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“The theory says a lot, but does not really bring us any closer to the secret
of the Old One. |, at any rate, am convinced that He does not throw dice.”
Albert Einstein



RESUMO

A Chromobacterium violaceum € uma beta-proteobactéria Gram-negativa
comum da microbiota tropical e um patégeno oportunista para animais e humanos. A
infeccdo causada pela C. violaceum apresenta alta taxa de mortalidade, mas os
mecanismos da patogenicidade ainda ndo foram caracterizados. Como outros micro-
organismos ambientais, essa bactéria estd exposta a condicbes externas muito
variaveis, que exigem grande adaptabilidade e sistemas de protecdo eficientes.
Entre esses sistemas encontra-se um operon arsRBC de resisténcia ao arsénio,
metaloide danoso a salde humana associado a lesbes de pele, doencas
neurolégicas e cancer. O objetivo deste trabalho foi investigar as alteracdes na
expressao proteica de C. violaceum ATCC 12472 na presenca do arsenito e
caracterizar as diversas proteinas secretadas pela bactéria. As proteinas da C.
violaceum foram analisadas por eletroforese bidimensional e espectrometria de
massas. A andlise protedmica revelou que o arsenito induz um aumento na
quantidade das proteinas envolvidas na resposta ao estresse oxidativo, reparo do
DNA e metabolismo energético. Entre as proteinas secretadas, foram identificados
fatores de viruléncia (metalopeptidases, colagenase e toxinas), transportadores,
proteinas de protecado contra estresses e com potencial aplicacao biotecnolégica. Os
resultados mostraram que a C. violaceum possui um arsenal molecular de
adaptacado que a torna capaz de conservar suas atividades celulares e provocar

lesbes em outros organismos.

Palavras-chave: 2D-DIGE, arsénio, Chromobacterium violaceum, proteoma,

exoproteoma.



ABSTRACT

Chromobacterium violaceum is a Gram-negative beta-proteobacterium found in
tropical ecosystems and it is an opportunistic pathogen for animals and humans. C.
violaceum infection is associated with a high mortality rate, but little is known about
the molecular basis of pathogenicity mechanisms. As an environmental
microorganism, C. violaceum is exposed to diverse external conditions, which require
great adaptability and effective protection systems. C. violaceum possesses an
arsenic resistance operon arsRBC. Arsenic is a toxic metalloid associated with skin
lesions, neurological diseases and cancer. The aim of this study was to investigate
changes in protein pattern in presence of arsenite and characterize secreted proteins
of C. violaceum ATCC 12472. The proteins from C. violaceum were analyzed by two-
dimensional electrophoresis and mass spectrometry. Proteomic analysis revealed
that arsenite induces an increase of proteins involved in oxidative stress response,
DNA repair and energetic metabolism. Among the secreted proteins were identified
virulence factors (metallopeptidases, collagenase and toxins), transporters, and
proteins involved in stress response and potentially useful. The results show novel
insights into the adaptive response of C. violaceum.

Keywords: 2D-DIGE, arsenic, Chromobacterium violaceum, proteome, exoproteome.
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1 INTRODUGCAO GERAL

1.1 Chromobacterium violaceum

1.1.1 Caracteristicas

A bactéria Chromobacterium violaceum € conhecida desde 1880, quando
Bergonzini descreveu uma contaminacdo de cor violeta em amostras de
ovoalbumina (DURAN; MENCK, 2001). Desde entdo, ela tém sido isolada em vérias
partes do mundo e despertado interesse pelas aplicacdes do seu pigmento violeta, a
violaceina, e pelas infeccbes oportunistas graves que pode causar. No Brasil, a C.
violaceum foi isolada pela primeira vez na estacdo de tratamento de agua de
Manaus, em 1976 (DURAN; MENCK, 2001).

A C. violaceum é uma bactéria Gram-negativa da familia Neisseriaceae, classe
Beta Proteobacteria. E um bacilo ndo-formador de esporos, reto ou ligeiramente
curvo, com extremidades arredondadas, isolados ou em arranjos aos pares ou em
cadeias curtas (Figura 1.1). Apresenta um Unico flagelo polar e até quatro flagelos
laterais. Cresce em agar sangue, chocolate e MacConkey, formando col6nias
convexas, lisas e de cor violeta forte, embora existam algumas variantes sem cor
(BROWN; STEIN; MORRELL, 2006). Os resultados dos testes bioquimicos para
identificagdo sdo: oxidase variavel, catalase positivo, auséncia de CO,, urease
negativo, indol negativo, fermentacao de glicose, agar triplice acucar alcalino/acido e
motilidade positivo (ANVISA, 2004).

Encontrada na natureza no solo e na agua, a C. violaceum é anaerdbica
facultativa, saproéfita e habita regides tropicais e subtropicais, entre as latitudes 35°S
e 35°N. No Brasil, ela esta presente em trés ecossistemas principais: Floresta
Amazénica, Cerrado e Floresta Atlantica (LIMA-BITTENCOURT et al., 2007). Sua
temperatura ideal de crescimento esta entre 20 e 37°C, mas alguns isolados de
ambientes aquaticos na Regido Amazbnica podem crescer em temperaturas de
44°C (DALL'AGNOL et al., 2008).
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Figura 1.1: Coldnias violetas em LB-agar (A) e micrografia eletronica da C. violaceum (B). (A
micrografia foi realizada pela profa. Edilene Oliveira, Laboratério Biologia Estrutural, UFPA.)

Em 2003, foi publicado o genoma da C. violaceum ATCC 12472, executado
pelos 25 laboratérios participantes do entdo pioneiro Projeto Genoma Brasileiro’. O
sequenciamento revelou detalhes da complexidade molecular que sustenta a
versatiidade da bactéria, assim como aumentou o interesse no potencial
biotecnolégico da mesma (BRAZILIAN NATIONAL GENOME PROJECT
CONSORTIUM, 2003).

O genoma da C. violaceum consiste em um Unico cromossomo circular de
4.751.080 pb, apresentando 4.431 ORFs de tamanho médio de 954 pb. Dessas, 756
correspondem a proteinas hipotéticas (BRAZILIAN NATIONAL GENOME PROJECT
CONSORTIUM, 2003).

O metabolismo energético da C. violaceum é muito versatil, tornando-a capaz
de enfrentar condigbes ambientais diversas. Ela conta com um aparato eficiente de
producdo de energia, que inclui as vias de sintese e degradacdo dos 20
aminodcidos, purinas e pirimidinas, uma variedade de vitaminas e cofatores, lipideos
e polissacarideos. Além disso, ela pode viver tanto em ambientes aerdbicos quanto
em condicdes anaerdbicas, quando ela pode usar nitrato ou fumarato como
aceptores finais de elétrons (BRAZILIAN NATIONAL GENOME PROJECT
CONSORTIUM, 2003).

! http://www.brgene.Incc.br/cviolaceum/
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A bactéria possui uma extensa variedade de proteinas transportadoras, a
maioria pertencente a classe 1 (como as porinas), classe 2 (como a familia de
transportadores droga-metabdlito) e classe 3 (como as familias ABC e SST3). Para
condicbes adversas do ambiente, a C. violaceum conta com sistemas de protecao
ativados por estresse oxidativo (dissulfito-oxidase, glutationa peroxidase, aldolase),
choque térmico (Dnad-DnaK-GrpE, GroEL-GroES e outras Hsp) e radiacéo
ultravioleta (BRAZILIAN NATIONAL GENOME PROJECT CONSORTIUM, 2003).

1.1.2 Potencial Biotecnologico

Além da versatilidade metabdlica, a analise do genoma da C. violaceum
revelou seu potencial biotecnoldgico, exemplificado pelas suas habilidades na
sintese de compostos medicinais, destoxificagdo ambiental, biomineracao,
biocontrole e biossintese de plastico biodegradavel e celulose (CAREPO et al,
2004).

A caracteristica fenotipica mais notavel da C. violaceum é a violaceina, um
pigmento violeta insoluvel em &gua e soluvel em &lcool. Sua estrutura quimica, 3-
[1,2-dihidro-5-(5-hidroxi-1H-indol-3-il)-2-ox0-3H-pirrol-3-ilideno]-1,3-dihidro-2H-indol-
2-ona, foi elucidada em 1958 (DURAN; MENCK, 2001) e é mostrada na Figura 1.2.
A biossintese da violaceina, operada por enzimas codificadas pelo operon vio, tem
como precursor o aminoacido triptofano e utiliza o oxigénio molecular (ANTONIO;
CRECZYNSKI-PASA, 2004).

Figura 1.2: Férmula estrutural da violaceina.
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A funcao da violaceina para a bactéria ainda nao foi esclarecida. O pigmento
nao € essencial para a sobrevivéncia ou para a patogenicidade da bactéria. A baixa
solubilidade em 4agua e o alto coeficiente de extingdo molar (g = 1,7 x 10* Lmol'em™,
A = 577 nm) sugeriram que a violaceina estaria envolvida na protegdo contra a
radiacdo visivel (ANTONIO; CRECZYNSKI-PASA, 2004). O pigmento pode ainda ter
importante papel na defesa contra o estresse oxidativo, devido as suas propriedades
antioxidantes (KONZEN et al., 2006).

O grande interesse na C. violaceum vem das atividades biologicas da
violaceina. Ja foram descritas atividades antibacteriana, antifungica,
antimicobacteriana, tripanossomicida, citotdxica e antiviral (BRAZILIAN NATIONAL
GENOME PROJECT CONSORTIUM, 2003). Muitas informacdes sobre o uso da
violaceina e moléculas derivadas em algumas dessas atividades estdo protegidas
por patentes (DURAN; MENCK, 2001).

A C. violaceum produz ainda outros metabdlitos com atividades farmacolégicas
relevantes, como potenciadores de antibidticos p-lactamicos, antibidticos
(arfamenina B, aerocianidina, aerocavina, monobactama SB-26), antitumorais
(depsipeptideo FK228) e inibidores enzimaticos (DURAN; MENCK, 2001).

A producdo de seis quitinases extracelulares faz da C. violaceum uma
candidata para biocontrole de fungos (CHERNIN et al., 1998). A bactéria também
pode acumular até 65% do seu peso com poli-hidroxialcanoatos (PHA), polimeros
produzidos como reserva de carbono e energia quando alguns nutrientes estédo
escassos. Os PHAs tem propriedades fisicas semelhantes ao polipropileno e sao
fontes de plastico biodegradavel (STEINBUECHEL et al, 1993). A producdo de
celulose foi caracterizada na C. violaceum, sendo 0s genes responsaveis pela
biossintese organizados em dois operons bcs (RECOUVREUX et al., 2008).

A biomineracéo é outra area de aplicacao da C. violaceum. Ela tem um operon
henABC relacionado com a producao de HCN e cianeto, que pode interagir com uma
série de metais formando complexos estaveis e hidrossoluveis (CAREPO et al.,
2004). A C. violaceum foi capaz de solubilizar 15% do ouro e cobre de pedacos de
placas de circuito integrado em sete dias (FARAMARZI et al., 2004).

A C. violaceum pode ainda participar de processos de destoxificacao
ambiental. A analise do genoma revelou a presenca da enzima dehalogenase acida,
que reduz a toxidade de compostos halogenados carcinogénicos. Esta presente

também um operon cyn codificando uma cianase, enzima que transforma o cianato
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téxico em dioxido de carbono e amdnio, compostos Uteis para a bactéria (CAREPO
et al., 2004).

1.1.3 Patogenicidade

A C. violaceum é uma bactéria sapréfita e normalmente nao é patogénica. No
entanto, ela pode se tornar um patégeno oportunista para animais e humanos e
causar infeccbes — raras, mas associadas com alta taxa de mortalidade (BETTS;
CHAUDHURI; PALLEN, 2004).

A infectividade da bactéria é baixa, ja que as aguas do rio Negro, onde ela é
abundante, é fonte de agua potavel para a populagédo local, sem que ocorra uma
ampla infecgdo dessa populagéo (BRITO et al., 2004). Alguns relatos correlacionam
a infeccao por C. violaceum com condi¢ées de imunodeficiéncia, como individuos
infectados com HIV ou doenca granulomatosa crénica, mas foram descritos casos
de infeccdo em pessoas que ndo estavam imunodeprimidas (DURAN; MENCK,
2001).

O primeiro caso de infeccao por C. violaceum foi descrito em 1905 por Wooley
e ocorreu em bufalos nas Filipinas. Em humanos, o primeiro caso de infecg¢ao foi na
Malésia, descrito por Lesslar em 1927 (DIAZ PEREZ; GARCIA; RODRIGUEZ
VILLAMIZAR, 2007).

A infecgdo comeca tipicamente com a exposicao da pele lesada a agua ou solo
contaminado e apresenta um periodo de incubacdo de 3 a 14 dias (DIAZ PEREZ;
GARCIA; RODRIGUEZ VILLAMIZAR, 2007). As apresentacdes clinicas sdo: celulite,
linfadenite, lesbes cutdneas e abscessos viscerais (mais comumente no figado, rim
e pulmao), podendo ocorrer infecgdo do trato urinario, gastroenterite, osteomielite,
sinusite e meningite. O quadro evolui geralmente para sepse severa e 6bito em 24 a
72 h. A rapida evolugao e o tratamento ineficaz com antibiéticos resultam numa taxa
de fatalidade de mais de 60% (DE SIQUEIRA et al., 2005). O diagnostico da
infeccdo é feito por cultura de sangue ou fluidos de abscessos e identificacao
bioquimica (CHANG et al., 2007), embora haja estudos para o desenvolvimento de
técnicas de diagnéstico por PCR (SCHOLZ et al., 2006).
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A C. violaceum é sensivel aos antimicrobianos gentamicina e ciprofloxacino e
apresenta resisténcia a varios antibidticos (DURAN; MENCK, 2001). Beta-
lactamases e genes de resisténcia a multiplas drogas sédo alguns dos mecanismos
de resisténcia da bactéria a antibiéticos comuns, como ampicilinas, cefalosporinas,
rifampicina, puromicina, tetraciclina, e eritromicina (FANTINATTI-GARBOGGINI et
al., 2004). Embora tenha base genética para resisténcia ao cloranfenicol
(FANTINATTI-GARBOGGINI et al., 2004), cepas isoladas da Amazénia e de
amostras clinicas mostram-se sensiveis ao antibiético (DALL'AGNOL et al., 2008;
CHANG et al., 2007; DIAZ PEREZ; GARCIA; RODRIGUEZ VILLAMIZAR, 2007).

Aproximadamente 150 casos de infecgdo foram relatados ao redor do mundo
principalmente no sudeste da Asia, Oceania e Estados Unidos (DE SIQUEIRA et al.,
2005). No Brasil, ocorreram trés casos de infec¢ao por C. violaceum. O primeiro foi
em 1984, em um homem jovem que teve contato com agua de rio no sul do Brasil
(DE SIQUEIRA et al., 2005). Em 2000, a bactéria foi identificada no sangue de outro
homem jovem no interior de Sao Paulo, que foi a ébito por septicemia severa
(MARTINEZ et al., 2000). Em 2004, outros trés casos de septicemia associados a C.
violaceum foram descritos em trés irmaos adolescentes na Bahia, dos quais um
sobreviveu apés tratamento com oxacilina e meropenem (DE SIQUEIRA et al.,
2005).

Os fatores de viruléncia de C. violaceum foram encontrados através de dados
do genoma, mas ainda nao foram caracterizados molecularmente. Esses fatores sé&o
os sistemas de secrecao tipo Il (pili tipo IV) e tipo Ill, membros da familia RTX de
exoproteinas que incluem toxinas citoliticas (hemolisinas e leucotoxinas),
metaloproteases e lipases, além da endotoxina (LPS) componente da parede celular
(BRITO et al., 2004).

O sistema de secrecéo tipo Il (SST3) é utilizado por bactérias patogénicas
Gram-negativas para injetar proteinas do seu citoplasma diretamente para o
citoplasma de uma célula-alvo eucariética (BETTS; CHAUDHURI; PALLEN, 2004).
Os genes que codificam esse sistema na C. violaceum estao arranjados em duas
ilhas de patogenicidade, chamadas Cpi-1 e Cpi-2 (de Chromobacterium
pathogenicity islands), homoélogas as ilhas de patogenicidade de Salmonella sp. Spi-
1 e Spi-2 e ao SSTT de Yersinia pestis (BETTS; CHAUDHURI; PALLEN, 2004). No
entanto, alguns genes presentes nessas espécies patogénicas estdo ausentes em
C. violaceum, o que pode explicar a baixa infectividade desse organismo
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(BRAZILIAN NATIONAL GENOME PROJECT CONSORTIUM, 2003). Alguns
provaveis efetores (proteinas injetadas no hospedeiro) foram identificados por
homologia com sistemas relacionados e correspondem a chaperonas e proteinas
envolvidas na reorganizacao do citoesqueleto, regulacao do trafego de vacuolos e
vias de apoptose da célula eucariética (BETTS; CHAUDHURI; PALLEN, 2004).

A C. violaceum apresenta alguns dos genes do sistema de secrecao tipo Il
homélogos aos de Pseudomonas aeruginosa, que podem ser resultado de
transferéncia génica horizontal. Esses genes codificam a maquinaria pili tipo IV
(proteinas de membrana, proteinas ligadoras de nucleotideos, enzimas, reguladores
e adesinas) e é importante para motilidade, adesdo e agregacao bacteriana, bem
como na colonizacdo de hospedeiros e comportamento colonial complexo em
biofilmes (BRITO et al., 2004).

As cepas nao-pigmentadas de C. violaceum sao patogénicas para humanos e
consequentemente tem sido estabelecido que a patogenicidade ndao depende da
producdo de violaceina. Nove por cento das cepas nao sao pigmentadas e sua
viruléncia é comparavel as cepas pigmentadas (CHANG et al., 2007).

1.1.4 Adaptacao ao Ambiente

Como outros micro-organismos de vida livre, a C. violaceum esta exposta a
condicbes ambientais variaveis, como temperatura, pH, radiagdo, abundancia de
nutrientes e compostos toxicos. A bactéria precisa responder rapidamente a
alteracoes dessas condicdes e se adaptar a elas, através da transcricdo de genes
especificos e ativagdo de sistemas de protecdo. Isolados ambientais de C.
violaceum apresentam grande variedade fenotipica e genética, indicando a grande
capacidade de adaptacao dessa bactéria (DALL’AGNOL et al., 2008).

No genoma de C. violaceum, ha varios genes envolvidos em processos de
destoxificacdo, como catalase, peroxidases, superdxido dismutase, glutationa-S-
transferase e aldolases (BRITO et al., 2004). A protecao contra as espécies reativas
de oxigénio (perdoxido de hidrogénio, anion superdxido, radical hidroxila e
hidroperoxidos organicos) é feita pelos reguladores transcricionais SoxRS e OxyR,
envolvidos na expressado da superoxido dismutase, porinas, peroxidase e proteina
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ligante de DNA (BRAZILIAN NATIONAL GENOME PROJECT CONSORTIUM,
2003).

Em situacGes de escassez de nutrientes, a bactéria conta com genes que
codificam proteinas envolvidas na utilizacdo de peptideos e no metabolismo de ferro,
proteinas ligantes de DNA, chaperonas e a lipoproteina OmIA, que protege o
envelope celular. Outros genes estdo envolvidos no controle do pH, da presséo
osmoética (expressao de transportadores e osmoprotetores), temperatura (14
proteinas de choque térmico), resisténcia ao aluminio e protecdo contra radiacao
ultravioleta (HUNGRIA et al., 2004).

