvimento de vacinas para a pneumonia causada por essa bactéria (NEBENZAHL et
al., 2016). Entdo, esses dados podem ser importantes para o desenvolvido de vacinas ativas
que oferecam oportunidades de prevenir a CDI ja que tanto as cepas ICC-45 quanto a
NAP/027 (LIBA5756) apresentam essa proteina.

Em 2017, Shrestha e colaboradores, mostraram que uma alanina racemase (Alr2)
do C. difficile afeta a germinacdo de esporos e acomoda a serina como substrato. Nesse
estudo, 0s esporos mutante de alr2 germinam mais prontamente em resposta a L-alanina como
co-germinante e que também a D-alanina funcionou como co-germinante. Os autores
mostraram ainda que Alr2 poderia interconverter L- e D-serina e que por sua vez, a Alr2 liga-
se a L- e D-serina com uma afinidade 2 vezes menor que a L- e D-alanina. Com esses
resultados, foi sugerido que esporos do C. difficile podem responder a um conjunto
diversificado de aminoacidos co-germinativos de e que a Alr2 pode acomodar a serina como
substrato (SHRESTHA; LOCKLESS; SORG, 2017).

No grupo das proteinas que apresentam outras atividades, a cepa ICC-45 secreta mais
D-prolina redutase, fator de alongamento de transcri¢cdo (GreA) e pilin do que a NAP1/027
(LIBA5756), porém, essa secreta bem mais proteina de choque frio (CspB) quando
comparada a ICC-45. Um estudo realizado por Bouillaut e colaboradores (2013) sugeriram
que a D-prolina redutase em C. difficile atue como um regulador do metabolismo central
controlando a utilizacdo preferencial de prolina e glicina para produzir energia através das
reacOes de Stickland (BOUILLAUT,; SELF; SONENSHEIN, 2013). Em 2012, Li et al.
mostou que a proteina fator de alongamento de transcricdo (GreA) em E. coli inibe a
agregacao de varias proteinas do substrato sob condi¢cdes de choque térmico, possuindo assim,
atividade de chaperona funcional. Nesse mesmo estudo, a GreA suprimiu a agregacdo de
proteinas e promoveu a reativagdo de proteinas desnaturadas (LI et al., 2012). Em outra
pesquisa com analise semiquantitativa de proteinas envolvidas com estresse por calor na cepa

de C. difficile 630, foi mostrado que a proteina GreA confere resisténcia ao calor e as tensoes
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oxidativas, fornecendo ligacdo entre a RNA polimerase/aparelho de transcricdo e controle de
qualidade de proteina, interagindo com subunidades de ribossomo e chaperonas incluindo a
DnaK, DnaJ, GroES e ClpX (TERNAN et al., 2014).

Em 2016, Maldarelli et al. mostraram que o Pili tipo IV promove a formagéo precoce
de biofilme por C. difficile (MALDARELLI et al., 2016). Em outro estudo recente, foi
mostrado que o pili do tipo IV promove adeséo celular e pesisténcia do C. difficile em um
modelo de infeccdo em camundongos. Isso contribui para a persisténcia do C. difficile no
intestino do hospedeiro (MCKEE et al., 2018). Isso sugere hipoteses para 0 nosso grupo de
pesquisa que vem desenvolvendo trabalhos com as cepas ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5756)
para avaliar quem dessas cepas € mais virulenta e produz mais biofilme e quais proteinas
contribuem diretamente para a patogénese e a formacdo de biofilme. Estudos mostram que a
proteina de choque frio (CspB) juntamente com outras da familia Csp (CspA, CspC)
controlam a germinacdo de esporos em C. difficile (FIMLAID et al., 2015; KEVORKIAN et
al., 2017; KEVORKIAN; SHEN, 2017). A partir desses dados, pode ser sugerido que a ICC-
45 possa produzir mais biofilme do que a NAP1/027 (LIBA5756), ja que a ICC-45 apresenta
guantidades maiores de proteinas Cwp84, DnaK e pili (proteinas que estdo envolvidas com a
formacdo de biofilmes) do que a NAP1/027 (LIBA5756). Porém, essa hipotese ainda precisa
ser confirmada com estudos adicionais que 0 nosso grupo vem desenvolvendo.