A C. violaceum apresenta também um mecanismo de comunicagao celular
chamado sistema sensor de quorum (quorum sensing), que consiste na producao de
moléculas sinalizadoras autoindutoras, as N-acil-homosserina-lactonas (AHL), em
resposta ao aumento da populacdo de células. As AHLs, por sua vez, regulam a
expressdao de varios genes, relacionados com a biossintese de pigmentos,
antibiéticos e fatores de viruléncia, parada do crescimento celular e a formacao de
biofilmes (MOROHOSHI et al., 2008).

A N-hexanoil-homosserina lactona regula a biossintese de violaceina, a
producédo e degradagédo de cianeto e a producdo da elastase, quitinases e outras
enzimas  extracelulares  (BRAZILIAN  NATIONAL GENOME PROJECT
CONSORTIUM, 2003). Uma cepa modificada geneticamente de C. violaceum é
utilizada em testes biol6gicos para deteccdo de AHLs produzidas por outras
bactérias Gram-negativas (BLOSSER; GRAY, 2000).
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1.2 PROTEOMICA

1.2.1 Definicao e Importancia

A dinamica das biomoléculas numa célula depende do fluxo de informacao
entre elas: a informacao do DNA é transcrita em mRNA, do mRNA é traduzida em
proteina, que por sua vez gera metabdlitos, interage com outras moléculas e
participa de redes regulatérias. No final do século passado, um grande
desenvolvimento nas técnicas de sequenciamento de DNA em grande escala levou
a producéao crescente de dados de genomas de diversos organismos — atualmente,
j4 existem 974 genomas procariéticos sequenciados 2.

Esse acumulo de sequéncias de DNA em bancos de dados nao foi suficiente,
no entanto, para desvendar as fungdes biolégicas (PANDEY; MANN, 2000). Até 40%
das proteinas anotadas em um genoma tem funcdes desconhecidas (ZHAO; POH,
2008), o que reforca a necessidade do estudo do mRNA, proteinas e metabdlitos,
gerando campos de pesquisa em grande escala denominados “dmicas”:
transcriptébmica, protedmica, metabol6mica, interatbmica e assim por diante
(ZHANG; LI; NIE, 2010).

Um proteoma é o conjunto de proteinas expressas num determinado
organismo, célula, organela ou fluido fisiolégico em uma determinada situacao
biolégica. Esse termo foi proposto em 1995 por Wasinger e colaboradores para
proteinas de Mycoplasma genitalium e se refere ao complemento proteico do
genoma (WASINGER et al., 1995).

Ao contrario do genoma, que € uma informacado estatica, por seu carater
permanente, o proteoma é extremamente dindmico e dependente do estagio de
desenvolvimento e diferenciagédo celular e das condi¢gdes ambientais (BISCH, 2004).
Além disso, ndo ha uma relacao linear entre um gene e a proteina expressa, ja que
modificacdes das proteinas nao sao aparentes no DNA, tais como modificacdes pds-
traducionais, localizacao dos produtos génicos, meia-vida e interacoes proteina-
proteina (PANDEY; MANN, 2000). At¢é mesmo a quantidade relativa da proteina

2 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/static/gpstat.html. Acessado em 10 abr 2011.
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pode ser inferida a partir dos niveis de mRNA somente para proteinas de alto
namero de copias, o que corresponde a apenas 30% dos genes transcritos
(WASINGER, 2006).

A analise do proteoma total é desafiadora, devido a sua grande e desconhecida
complexidade. O numero de proteinas num proteoma é muito maior que o niamero
de genes no genoma — um gene particular pode gerar multiplas proteinas distintas,
como resultado de processamento alternativo de transcritos primarios, presenca de
polimorfismos e alteracdes pos-traducionais. Ainda, a variedade de propriedades
fisico-quimicas e o intervalo de concentracdo de diferentes proteinas dentro de um
proteoma excedem o intervalo dindmico e o poder de analise de qualquer método ou
instrumento analitico Unico, exigindo o desenvolvimento de técnicas analiticas cada
vez mais robustas (DOMON; AEBERSOLD, 2006).

1.2.2 Técnicas em ProteOmica

O fluxo de trabalho geral da protedmica é constituido das seguintes etapas:
isolamento das proteinas a partir de sua fonte biolégica; separacao das proteinas,
feita por eletroforese bidimensional (2DE) ou cromatografia liquida (LC) na
protebmica tradicional; digestao enzimatica das proteinas (usualmente com tripsina),
resultando numa mistura de peptideos; analise dos peptideos por espectrometria de
massas (MS) e analise dos dados de MS com ferramentas de bioinformatica para
identificacdo das proteinas na amostra (DOMON; AEBERSOLD, 2006).

1.2.2.1 Eletroforese Bidimensional

A eletroforese bidimensional foi desenvolvida em 1975, por O’Farrell, e desde
entdo vem sendo melhorada significativamente. A técnica consiste no acoplamento
de uma focalizacao isoelétrica (IEF), na primeira dimensao, e uma SDS-PAGE, na
segunda dimensdo. A utilizacdo de duas caracteristicas distintas, ponto isoelétrico
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(pl) e massa molecular (MM), permite a separagao de até 2000 polipeptideos em um
gel, em concentracdes de 1 ng por spot (GORG; WEISS; DUNN, 2004).

A grande vantagem da 2DE é o fornecimento de um mapa geral mostrando o
nivel de expressao relativo, isoformas e modificagcdes pds-traducionais das proteinas
intactas (GORG; WEISS; DUNN, 2004). A 2DE tem resolucdo suficiente para
separar os diferentes estados modificados de uma proteina e informar sobre a
proporcao relativa entre eles, acrescentando importantes dados no estudo da
fisiologia de determinado organismo ou de uma dada via bioguimica (MANN;
JENSEN, 2003).

A 2DE nao apresenta sensibilidade e resolucdo suficientes para avaliar
proteinas pouco abundantes, sendo o amplo intervalo dindmico das proteinas em
amostras biolégicas, de até 10° vezes, uma grande limitagdo. As proteinas que
apresentam pl ou MM extremos ou baixa solubilidade, como as proteinas de
membrana, também ndo sdo analisadas adequadamente pela 2DE (WASINGER,
2006). Algumas estratégias foram propostas para contrapor essas limitacoes, entre
elas o uso de varios intervalos pequenos de gradientes de pH na IEF e pré-
fracionamento da amostra (GORG; WEISS; DUNN, 2004).

As principais etapas experimentais da 2DE sao: preparacdo de amostra e
solubilizacdo das proteinas, separagdo por 2DE, deteccdo das proteinas e analise
computacional.

Técnicas independentes de gel, como a cromatografia liquida multidimensional
(geralmente troca catibnica acoplada com fase reversa), sdo utilizadas com o
objetivo de melhorar a deteccéo de proteinas pouco abundantes ou pouco soluveis,
além de permitirem a automacado, pela possibilidade de acoplamento com o
espectrémetro de massas. No entanto, o método de 2DE acoplado com a MS ainda
€ amplamente usado para analise protedbmica (HAN et al., 2010).

1.2.2.2 Espectrometria de Massas

A sequéncia de aminoacidos é o elo de ligagao entre uma proteina e seu gene
codificante e, em principio, entre a fisiologia celular e a genética (DOMON;
AEBERSOLD, 2006). Até a metade dos anos 90, a degradacdo de Edman era a



27

técnica de escolha para a determinagcdo das sequéncias de aminoacidos de
polipeptideos, que deviam estar altamente purificados. Com o desenvolvimento de
técnicas “brandas” de ionizacdo e vaporizacao, aplicaveis a macromoléculas como
polipeptideos, a MS conquistou importante espaco na determinacao da sequéncia
de aminoacidos, devido a alta precisao e sensibilidade (deteccao de femtomoles de
amostra) na determinacdo da massa molecular de compostos biol6gicos (DOMON;
AEBERSOLD, 2006).

O espectrémetro de massas é um instrumento que produz ions gasosos de
uma amostra e separa-os de acordo com sua razao massa por carga (m/z). Eles séo
utilizados para medir a massa molecular de um polipeptideo ou para determinar sua
sequéncia de aminoacidos e modificacoes presentes (DOMON; AEBERSOLD,
2006). O espectrometro de massas é constituido de trés componentes principais:
fonte de ions, analisador de massas e detector, conforme mostrado na Figura 1.3.

Duas técnicas de ionizacdo sdo utilizadas para biomoléculas: ionizagdo por
eletrodispersao (ESI) e ionizacao/dessorcao a laser assistida por matriz (MALDI). Na
fonte MALDI, a amostra de peptideos é co-cristalizada com uma matriz, geralmente
um &cido organico aromatico (como o acido a-ciano-4-hidroxicinAmico e o acido
sinapinico), que absorve luz ultravioleta de um laser e transfere essa energia para a
amostra, propiciando sua ionizacéo (geralmente com uma Unica carga) e dessorcao
(GRAHAM; GRAHAM; MCMULLAN, 2007). E uma técnica muito sensivel e
apresenta maior tolerancia a presenga de contaminantes, como sais e detergentes
(DOMON; AEBERSOLD, 2006).

Na ESI, a amostra liquida passa por um capilar muito estreito e submetido a
alto potencial elétrico, saindo como um spray de goticulas carregadas que se
repelem e ficam cada vez menores, até as moléculas serem ionizadas (geralmente
com multiplas cargas) e dessolvatadas (GRAHAM; GRAHAM; MCMULLAN, 2007). A
ESI é tipicamente acoplada com a cromatografia multidimensional nos estudos
proteémicos.

Os analisadores de massas diferem quanto a resolucdo, exatidao e
sensibilidade. Nos analisadores por tempo de voo (TOF), a m/z de um ion é
deduzida por seu tempo de voo através de um tubo de comprimento definido sob
vacuo. Os analisadores TOF apresentam boa resolucao e exatidao e aceitam ions
da fonte MALDI ou ESI, podendo ser acoplados a outros analisadores (DOMON;
AEBERSOLD, 2006).
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Figura 1.3: Componentes principais de um espectrometro de massas. (Adaptado de: CANAS et
al., 2006)

Os analisadores quadrupolos (Q) sao constituidos de quatro eletrodos
submetidos a corrente e voltagem especificos, que somente permitem a passagem
de ions com determinada m/z. Na armadilha de ions (linear ion trap, LIT), os ions
sdo aprisionados entre eletrodos e liberados segundo seus m/z com o aumento da
voltagem; apresenta boa sensibilidade e rapidez. Outros analisadores de massas
sao o orbitrap e o analisador por ressonancia ciclotrénica de ions com transformada
de Fourier (FT-ICR), que apresentam resolugéo, precisao e sensibilidade muito altas
(DOMON; AEBERSOLD, 2006).

Os diferentes analisadores de massas podem ser acoplados em diversas
combinacdes formando equipamentos hibridos, como TOF-TOF, Q-Q-TOF, Q-Q-LIT,
Q-Q-Q, LIT-ICR. Esses equipamentos sado capazes de analises sucessivas de
massas (tandem MS ou MS/MS), que permite a determinacdo da sequéncia de
aminodcidos de um peptideo. Na MS/MS, um peptideo é ionizado e selecionado
segundo a m/z desejada; esse ion passa por uma célula de colisdo, preenchida com
gas inerte, onde sera fragmentado gerando uma série de novos ions. Esse processo
€ chamado de dissociag¢ao induzida por colisdo (CID) (HAN; ASLANIAN; YATES JR
3RD, 2008). Esses dados sdo analisados em conjunto e a sequéncia de
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aminoacidos pode ser determinada. A analise de fragmentos de ions pode ainda ser
feito pela técnica decaimento pds-fonte (PSD), na qual a fragmentagdo ocorre
espontaneamente apds o peptideo ter sido dessorvido da matriz e acelerado no
campo elétrico, por ter recebido grande quantidade de energia irradiada pelo laser
(BISCH, 2004).

Os valores das massas dos peptideos tripticos de uma proteina, determinados
experimentalmente, sdo Unicos para uma determinada proteina, como uma
“impressdo digital” (peptide mass fingerprinting, PMF). Esses valores séo
comparados com valores de massas pré-calculadas, de peptideos ou fragmentos
obtidos pela aplicacédo das regras de clivagem especifica as sequéncias primarias de
proteinas de um banco de dados, por ferramentas de bioinformatica como o
MASCOT?® (GRAHAM; GRAHAM; MCMULLAN, 2007). Dessa forma, a proteina é
identificada e pode ser caracterizada com a analise conjunta de dados de MS/MS.

Essa estratégia faz parte da protedmica bottom-up (Figura 1.4), que consiste
na identificacdo das proteinas a partir dos peptideos gerados por digestao
proteolitica (GRAHAM; GRAHAM; MCMULLAN, 2007). Em outra abordagem bottom-
up, chamada protedmica shotgun, a amostra complexa de proteinas € digerida e os
peptideos gerados sao analisados por LC-MS (DOMON; AEBERSOLD, 2006).

Outra estratégia de protedmica que vem sendo desenvolvida é a top-down
(Figura 1.4), na qual as proteinas intactas sao identificadas por MS, sem digestao
proteolitica da amostra. Essa técnica s6 é possivel com espectrdmetros de alta
resolucdo como o ICR-FT (GRAHAM; GRAHAM; MCMULLAN, 2007).

1.2.2.3 Quantificacao da Expresséao Diferencial

Um dos grandes avancos trazidos pela proteémica foi a possibilidade de
analisar e comparar um grande grupo de proteinas expressas em diferentes
situacdes. A andlise das alteracbes da expressdo proteica entre duas ou mais
amostras pode ser feita pelas técnicas de 2DE e MS com o uso de marcadores

especificos.

3 http://www.matrixscience.com/
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Figura 1.4: Estratégias para identificacdo e caracterizacao de proteinas por métodos baseados
em MS. (Adaptado de: HAN; ASLANIAN;YATES JR 3RD, 2008)

Uma das metodologias quantitativas é a marcagdo isotdpica de afinidade
codificada (ICAT), na qual duas amostras tém suas proteinas marcadas
separadamente com um marcador isotopico diferente, um “leve”, contendo atomos
de hidrogénio, e um “pesado”, contendo atomos de deutério. As amostras sdo entao
misturadas, digeridas com tripsina e os peptideos marcados sdo enriquecidos. A
mistura de peptideos marcados é analisada por espectroscopia de massas, na qual
as abundancias relativas das versdes leve e pesada dos peptideos podem ser
comparadas (GRAHAM; GRAHAM; MCMULLAN, 2007). Uma modificagdo da
técnica € a marcacao metabdlica, onde os marcadores isotépicos sdo incorporados
durante o crescimento do organismo (GRAHAM; GRAHAM; MCMULLAN, 2007).

Analises diferenciais podem também ser feitas pela comparagado do perfil na
2DE. No entanto, os géis podem apresentar distor¢des e diferencas, mesmo sendo
produzidos em condi¢gdes idénticas, devido tanto a preparacdo das amostras como a
variacdes nas condicdes da eletroforese (concentracido de acrilamida no gel, campo
elétrico, pH e temperatura) (BISCH, 2004).

Para contornar esses problemas, Unlli e colaboradores desenvolveram a
técnica DIGE (eletroforese diferencial em gel) (UNLU; MORGAN; MINDEN, 1997).



31

Nela, cada amostra de proteina € marcada com um fluoréforo diferente, depois
misturadas e separadas no mesmo gel por 2DE. As imagens do gel sdo obtidas com
a excitacdo e deteccao de luz no comprimento de onda especifico de cada
fluoréforo, depois sobrepostas e normalizadas (GORG; WEISS; DUNN, 2004).

1.2.3 Aplicacoes

Os estudos protedmicos, pela sua abordagem mais ampla na investigacao dos
sistemas bioldgicos, se prestam para aumentar as informacdes sobre a sintese e
degradacao de proteinas em situacdes especificas, modificacdes pods-traducionais e
interacdes entre proteinas (HAN et al., 2010).

O tipo mais comum de estudo protedbmico € a comparacdo do perfil de
proteinas produzidas em duas ou mais condicdes experimentais, a fim de
caracterizar a resposta ao estimulo ambiental. Entre essas condicdes, estido
variagOes de temperatura, fontes nutricionais, choque osmotico e estresse quimico,
como a presenca de metais pesados (HAN et al.,, 2010). O termo metalémica foi
proposto para a investigacdo das alteragcbes no transcriptoma, proteoma e
metaboloma induzidas por metais (HAFERBURG; KOTHE, 2010).

As modificacdes pos-traducionais alteram as propriedades fisico-quimicas das
proteinas e, consequentemente, suas funcbes biolégicas, localizacdo celular e
interacdes com outras biomoléculas. Esse processamento da cadeia polipeptidica
pode ser uma protedlise ou a adicdo de um grupo quimico, como fosfato, metila,
acetila, sulfato ou glicideo.

As estratégias para estudo das modificagdes pds-traducionais sdo baseadas
em separacao das proteinas da amostra complexa por 2DE e identificacao por MS,
ou enriqguecimento de proteinas ou peptideos modificados por métodos bioquimicos
ou imunoldgicos, seguido de MS (MANN; JENSEN, 2003). Um exemplo é o
fosfoproteoma, no qual proteinas fosforiladas podem ser visualizadas no gel 2D na
revelagdo por immunoblotting, ou enriquecidas por imunoprecipitacdo com a
utilizagdo de anticorpos anti-fosfoaminoacido.

Na biotecnologia industrial, a analise protedmica de micro-organismos é

aplicada no monitoramento de alteracdes celulares durante a producéo de proteinas
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heter6logas, na identificacdo de passos limitantes de velocidade nas vias
metabdlicas, no desenvolvimento de cepas mais eficientes na producdo de
bioprodutos e na busca de novas enzimas e promotores. A caracterizacdo de
proteomas extracelulares pode fornecer novas informagbes sobre a fisiologia
bacteriana, aplicaveis no estudo de patégenos ou na producdo de proteinas
recombinantes (HAN et al., 2010).

Metaprotebmica € um campo emergente que visa analisar proteinas de
comunidades microbianas mistas, aumentando o entendimento do funcionamento
dessas comunidades e possiveis aplicagdes biotecnoldgicas, como biorremediacéo
e identificagdo de biomarcadores (ZHAO; POH, 2008).

A integracdo de dados de genémica e prote6mica é cada vez mais necessaria,
podendo ser feita durante a anotacao do genoma. As técnicas de proteogenémica
sao utilizadas para corrigir anotagdes de genomas, validar genes preditos, revelar
novos genes, identificar proteinas hipotéticas e corrigir cédons de inicio e parada
(ARMENGAUD, 2009). Além disso, a espectrometria de massas € util no
mapeamento global das modificagdes pbs-traducionais e na confirmagdo da
predicao do peptideo-sinal em proteinas secretadas (GUPTA et al., 2007).
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1.3 OBJETIVOS E ESTRUTURA DO TRABALHO

O presente trabalho apresenta a aplicacao das técnicas de analise protedmica
para o estudo da bactéria Chromobacterium violaceum, abordando dois aspectos: a
resisténcia ao arsénio e a interacdo com o ambiente através de proteinas
secretadas.

No Capitulo |, serd apresentada a analise diferencial do proteoma de C.
violaceum em resposta ao arsénio. A poluicdo ambiental por esse metaloide € um
problema de saude publica em varias partes do mundo: a exposi¢cao ao arsénio esta
associada a efeitos maléficos sobre a saude humana. Os mecanismos de resisténcia
ao arsénio sao amplamente encontrados em micro-organismos e as proteinas
expressas pelo operon ars sdo bem estudadas, mas pouco se sabe sobre a resposta
celular global que determina a resisténcia ao metaldide. O objetivo do trabalho foi
investigar as alteracbes na expressao proteica de C. violaceum ATCC 12472 na
presencga do arsenito.

No Capitulo I, ser4d apresentada a andlise do exoproteoma ou proteoma
extracelular de C. violaceum. As proteinas secretadas pelas bactérias apresentam
importantes fungdes remotas na nutricdo, comunicacdo celular e destoxificacao.
Essas funcbes podem ser entendidas através da analise do exoproteoma, o
proteoma das proteinas secretadas. Uma vez que proteinas secretadas
desempenham uma variedade de fun¢des importantes na sobrevivéncia bacteriana
no ambiente, o trabalho teve como objetivo caracterizar as diversas proteinas
secretadas pela C. violaceum ATCC 12472.

O estudo dessas proteinas aumentara nosso entendimento sobre a interagéo e
adaptacao da bactéria ao meio ambiente, favorecendo a explorag¢do do seu potencial
biotecnoldgico, e sobre os determinantes para sua patogenicidade.
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RESUMO

A Chromobacterium violaceum é uma B-proteobactéria amplamente distribuida
em regides tropicais e subtropicais, que possui um operon arsRBC de resisténcia ao
arsénio. A poluicao ambiental por esse metaloide é um problema de saude publica
em varias partes do mundo devido aos seus efeitos maléficos sobre a saude
humana, desde lesbes de pele até desordens neuroldégicas e cancer. Os
mecanismos de resisténcia ao arsénio sao amplamente encontrados em micro-
organismos; as proteinas expressas pelo operon ars sdo bem estudadas, mas pouco
se sabe sobre a resposta celular total que determina a resisténcia ao metaloide. O
objetivo desse trabalho foi investigar as alteracbes na expressao proteica na
presenca de arsenito. Para isso, foi utilizada a técnica de eletroforese de
fluorescéncia diferencial em gel bidimensional (2D-DIGE). Os resultados mostraram
26 proteinas cujas abundéancias foram modificadas apds o tratamento com arsenito,
sendo 23 aumentadas. Os spots diferenciais foram submetidos a andlise por MS e
MS/MS. Foram identificados 10 spots, correspondendo a oito proteinas: trés delas
relacionadas a resposta ao estresse oxidativo (superdxido dismutase, glutationa-S-
transferase e glutaredoxina), uma proteina ligante de DNA fita simples do sistema de
reparo do DNA, duas enzimas do metabolismo de lipideos (acil-CoA desidrogenase
e enoil-CoA hidratase), uma do metabolismo de aminoacidos (3-hidroxi-isobutirato
desidrogenase) e uma do metabolismo de coenzimas (riboflavina sintase). Esses
resultados indicam que a resposta da bactéria ao metaloide envolve o combate ao

estresse oxidativo e varias vias do metabolismo celular.

Palavras-chave: 2D-DIGE, arsénio, biorremediacao, Chromobacterium violaceum,

proteoma.
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2.1 INTRODUCAO

2.1.1 Ciclo Biogeoquimico do Arsénio

O arsénio é um metaloide amplamente distribuido pela superficie da Terra,
representando o 20° elemento mais abundante (LIEVREMONT; BERTIN; LETT,
2009). Ele pode ocorrer em quatro estados de oxidacdo: As™, As®*, As® e As¥, dos
quais o arsenato (As(V)) e o arsenito(As(lll)) sdo as formas mais importantes
biologicamente (ROSEN, 2002). A espécie mais abundante em determinado local
depende das condigdes fisico-quimicas locais, principalmente do potencial redox e
do pH, e sofre influéncia dos processos biolégicos.

A especiacdo do arsénio determina sua solubilidade e mobilidade. Em
ambientes aerdbicos (oxidantes), o arsenato € o mais estavel, enquanto o arsenito
predomina em ambientes anaerdbicos moderadamente redutores (MALIK et al.,
2009). Em solucédo aquosa, ambos aparecem como oxianions protonados, como 0s
arsenatos AsO,>, HAsO,?, HoAsO4 e os arsenitos As(OH)s, As(OH)4, AsO,OH? e
AsO;*. Em pH de 3 a 9, o0 arsenito se apresenta como a espécie neutra HzAsOs e 0
arsenato pode existir negativamente carregado como H,AsO, e HAsO4*. As formas
inorganicas do arsénio sdo as mais frequentes em suprimentos de agua e
consideradas as mais tdxicas (WANG; ZHAO, 2009).

As formas organicas do arsénio sao produzidas por diversos organismos e
podem ser encontradas em seus produtos de degradacdo, em aguas e solos. A
arsenobetaina é a espécie mais comum de organoarsénio em animais marinhos e 0s
arsenoacucares sao as principais espécies de arsénio encontradas em plantas
(WANG; ZHAO, 2009). Além destas, ocorrem no ambiente espécies metiladas
volateis, como &acido monometilarsenioso, acido monometilarsénico, &acido
dimetilarsenioso, trimetilarsina e 6xido de trimetilarsina (BARRA et al., 2000).

O ciclo biogeoquimico do metaloide envolve processos fisico-quimicos de
oxidacao-reducéo, precipitacdo-solubilizacdo e adsorcdo-dessor¢cdo, bem como
mecanismos biolégicos, especialmente microbioldgicos (LIEVREMONT; BERTIN;
LETT, 2009). O arsénio presente na atmosfera, pedosfera, hidrosfera e biosfera
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pode ter origem natural ou antropogénica, como mostrado no esquema do ciclo
biogeoquimico do metaloide na Figura 2.1.

Os processos naturais sdo 0s principais responsaveis pela presencga do arsénio
na agua e solo. Sua origem natural encontra-se em mais de 200 minerais diferentes,
0s mais comuns sao arsenopirita (FeAsS), orpimento (As.Ss) e realgar (AsS). O
desgaste de rochas é responsavel pela liberacao do arsénio na biosfera e hidrosfera
e sua presencga na atmosfera é devida a processos de erosao pelo vento, emissdes
vulcanicas e processos de volatilizacdo. A concentracdo de arsénio em aquiferos
depende das caracteristicas geoldgicas locais e pode variar de 0,2 a 2,0 ug/L em
aguas superficiais a mais de 1000 pg/L em aguas subterraneas (LIEVREMONT;
BERTIN; LETT, 2009).

Ciclo do Arsénio

arsenohetaina
(CH,);As CH,CO0"

(6}
CH,),As?
(CHz ~OH

metilacéo

As (IID) L AsS(Y) pelas algas
A i reducéo A
ducs idaca H
reducéo l oxidacéo
As (0) As (I11) As(Y) Sedimento

oxidacio } ' _reducgio -

Figura 2.1: Ciclo biogeoquimico do arsénio. (Adaptado de: MUKHOPADHYAY; ROSEN, 2002)

Algumas atividades humanas podem aumentar a concentracao de arsénio na
agua e no solo. A principal delas é o uso do conservante de madeira arseniato de
cobre e cromo (CCA), que corresponde a 90% do uso do arsénio. Outras sao
mineracao e fusdo de minérios, combustao de carvao, industria farmacéutica e de
produgéo de vidro, inseticidas, fertilizantes, herbicidas, aditivos para racao animal e
semicondutores (MATEOS et al., 2006).
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Uma vez liberado no ambiente, o arsénio pode ser captado e transformado por
organismos aquaticos, entrando na cadeia alimentar como compostos
organoarsénicos, por exemplo, a arsenobetaina (MATEOS et al, 2006). Os
organismos vivos desenvolveram diferentes estratégias para contrapor a toxicidade
do arsénio, que vao desde a devolugdo do metaloide ao meio ambiente, sequestro
em vacuolos intracelulares até transformacgdes para formas menos téxicas (TSAI;
SINGH; CHEN, 2009).

Apesar da toxicidade, as diferentes formas do arsénio sdo metabolizadas por
um grande numero de micro-organismos, capazes de reduzir, oxidar e/ou metilar
esses compostos. Essa atividade pode afetar a especiacdo e mobilidade do
metaloide, como a liberacao do arsénio de sedimentos ou minerais por bactérias que
respiram o metaloide e volatilizacdo por outros micro-organismos que podem metila-
lo anaerobicamente (WANG; ZHAQO, 2009).

2.1.2 Toxicidade do Arsénio

A observacao do efeito do arsénio sobre a saude humana e relatos de seu uso
sao feitos ha mais de 2000 anos. O arsénio foi 0 agente envenenador de escolha na
Idade Média e é referido como a causa da morte de grandes nomes como Napoleao
Bonaparte (os niveis de arsénio nos seus cabelos estavam mais de 1000 vezes
acima dos niveis tolerados) (ROSEN, 1999).

Os compostos organicos de arsénio foram o0s primeiros agentes
antimicrobianos sintetizados especificamente para o tratamento de doencgas
infecciosas, valendo o prémio Nobel para Paul Ehrlich em 1908, pela sintese do
salvarsan (usado no tratamento da doenca do sono). Nos séculos XVIII e XIX,
férmulas como a solucdo de Fowler (As>O3;) eram indicadas para uma grande
variedade de doencas, de dermatoses a sifilis. A reducao no uso desses compostos
comecou quando foram relatados as primeiras correlagdes entre a ingestao de
arsénio e casos de cancer de pele, em 1888 (GONTIJO; BITTENCOURT, 2005).

Atualmente, a exposicao ao arsénio na agua potavel é um problema de saude
publica que afeta varias partes do mundo (Figura 2.2). De acordo com as Normas
para Qualidade da Agua Potavel da Organizagdo Mundial da Satde (WHO, 2001), o
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arsénio inorganico € um carcinégeno humano e sua concentracdo na agua potavel
deve ser inferior a 10 ug/L, valor limite maximo também adotado pelas normas

brasileiras de qualidade da 4gua para consumo humano (BRASIL, 2004).

Nepal 3 190 000
EUA 3 000 000 Franga 200 000 Mongélia 300 000

&% Alemanha 1 500 000 &
Mexico.400-000 Hungria 400 000 China 6 000 000
Peru 250 000 |Roménia 36 000 Taiwan 200 000

== Vietna 1 000 000
[ﬂruenﬁna 2 000 000 Orécia 150 080 Tailandia 15 000
Bolfvia 50 000 Gana 100 000 Bangladesh 50 000 000
Ghile 437 000 Espanha >50 000 indi= 6 000 000

Figura 2.2: Mapa do consumo de agua contendo mais de 10 pg/L de arsénio pela populagao
mundial. As regiées mais escuras indicam um nimero maior de pessoas contaminadas. (Fonte:
LIEVREMONT; BERTIN; LETT, 2009)

O arsénio lidera a lista de prioridades de substancias perigosas da Agéncia
para Substancias Toxicas e Registro de Doencas dos Estados Unidos (AGENCY
FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 2007). Segundo a
Organizacao Mundial da Saude, casos de efeitos adversos a saude provocados pelo
arsénio foram relatados em Bangladesh, China, india e Estados Unidos, e os niveis
de arsénio na agua potavel encontrava-se acima dos limites estabelecidos na
Argentina, Australia, Chile, Hungria, México, Peru e Tailandia (WHO, 2001).

O pior caso de contaminacdo humana por arsénio ocorreu em Bangladesh,
afetando milhées de pessoas - ja foram relatados pelo menos 100.000 casos de
lesbes de pele causadas pelo arsénio. O primeiro caso foi identificado em 1983, e
em 1993, foi confirmada a contaminagdo de origem geolégica das aguas

subterrdneas com arsénio, com a exposicao de 40 milhées de pessoas a niveis
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toxicos do metaloide (SMITH; LINGAS; RAHMAN, 2000). Apesar da adoc¢do de
tecnologias de tratamento de agua, a contaminacdo com arsénio em aguas
subterrdneas em Bangladesh continua sendo um problema — entre 35 e 77 milhdes
de habitantes ainda estdo em risco de beber agua contaminada e estima-se que
deverao ocorrer por volta de 200.000 mortes por cancer (KHAN et al., 2009; WHO,
2001).

No Brasil, as fontes de contaminacdo arsénio estao relacionadas com a
mineracao, realizada por séculos sem a preocupag¢ao com os rejeitos da atividade,
como na Serra do Navio, AP e no Quadrilatero Ferrifero, MG (BORBA;
FIGUEIREDO; CAVALCANTI, 2004; SANTOS et al., 2003).

A exposicdo humana ao arsénio € feita tipicamente por ingestao,
principalmente ingestao direta de agua contaminada. A ingestdo de alimentos, de
origem vegetal ou animal, produzidos em solo contaminado com arsénio ou cozidos
em agua contaminada também contribui para a exposicdo. As outras vias de
exposicao sdo: inalagado, contato dérmico e via parental, através da pratica agricola,
industrial ou médica (KHAN et al., 2009).

Em humanos, o arsénio se concentra na pele, sistema nervoso e sangue e seu
metabolismo envolve a reducdo e a metilacao oxidativa do arsenato (PLATANIAS,
2009). A biodisponibilidade depende do pH e potencial redox do meio e de fatores
do organismo como idade, sexo, peso, estado nutricional e genética (KHAN et al.,
2009).

A severidade dos efeitos esta relacionada a forma quimica do arsénio, tempo
de exposicdo e dose. As espécies inorganicas sdo mais toxicas que as organicas,
sendo o arsenito mais téxico que o arsenato (KHAN et al., 2009). O arsenito € capaz
de inibir mais de 200 enzimas em células humanas, pois se liga fortemente aos
grupamentos tiois dos residuos de cisteina e ao nitrogénio imidazoélico dos residuos
de histidinas (MATEQS et al., 2006). O arsenato € um analogo estrutural do fosfato e
compete com ele em muitas reacdes de fosforilacdo, interferindo no metabolismo
energético das células (LIEVREMONT; BERTIN; LETT, 2009).

O envenenamento agudo por altas doses de arsénio € relativamente pouco
comum; no entanto, longa exposicdo a baixas concentracbes na agua potavel
representa um consideravel perigo a saude (MALIK et al., 2009). As primeiras

alteragcbes sado observadas na pele — modificacbes na pigmentacdo e
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hiperqueratose. Cancer € um fenémeno tardio e usualmente requer mais de 10 anos
para se desenvolver (WHO, 2001).

O arsénio esta associado a varios tipos de tumores sélidos incluindo cancer de
pulmao, prostata, bexiga, rins e pele. A localizacdo geografica, fatores genéticos e
niveis de exposicao tém importante papel na carcinogénese associada ao arsénio.
Outras doencas cronicas foram associadas a exposicdo ao arsénio, como diabetes,
hipertensdo, doencas cardiovasculares, neuropatias, alteracdes de meméria e da
regulacao hormonal (PLATANIAS, 2009).

Apesar da toxicidade, alguns compostos de arsénio ainda sdo usados como
agentes terapéuticos, como o melarsoprol, no tratamento de estagios avancados da
doencga do sono (BHATTACHARJEE; ROSEN; MUKHOPADHYAY, 2009). O tridéxido
de arsénio apresenta efeito antitumoral in vitro e in vivo e é utilizado no tratamento
da leucemia promielocitica aguda. O mecanismo de acdo proposto € a inducdo de
apoptose, por elevacao das espécies reativas de oxigénio (EROs) e modulacao do
sistema tioredoxina (PLATANIAS, 2009).

2.1.3 Biorremediacao do Arsénio

Atualmente, a remediacdo do arsénio em agua e solo é feita por diversos
tratamentos fisico-quimicos: coagulacéo, filtracdo, adsorcdo, precipitacdo com ferro
ou sulfato, troca i6nica e osmose reversa (TSAIl; SHINGH; CHEN, 2009). Entretanto,
esses processos apresentam limitagdes, entre elas o alto custo dos materiais, alto
requerimento de energia e problemas relacionados com o descarte do sedimento
(WANG; ZHAO, 2009).

As tecnologias usadas na remocédo do arsénio apresentam eficiéncia ainda
mais baixa na retirada do arsenito, que € menos moével que o arsenato. Esse ultimo
apresenta mobilidade maior e geralmente se adsorve mais fortemente em
superficies minerais (KHAN et al., 2009). Por conta dessa diferenca na mobilizacao
das formas do metaloide, € necessdria uma etapa inicial de oxidacao do arsenito em
arsenato por oxidantes quimicos (oxigénio, ozénio, peréxido de hidrogénio,
hipoclorito), aumentando ainda mais os custos dos processos (LIEVREMONT;
BERTIN; LETT, 2009).
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Os metais sao direta ou indiretamente envolvidos em todos os aspectos do
crescimento e metabolismo dos micro-organismos, como na geracao de energia e
aquisicao de nutrientes. Essas atividades metabdlicas influenciam a especiacdo do
metal e dessa forma sua solubilidade, mobilidade, biodisponibilidade e toxicidade,
tendo um importante papel no ciclo desses metais na natureza (GADD, 2010).

Por isso, micro-organismos podem ser aplicados na recuperacao, imobilizacdo
ou destoxificacdo de poluentes metalicos (GADD, 2010). A biorremediacao surge
como uma tecnologia economicamente viavel e sem acumulo de residuos, atuando,
portanto, com baixo impacto no ambiente (HAFERBURG; KOTHE, 2010).

Os bioprocessos para tratamento de dguas e solos contaminados estao sendo
desenvolvidos, mas ainda ndo alcancaram uma escala industrial. A duracdo do
processo é o principal obstaculo para implantacao da técnica. A implementacao de
bioprocessos depende de varios fatores tais como a composicao do afluente, a
composicao microbiana, as condicbes operacionais e uma eventual poluicao
residual. A relacdo custo-eficacia dos bioprocessos depende também desses
parametros (LIEVREMONT; BERTIN; LETT, 2009).

Na natureza, os micro-organismos respondem de diferentes modos ao arsénio.
Dependendo da espécie, as respostas podem ser quelacdo, compartimentalizacéo,
exclusdo ou imobilizagdo do metaloide. O conhecimento da fisiologia e metabolismo
microbianos tem grande importancia no desenvolvimento de sistemas de tratamento
adequados a diferentes situacdes ambientais (LIEVREMONT; BERTIN; LETT, 2009).

Na biorremediacdo do arsénio, sdo empregados bioprocessos de mobilizacdo
ou imobilizacao por adsorgao, precipitacdo, biometilagdo, complexagcao e oxidagao-
reducéao, realizados por atividade microbiana (WANG; ZHAO, 2009). Os processos
mais comuns empregam bactérias oxidantes ou redutoras de sulfato, ferro e
manganés, resultando na precipitacdo do arsénio na forma de hidréxidos, sulfetos ou
adsorvidos em 6xidos de ferro e manganés. Outros processos envolvem a reducao
ou oxidacao do arsénio, produzindo arsenato ou arsenito, respectivamente, que sao
removidos por adsor¢do, precipitagdo ou complexacdo com sulfeto (LIEVREMONT;
BERTIN; LETT, 2009). Pode ainda ocorrer bioacumulacdo de arsénio por
bioadsorgéo direta na biomassa microbiana e seus bioprodutos (WANG; ZHAO,
2009).

A biorremediacdo apresenta a vantagem de remover eficientemente a forma

menos moével, o arsenito. A pré-oxidacao pode ser feita pelas proprias bactérias,
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como as P-proteobactérias Gallionella ferruginea e Leptothrix ochracea, que foram
capazes de remover 80% do arsenito de agua subterranea, por adsorcao direta e co-
precipitacdo nos 6xidos de ferro produzidos por elas (KATSOYIANNIS; ZOUBOULIS,
2004). O arsenito pode ainda ser quelado por proteinas intracelulares ou peptideos
contendo tiois, como a glutationa (GSH) e a fitoquelatina (PC), e sequestrado num
vacuolo (TSAI; SINGH; CHEN, 2009).