No Blast2Go observou-se que as proteinas detectadas exclusivamente na cepa ICC-45
estdo igualmente ligadas com processos metabdlicos e celulares. J& as proteinas
compartilhadas entre as cepas ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5756), 36% delas estdo envolvidas
com processos metabdlicos. Nossos dados estdo de acordo com a literatura, no qual Parreira et
al. (2016) ao realizar uma analise comparativa do transcriptoma de RNAseq na enterite
necrotica por C. perfringens durante a colonizacéo in vivo e condic¢@es in vitro, mostrou que a
maioria dos transcritos observados estdo envolvidos em processos metabdlicos (57.2%). Da
mesma forma, Dresler et al. (2017) ao realizar uma analise de proteomas liberados em cultivo
celular de oito ribotipos de C. difficile, os autores identificaram um total de 662 proteinas,
dessas mais de 120 também estavam envolvidas em vias metabolicas (DRESLER et al.,
2017).

No Blast2Go nas categorias funcionais das proteinas identificadas somente na cepa
ICC-45, observou-se seis tipos de funcgdes (ligase, porfobilinogénio sintase, ligante de DNA,
ligante de ions manganés, mutase e epimerase) variando entre 16% a 17%. Na categorizacdo
funcional das 26 proteinas selecionadas e compartilhadas entre as cepas ICC-45 e NAP1/027

(LIBA5756), observou-se nove funcbes (oxidoredutase, ligante de ions ferro, peptidase do
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tipo cisteina, ligante de ATP, ligante de proteina, transferase, toxina, ligante de DNA e ligante
de vitamina), dessas a maior parte estdo envolvidas com atividade oxidoredutase (26%). De
forma diferente, Jain et al. (2011) ao realizar um estudo de analise protedmica quantitativa da
resposta ao estresse térmico em cepa de C. difficile 630, observou que das 447 proteinas
identificadas, a maioria estavam envolvidas com funcdes de sintese proteica (19,5%) e
metabolismo de aminoacidos e moléculas relacionadas (15%) (JAIN et al., 2011). Esses
resultados divergentes podem ser explicados pelo fato da cepa 630 ter sido submetida a
estresse térmico e, consequentemente, produzida mais proteinas relacionadas com sintese
proteica e metabolismo de amino&cidos.

Nas andlises dos componentes celulares das proteinas selecionadas e compartilhadas
entre as cepas ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5756), observou-se que mais da metade proteinas
estdo vinculadas a célula (57%). Em 2016, estudo de Parreira et al. a partir de uma analise
comparativa do transcriptoma de RNAseq na enterite necrdtica por C. perfringens, observou
varios transcritos fazendo parte dos componentes celulares, como, complexo proteico,
atividade transportadora especifica do substrato, ligante de carboidratos, atividade do
transportador de drogas, parte celular e outros componentes (PARREIRA et al., 2016). Esses
dados de processos metabolicos e celulares podem sugerir adaptagdes tanto do C. perfringens
quanto do C. difficile em ambiente intestinal do hospedeiro durante a CDI no caso do C.
difficile e na enterite necrética no caso da infeccdo por C. perfringens.

Na analise da localizacdo celular das proteinas realizada pelo programa Psortb,
observou-se que as proteinas identificadas apenas na cepa ICC-45, (60%) sdo de origem
citoplasmatica. Na localizacdo celular das 26 proteinas selecionadas e compartilhadas entre as
cepas ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5756), observou também que mais da metade sdao de origem
citoplasmatica (58%). Esses nossos resultados estdo de acordo com os achados de um estudo
de andlise protedmica de um filtrado de cultura comercial de C. difficile realizado por Moura
et al. (2013), no qual observaram que das 101 proteinas identificadas, a maioria foram
tambem de origem citoplasmatica (72%) (MOURA et al., 2013).