Além dos micro-organismos, plantas podem ser usadas para estabilizar ou
remover arsénio do solo. Foi mostrado que algumas pteridéfitas podem acumular
grandes quantidades de arsénio. E uma tecnologia de baixo custo, causa minima
perturbacdo ambiental e gera baixa quantidade de residuo contaminado (WANG;
ZHAO, 2009).

Entender todos os niveis moleculares e genéticos do metabolismo do arsénio
contribuira no desenvolvimento de novas abordagens de biorremediacéo.
Estratégias de engenharia genética, evolucao dirigida e estudos de metagendémica
podem ser aplicados para melhorar a tolerdncia ao arsénio e a capacidade de
acumulacao de micro-organismos (TSAI; SINGH; CHEN, 2009).

2.1.4 Bioquimica do Arsénio

Alguns ions metalicos, como ferro e zinco, sdo importantes em muitos
processos celulares, agindo como cofatores enzimaticos ou componentes
estruturais. No entanto, outros metais sdo téxicos em todas as concentracdes,
fazendo com que as células desenvolvam sistemas de resisténcia e destoxificagéo e
empreguem uma variedade de mecanismos para se livrar dessas toxinas
(BUSENLEHNER; PENNELLA; GIEDROC, 2003).

O arsénio entra nas células através de transportadores existentes para
moléculas analogas, ja que as células ndo desenvolveram um transportador
especifico (PAEZ-ESPINO et al., 2009). O arsenato é estruturalmente semelhante
ao fosfato e utiliza os transportadores de fosfato (Pit e Pst em Escherichia coli),
enquanto o arsenito é captado através de aquagliceroporinas, canais multifuncionais
que transportam solutos como glicerol e ureia (GlpF em E. coli Fpsip em
Saccharomyces cerevisiae, AQP9 e AQP7 em mamiferos) (ROSEN, 2002). Uma vez
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dentro da célula, o arsénio pode passar por processos de oxidacdo, redugcédo e
metilacdo, como mostrado na Figura 2.3.

A metilacdo do arsénio gera arsina e metil-arsénios através da redugao do
arsenato e subsequente adicdo oxidativa de grupos metila. As formas metiladas do
arsénio sao volateis e prontamente liberadas no ambiente (GADD, 2010). Pouco é
conhecido sobre as arsénio metilases bacterianas, ha apenas um relato de ArsM de
Rhodopseudomonas palustris, que produz compostos mono-, di- e trimetilarsénico
(MESSENS; SILVER, 2006).
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Figura 2.3: Esquema dos diversos processos microbianos envolvidos na bioquimica do
arsénio. (1) Entrada do arsénio na célula; (2) redugéo do arsenato e expulsédo do arsenito; (3)
complexacao do arsenito; (4) oxidagcao do arsenito; (5) reducao dissimilatéria; (6) metilagdo. MMA:
metilarsina; DMAA: acido dimetilarsinico; DMA: dimetilarsina; TMAQ: 6xido de trimetilarsina; TMA:
trimetilarsina. (Adaptado de PAEZ-ESPINO et al., 2009)

As bactérias que oxidam o arsénio estao distribuidas por mais de 30 espécies,
entre quimiolitoautotréficas (como Agrobacterium sp., Rhizobium sp.) e heterotroficas
(como Cenibacterium arsenoxidans, Alcaligenes faecalis), além de arqueias. A
oxidacao ocorre por acdo da enzima arsenito oxidase Aso (ou Aox), membro da
familia das dimetilsulféxido redutases e localizada no espacgo periplasmatico, em
associagdo com a cadeia respiratéria (SILVER; PHUNG, 2005). Nos micro-

organismos autotroficos, o arsenito serve como doador de elétrons para reduzir
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oxigénio ou nitrato, produzindo energia para fixar CO, em material organico celular.
Nos heterotréficos, a oxidacdo do arsenito € uma reacdo de destoxificagéo
(LIEVREMONT; BERTIN; LETT, 2009; WANG; ZHAO, 2009).

Do mesmo modo, a reducdo do arsénio pode gerar energia para O micro-
organismo ou atuar como sistema de destoxificacdo. No primeiro caso, a chamada
reducdo dissimilatéria é parte da respiracdo anaerdObica em algumas bactérias
(Chrysiogenes arsenatis, Bacillus selenitireducens, Shewanella sp., entre outras),
onde o arsenato age como aceptor final de elétrons. No segundo caso, o arsenato é
reduzido a arsenito que € o substrato para uma bomba de efluxo, num sistema de
destoxificacdo codificado pelo operon ars (PAEZ-ESPINO et al., 2009).

A arsenato redutase respiratéria € composta por duas subunidades, ArrA e
ArrB, responsaveis pela reducao do arsenato e pela conducao dos elétrons para a
cadeia respiratéria, respectivamente (MESSENS; SILVER, 2006). Em bactérias
Gram-positivas, ambas séo ligadas a membrana celular, nas Gram-negativas elas
sao periplasmaticas (SILVER; PHUNG, 2005).

O sistema de resisténcia ao arsénio codificado pelo operon ars € amplamente
distribuido entre os micro-organismos — mais que o operon trp, de biossintese de
triptofano (SILVER; PHUNG, 2005). Os operons ars sao encontrados em
plasmideos, mas versdes cromossomais tém sido encontradas em mais de 50
organismos, entre arqueias, bactérias, leveduras e protistas (STOLZ et al., 2006).

Em bactérias Gram-negativas, os operons ars plasmidiais codificam trés
proteinas: uma arsenato-redutase ArsC, uma bomba de efluxo ArsB e um regulador
ArsR. Ja os operons ars encontrados em cromossomos dessas bactérias codificam
as trés proteinas e duas adicionais, uma ATPase ArsA e uma metalochaperona
ArsD. Nas bactérias Gram-positivas, os operons ars apresentam o0s cinco genes,
arsRABCD, tanto nos plasmideos quanto nos cromossomos (MUKHOPADHYAY;
ROSEN, 2002).

As arsenatos redutases ArsC sdo pequenas enzimas citosélicas, de 13 a 16
kDa. Elas convertem o arsenato em arsenito, espécie que € expulsa da célula ou
sequestrada em compartimentos intracelulares, como arsenito livre ou conjugado
com GSH ou outros tiois (ROSEN, 2002).

A enzima possui uma triade de residuos de arginina, que inicialmente ligam o
arsenato. Esse arsenato forma entdo uma ligacdo covalente com um residuo de

cisteina (Cys12) da enzima e com uma glutationa reduzida, formando um
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intermediario Cys12-S-As-S-G. Uma glutaredoxina (Gtx) reduz a glutationa e inicia
uma cascata de reducbes que chega até o arsenato, liberado como arsenito.
Alternativamente, o arsenato ligado na Cys12 pode ser reduzido numa cascata de
reducdes de residuos de cisteinas da ArsC (Cys82 e Cys89), com elétrons doados
por uma tioredoxina (Trx) (MESSENS; SILVER, 2006).

Esses diferentes mecanismos de reacdo dividem as arsenato-redutases em
trés familias que evoluiram independentemente — suas sequéncias de aminoacidos
tém menos de 20% de similaridade (LI; KRUMHOLZ, 2007). A redutase tipo | é
dependente de Gtx e foi isolada inicialmente do plasmideo R773 de E. coli, sendo
encontrada em bactérias Gram-negativas (LOPEZ-MAURY; FLORENCIO; REYES,
2003).

A redutase tipo Il é dependente de Trx e & encontrada em bactérias Gram-
positivas, como no plasmideo pl258 de Staphylococcus aureus e em Bacillus
subtilis, e em algumas bactérias Gram-negativas, como Pseudomonas sp.. Essas
redutases sao relacionadas as tirosina-fosfato fosfatases de baixa massa molecular
e ndo mostram similaridade significante com as redutases tipo | (SILVER; PHUNG,
2005).

A terceira familia é representada pela Acr2p de S. cerevisiae, um homodimero
que apresenta o mesmo mecanismo de reacdo que as redutases do tipo |,
dependente de Gtx. A Acr2p apresenta homologia com a familia Cdc25 de proteinas
fosfatases envolvidas no controle do ciclo celular (MESSENS; SILVER, 2006).

O arsenito captado do meio ambiente ou resultante da reducdo do arsenato
pode ser transportado para fora da célula ou para o interior de um vacuolo através
de transportadores especificos. A célula converte arsenato em arsenito, forma mais
tobxica para a célula, antes de expulsa-lo, provavelmente porque o sistema de
destoxificacdo do arsenito surgiu primeiro, quando a atmosfera primordial ainda néao
era oxidante. Apenas quando a atmosfera tornou-se oxidante surgiu a forma oxidada
arsenato, e fosfatases existentes poderiam ter evoluido para a funcao redutase do
arsenato (ROSEN, 2002).

Trés familias de transportadores de arsenito ja foram descritas (ROSEN, 1999).
A primeira é representada pela ArsB, presente no operon ars dos plasmideos R773
de E. coli e pl258 de S. aureus. A ArsB € uma proteina integral de membrana de 45
kDa com 12 segmentos transmembrana, que usa o potencial de membrana para
expulsar arsenito e antimonito da bactéria (LOPEZ-MAURY; FLORENCIO; REYES,
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2003). A ArsB pode se ligar a ArsA formando um complexo ArsAB, que funciona
como uma bomba carreadora de arsenito movida a ATP. A ArsA é uma proteina de
63 kDa com atividade ATPasica, alostericamente ativada por arsenito ou antimonito
(ROSEN, 1999).

A segunda familia de transportadores de arsenito é representada pela YqcL de
B. subtilis e Acr3p de S. cerevisiae (ROSEN, 1999). Elas sado proteinas integrais de
membrana de 45 kDa com 10 segmentos transmembrana, especificas para arsenito,
diferente das ArsB (LOPEZ-MAURY; FLORENCIO; REYES, 2003).

A resisténcia ao arsénio em eucariotos é conferida por membros do subgrupo
MRP  (multidrug resistance-associated protein) da superfamilia ABC de
transportadores ligados a ATPases. Essa familia de transportadores pode exportar
arsénio conjugado com GSH na forma As(GS); (ROSEN, 2002). A S. cerevisiae
possui a Ycf1p, uma bomba vacuolar acoplada a ATP que apresenta homologia com
a MRP1 humana. A Ycfip atua paralelamente ao Acr3p e nao é especifica,
promovendo a resisténcia ao arsenito, antimonito e cadmio, por acumular
conjugados de GSH em vacuolos (ROSEN, 1999).

O operon ars com cinco componentes apresenta o gene arsA expresso
juntamente com o arsD, sugerindo que esses genes podem ter sido inseridos num
operon arsRBC (LIN; WALMSLEY; ROSEN, 2006). A proteina ArsD é uma proteina
citosolica de 13 kDa capaz de se ligar ao arsenito. Ela foi originalmente descrita
como um repressor transcricional sensivel a metais, que controlaria a maxima
expressdao do operon ars para evitar a superexpressao téxica da ArsB (ROSEN,
1999). Estudos posteriores mostraram que a ArsD atua como uma metalochaperona,
transferindo o arsenito para a ArsA e aumentando sua atividade ATPésica (LIN;
WALMSLEY; ROSEN, 2006).

A regulacdo da expressao do operon ars é feita pelo repressor sensivel ao
arsénio ArsR, uma proteina de 13 kDa que é codificada pelo primeiro gene do
operon (ROSEN, 1999). A ArsR pertence a familia SmiB/ArsR de repressores
sensiveis a metais que respondem a metais de transicdo, metais pesados e
metaloides (QIN et al., 2007).

A ArsR apresenta-se como um dimero que forma um motivo de ligacdo ao DNA
e uma sequéncia conservada ELCVCDLC, na qual os trés residuos de cisteina se
ligam ao arsenito (QIN et al., 2007). O operon é reprimido quando a ArsR esta

especificamente ligada ao operador/promotor; a ligacdo do metal a proteina inibe
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fortemente a interacdo dela com o DNA, provavelmente por provocar uma mudanga
conformacional (BUSENLEHNER; PENNELLA; GIEDROC, 2003).

Uma sexta proteina, ArsH, € encontrada no operon ars de Acidithiobacillus
ferroxidans, transposon Tn2502 do plasmideo pYV de Yersinia sp., P. putida,
Shigella flexneri e outras bactérias Gram-negativas. Embora seja necessaria para a
resisténcia ao arsénio em algumas espécies, sua funcdo ainda nao foi descoberta
(PAEZ-ESPINO et al., 2009).

O efeito da expressao do operon ars € cumulativo: algumas espécies de micro-
organismos tem multiplos operons ars e genes arsC em tandem, o que lhes confere
maior resisténcia ao metaloide (STOLZ et al., 2006). A organizacao dos genes no
operon ars também difere entre 0os organismos, o que altera a quantidade relativa
das proteinas expressas e o perfil de resisténcia (AZEVEDO et al., 2008).

Outras bactérias apresentam operons atipicos, como a A. ferrooxidans que tem
um operon arsRC e um arsBH (QIN et al., 2007). A cianobactéria Synechocystis sp.
apresenta um operon arsBHC e uma ArsR expressa constitutivamente em baixos
niveis, ao contrario de outras ArsR que sdo autorreguladas (LOPEZ-MAURY;
FLORENCIO; REYES, 2003). A Comamonas sp. possui um operon arsRPBC no
plasmideo CNB1, no qual o gene arsP codificaria uma redutase tipo Il. Essa bactéria
€ capaz de crescer com 160 mM arsenato (ZHANG et al., 2007).

2.1.5 Resisténcia ao Arsénio em C. violaceum

O genoma de C. violaceum revelou a presenca de um operon ars do tipo
arsRBC (BRAZILIAN NATIONAL GENOME PROJECT CONSORTIUM, 2003). A
analise dos genes desse operon mostrou que a ArsC apresenta similaridade com as
redutases do tipo Il. A ArsR de C. violaceum nao contém os residuos de cisteina
conservados no dominio de ligacdo a metal, colocando-a no grupo de reguladores
atipicos, como o presente em A. ferrooxidans (CAREPO et al., 2004).

A funcionalidade do operon ars foi confirmada por Rocha e colaboradores, que
demostraram que a bactéria é capaz de crescer na presenca de 1 mM de arsenato e

100 uM de arsenito (ROCHA, 2007). Essa reduzida resisténcia da C. violaceum, em
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comparacdo com outras bactérias, foi atribuida ao arranjo dos genes no operon
arsRCB, quando o mais comum ¢é o arranjo arsRBC (ROCHA, 2007).

O gene arsR tem um nivel basal de expressao, que foi aumentado 4 vezes com
0,125 uM de arsenito, com um pico de inducao (53 vezes) a 5 uM (AZEVEDO et al.,
2008). Foi observado, ainda, que quando a cultura de C. violaceum era pré-induzida
com 10 uM de arsenito, ocorreu uma tolerancia maior ao tratamento com 100 uM de
arsenito (AZEVEDO et al., 2008; ROCHA, 2007).

A proposta desse trabalho é estudar os mecanismos de resisténcia ao arsénio
em C. violaceum através de analise proteémica. Embora o mecanismo de resisténcia
mediado pelo operon ars ja seja bem descrito em outros organismos, pouco se
conhece sobre a adaptacdo das diversas funcdes celulares a presenca do
metaloide.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo Geral

Identificar e caracterizar as alteracées no proteoma da C. violaceum apds

€Xposicao ao arsenito.

2.2.2 Objetivos Especificos

- Obter o mapa bidimensional das proteinas de C. violaceum na presenca e
auséncia de arsenito;

- Avaliar a alteracdo no numero e na quantidade relativa de proteinas
expressas pelas bactérias tratadas com arsenito em relagdo aquelas néo tratadas;

- Identificar as proteinas intracelulares que tiveram sua expressao alterada pelo
arsenito;

- Determinar quais sdo os sistemas celulares afetados pelo tratamento com

arsenito.
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2.3 METODOLOGIA

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Polimorfismo do DNA (LPDNA) do
Departamento de Genética, Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal
do Para.

2.3.1 Crescimento das Bactérias e Tratamento com Arsénio

A Chromobacterium violaceum ATCC 12472, linhagem que teve o seu genoma
sequenciado pelo Projeto Genoma Brasileiro (BRAZILIAN NATIONAL GENOME
PROJECT CONSORTIUM, 2003), foi utilizada neste trabalho. O crescimento
bacteriano foi feito em meio de cultura Luria-Bertani (LB) contendo 0,1 mg/mL de
ampicilina, a 28°C com agitacao de 200 rpm, de acordo com Azevedo et al., 2008.
Uma aliquota de 100 uL do pré-indculo foram diluidos em 10 mL de novo meio de
cultura contendo 10 uM de arsenito de sdédio e cultivado por 16 h. Apls esse
periodo, 500 uL desse inéculo foram diluidos em 50 mL de novo meio de cultura, em
frasco de 250 mL, contendo 100 uM de arsenito de sodio e cultivado até atingir a
metade da fase exponencial, o que foi verificado pela medida da densidade 6ptica
(DO) a 720 nm (DEMOSS; HAPPEL, 1959) atée DOz = 1,00. Como controle, a

bactéria foi crescida nas mesmas condi¢cées em meio de cultura sem arsenito.

2.3.2 Extracao das Proteinas

As bactérias tratadas e nao-tratadas com arsenito foram recolhidas por
centrifugacédo do meio de cultura a 5000 rpm, por 10 min, a 4°C. O meio liquido foi
descartado, o precipitado de bactérias foi lavado trés vezes com 50 mM Tris-HCI pH
7,5 e depois ressuspendido em 1 mL de tampao de lise, constituido de ureia 42%,
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tioureia 15%, CHAPS 4% , Tris-HCI 12,5 mM pH 7,5, DTT 1,5% e coquetel de
inibidores de proteases (GE Healthcare).

A suspensao foi mantida no gelo e as bactérias rompidas em sonicador
(Bandelin Sonoplus), em 5 ciclos de 10 s, com intervalos de mesmo tempo, em 60%
da poténcia maxima. O lisado foi centrifugado por 40 min, a 14000 rpm, a 4°C. As

proteinas soluveis foram armazenadas a -70°C até o uso.

2.3.3 Eletroforese Bidimensional

As amostras de proteinas foram quantificadas com o kit 2D Quant (GE
Healthcare). O volume do extrato correspondente a 600 ug de proteina foi submetido
a precipitacdo com metanol/cloroférmio. As proteinas foram dissolvidas em 340 pL
de solucao de reidratacao, contendo ureia 42%, tioureia 15%, CHAPS 2%, solucéo
de anfélitos (pH 3-10 NL e pH 4-7) 1%, DTT 1,5% e azul de bromofenol 0,002%.
Essa solucao foi usada para reidratar as tiras de gel para IEF (pH 3-10NL ou pH 4-7,
18 cm, GE Healthcare) durante 16 h, segundo protocolo da GE Healthcare.

A IEF foi feita na cuba Ettan IPGphor (GE-Healthcare) com a seguinte
programacao de voltagem: 500 V por 1 h, 1000 V por 1 h, gradiente até 10.000 V por
3 h e 10.000 V até 60 kVh. Apéds a IEF, as tiras de gel foram equilibradas por 15 min
com tampao com SDS (ureia 36%, Tris-HCI 50 mM pH 8,8, glicerol 30%, SDS 2%)
contendo agente redutor (DTT 2%), e depois por mais 15 min com 0 mesmo tampao
contendo agente alquilante (iodoacetamida 2,5%).

Cada tira equilibrada com SDS foi, entao, transferida para o topo de um gel de
poliacrilamida homogéneo 15%, de 24 X 20 X 0,15 cm, e selada com 0,5% agarose
em tampao de corrida (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS). O padrao de massa
molecular LMW-SDS Marker Kit (GE Healthcare) foi também aplicado no topo do gel
em um papel de filtro. A SDS-PAGE foi feita no sistema vertical Ettan DALTsix (GE-
Healthcare) a 15°C. A eletroforese transcorreu com poténcia inicial de 2,5 W por gel
durante 30 min, e depois 20 W por gel, até o corante azul de bromofenol alcancar o

fim do gel.



57

2.3.4 Deteccao das Proteinas

As proteinas foram coradas com azul de Coomassie coloidal (NEUHOFF et al.,
1988). Os géis foram digitalizados usando o ImageScanner (GE Healthcare), com
resolucao de 300 dpi, e as imagens foram analisadas com o software ImageMaster
2D Platinum 7.0 (GE Healthcare).

2.3.5 2D-DIGE

Cento e vinte microgramas de proteinas precipitadas com metanol/cloroférmio
foram solubilizadas em 40 uL de tampao de amostra contendo ureia 42%, tioureia
15%, CHAPS 4%, Tris-HCI 30 mM pH 9.

O desenho experimental esta mostrado na Tabela 2.1. A reacdo de marcacao
utilizou 50 ug de proteinas de cada uma das 3 amostras de C. violaceum tratada
com arsenito (grupo A - A1, A2 e A3) e 3 amostras de C. violaceum nao tratada
(grupo C — C1, C2 e C3). Apds adicao de 400 pmol de Cy3 ou Cy5, a reacao ocorreu
durante 30 min, no gelo e no escuro. Como controle interno, uma mistura de todas
as amostras dos grupos tratado e controle, totalizando 50 pug de proteina, foi

marcada com Cy2 como descrito anteriormente.

Tabela 2.1: Desenho experimental da marcacdo das amostras para a DIGE.

Marcacao
Cy3 Cy5 Cy2
Gel
1 C1 A1 C1+A1+C2+A2+C3+A3
A2 Cc2 C1+A1+C2+A2+C3+A3
C3 A3 C1+A1+C2+A2+C3+A3

A reacao de marcacao foi parada com a adicdo de 1 uL de 10 mM lisina por 10
min. As amostras pareadas (Tabela 2.1), e diferencialmente marcadas, foram

misturadas e diluidas com tampao de reidratacdo como descrito no item 2.3.3. A
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eletroforese bidimensional foi realizada como descrito no item 2.3.3, em tiras de gel
para IEF com pH de 4 a 7, todas as etapas realizadas no escuro.

As imagens dos géis foram adquiridas no Ettan DIGEImager (GE Healthcare),
nos seguintes comprimentos de onda de excitacdo e emissao: 488 (laser azul) e 520
nm para o Cy2, 532 (laser verde) e 580 nm para o Cy3 e 633 (laser vermelho) e 670
nm para o Cy5. A exposicao foi ajustada de modo a ndo saturar o sinal e a resolugéo
foi de 100 pum.

A analise das imagens foi feita com o software ImageMaster 2D Platinum 7.0
(GE Healthcare). A deteccao dos spots foi feita automaticamente. Apds a adicéo
manual de landmarks em todos os géis, os spots foram emparelhados e comparados
automaticamente, com posterior confirmacdo manual. Foram considerados spots
diferenciais aqueles com meédia de razdo entre os volumes de + 1,3 vezes. O teste
ANOVA foi usado para avaliar a significancia, com p < 0,05. O software ImageQuant

(GE Healthcare) foi utilizado para gerar as imagens coloridas dos géis sobrepostos.

2.3.6 Digestao com Tripsina

Os spots diferenciais foram cortados dos géis preparativos (trés de cada
condigéo, corados com azul de Coomassie coloidal) com o robé SpotPicking Ettan
(GE Healthcare) e armazenados em microplacas de 96 pogos a -20°C. A digestao foi
feita de acordo com o protocolo de Shevchenko et al. (2006), com algumas
modificacoes. Os spots foram descorados com 3 lavagens de 200 uL de 50 mM
bicarbonato de amoénio/acetonitrila 1:1 (v/v), em agitador orbital. Os spots
descorados foram incubados com 50 uL de acetonitrila por 5 min e depois secos a
temperatura ambiente. Dez microlitros de solugdo de tripsina modificada 2 pg/mL
(Promega) foram adicionados sobre cada spot, que foi mantido no gelo por 40 min.
Para iniciar a reag¢ao, foram adicionados 20 puL de 50 mM bicarbonato de aménio e a
microplaca levada para estufa a 37°C, por 16 h.

Os peptideos foram extraidos com 30 uL de 5% acido férmico/acetonitrila 1:2
(v/v), em duas lavagens de 30 min no agitador orbital, seguidos de 5 min no banho

de ultrassom. A solucao de peptideos foi concentrada em liofilizador (LabConco), até
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o volume aproximado de 10 pL, e dessalinizados em ZipTip (MilliPore), segundo as

instrugdes do fabricante.

2.3.7 Espectrometria de Massas

Para identificagdo das proteinas por PMF, 0,5 uL da solucao de peptideos e 0,5
uL de matriz acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) 10 mg/mL foram misturados
na placa metdlica do espectrdbmetro de massas MALDI-TOF AXIMA-CRF
(Shimadzu). Os espectros foram obtidos no modo positivo refletido. Os parametros
de aquisicdo foram: taxa de repeticdo do laser de 5 Hz, 20 kV de voltagem de
aceleragéo, intervalo de m/z de 500 a 4000 Da, 200 shots foram acumulados por
espectro. O espectrdmetro de massas foi calibrado com os peptideos bradicinina
(fragmento 1-7), ACTH (fragmento 18-39), P14R e angiotensina Il (ProteoMass
Peptide — Protein MALDI-MS Calibration Kit, Sigma). Os espectros foram
processados com o software de aquisicdo MALDI-MS Application (Shimadzu). A
relacdo de massas dos peptideos e de seus fragmentos foi utilizada para
identificacdo das proteinas por PMF, com o programa MASCOT
(http://www.matrixscience.com), utlizando o genoma de C. violaceum depositado no
banco de dados NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/NCBInr). Os parametros da
busca foram: outras proteobactérias como grupo taxondmico, massa monoisotépica,
tolerancia de 0,5 Da, uma clivagem perdida, carbamidometilagdo de cisteina como
modificacao fixa, oxidacao da metionina como modificacao variavel.

Para identificacdo das proteinas por MS/MS, 0,5 uL da solucao de peptideos e
0,5 puL de matriz acido a-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA) 10 mg/mL foram
misturados na placa metalica MTP AnchorChip 600/384 (Bruker Daltonics) do
espectrometro de massas MALDI-TOF/TOF AutoFlex Il (Bruker Daltonics). Os
espectros foram obtidos no modo positivo refletido. Os parédmetros de aquisicao
foram: taxa de repeticdo do laser de 50 Hz, 25 kV de voltagem de aceleragéo,
intervalo de m/z de 1000 a 4000 Da. O espectrdmetro de massas foi calibrado com o
Peptide Calibration Standard Il (Bruker Daltonics). Os espectros foram processados

com o software de aquisicao FlexControl (Bruker Daltonics). A relacdo de massas
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dos peptideos e de seus fragmentos foi utilizada para identificagdo das proteinas por
PMF, com o programa MASCOT (http://www.matrixscience.com), utlizando o
genoma de C. violaceum depositado no banco de dados NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/NCBlInr). Os parametros da busca foram: tipo de busca,
peptide mass fingerprint, enzima, tripsina; modificagdo fixa, carbamidometilacdo
(Cys); modificagdo variavel, oxidacdo (Met); valores de massas, monoisotdpica;
clivagens perdidas, 1; tolerancia de massa do peptideo, 0,5 Da. A andlise estatistica
foi determinada pela probabilidade baseada no Mowse score dado pelo MASCOT,

sendo considerado significante p < 0,05.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A eletroforese 2D foi utilizada para analisar as proteinas da C. violaceum. O
perfil eletroforético das proteinas da bactéria, realizado num gel de amplo intervalo
de pH, é mostrado na Figura 2.4. Num gel 2D tipico, corado com azul de Coomassie
coloidal, foram detectados aproximadamente 300 spots, a maioria com pl entre 4 e 7
e MM entre 14 e 66 kDa.
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Figura 2.4: Perfil bidimensional das proteinas de C. violaceum. As proteinas soliveis em CHAPS
foram separadas em tira de gel com intervalo de 3 a 10 NL na IEF e em gel 15% na SDS-PAGE, e
coradas com azul de Coomassie coloidal.

A 2D-DIGE foi utilizada para analisar a expressao diferencial da C. violaceum
em resposta ao arsénio. As proteinas da amostra controle e tratada com arsénio
foram marcadas com os fluoréforos Cy3 e Cy5, conforme esquema da Tabela 1, e
separadas por 2DE num mesmo gel. Para melhor separacao das proteinas, foram
utilizados géis com intervalo de pH de 4 a 7. A andlise diferencial das imagens

detectou 2348 spots comuns nos géis 1, 2 e 3 (Figura 2.5).
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Figura 2.5: Imagens da 2D-DIGE de proteinas de C. violaceum. (A) Amostra tratada com arsénio
marcada com Cy3; (B) amostra controle marcada com Cy5; (C) mistura de todos controles e tratados
(padrao interno) marcada com Cy2, separadas em tira de gel com intervalo de 4 a 7 na IEF e em gel
15% na SDS-PAGE. (D) Sobreposicao de (A) e (B), mostrando em amarelo os spots comuns, em
verde 0s spots mais abundantes na amostra tratada com arsénio e em vermelho spots mais
abundantes na amostra ndo-tratada. (E) e (F) Detalhe da analise dos spots diferenciais circulados em
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A andlise estatistica indicou 26 spots diferencialmente expressos, sendo 23
aumentados e 3 reduzidos, conforme mostrado na Tabela 2.2 e Figura 2.6.

Tabela 2.2: Spots diferenciais entre
amostras de C. violaceum tratadas e nao-
tratadas com arsenito.

Match ID* Ars/Ctr° p°
70 1,38 0,017
71 1,67 0,010
72 1,90 0,007
73 1,35 0,003
74 2,40 0,001
100 -1,83 0,003
178 -1,41 0,002
488 1,41 0,016
521 1,58 0,031
552 1,35 0,014
607 -1,47 0,047
678 1,48 0,003
684 1,49 0,009
709 1,34 0,017
749 1,35 0,001
891 1,45 0,026
900 1,31 0,030
901 1,71 0,001
905 1,54 0,011
907 1,59 0,010
909 1,59 0,017
977 1,73 0,0001
1026 1,53 0,002
1450 1,32 0,015
1453 1,81 0,027
1454 1,30 0,035

a. Match ID = numero do pareamento de spots
atribuido pelo programa ImageMaster Platinum;
b. Ars/Ctr = razdo entre os volumes relativos
dos spots da amostra tratada com arsénio (Ars)
e amostra controle(Ctr);

¢ = p-valor calculado pelo teste Anova.
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Depois de determinados o0s spots diferenciais, foram produzidos géis
preparativos, que foram comparados com o gel da DIGE (Figura 2.6). Os spots
diferenciais foram cortados, digeridos com tripsina e submetidos a analise por MS e
MS/MS. A Figura 2.7 apresenta um exemplo dos resultados obtidos por PMF. Foram
identificadas oito proteinas em 10 spots, sendo dois identificados por PMF, quatro
por MS/MS e quatro por PMF e MS/MS (Tabela 2.3).
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Figura 2.6: Proteinas diferenciais de C. violaceum em resposta ao arsénio. As proteinas
circuladas em vermelho tiveram sua expressao aumentada, e as circuladas em azul, diminuida. Gel
da amostra tratada com arsénio, com intervalo de pHde 4 a 7.

Os spots 907 e 909, identificados como a enzima superoxido dismutase (SOD),
apresentam mesma MM e uma pequena diferenca no pl, que pode ser devida a
modificacoes poés-traducionais. O mesmo acontece com os spots 891 e 901,
identificados como uma proteina da familia das glutationa-S-transferases (GST).

O spot 749 teve duas proteinas com score significativo, uma glutaredoxina
(Grx) de  Psychromonas sp. e uma proteina da familia das
peroxiredoxinas/glutaredoxinas de C. violaceum. Esse resultado ndo é inesperado,
considerando que foi possivel sequenciar apenas um fragmento na MS e que a
identidade entre as sequéncias dessas proteinas é de 62%.



Tabela 2.3: Proteinas de C. violaceum diferencialmente expressas em resposta ao arsénio identificadas por MS.

SPOT RefSeq’ PROTEINA MM / pl teéricos SCORE® Identificacao
Replicagdo, recombinagéo e reparo

977 NP_901559 Proteina de ligacdo a DNA fita simples 17,11 /5,25 94 PMF
Modificagdo pos-traducional, turnover proteina, chaperonas

749 NP_901706 Proteina da familia Peroxiredoxina/Glutaredoxina 26,97 / 5,09 68 MS/MS

891 NP_899959 Proteina da familia Glutationa S-transferase 22,60/ 5,91 248 MS/MS

901 NP_899959 Proteina da familia Glutationa S-transferase 22,60/ 5,91 89 PMF + MS/MS
Metabolismo e transporte de ions inorganicos

907 NP_902174  Superoxide dismutase 21,63/5,87 77 PMF + MS/MS
909 NP_902174  Superoxide dismutase 21,63/5,87 148 MS/MS
Metabolismo e transporte de coenzimas

900 NP_902057  Subunidade alfa da riboflavina sintase 22,28 /5,34 107 PMF
Metabolismo e transporte de lipideos

488 NP_901754  Acil-CoA desidrogenase 42,00/ 5,64 85 PMF + MS/MS
1454 NP_901753 Enoil-CoA hidratase 29,40/6,34 88 PMF + MS/MS
Metabolismo e transporte de aminoacidos

709 NP_901751  3-Hidroxi-isobutirato desidrogenase 30,10/6,24 68 MS/MS

a. RefSeq = Numero de acesso do banco de dados NCBI.
b. Score = Mowse score atribuido pelo MASCOT.

G9
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Essas trés proteinas, SOD, GST e Grx estdo diretamente envolvidas na
resposta celular ao estresse oxidativo. O estresse oxidativo ocorre com a elevacao
das EROs, que podem causar peroxidacao de lipideos, danos ao DNA e oxidacao
de proteinas (KOHARYOVA; KOLAROVA, 2008). A SOD converte o fon superéxido
(O2") em peréxido de hidrogénio (H20O2), que é reduzido a H,O pelas peroxidases,
como as peroxiredoxinas (Prx) dependentes do sistema tioredoxina (RABILLOUD et
al., 2002).

A inducao dessas enzimas esta de acordo com a geracao de ERO provocada
pelo arsénio dentro da célula e ja foi reportada em outras bactérias, como em
Comamonas sp. (ZHANG et al.,, 2007), Herminiimonas arsenicoxydans (CLEISS-
ARNOLD et al., 2010) e Leptospirillum ferriphilum (LI; KRUMHOLZ, 2010). O arsénio
perturba o equilibrio redox da célula por mecanismos como a ativagdao da NADPH
oxidase, a inibicdo da glutationa-peroxidase e a ligagdo a grupos tiois de proteinas
regulatérias (DAI et al., 1999; PLATANIAS, 2009).

Para manter o ambiente interno redutor, as células contam com o sistema
glutaredoxina, no qual os elétrons do NADPH sé&o utilizados para reduzir proteinas
oxidadas através dos intermediarios Grx ou GSH (VLAMIS-GARDIKAS, 2008). As
GSTs sao enzimas que catalisam a conjugacdo da GSH com agentes téxicos e
participam da regeneragcdo de proteinas S-tioladas por estresse oxidativo
(SHEEHAN et al., 2001). Elas sao classificadas pela homologia na parte N-terminal
e nos residuos conservados do sitio ativo (ALLOCATI et al., 2009).

Uma proteina da familia GST de C. violaceum teve sua expressao aumentada
pelo tratamento com arsenito. A GST CV_0289 pertence a classe beta, especifica de
bactérias, apresentando 49% identidade com a GST de Proteus mirabilis, sequéncia
modelo da classe. Essa enzima pode auxiliar na resposta ao estresse oxidativo
provocado pelo arsénio.

Ainda para contrapor o estresse causado pelo arsénio, a C. violaceum
aumentou a expressao de uma proteina ligante de DNA fita simples (single-stranded
DNA-binding protein, SSB), a CV_1889. As SSBs tem vérias fung¢des durante a
replicacéo, o reparo e a recombinacdao do DNA; elas sdo essenciais para o reparo do
DNA por excisdo de nucleotideos e ressintese da fita e na resposta SOS (MEYER;
LAINE, 1990). A CV_1889 faz parte das vias de reparo de DNA por recombinacéao e
SOS da C. violaceum (DUARTE et al., 2004), e o aumento na quantidade dessa
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proteina pode ser importante para auxiliar no controle dos danos causados ao DNA
pelo estresse oxidativo devido ao arsénio.

Além do equilibrio redox, do metabolismo de enxofre (GSH, Grx) e da
integridade do material genético, os efeitos do arsénio atingem vias metabdlicas
importantes para a manutengdo da célula. Duas enzimas do metabolismo de
lipideos, acil-CoA desidrogenase (ACAD) e enoil-CoA hidratase (ECAH), uma do
metabolismo de aminoacidos, 3-hidroxi-isobutirato desidrogenase (3-HIBADH), e
uma do metabolismo de coenzimas, a riboflavina sintase, tiveram sua expressao
aumentada em resposta ao arsénio.

O metabolismo de acidos graxos sofreu uma ativacado apés o tratamento da C.
violaceum com arsénio. Duas enzimas da [-oxidagdo tiveram sua expressao
aumentada, a ACAD e a ECAH. Elas catalisam, respectivamente, o primeiro e
segundo passos do ciclo de reagdes que liberam acetil-CoA e elétrons, carreados
pelas coenzimas NADH e FADH,. Esses compostos sdo encaminhados para
oxidacao no ciclo do 4cido citrico ou do glioxalato e para a cadeia transportadora de
elétrons para geracao de energia.

A atividade das enzimas da B-oxidacao é baixa na auséncia de acidos graxos e
seus genes sao regulados pelo fator transcricional FadR, pelo cAMP, por acil-CoA
de cadeia longa e pela fase do ciclo celular (DIRUSSO; BLACK; WEIMAR, 1999).
Podem existir outros fatores que influenciam a expressdo das enzimas, como no
caso do envolvimento da ECAH com a tolerancia ao estresse salino em E. coli
(KAPARDAR et al, 2010) e com a sintese de PHA em Ralstonia eutropha
(PEPLINSKI et al., 2010).

A resposta dessas enzimas ao arsénio pode ser devida a um ajuste metabdlico
ao desvio do NADH e NADPH destinados a cadeia transportadora de elétrons para o
reparo de proteinas e nucleotideos oxidados. A bactéria busca ativar vias que
liberam elétrons para as reacdes de reparo e tenta manter sua geragao de energia.