Todas as proteinas identificadas nas cepas ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5756) foram
analisadas no banco de dados STRING e apresentaram um padrdo diferente nas interacoes
entre as outras proteinas, ou seja, uma mesma area selecionada nas duas cepas mostrou
semelhanca nas interacfes da proteina A de camada superficial (SIpA) com as demais. No
interatoma das proteinas exclusivas da ICC-45 com as 26 selecionadas e compartilhadas entre
essas cepas, 3 proteinas da ICC-45 interagiram com as compartilhadas das cepas ICC-45 e

NAP1/027 (LIBA5756) e duas ndo apresentaram nenhuma interacdo com as demais. Dentre
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as 3 interacdes, a proteina IscR (regulador transcricional) interagiu com a chaperona DnaK,
essa interagiu com a chaperona GroL, que consequemente, interagiu com proteinas de
patogenicidade (TcdA, TcdB, FliC, Cwp84 e SIpA), por sua vez, a IscCR também interagiu
com cisteina desulfurase (iscS). O é&cido desamino-aminolevulinico desidratase (HemB)
interagiu com a ribulose-fosfato 3-epimerase (rpel). A rpel apresentou-se interagindo com
outras duas proteinas, sendo elas a nitroreductase (CD2572) e a oxidoredutase de piruvato-
ferredoxina (Pfo). No interatoma das 26 proteinas compartilhadas entre ICC-45 e NAP1/027
(LIBA5756), a maneira como as proteinas interagiram foram semelhante.

Nesse sentido, 0 que explica as interagcdes das proteinas da cepa ICC-45 juntamente
com as compartilhadas entre as cepas, como, por exemplo, a interacdo da IscR com a IscS é
gue ambas as proteinas estdo envolvidas no metabolismo da cisteina. Esse sistema que abriga
as vias biossintéticas do cluster de ferro-enxofre sdo acionadas quando ha condicdes de
estresse ou até mesmo falta de ferro. As interacBes da IscR com a IscS possibilitaram uma
ligagdo direta com as chaperonas DnaK e GroL, ja que essas também sdo moléculas induzidas
em momentos de estresse térmico. As interacGes da DnaK e GroL, por sua vez, influenciaram
nas proteinas de patogenicidade (TcdA, TcdB, FIliC, Cwp84 e SIpA), isso sugere que todos
esses fatores de viruléncia estéo interligados diretamente com a patogenicidade da infeccao
causada por C. difficile, consequentemente, as interacfes das 3 proteinas exclusivas da cepa
ICC-45 com os fatores de viruléncia possam estar influenciando na viruléncia dessa cepa e
participando de multiplos processos celulares (SANTOS et al., 2014; GIORDANO et al.,
2018).

Os achados desse estudo mostram a importancia da proteomica para esclarecer as
possiveis proteinas envolvidas na patogénese da doenca e na comparacdo entre cepas e
complementa dados obtidos na genémica. E importante enfatizar que no mundo globalizado o
surgimento e disseminacdo de novas cepas capazes de gerar surtos, requerem estudos
detalhados que possam levar a compreensdo de patogénese, identificacdo de biomarcadores e

proteinas que possam levar ao desenvolvimento de vacinas.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo, obtidos na anélise exoprotedmica dos sobrenadantes
das cepas ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5756), permitem inferir:

- Existe uma homologia de 97,5% entre as proteinas das cepas ICC-45 e NAP1/027
(LIBA5756), considerada cepa hipervirulenta;

- As proteinas relacionadas com os fatores de viruléncia, toxina A e B, proteina da camada S
(S-layer), proteina de parede celular e de superficie celular, cisteina protease (Cwp84),
flagelos (FliC - flagelina) e enzimas hidroliticas, foram identificadas em maior quantidade no
sobrenadante da cepa ICC-45 quando comparada a NAP1/027 (LIBA5756);

- As proteinas exclusivas da cepa ICC-45 estdo igualmente envolvidas com processos
metabdlicos e celulares. J& as proteinas compartilhadas entre as cepas, 36% delas estdo

ligadas a processos metabdlicos;

- As proteinas exclusivas (IscR, HemB e Rpel) da cepa ICC-45 interagem com as proteinas
de patogenicidade (TcdA, TcdB, FIiC, Cwp84 e SIpA) compartilhadas entre ICC-45 e
NAP1/027 (LIBA5756).
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ANEXO 1| - Proteinas identificadas no sobrenadante das culturas das cepas ICC-45 e NAP1/027 (LIBA5756) de C. difficile pelo programa

Scaffold.
N° de Identificacdo Proteinas Probabilidade
proteinas (C. difficile) N° de acesso | de identificacéo
1 cell surface protein (S-layer precursor protein) gi|255307831 100%
2 toxin A gi|255305655 100%
3 toxin B gi|126698238 100%
4 S-layer protein gi|126700409 99%
5 acetyl-CoA acetyltransferase 0i|126698643 100%
6 NAD-specific glutamate dehydrogenase gi|126697752 100%
7 pyruvate-ferredoxin oxidoreductase 0i|126700296 100%
8 Aminotransferase gi|126701292 100%
9 cold shock protein CspB 0i|126698954 100%
10 3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase 0i|126698642 100%
11 Rubrerythrin 0i|126699128 100%
12 chaperone DnaK gi|126700078 100%
13 Enolase gi|126700790 100%
14 isocaprenoyl-CoA:2-hydroxyisocaproate CoA-transferase gi|126697964 100%
15 electron transfer flavoprotein subunit beta 0i|126697969 100%
16 oxygen-sensitive 2-hydroxyisocaproyl-CoA dehydratase subunit C 0i|126697967 100%
17 putative surface protein gi|255308293 100%
18 electron transfer flavoprotein subunit alpha gi|126697970 100%
19 cell surface protein gi|255307829 100%
20 formate-tetrahydrofolate ligase 0i|123453210 100%
21 50S ribosomal protein L7/L12 gi|126697631 100%




22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

gamma-aminobutyrate metabolism dehydratase/isomerase
aldehyde dehydrogenase family protein

60 kDa chaperonin

trehalose-6-phosphate hydrolase

translation inhibitor endoribonuclease

Peptidase

peptidase D

subunit of oxygen-sensitive 2-hydroxyisocaproyl-CoA dehydratase
aspartate aminotransferase

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

D-lactate dehydrogenase

pyrroline-5-carboxylate reductase

propanediol utilization phosphotransacylase

oligopeptide ABC transporter, substrate-binding protein
phosphoglycerate kinase

fructose-1,6-bisphosphate aldolase

alpha/beta hydrolase

anaerobic nitric oxide reductase flavorubredoxin
succinate-semialdehyde dehydrogenase
N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase

toxin A

electron transfer flavoprotein subunit alpha
electron transfer flavoprotein subunit beta
Ferritin

phosphoenolpyruvate-protein phosphotransferase
elongation factor G

0i[126699959 100%
0i[531109986 100%
0i[255305190 100%
gi|126700708 100%
gi|126700129 100%
0i|123452052 100%
0i|126698287 100%
0i|255305394 100%
0i|126698938 100%
gi|126700794 100%
0i|126697963 100%
gi|126700900 100%
gi|126700297 100%
gi[255307707 100%
gi|126700793 100%
0i|126697972 100%
0i|126699797 100%
0i[126698752 100%
0i|126699960 100%
gi|126700400 100%
0i|260685955 100%
0i[126698640 100%
0i[260686277 100%
0i|126699811 100%
gi[260687988 100%
0i|126697637 100%
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49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

NAD-dependent 4-hydroxybutyrate dehydrogenase
putative nitric oxide reductase flavoprotein
Rubrerythrin

glutamyl-aminopeptidase

cysteine desulfurase

glucose-6-phosphate isomerase

proline racemase

putative cell wall hydrolase

ABC transporter, substrate-binding lipoprotein
50S ribosomal protein L1

butyryl-CoA dehydrogenase

formate acetyltransferase

cell surface protein
hypothetical protein CD630_16600
3-hydroxybutyryl-CoA dehydratase

ferredoxin/flavodoxin oxidoreductase subunit gamma
M24 family peptidase

elongation factor Ts

hypothetical protein CdifA_19096

acyl-CoA dehydrogenase

inosine 5-monophosphate dehydrogenase
beta-lactamase family protein

NifU-like protein

manganese-dependent inorganic pyrophosphatase

cell surface protein (putative cell surface-associated cysteine protease)