A riboflavina sintase catalisa o passo final da sintese da riboflavina (vitamina
B2), cujos precursores sdo GTP e ribulose-5-fosfato. A riboflavina é precursor das
coenzimas FMN e FAD, que compde flavoproteinas essenciais para 0 metabolismo
energético, reacdes de oxirredugdo e vias biossintéticas, inclusive da violaceina
(BALIBAR; WALSH, 2006). Ja foi mostrado que a via de biossintese de riboflavina
responde ao estresse por superédxido (VITRESCHAK et al., 2002), ao ferro, cobre,
zinco e a deplecao de fosfato (KNEGT et al., 2008). Em C. violaceum, a expressao
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da subunidade alfa da riboflavina sintase foi aumentada por influéncia do arsénio ou
do estresse oxidativo provocado por ele, e pode estar atendendo a necessidade de
coenzimas para reacdes de oxirreducao. A via de sintese da riboflavina também
consome ribulose-5-fosfato, que é formado no ciclo das pentoses-fosfato para
geracao de NADPH.

A C. violaceum tratada com arsenito aumentou sua producédo de 3-HIBADH,
uma enzima chave no metabolismo da valina que catalisa a oxidagao reversivel de
3-hidroxi-isobutirato a metilmalonato semialdeido. Essa reagdo dependente de
NADP e pode ter como substrato a L-serina, D-treonina e outros derivados de 3-
hidroxiacidos (YAO et al., 2010). Sua funcao pode ser entendida em conjunto com
as outras enzimas de vias oxidativas que tiveram sua expressdao aumentada,
sugerindo que ha um esforco global do metabolismo bacteriano para suprir as
reacdes redox de reparo com equivalentes redutores obtidos da oxidacdo de
aminodcidos e 4cidos graxos (Figura 2.8).
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Figura 2.8: Alteracoes metabdlicas induzidas pelo arsenito em C. violaceum. A exposicao ao
arsenito induziu o aumento da expressao de enzimas da beta oxidagao dos &cidos graxos (A),
biossintese de riboflavina(B) e metabolismo de amino&cidos (C), resultando no aumento da produgéo
de equivalentes redutores (em vermelho) e coenzimas (em verde). (D) Esquema da resposta celular a
oxidacao de proteinas devido ao estresse oxidativo.
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2.5 CONCLUSOES

A C. violaceum altera sua expressao proteica em resposta ao arsenito. Essa
resposta foi caracterizada por analise protedbmica, que mostrou 26 proteinas
alteradas e identificou oito delas. Trés foram proteinas de resposta ao estresse
oxidativo: superéxido dismutase, glutationa-S-transferase e glutaredoxina. Uma
proteina ligante de DNA fita simples do sistema de reparo do DNA foi mais expressa
em resposta ao arsenito, assim como duas enzimas do metabolismo de lipideos
(acil-CoA desidrogenase e enoil-CoA hidratase), uma do metabolismo de
aminoacidos (3-hidroxi-isobutirato desidrogenase) e uma do metabolismo de
coenzimas (riboflavina sintase).

Os resultados mostraram que a resposta da bactéria ao arsénio envolve vérias
outras proteinas além daquelas expressas pelo operon ars e que estao relacionadas
com diferentes processos celulares, como metabolismo energético e estresse
oxidativo. Esses resultados sugerem que a resposta da bactéria ao metaloide
envolve primariamente o combate ao estresse oxidativo.

Este € o primeiro estudo protedmico da resisténcia da C. violaceum a metais e
metaloides e mostra a complexidade da adaptacdo da bactéria a uma condicdo de

estresse.
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CAPIiTULO I

Analise do Proteoma Extracelular de Chromobacterium violaceum
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RESUMO

A C. violaceum é uma B-proteobactéria encontrada no ambiente de regides
tropicais que pode potencialmente produzir varias compostos Uteis na detoxificacdo
ambiental, biomineracéo, controle de pragas, e terapéutica. Essa bactéria é um
patégeno oportunista para animais € humanos e causa uma infeccao que acomete
varios tecidos e evolui rapidamente para 6bito. Os dados do genoma da C.
violaceum mostraram possiveis candidatos a fatores de viruléncia, mas ainda esses
ainda nao foram caracterizados molecularmente. Uma importante forma de interacao
das bactérias com o ambiente é a secrecao de proteinas. As proteinas secretadas
sao fundamentais na aquisicdo de nutrientes, na protecdo contra estresses € no
estabelecimento de doenca, atuando nos processos de adesao celular, colonizacéao
e modulacdo das respostas celulares do hospedeiro. Este trabalho teve como
objetivo analisar o exoproteoma de C. violaceum, para obter um maior entendimento
sobre seus mecanismos de patogenicidade e sua adaptabilidade a condi¢des
ambientais variaveis. A ferramenta de bioinformatica SurfG+ foi utilizada para
predizer a localizacdo celular das proteinas codificadas pelo genoma de C.
violaceum, sendo identificadas 433 proteinas extracelulares, a maioria de funcao
desconhecida. As proteinas secretadas pela bactéria C. violaceum foram analisadas
por 2DE. O perfil de proteinas obtido mostrou 338 spots, 84 foram identificados por
MS/MS como 33 proteinas diferentes. Entre elas estavam proteinas que atuam no
transporte e captacdo de aminoacidos e carboidratos e na protecao contra estresse
oxidativo. Foram identificadas proteinas que auxiliam na patogénese, como
proteinas flagelares, metalopeptidases, colagenase e toxinas, e outras que podem
ser utilizadas em bioprocessos, como a quitinase e a quitosanase. Varias proteinas
hipotéticas foram identificadas, mostrando o modo Unico como a C. violaceum se
adapta aos diferentes ambientes onde vive.

Palavras-chave: bactéria Gram-negativa, Chromobacterium violaceum,

exoproteoma, proteina extracelular, secretoma.
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3.1 INTRODUGAO

3.1.1 Importancia das Proteinas Secretadas por Bactérias

A secrecao de proteinas € uma das principais formas de interagdo das
bactérias com seu ambiente. As proteinas lancadas no meio extracelular
apresentam vérias fungbes, atuando na sobrevivéncia celular, na protecdo contra
estresses e na colonizacao de hospedeiros (KAAKOUSH et al., 2010).

Entre as proteinas importantes para a sobrevivéncia do micro-organismo estao
aquelas envolvidas na aquisicdo de nutrientes, como transportadores e enzimas
degradativas — proteinas com potencial uso biotecnolégico. Outras proteinas tém
papel essencial no desenvolvimento de associacdes, desde biofilmes até relacdes
mutualistas ou patogénicas com outros organismos hospedeiros maiores (TSENG;
TYLER; SETUBAL, 2009).

Uma atencao especial tem sido dada para proteinas secretadas que atuam no
estabelecimento de doenca, nos processos de adesao celular, colonizagdo e
modulacdo das respostas celulares do hospedeiro (VAN ULSEN; TOMMASSEN,
2006). O estudo dessas proteinas contribui para o entendimento da patogénese e na
descoberta de novos alvos terapéuticos.

3.1.2 Estrutura do Envelope Celular Bacteriano

As bactérias sao cercadas por um ambiente imprevisivel e frequentemente
hostil. Para sobreviver, elas desenvolveram envelopes celulares complexos que as
protegem, permitem a passagem seletiva de nutrientes para dentro e produtos de
excrecao para fora da célula, e agem como superficie para reacdes metabdlicas
(SILHAVY; KAHNE; WALKER, 2010).

As bactérias Gram-negativas e Gram-positivas apresentam diferengcas na
estrutura do envelope celular que determinam a utilizacdo de diferentes vias de
transporte de proteinas para fora da célula. As bactérias Gram-positivas apresentam
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uma membrana citoplasmatica e uma espessa parede celular de peptideoglicano
sobreposta a ela. Ja nas Gram-negativas, a membrana citoplasmatica € protegida
por uma camada fina de peptideoglicano e por uma membrana lipidica externa
sobreposta a este. Desvaux e cols. (2009) sugeriram que os termos bactéria
monodérmica (uma bicamada lipidica) e bactéria didérmica (duas bicamadas
lipidicas) seriam mais apropriados que Gram-positivas e Gram-negativas. Um
esquema dos envelopes celulares de Gram-positivas e Gram-negativas € mostrado

na Figura 3.1.

} LPS

} Membrana
externa

} Peptideoglicano
Periplasma

Membrana { T
citoplasmatica

Gram-positiva Gram-negativa

Figura 3.1: Esquema dos envelopes celulares de bactérias Gram-positivas (A) e Gram-
negativas (B). PIM: proteina integral de membrana; PAC: proteina ancorada covalentemente; OMP:
proteina de membrana externa; LPS: lipopolissacarideo; LP: lipoproteina. Adaptado de SILHAVY;
KAHNE; WALKER (2010).

O envelope celular das bactérias Gram-negativas é composto por trés
camadas: a membrana externa, a parede celular de peptideoglicano e a membrana
citoplasmatica ou interna. As membranas interna e externa delimitam um
compartimento aquoso chamado periplasma, que abriga enzimas degradativas,
chaperonas e proteinas ligadoras de aglucares e aminoacidos (SILHAVY; KAHNE;
WALKER, 2010).

A membrana externa serve como uma barreira protetora e é constituida de uma

bicamada lipidica composta por fosfolipideos na face interna e lipopolissacarideos
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(LPS) na face externa, além de lipoproteinas ancoradas na face interna e proteinas
transmembrana de conformagéao B-barril (OMP). A parede celular de peptideoglicano
rigida é presa na membrana externa pela lipoproteina mureina. A membrana interna,
uma bicamada fosfolipidica, concentra as funcdes de produgdo de energia,
biossintese de lipideos, secrecdo de proteinas e transporte (DIAZ-MEJIA et al.,
2009; SILHAVY; KAHNE; WALKER, 2010).

3.1.3 Sistemas de Transporte em Bactérias Gram-negativas

O transporte ativo atravées de uma bicamada lipidica é denominado
translocacdo. O termo exportacao é utilizado para a translocagdo da molécula para
fora do citoplasma, enquanto a secrecao ocorre quando a molécula atinge o exterior
da célula. Em bactérias Gram-positivas, secrecado e exportacdo sao sinbnimos, mas
em Gram-negativas a exportacado leva a proteina somente até o periplasma, e a
secrecdo requer uma segunda translocacdo através da membrana externa
(DESVAUKX et al., 2009).

Em bactérias Gram-negativas, as proteinas podem ser secretadas por seis
classes de sistemas de transporte, designados como sistema de secrecédo tipo |
(SST1) a VI (SST6) e esquematizados na Figura 3.2. O transporte pelos sistemas
tipos 1, 111, IV e VI levam a proteina do citosol até o exterior em uma etapa, enquanto
os sistemas tipo Il e V sdo processos em dois passos, pois fazem a translocacao
somente através da membrana externa, deixando a exportacao da proteina para o
periplasma a cargo das vias de secrecdo universais Sec e Tat (TSENG; TYLER,;
SETUBAL, 2009). Essas vias de secrecao podem nao estar presentes no mesmo
organismo, e a contribuicdo de cada via no transporte de proteinas varia entre os
organismos (DESVAUX et al., 2010).

O SST1 exporta proteinas nao-enoveladas que apresentam um sinal de
secrecao nao clivavel na extremidade C-terminal (BLEVES et al., 2010). O sistema é
constituido por um transportador tipo ABC (ATP-binding cassette) na membrana
interna, uma proteina de membrana externa OMF (Outer Membrane Factor, como a
TolC) e uma proteina de fusdo periplasmatica MFP (Membrane Fusion Protein)
(YEN; BHATTACHARYA; STATHOPOULQOS, 2008). Os transportadores ABC atuam
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no reconhecimento dos substratos e conferem especificidade ao sistema (VAN
ULSEN; TOMMASSEN, 2006). As proteinas secretadas por esse sistema sao
geralmente muito acidas e ricas em sequéncias repetidas, e incluem varios fatores
de viruléncia como metaloproteases, adesinas, glicanases, colicina V (toxina
antibacteriana), a—hemolisina e LapA (envolvida na formagdo de biofilme em
Pseudomonas putida) (TSENG; TYLER; SETUBAL, 2009).

Unidade de
translocagdo

Unidade de
translocagdo

S8T1 S8T2 S8TH S8T3 S8T4 S8T6

Figura 3.2: Esquema dos tipos de transporte transmembrana em bactérias Gram-negativas.
MH: membrana da célula hospedeira; ME: membrana externa; MI: membrana interna; OMP: proteina
de membrana externa; MFP: proteina de fusdo de membranas. Adaptado de TSENG; TYLER,;
SETUBAL (2009).

O sistema de transporte tipo II (SST2) é encontrado em todas as
proteobactérias e esta envolvido na interagdo dos micro-organismos com seu
ambiente bidtico ou abidtico, secretando toxinas e enzimas como pectinases,
elastases e celulases (TSENG; TYLER; SETUBAL, 2009). E um processo em dois
passos que transloca proteinas do periplasma para o exterior através das secretinas
(BLEVES et al., 2010).

O transporte do citosol para o periplasma é feito pelas vias Sec ou Tat. A via
Sec é uma via de translocacado ubiqua, por vezes referida como Via de Secrecdo
Geral. As proteinas exportadas por essa via apresentam na sua extremidade N-
terminal uma sequéncia hidrofébica chamada peptideo-sinal, que é reconhecida pela

via Sec quando a proteina estd no seu estado nao-enovelado. O transporte utiliza
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ATP e o gradiente de prétons como fonte de energia (TSENG; TYLER; SETUBAL,
2009). A via Tat (Two-arginine) exporta proteinas no estado enovelado que
apresentam um peptideo-sinal basico no N-terminal, e usa apenas o gradiente de
prétons para impulsionar o transporte (TSENG; TYLER; SETUBAL, 2009).

O sistema de transporte tipo Il (SST3) é encontrado em bactérias que
interagem com hospedeiros animais ou vegetais. Ele leva proteinas diretamente
para o citosol da célula hospedeira eucariética, em um Unico passo, através de uma
estrutura denominada injetossoma (BLEVES et al, 2010). A montagem do
injetossoma € ativada por contato com o hospedeiro e € semelhante ao flagelo,
composto por uma série de anéis basais nas membranas interna e externa,
conectados ao poro central da agulha, filamento ou pilus (TSENG; TYLER;
SETUBAL, 2009). O transporte é dependente de ATP e chaperonas. As proteinas
sao transportadas na forma nao-enovelada e apresentam sinal de secrecao nao
clivavel N-terminal (BLEVES et al, 2010). Elas sdao chamadas de efetores, por
modular varias funcdes do hospedeiro, e determinam o tropismo e especificidade de
hospedeiro dos patégenos (DENG et al., 2010).

O sistema de transporte tipo IV (SST4), homologo aos sistemas de conjugacao,
€ constituido por 11 proteinas (incluindo ATPases) que formam um canal através do
envelope celular, terminando numa estrutura tipo pilus comunicante com a célula-
alvo (VAN ULSEN; TOMMASSEN, 2006). E responsavel pela secrecdo de DNA,
proteinas e complexos DNA-proteina (TSENG; TYLER; SETUBAL, 2009).

Como o SST2, o sistema de transporte tipo V (SST5) € um processo em dois
passos, dependente da via Sec, que transporta proteinas do periplasma para o
exterior. Esta envolvido na secrecdao de um grande numero de proteinas, entre elas
grandes fatores de viruléncia como adesinas, hemolisinas, proteinas de aquisicao de
ferro, proteases, e citolisinas (YEN; BHATTACHARYA; STATHOPOULOS, 2008). O
SST5 apresenta trés subclasses: SST5a ou autotransportadores, SST5b ou tipo dois
parceiros (Two Partner Secretion, TPS) e SST5c.

Os autotransportadores, identificados em todas as bactérias Gram-negativas
patogénicas, sao proteinas modulares que apresentam um dominio translocador C-
terminal que forma um poro de estrutura B-barril na membrana externa, por onde o
dominio N-terminal (peptideo-sinal) e o dominio de passagem (passenger)
atravessam (VAN ULSEN; TOMMASSEN, 2006). O sistema de secrecao dois
parceiros funciona de forma semelhante, mas é composto de duas proteinas: TpsA
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(proteina efetora) e TpsB (proteina que forma um poro na membrana externa para
passagem da TpsA) (VAN ULSEN; TOMMASSEN, 2006). A subclasse SST5c
apresenta 0 mesmo mecanismo, mas a proteina secretada adota uma conformagéo
trimérica (TSENG; TYLER; SETUBAL, 2009).

O sistema de transporte tipo VI (SST6) tem estrutura semelhante ao
injetossoma e potencialmente pode introduzir efetores diretamente numa célula
hospedeira. O SST6 ¢é encontrado principalmente em proteobactérias,
planctomicetos e acidobactérias e pode contribuir na adaptacdo ao ambiente e na
formacao de biofilmes (TSENG; TYLER; SETUBAL, 2009).

3.1.4 Ferramentas de Analise de Proteinas Secretadas

As proteinas secretadas sempre despertaram grande interesse devido a sua
importancia na interacao da bactéria com seu ambiente. Com o desenvolvimento de
técnicas de estudo em grande escala de genomas e proteomas, vem crescendo o
namero de trabalhos dedicados as proteinas secretadas. Tjalsma e cols. (2000)
propuseram o termo secretoma, para a analise das proteinas secretadas em
conjunto com a maquinaria de secreg¢ao e seus substratos, inclusive nao-proteicos.
Mais tarde, Desvaux e cols. (2009) diferenciaram secretoma de exoproteoma, termo
proposto para o conjunto de exoproteinas — todas as proteinas presentes no
ambiente extracelular, ndo necessariamente translocadas.

Uma vez que a maquinaria de secrecdo reconhece motivos especificos na
sequéncia da proteina a ser secretada, varios programas de analise computacional
foram desenvolvidos para predicdo da localizacdo celular de proteinas. Esses
programas podem detectar peptideos-sinal que encaminham para a via Sec (como
SignalP, Phobius e PSORTb) ou Tat (TatP e TAT-FIND) (DESVAUX et al., 2010).
Algumas proteinas sao secretadas sem um peptideo-sinal aparente, sendo apenas
referidas como secretadas por via nao-classica e preditas com base em
caracteristicas estruturais pelo programa SecretomeP (BENDTSEN et al., 2005). Os
diferentes programas podem ser usados para analise de dados de genomas inteiros
e podem ser combinados (BARINOV et al., 2009; VIRATYOSIN et al, 2008),

gerando informacdes valiosas sobre a localizagcao das proteinas de um organismo.
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A predicdo computacional de proteinas secretadas é uma importante
ferramenta em estudos de grande escala, para contornar limitacbes nos métodos
experimentais, como sensibilidade das técnicas e contaminagdo cruzada de
compartimentos celulares (VIRATYOSIN et al., 2008). Esses dois conjuntos de
dados, computacionais e experimentais, sdo complementares, ja que os dados
experimentais demandam intensa analise computacional, e os computacionais, por
sua vez, necessitam de dados empiricos para a construcdo de uma base de
conhecimento para predicdes cada vez mais acuradas (GREENBAUM et al., 2001).

As técnicas de analise proteémica, 2DE ou LC combinados com MS, tém sido
utilizadas no estudo das proteinas extracelulares. Em bactérias, os trabalhos
pioneiros se concentraram na Gram-positiva Bacillus subtilis (ANTELMANN et al.,
2001; TIALSMA et al., 2000) e nas Gram-negativas Helicobacter pylori (BUMANN et
al., 2002) e Pseudomonas syringae (GUTTMAN et al., 2002). Diversas abordagens
tém sido empregadas desde entdo, como a identificacdo de exoproteinas
imunogénicas (BARBEY et al., 2009; MARIAPPAN et al., 2010) e a identificagdo de
proteinas com potencial uso em biomineragdo (BOBADILLA FAZZINI et al., 2011).