O-acetyl-serine thiol-lyase A

0i[255307361 100%
0i|255306635 100%
0i[126699078 100%
0i[126699768 100%
0i[126698876 100%
gi[126700904 100%
gi[126700857 100%
gi[123452506 100%
gi|255305875 100%
gi[126697629 100%
0i|260686276 100%
0i[255305763 100%
gi[1001999562

100%
0i[126699264 100%
0i[126698641 100%
gi[126697690 100%
gi[126700227 100%
0i|126699756 100%
0i|255308707 100%
0i[126697968 100%
0i[126699953 100%
0i[531115368 100%
0i[255306237 100%
gi[126697905 100%
gi[260210525 100%
0i[126699198 100%
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74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

trigger fator

glycine cleavage system protein H
Transketolase

Chain D, Alanine Racemase
elongation factor Tu

oligopeptide family ABC transporter substrate-binding protein

Rubrerythrin

2-hydroxyacyl-CoA dehydratase
6-phosphofructokinase

formate acetyltransferase

50S ribosomal protein L10

tellurium resistance protein

pyruvate kinase

D-proline reductase PrdA

putative aminotransferase

polynucleotide phosphorylase/polyadenylase
hypothetical protein CdifA_05660

ribosome recycling fator

putative phosphate butyryltransferase

50S ribosomal protein L5

putative amino acid racemase
Decarboxylase

butyrate kinase

30S ribosomal protein S16

DNA-directed RNA polymerase subunit beta
ferredoxin-NADP(+) reductase subunit alpha
hypothetical protein CdifA_19448
triosephosphate isomerase

tellurium resistance protein

0i[260688508 100%
0i[126698309 100%
0i[126699939 100%
0i[645985739 100%
0i|126697638 100%
0i[126698435 100%
0i[126698405 100%
0i|126699356 100%
gi[126701018 100%
0i|260688484 100%
0i[126697630 100%
0i[126699238 100%
gi[126701017 100%
gi[126700863 100%
0i|123453053 100%
0i[126698917 100%
0i|255306059 100%
gi|126699754 100%
gi[123453214 100%
gi[126697652 100%
0i[255307859 100%
gi[260687271 100%
0i[126697685 100%
0i[123453547 100%
0i|126697633 100%
0i[260686749 100%
gi|255308768 100%
0i[255308207 100%
0i|126699239 100%
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104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

glycine reductase complex component C subunit beta

adenylate kinase

50S ribosomal protein L3

toxin B

Peptidase

NUDIX family hydrolase

hypothetical protein CD630_24460

putative bifunctional carbon monoxide dehydrogenase/acetyl-CoA
synthase

indolepyruvate oxidoreductase subunit

bifunctional carbon monoxide dehydrogenase/acetyl-CoA synthase
complex subunit alpha/beta

30S ribosomal protein S8

cysteinyl-tRNA synthetase

cell wall protein

acetyl-CoA decarbonylase/synthase complex subunit gamma
Pilin

Oxidoreductase

nitroreductase-family protein

serine hydroxymethyltransferase

chaperonin GroES

translation initiation factor IF-3

hypothetical protein CDR20291_ 3527

phosphate butyryltransferase

thiamine-phosphate synthase
pyochelin synthetase F

DNA-directed RNA polymerase subunit alpha

0i[126699967 100%
0i|260685465 100%
0i[126697640 100%
0i|260685953 100%
0i|260688699 100%
0i|260686089 100%
0i|400927444 100%
gi[255305718 100%
gi[255307406 100%
0i126698308 100%
0i[126697654 100%
0i[260685418 100%
gi[400927472 100%
gi[255305729 100%
0i[255308544 100%
0i|126699141 100%
0i[126698718 100%
gi[126700341 100%
0i|126697766 100%
0i[126698264 100%
0i|260688868 100%
0i[126697684 100%
gi[126699205 100%
gi[255305434 100%
gi[126697669 100%

107



128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

flagellin subunit
tellurium resistance protein

bacteriocin-associated integral membrane family protein

cell surface protein (S-layer precursor protein)
hypothetical protein CD630_08070
hypothetical protein CD630_35710
diguanylate kinase signaling protein

30S ribosomal protein S3

50S ribosomal protein L4
threonine--tRNA ligase

50S ribosomal protein L11

cell-wall hydrolase

4Fe-4S binding domain-containing protein
DNA/RNA helicase

transcription elongation factor GreA
pyruvate phosphate dikinase

peptidase T

adenylosuccinate synthetase
4-aminobutyrate aminotransferase
elongation factor P

heat shock protein 90

rubredoxin oxidoreductase

ferredoxin/flavodoxin oxidoreductase subunit alpha

carbon monoxide dehydrogenase/acetyl-CoA
dihydrolipoyl dehydrogenase subunit

GMP synthase

1-phosphofructokinase

synthase

complex,

0i[260685615 100%
0i[126699408 100%
0i[531109313 100%
gi[123451639 97%
0i[126698387 100%
gi[126701198 100%
0i[126699025 100%
0i[126697646 100%
gi[760237126 100%
gi[531119503 100%
0i|126697628 100%
gi|126700384 100%
0i[126697687 100%
0i|400927363 100%
gi[126701179 100%
0i|260687649 100%
0i[126698630 100%
0i[126701282 100%
gi[255307170 100%
0i[126698842 100%
0i|126697845 100%
0i[260686125 100%
gi[126697688 100%
gi|260686019 100%
gi|126697769 100%
gi[531111417 100%
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154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

n-acetylmuramoyl-l-alanine amidase
cell division protein FtsZ

heat shock protein

tellurium resistance protein

proline reductase

cell wall binding repeat 2 family protein
Nitroreductase

S-adenosylmethionine synthetase
phosphoglyceromutase

sugar family ABC transporter substrate-binding protein
putative polysaccharide deacetylase
DNA polymerase 11 subunit beta
Translaldolase

iron-only hydrogenase, catalytic subunit
hypothetical protein CdifA_11162
Xaa-Pro dipeptidase

30S ribosomal protein S13

50S ribosomal protein L24
Oxidoreductase

aspartate aminotransferase

putative signaling protein

hypothetical protein CD630_19530

sigma-54 factor interaction domain-containing protein
cell surface protein

hypothetical protein CD196_1925

Thioredoxin

dihydrodipicolinate synthase 3

50S ribosomal protein L21

0i[260686827 100%
gi[126700260 100%
gi[123451155 100%
0i[123450620 100%
0i[260688442 100%
gi[531118578 100%
gi[126700191 100%
0i[126697702 100%
0i|255308206 100%
gi[126700259 100%
gi[123452999 100%
gi[123452711 100%
gi[126699947 100%
0i|260688570 100%
0i|255307139 100%
0i[126699965 100%
0i|126697666 100%
gi[400927242 100%
gi[126700638 100%
0i|[760239936 100%
0i|255305513 100%
0i[126699562 100%
gi|255305861 100%
0i|760239296 100%
0i|260683661 100%
0i[126699296 100%
gi[126700845 100%
0i[126698756 100%
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182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

30S ribosomal protein S4
delta-aminolevulinic acid dehydratase
phosphohexomutase

hypothetical protein CdifA_02508
hemagglutinin/adhesin

hydrolase beta-lactamase-like

30S ribosomal protein S7

Rrf2 family transcriptional regulator
threonine dehydratase 11
hypothetical protein CD630_19700
ribulose-phosphate 3-epimerase

deoxyguanosinetriphosphate triphosphohydrolase-like protein
DNA primase

putative hydrolase

hypothetical protein CD630_02790

1-(5-phosphoribosyl)-5-[(5-phosphoribosylamino)methyliden
imidazole-4-carboxamide isomerase

eamino]

0i|126697668 100%
0i[255308448 100%
0i|126699936 100%
0i[255305433 100%
0i|126698095 83%
gi|126700357 100%
0i|126697636 99%
0i|126698875 100%
gi|126700130 100%
0i|126699579 100%
gi|126700194 100%
gi[255306687 99%
0i|260686668 99%
0i|123450945 100%
0i|126697851 100%
gi[260686765 100%

110