A analise protedmica vem aumentando o entendimento da estrutura e utilizagéo
das vias de secrecdo e das proteinas secretadas, além de contribuir para o
melhoramento dos métodos de predigdo computacionais.

3.1.5 Exoproteoma de C. violaceum

A C. violaceum € uma bactéria normalmente encontrada no ambiente de
regides tropicais e considerada um patdégeno oportunista para animais e humanos. A
infeccdo causada por ela atinge varios tecidos, provocando desde lesdes cutaneas e
abscessos viscerais até sepse severa, que evolui rapidamente para Obito. O
tratamento com antibidticos é geralmente ineficaz, dada a resisténcia que a C.
violaceum apresenta a varios antibiéticos, levando a uma alta taxa de mortalidade
(FANTINATTI-GARBOGGINI et al., 2004).

Os mecanismos de patogenicidade da C. violaceum nao sdao bem

compreendidos ainda. A analise de dados do genoma revelou genes que codificam
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fatores de viruléncia conhecidos, como os SST2 e SST3, toxinas citoliticas
(hemolisinas e leucotoxinas), metaloproteases e lipases (BRITO et al., 2004).

Os genes que codificam o SST3 estdo arranjados em duas ilhas de
patogenicidade, Cpi-1 e Cpi-2. A Cpi-1 contém genes para o aparato de
translocacao (cipABCD), chaperonas (cicA, cnvB) e reguladores transcricionais (CilA,
civF), mas os genes que codificam os componentes da agulha estdo em um ponto
distante no cromossomo (BETTS; CHAUDHURI; PALLEN, 2004). A Cpi-2 apresenta
uma disposicao dos genes incomum, com 0S genes para o aparato de translocagao
opostos aos do aparato de secrecdo, e multiplas cépias do gene homéblogo a
EspA/SseB, componente estrutural do pilus (cseB1B2; cseB3B4) (BETTS;
CHAUDHURI; PALLEN, 2004). Alguns provaveis efetores foram identificados, mas
ainda nao caracterizados molecularmente.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo analisar o exoproteoma
de C. violaceum, para obter um maior entendimento sobre 0os mecanismos de
patogenicidade e sobre a notavel capacidade de adaptacdo dessa bactéria a

condicoes ambientais variaveis.
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo Geral

Analisar as proteinas extracelulares de Chromobacterium violaceum cultivada

em meio quimicamente definido.

3.2.2 Objetivos Especificos

- Realizar a predicéao in silico das proteinas extracelulares de C. violaceum;

- Analisar o numero e a quantidade relativa das proteinas extracelulares;

- Identificar as exoproteinas;

- Determinar quais as func¢des das proteinas secretadas e a importancia para a
bactéria.
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3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Linhagem Bacteriana e Condicoes de Cultivo

A bactéria Chromobacterium violaceum ATCC 12472 foi pré-cultivada em 10
mL de meio quimicamente definido [Na,HPO,4 1,29%, KH.PO,4 0,25%, NH4CI 0,1%,
CaCl, 0,002%, MgSQO4 0,02%, glicose 2,4%, Tween 80 0,05%, solucao de vitaminas
(MEM Vitamin Solution, Invitrogen) 4%, solucdo de aminoacidos essenciais (MEM
Essential Aminoacids, Invitrogen) 1% e solucdo de aminoacidos nao-essenciais
(MEM Non-Essential Aminoacids, Invitrogen) 1%] a 28°C, com agitacdo de 140 rpm,
por 16 h. Para isolamento das proteinas extracelulares, a C. violaceum foi cultivada
em 1 L de meio quimicamente definido até atingir a metade da fase exponencial

(DO720 = 0,8). Foram realizadas trés replicatas biologicas.

3.3.2 Obtencao das Proteinas Extracelulares

O meio de cultura foi centrifugado por 20 min a 4000 rpm, a 4°C, e 0
sobrenadante foi filtrado em membrana de poro de 0,22 um. As proteinas foram
extraidas por particado em trés fases (PAULE et al, 2004). O sobrenadante
clarificado, mantido no gelo, recebeu 30% de sulfato de amdnio e o pH foi ajustado
para 4,0. Em seguida, foi adicionado n-butanol no mesmo volume do filtrado e a
mistura foi agitada no vortex. A mistura foi incubada a temperatura ambiente por 1 h
e centrifugada posteriormente a 2000 rpm por 10 min, para a separacao das trés
fases. O precipitado interfacial foi coletado e ressuspendido em Tris 20 mM pH 7,4
com coquetel de inibidores de proteases (GE Helthcare). A suspensao foi entao
dialisada por 48 h contra agua ultrapura, utilizando uma membrana de dialise com
fator de exclusao de 12 kDa (Sigma). A concentracdo de proteinas foi determinada
utilizando o método de Bradford (BRADFORD, 1972).
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3.3.3 Eletroforese Bidimensional

As proteinas extracelulares (180 ug) foram submetidas a precipitacdo com
metanol/cloroférmio e depois dissolvidas em solugcdo de reidratagdo (ureia 42%,
tioureia 15%, CHAPS 2%, solucao de anfolitos pH 3-10NL 1%, DTT 1,5% e azul de
bromofenol 0,002%). Essa solucao foi usada para reidratar as tiras de gel para IEF
(pH 3-11NL, 18 cm, GE Healthcare). A IEF foi feita na cuba Ettan IPGphor (GE-
Healthcare) com a seguinte programacao de voltagem: 100 V por 1 h, 500 V por 2 h,
1000 V por 2 h, gradiente até 10.000 V durante 3 h, 10.000 V até 60.000 Vh e
gradiente até 500 V durante 4 h. Apds a IEF, as tiras de gel foram equilibradas por
15 min com tampao com SDS (ureia 36%, Tris-HCI 50 mM pH 8,8, glicerol 30%, SDS
2%) contendo agente redutor (DTT 2%), e depois por mais 15 min com 0 mesmo
tampao contendo agente alquilante (iodoacetamida 2,5%). Cada tira equilibrada com
SDS foi, entao, transferida para o topo de um gel de poliacrilamida homogéneo 15%
e a SDS-PAGE foi feita no sistema vertical Ettan DALTsix (GE-Healthcare) a 15°C. A
eletroforese transcorreu com poténcia inicial de 2,5 W por gel durante 30 min, e
depois 20 W por gel, até o corante azul de bromofenol alcancar o fim do gel.

As proteinas foram coradas com azul de Coomassie coloidal (NEUHOFF et al.,
1988). Os géis foram digitalizados usando o ImageScanner (GE Healthcare) e as
imagens foram analisadas com o software ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE

Healthcare).

3.3.4 Digestao com Tripsina

Os spots foram cortados do gel com o SpotPicking Ettan (GE Healthcare) e a
digestao triptica foi feita de acordo com o protocolo de (HAVLIS et al., 2003). Os
spots foram lavados com 350 uL de agua por 5 min, depois com 190 uL de
acetonitrila por 20 min e completamente secos em concentrador a vacuo. Cinco
microlitros de solucdo de tripsina modificada 3,33 pg/mL (Promega) foram

adicionados sobre cada spot, que foi mantido no gelo por 60 min. Apds esse tempo,
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0 excesso de tripsina foi removido e a digestdo ocorreu em banho a 58°C por 30
min. A reacao foi interrompida com adicao de 1 uL de acido férmico 10% por 10 min.
Os peptideos foram extraidos com 30 uL de acido féormico 5% / acetonitrila 50% (v/v)
por ultrassonicacdo por 10 min, sendo a extracdo repetida mais uma vez. As
solucdes de peptideos foram concentradas até cerca de 10 uL, dessalinizadas em
ZipTip (MilliPore) e estocados a -20°C.

3.3.5 Espectrometria de Massas

Meio microlitro da solucdo de peptideos e 0,5 uL de matriz acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (CHCA) 10 mg/mL foram misturados na placa metdlica MTP
AnchorChip 600/384 (Bruker Daltonics) do espectrémetro de massas MALDI-
TOF/TOF AutoFlex Il (Bruker Daltonics). Os espectros foram obtidos no modo
positivo refletido. Os parametros de aquisicao foram: taxa de repeticdo do laser de
50 Hz, 25 kV de voltagem de aceleracéao, intervalo de m/z de 500 a 4000 Da. O
espectrémetro de massas foi calibrado com o Peptide Calibration Standard Il (Bruker
Daltonics). Os espectros foram processados com o software de aquisicao
FlexControl (Bruker Daltonics). A relacdo de massas dos peptideos e de seus
fragmentos foi utilizada para identificacdo das proteinas, com o programa MASCOT
(http://www.matrixscience.com), utlizando o genoma de C. violaceum depositado no
banco de dados NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/NCBlInr). Os parametros da
busca foram: tipo de busca, peptide mass fingerprint, enzima, tripsina; modificacao
fixa, carbamidometilagcdo (Cys); modificacao variavel, oxidacao (Met); valores de
massas, monoisotépica; clivagens perdidas, 1; tolerdncia de massa do peptideo, 0,5
Da. A andlise estatistica foi determinada pela probabilidade baseada no Mowse

score dado pelo MASCOT, sendo considerado significante p < 0,05.
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3.3.6 Ferramentas de Bioinformatica

A predigdo da localizagdo celular das proteinas de C. violaceum foi feita
utiizando o programa SurfG+ (BARINOV et al., 2009). O programa SecretomeP,
disponivel online em http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/, foi utilizado para
avaliar a secrecao por via nao classica. O banco de dados COG (Clusters of
Orthologous Groups) (TATUSOV et al., 2001) foi utilizado para classificacdo funcional
das proteinas preditas e identificadas por MS/MS. A comparacéo entre sequéncias
proteicas foi feita com o BLAST (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLASTY/).
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Analise in silico das Proteinas Extracelulares de C. violaceum

A ferramenta de bioinformatica SurfG+ foi utilizada para predizer a localizacao
celular das proteinas codificadas pelo genoma de C. violaceum. Foram encontradas
433 proteinas classificadas como extracelulares, listadas no Apéndice A. Essa alta
proporcédo de proteinas secretadas - aproximadamente 10% das ORFs - reforca a
versatilidade da bactéria para adaptar-se a uma variedade de diferentes ambientes e
se relacionar com outros organismos.

A classificacao funcional das proteinas secretadas mostrou que a maioria delas
tem funcdo desconhecida ou apenas predita (Figura 3.3). Muitas delas néao
apresentaram nenhuma similaridade com outras proteinas conhecidas, sendo
exclusivas de C. violaceum. Um quarto das proteinas foi relacionado com
metabolismo, incluindo o transporte de biomoléculas, e entre aquelas relacionadas
com processos celulares estavam alguns conhecidos fatores de viruléncia, como
metalopeptidases e hemolisinas, que podem colaborar para a septicemia grave

causada pela bactéria.

Armazenamento e
processamento de
informacao
1%

Sinalizacao e processos
celulares
Pobremente 32%
caracterizadas
43%

Metabolismo
24%

Figura 3.3: Classificacao funcional das proteinas secretadas preditas pelo SurfG+.
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3.4.2 Analise Proteomica das Proteinas Extracelulares de C. violaceum

As proteinas secretadas pela bactéria C. violaceum foram analisadas por 2DE.
O perfil de proteinas obtido apresentou 338 spots, distribuidos no intervalo de massa
molecular entre 8 e 92 kDa (Figura 3.4 e Apéndice B).
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Figura 3.4: Mapa proteico das proteinas extracelulares de C. violaceum. A 2DE foi feita em tiras
de gel para IEF de pH 3 a 11NL e gel da SDS-PAGE 15%. As proteinas foram coradas com azul de
Coomassie coloidal.

Todos os spots foram digeridos com tripsina e analisados por MS/MS. Foram
identificados 84 spots, correspondendo a 33 proteinas, mostradas na Tabela 3.1.
Varios spots corresponderam a mesma proteina com pl e MM distintos, o que pode
ser devido a modificacbes poés-traducionais, como adicdo de grupos prostéticos e
processamento proteolitico. As modificagdes pds-traducionais podem explicar
também a diferengca encontrada entre as MM teéricas e experimentais. Essas
diferencas foram encontradas em outros exoproteomas, como em Streptococcus
suis (WU; ZHANG; LU, 2008), Herbaspirillum seropedicae (CHAVES et al., 2009) e
Rhodococcus equi (BARBEY et al., 2009).



Tabela 3.1: Proteinas extracelulares de C. violaceum identificadas por MS/MS.

SPOT® RefSeq” LOCUS TAG PROTEINA MM/ pl MM PEP.° SCORE® FRACAO CELULAR COG?®
TEORICO EXPERIM. sSurfG® SecP'
449 NP_900767 CV_1097 Proteina ligadora componente do 59,20/9,25 43,66 3 99 E + E
transportador ABC de dipeptideos
489 AAQ59673 CV_2001 Colagenase 91,63/6,3 38,51 3 67 C + 0]
504 NP_901379 CV_1709 Proteina associada ao gancho flagelar FigK 48,16 /5,12 36,99 3 129 C + N
508 NP_903601 CV_3931 Quitosanase 38,67 /8,99 36,87 2 66 E - G
521 AAQ59115 CV_1440 Proteina transmembrana hidrolase 47,68 /8,09 34,48 3 105 E - R
555 AAQ58040 CV_0362 Hemolisina termolabil dependente de lectina 44,70 /9,24 30,25 2 93 C + R
565 NP_900767 CV_1097 Proteina ligadora componente do 59,20/9,25 29,09 4 294 E - E
transportador ABC de dipeptideos
566 NP_901671 CV_2001 Colagenase 91,63/6,3 29,39 3 108 C + 0]
567 NP_903409 CV_3739 Peroxidase 22,32 /6,36 28,90 3 258 C - P
571 NP_902993 CV_3323 Proteina ligante de carboidrato 42,57 /9,00 28,68 3 220 E - S
573 NP_901671 CV_2001 Colagenase 91,63/6,3 28,28 4 216 C + 0]
575 NP_900020 CV_0350 Proteina de bainha de fago 49,40 /5,57 27,77 2 266 C - R
576 NP_903409 CV_3739 Peroxidase 22,32 /6,36 27,84 2 136 C - P
577 NP_901039 CV_1369 Proteina hipotética CV_1369 38,06/ 8,59 27,81 4 431 E - S
578 NP_903647 CV_3977 Proteina hipotética CV_3977 18,05/6,30 27,88 3 307 C + S
579 NP_900019 CV_0349 Proteina hipotética CV_0349 13,60/ 5,31 27,70 6 505 C - S
580 NP_903894 CV_4224 Proteina hipotética CV_4224 32,18/9,42 27,70 3 364 C + S
582 NP_901380 CV_1710 Proteina associada ao gancho flagelar FigL 32,22 /4,80 27,56 2 205 C + N
584 NP_902946 CV_3276 Proteina hipotética CV_3276 20,72/ 8,65 27,66 1 97 E - S
589 NP_902664 CV_ 2994 Proteina associada ao gancho flagelar FliD 47,91 /8,90 26,89 2 177 C + N
591 NP_903777 CV_4107 Proteina hipotética CV_4107 61,34 /7,60 26,34 2 131 S - S
592 NP_901110 CV_1440 Proteina transmembrana hidrolase 47,68 /8,09 26,55 2 284 E - R
593 NP_903647 CV_3977 Proteina hipotética CV_3977 18,05/6,30 26,27 1 76 C + S
594 NP_900767 CV_1097 Proteina ligadora componente do 59,20/9,25 26,44 3 187 E - E
transportador ABC de dipeptideos
595 NP_901110 CV_1440 Proteina transmembrana hidrolase 47,68 /8,09 26,31 2 253 E - R
595 NP_902993 CV_3323 Proteina ligante de carboidrato 42,57 /9,00 26,31 1 115 E - S
597 NP_901380 CV_1710 Proteina associada ao gancho flagelar FigL 32,22 /4,80 26,04 2 218 C + N

€6



Continuagao da Tabela 3.1:

SPOT® RefSeq” LOCUS TAG PROTEINA MM/ pl MM PEP.° SCORE® FRACAO CELULAR COG?®
TEORICO EXPERIM. sSurfG® SecP'
601 NP_900020 CV_0350 Proteina de bainha de fago 49,40 /5,57 25,25 3 346 C - R
606 NP_ 902681 CV_3011 Flagelina 38,40/ 5,61 24,89 1 85 C + N
609 NP_901380 CV_1710 Proteina associada ao gancho flagelar FigL 32,22 /4,80 24,54 1 70 C + N
611 NP_902174 CV_0867 Superoxido dismutase 21,63 /5,87 24,01 3 222 E + P
614 NP_901376 CV_1706 Proteina da haste do corpo basal flagelar 27,72/ 4,83 23,67 1 88 C + N
FlgG
615 NP 901376 CV_1706 Pr%tel'na da haste do corpo basal flagelar 27,72/ 4,83 23,16 2 176 C + N
FlgG
615 NP_902563 CV_2893 Prgotel’na hipotética CV_2893 21,80/9,14 23,16 1 86 E - S
617 NP_900767 CV_1097 Proteina ligadora componente do 59,20/9,25 22,57 5 404 E - E
transportador ABC de dipeptideos
618 NP_902681 CV_3011 Flagelina 38,40/ 5,61 22,57 1 164 C + N
619 NP_903858 CV 4188 Fator de alongamento Tu 43,21 /5,11 22,40 4 341 C - J
622 NP_901039 CV_1369 Proteina hipotética CV_1369 38,06/ 8,59 22,17 2 42 E - S
623 NP_900020 CV_0350 Proteina de bainha de fago 49,40 /5,57 21,83 3 422 C - R
625 NP_901671 CV_2001 Colagenase 91,63/6,3 21,58 5 323 C + 0]
628 NP 901110 CV_1440 Proteina transmembrana hidrolase 47,68 /8,09 21,41 3 399 E - R
631 NP_901110 CV_1440 Proteina transmembrana hidrolase 47,68 /8,09 19,82 2 69 E - R
634 NP_901110 CV_1440 Proteina transmembrana hidrolase 47,68 / 8,09 19,00 1 67 E - R
635 NP_900020 CV_0350 Proteina de bainha de fago 49,40 /5,57 19,29 3 384 C - R
636 NP 903176 CV_3506 Protease 39,25/ 8,64 19,26 1 90 E - R
637 NP_900767 CV_1097 Proteina ligadora componente do 59,20/9,25 19,26 4 293 E - E
transportador ABC de dipeptideos
638 NP 901671 CV_2001 Colagenase 91,63/6,3 18,99 5 293 C + 0]
639 NP_902664 CV_2994 Proteina associada ao gancho flagelar FliD 47,91 /8,90 18,68 6 580 C + N
639 NP_ 902681 CV_3011 Flagelina 38,40/ 5,61 18,68 1 84 C + N
640 NP_903777 CV_4107 Proteina hipotética CV_4107 61,34 /7,60 18,27 2 183 PS - S
641 NP_902681 CV_3011 Flagelina 38,40/ 5,61 18,34 1 97 C + N
642 NP_899893 CV_0223 Proteina hipotética CV_0223 24,07 /9,00 17,79 4 307 C + H
643 NP_903858 CV 4188 Fator de alongamento Tu 43,21 /5,11 17,54 4 370 C - J
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Continuagao da Tabela 3.1:

SPOT® RefSeq” LOCUS TAG PROTEINA MM/ pl MM PEP.° SCORE® FRACAO CELULAR COG?®
TEORICO EXPERIM. sSurfG® SecP'
644 NP_901671 CV_2001 Colagenase 91,63/6,3 17,58 5 300 C + 0]
645
NP 901085 CV_1415 v-glutamiltransferase 59,84 /9,00 17,33 4 306 E - E
646 NP_902681 CV_3011 Flagelina 38,40/ 5,61 16,81 1 93 C + N
647 NP 901110 CV_1440 Proteina transmembrana hidrolase 47,68 /8,09 16,70 3 331 E - R
648 NP_903777 CV_4107 Proteina hipotética CV_4107 61,34 /7,60 16,59 2 176 PSE - S
650 NP_900094 CV_0424 Proteina hipotética CV_0424 24,99/4,98 15,52 2 82 C - R
651 NP_903777 CV_4107 Proteina hipotética CV_4107 61,34 /7,60 15,42 3 420 PSE - S
652 NP_ 903647 CV_3977 Proteina hipotética CV_3977 18,05/6,30 15,10 1 84 C + S
653 NP_900079 CV_0409 Proteina da bainha da cauda de bacteri6fago 50,75/ 6,30 14,95 2 194 C - R
655 NP_ 903647 CV_3977 Proteina hipotética CV_3977 18,05/6,30 14,76 3 259 C + S
656 NP_901110 CV_1440 Proteina transmembrana hidrolase 47,68 /8,09 14,76 2 368 E - R
657 NP_900767 CV_1097 Proteina ligadora componente do 59,20 /9,25 14,62 6 517 E - E
transportador ABC de dipeptideos
659 NP_902993 CV_ 3323 Proteina ligante de carboidrato 42,57 /9,00 14,16 2 133 E - S
662 NP_901110 CV_ 1440 Proteina transmembrana hidrolase 47,68 /8,09 13,93 5 399 E - R
663 NP_902664 CV_2994 Proteina associada ao gancho flagelar FliD 47,91 /8,90 13,91 7 467 C + N
664 NP_900080 CV_0410 Proteina do centro da cauda de bacteriéfago 19,34 /5,74 13,68 4 264 C - R
665 NP_900767 CV_1097 Proteina ligadora componente do 59,20 /9,25 13,59 4 229 E - E
transportador ABC de dipeptideos
665 NP_902060 CV 2390 Subunidade beta da riboflavina sintase 16,49 /5,03 13,59 4 113 C - H
665 NP_900010 CV_0340 Proteina de montagem da fibra da cauda 21,24 /5,70 13,59 2 82 C + R
667 NP_901373 CV_1703 Proteina de modificagédo do bastao do corpo 23,61/5,27 12,92 1 296 C + N
basal flagelar
667 NP_901110 CV_1440 Proteina transmembrana hidrolase 47,68 /8,09 12,92 1 163 E - R
670 NP 903777 CV_4107 Proteina hipotética CV_4107 61,34 /7,60 12,71 2 297 PSE - S
672 NP_901110 CV_1440 Proteina transmembrana hidrolase 47,68 /8,09 12,71 5 436 E - R
673 NP_ 903910 CV_4240 Quitinase 58,53/ 8,69 12,43 5 460 E - G
674 NP_903777 CV_4107 Proteina hipotética CV_4107 61,34 /7,60 12,35 3 369 PSE - S
675 NP_900767 CV_1097 Proteina ligadora componente do 59,20 /9,25 12,03 4 303 E - E

transportador ABC de dipeptideos

g6



Continuagao da Tabela 3.1:

SPOT® RefSeq” LOCUS TAG PROTEINA MM / pl MM PEP.° SCORE® FRACAO CELULAR COG?®
TEORICO EXPERIM. SurfGe SecP'
676 NP_901110 CV_1440 Proteina transmembrana hidrolase 47,68 / 8,09 12,10 1 92 E - R
679 NP_903777 CV_4107 Proteina hipotética CV_4107 61,34 /7,60 11,48 3 357 PSE - S
681 NP_902681 CV_3011 Flagelina 38,40/ 5,61 10,93 1 105 C + N
687 NP_903647 CV_3977 Proteina hipotética CV_3977 18,05/6,30 10,36 4 461 C + S
688 NP_901110 CV_1440 Proteina transmembrana hidrolase 47,68 / 8,09 10,34 2 261 E - R
699 NP_901110 CV_1440 Proteina transmembrana hidrolase 47,68 /8,09 49,90 2 179 E - R
701 NP_903999 CV_4329 Proteina ligadora de substrato — Sistema de 59,55/9,15 44,55 3 243 E - E
transporte ABC de oligopeptideos
709 NP_902563 CV_2893 Proteina hipotética CV_2893 21,80/9,14 9,75 1 116 E - S
714 NP_903777 CV_4107 Proteina hipotética CV_4107 61,34 /7,60 10,42 1 121 PSE - S
722 NP_900019 CV_0349 Proteina hipotética CV_0349 13,60/ 5,31 14,99 2 90 C - S
725 NP_902563 CV_2893 Proteina hipotética CV_2893 21,80/9,14 15,62 1 165 E - S

a. Numeracao dos spots de acordo com a Figura B1 no Apéndice B.

b. RefSeq = Numero de acesso do banco de dados NCBI.

c. Pep. = peptideos fragmentados para analise por MS/MS.

d. Score = Mowse score atribuido pelo MASCOT.

e. (E) extracelular, (C) citoplasmatica, (PSE) possivelmente exposta a superficie celular segundo predicao do SurfG.

f. (+) secretada por via nao classica, (-) ndo secretada segundo predicao do SecrefomeP.

g. Classes do Clusters of Orthologous Groups (COG) de proteinas: (C) Producédo e conversdo de energia; (D) Controle do ciclo celular, divisdo celular e
particdo de cromossomo; (E) Metabolismo e transporte de aminoacidos; (F) Metabolismo e transporte de nucleotideos; (G) Metabolismo e transporte de
carboidratos; (H) Metabolismo e transporte de coenzimas; (I) Metabolismo e transporte de lipideos; (J) Tradugdo, biogénese e estrutura ribossomal; (K)
Transcricdo; (L) Replicacdo, recombinacao e reparo; (M) Biogénese de envelope, membrana e parede celular; (N) Motilidade celular; (O) Modificagdo pés-
traducional, renovagao de proteinas, chaperonas; (P) Metabolismo e transporte de ions inorganicos; (Q) Biossintese, transporte e catabolismo de metabdlitos
secundérios; (R) Funcao geral predita; (S) Funcdo desconhecida; (T) Mecanismos de transdugéo de sinal; (U) Trafego intracelular, secregéo e transporte
vesicular; (V) Mecanismos de defesa.
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Entre as proteinas identificadas, apenas 12 foram preditas como extracelulares
pelo SurfG+; 20 proteinas foram preditas como citosélicas e 1 como possivelmente
exposta a superficie celular (Tabela 3.1). Para prever a secrecdo por via nao-
classica, as sequéncias das proteinas identificadas foram submetidas ao método
SecretomeP, encontrando-se que 13 apresentaram caracteristicas de exportacao
por via ndo-classica. Oito proteinas (25%) foram preditas como citosélicas em todos
os métodos de predicao utilizados: fator de alongamento Tu, subunidade beta da
riboflavina sintase, peroxidase, as proteinas de bacteriéfago CV_0350, CV_0409 e
CV_0410 e as proteinas hipotéticas CV_0349 e CV_0424.

Essas proteinas podem ter sido liberadas por um mecanismo ainda
desconhecido, de modo a desemprenhar uma funcao no meio extracelular. Tais
proteinas que tém multiplas funcdes independentes e nao-relacionadas sao
conhecidas como moonlighting proteins (MP) (JEFFERY, 2003). A funcéo “extra” das
MP n&o pode ser predita por homologia e muitas delas sdo enzimas altamente
conservadas, como as das vias glicolitica e ciclo do acido citrico, e constitutivamente
expressas em altos niveis (HUBERTS; VAN DER KLEI, 2010).

O fator de alongamento Tu (EF-Tu) é uma MP comumente encontrada em
exoproteomas (BARBEY et al.,, 2009; CHAVES et al., 2009; MARIAPPAN et al.,
2010). E uma das mais abundantes proteinas bacterianas (5 - 10% das proteinas
intracelulares), geralmente com massa molecular entre 40 e 45 kDa e pl em torno de
5, podendo ser fosforilada ou metilada (JONAK, 2007). Sua cadeia polipeptidica é
termolabil, o que pode explicar o aparecimento do EF-Tu em dois spots no gel. O
EF-Tu tem um papel importante na biossintese de proteinas, mas ja foi encontrado
associado a membrana em Escherichia coli (YOUNG; BERNLOHR, 1991) e em
Mycobacterium leprae, onde foi capaz de ligar-se a fibronectina, uma glicoproteina
de matriz extracelular (DALLO et al., 2002).

A riboflavina sintase catalisa o passo final da sintese da riboflavina e nao foi
ainda caracterizada como uma MP. Aparece como um fator de viruléncia em
Salmonella enterica, M. leprae (FISCHER; BACHER, 2008) e H. pylori (CROSSLEY
et al.,, 2007), por fornecer riboflavina para redutases férricas extracelulares que
aumentam a biodisponibilidade do ferro.
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3.4.3 Analise Funcional das Proteinas Extracelulares de C. violaceum

A classificacado funcional das proteinas extracelulares de C. violaceum (Figura
3.5 e Tabela 3.1) mostrou representantes das quatro categorias COG:
armazenamento e processamento de informacao, sinalizacao e processos celulares,
metabolismo e pobremente caracterizadas. Mais da metade pertenceu a Ultima
categoria, enquanto uma Unica proteina foi encontrada estar envolvida no

processamento da informacéao.

Metabolismo e transporte
de coenzimas

Metabolismo e transporte
2%

de ions inorgéanicos
3%

Metabolismo e transporte
de carboidratos
20, Motilidade celular

18%

Armazenamento e processamento da
Modificacao poés- informacao
traducional, O Sinalizacao e processos celulares
renovacéo de O Metabolismo
proteinas, chaperonas
7%

Metabolismo e transporte
de aminoécidos
11%

O Pouco conhecidas

Tradugao, biogénese e
estrutura ribossomal
2%

Funcéo geral /
predita
27%

Funcao
desconhecida
28%

Figura 3.5: Classificacao funcional das exoproteinas de C. violaceum de acordo com as
classes COG.

Como na classificacao funcional das proteinas extracelulares preditas, 25% das
exoproteinas identificadas foram relacionadas com metabolismo, aproximadamente
metade delas fazendo parte do sistema de transportadores ABC. Dados do genoma
de C. violaceum revelaram que 12% das ORFs sao de potenciais transportadores, e
24% destes sdo de transportadores ABC, envolvidos na aquisicdo de nutrientes e
resisténcia a drogas (GRANGEIRO et al., 2004).

O sistema de transporte de oligopeptideos da familia ABC é composto por uma

proteina ligadora de oligopepideo extracelular (OppA), duas proteinas
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transmembrana formando um poro e duas ATPases (MONNET, 2003). As proteinas
ligadoras de substrato sdo periplasmaticas e responsaveis pela alta afinidade,
especificidade e direcionalidade do transporte (HIGGINS, 2001).

Duas proteinas ligadoras de substrato foram encontradas no exoproteoma:
uma proteina ligadora componente do sistema de transporte ABC de oligopeptideos
e uma do transportador ABC de dipeptideos. Essas proteinas captam oligopeptideos
que servirao como fonte de aminoéacidos para a célula. Elas podem ainda agir como
sinalizadores intracelulares, além de participarem de processos de adesdao e como
chaperonas moleculares (MONNET, 2003).

Outra proteina relacionada com o metabolismo de aminoacidos € a Y-
glutamiltransferase (GGT), que hidrolisa a ligagdo y-glutamilamida da glutationa.
Essa enzima periplasmatica atua na reciclagem da cisteina e no metabolismo da
GSH (BOANCA; SAND; BARYCKI, 2006). Para ter atividade hidrolitica, a GGT
passa por um processamento pés-traducional autocatalitico, no qual o precursor de
60 kDa é clivado em duas subunidades, de 20 e 40 kDa, que formam a enzima ativa
como um heterodimero a22 (BOANCA; SAND; BARYCKI, 2006).

A GGT é um fator de viruléncia em H. pylori, induzindo apoptose e modulando
inflamacdo (BOANCA; SAND; BARYCKI, 2006). Além de sua atuacdo na
patogénese, essa enzima é biotecnologicamente interessante pelo seu uso em
testes diagnosticos e na industria de alimentos, como glutaminase (CASTELLANO et
al., 2010).

Duas proteinas que atuam no metabolismo de carboidratos foram identificadas:
quitosanase e quitinase. Quitosanases sdo enzimas que degradam quitosana, a
quitina desacetilada encontrada na parede celular de alguns fungos e algas verdes
(JOHNSEN; HANSEN; STOUGAARD, 2010). Este trabalho mostra que a
quitosanase de C. violaceum, ainda nao caracterizada bioguimicamente, € expressa
constitutivamente, ao contrario da maioria das quitosanases bacterianas, que sao
induziveis. Assim, essa enzima pode ter aplicacao biotecnoldgica, pois produz quito-
oligossacarideos com potenciais atividades antitumoral e antimicrobiana de grande
interesse nas industrias farmacéutica e alimenticia (SHIMOSAKA et al., 2000).

Quitinases sao enzimas que degradam a quitina, polimero componente do
exoesqueleto de artrépodos e da parede celular de fungos. Chernin e cols. (1998)
detectaram seis atividades quitinoliticas em C. violaceum, todas dependentes de
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inducdo por quitina e AHL. No entanto, os autores ponderam que outra quitinase
pode estar presente, cuja atividade nao foi detectada com o substrato sintético
utilizado (CHERNIN et al., 1998). A quitinase identificada neste trabalho, assim como
a quitosanase descrita acima, foi expressa sem a inducdo da quitina e apresenta
potencial aplicacdo no controle biolégico de insetos e fungos.

Outras trés proteinas identificadas apresentam motivo de ligagéo a quitina, mas
suas funcbes sdo desconhecidas. A proteina ligante de carboidrato CV_3323
apresenta um dominio ligante de quitina (carbohydrate-binding module, CBM),
responsavel por reconhecer o polissacarideo e posicionar a enzima para a reacao
(BORASTON et al., 2004). Esse mesmo dominio foi encontrado também na proteina
transmembrana hidrolase CV_1440, similar a quitinases e lisozimas de outras
bactérias, e na proteina hipotética CV_1369, que apresentou identidade de 48% com
uma quitinase de Streptomyces clavuligerus. Todas sao exportadas por via
dependente de peptideo-sinal e podem atuar no metabolismo ou no transporte de
carboidratos. Elas podem ainda ter uma nova fungcdo ainda nao descrita,
considerando a quitinase de Legionella pneumophila, capaz de promover a
persisténcia desse patdégeno no pulmao (DEBROY et al., 2006).

Classificada na categoria de metabolismo de coenzimas, a proteina hipotética
CV_0223 faz parte da superfamilia das corismato liases que catalisam o primeiro
passo da via de sintese da ubiquinona a partir do corismato. Essa via produz varios
compostos com diversas fungdes no metabolismo celular, como aminoacidos
aromaticos, quinonas, vitaminas, pigmentos e sideréforos (HOLDEN et al., 2002).

Como bactéria que vive no ambiente, a C. violaceum deve contar com sistemas
eficientes de protecdo contra estresses. Duas exoproteinas envolvidas na protecao
contra o estresse oxidativo foram identificadas: superoxido dismutase (SOD) e
peroxidase. Elas sdo responsaveis pela destoxificacdo do ion superdxido e do
peréxido de hidrogénio, respectivamente, ambos causadores de lesées no DNA,
inativacdo de enzimas e alteracdo no metabolismo (IMLAY, 2008).

A SOD-Fe extracelular converte o O2’, produzido por irradiacao ultravioleta da
superficie da agua, a O, e H.O.. A presenca da enzima no meio extracelular é
importante porque o ion superdxido ndo atravessa membranas, devendo ser
detoxificado no local de producao (FRIDOVICH, 1995).

A peroxidase CV_3739 pertence a familia peroxiredoxina (Prx), que nao
apresenta o grupo heme, mas dois residuos de cisteina conservados agindo na
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conversdo do H,O, em H,O (RHEE; CHAE; KIM, 2005). E uma das proteinas
preditas como citosdlica, mas ja foi descrita no exoproteoma de H. seropedicae
(CHAVES et al., 2009) e de Campylobacter concisus (KAAKOUSH et al., 2010).
Apesar do peroxido de hidrogénio poder atravessar membranas, a presenca da
enzima no meio extracelular pode ser importante na destoxificacéao.

Entre as exoproteinas identificadas, ha um grande grupo envolvido na
motilidade celular, todas fazendo parte do aparato flagelar. O flagelo € uma organela
locomotora formada por trés partes contendo diversas proteinas: o corpo basal, que
serve como ancora na membrana interna; o gancho, um encaixe flexivel; e o
filamento, que gera o impulso para mover a bactéria (ALDRIDGE; KARLINSEY;
HUGHES, 2003). Além das proteinas estruturais, varias outras auxiliam na
montagem do flagelo, quando as proteinas envolvidas sdo translocadas através do
canal central do corpo basal e filamento, num aparato semelhante ao SST3
(TERASHIMA; KOJIMA; HOMMA, 2008).

A C. violaceum tem 67 genes flagelares, em 7 grupos (PEREIRA et al., 2004).
Seis proteinas flagelares foram detectadas no exoproteoma: as proteina da haste do
corpo basal FIgG e FlgD, as proteinas associadas ao gancho FIgL, FigK e FIiD e a
flagelina (FlaD). A FIliD e FIgD apresentaram grande diferenga nas MM
experimentais e tedricas, 0 que pode ser devido a degradagdo das auxiliares de
montagem de flagelo. Diferengcas na MM foi encontrada também para a flagelina, o
que pode ser devido a modificacdes como fosforilacao e glicosilacao, ja descritas em
P. aeruginosa e Halobacterium halobium (MCCARTER, 1995).

Além de sua fungcdo na motilidade, o flagelo pode contribuir para a
patogenicidade por funcionar como aparato de secrecao de proteinas nao-flagelares
e outras fung¢des adicionais, como adeséo celular (LEPKA; WILHARM, 2010).

Outra proteina da categoria de sinalizagdo e processos celulares é a
colagenase. Essa metaloprotease degrada o colageno, principal componente da
matriz extracelular e tecido conectivo em mamiferos. Sua acgao facilita a invasao do
hospedeiro por um patégeno e o estabelecimento da infeccdo, podendo estar
associada com necrose tecidual e efeitos citopaticos (HAN et al., 2008). Além da
participacdo em mecanismos de patogenicidade, as colagenases tém aplicacoes na
clinica, na pesquisa biomédica e industria alimenticia. O colageno e seus fragmentos
peptidicos também sdo biomateriais interessantes, na composicdo de alimentos,



102

bebidas, medicamentos, cosméticos e outros produtos de cuidados com a saude
(WATANABE, 2004).

Alguns isolados de C. violaceum mostram atividade hemolitica, e seu genoma
contém 13 ORFs relacionadas a hemolisinas (BRITO et al, 2004). A hemolisina
termolabil dependente de lecitina identificada nesse trabalho é similar a de Vibrio
parahaemolyticus (SHINODA et al.,, 1991) e de L. pneumophila (FLIEGER et al.,
2004). Elas tém atividade fosfolipasica A e sao toxinas citoliticas por causar
destruicao dos lipideos da membrana celular.

A protease extracelular CV_3506, de funcdo desconhecida, apresenta um
dominio da familia das deuterolisinas metaloproteases dependentes de zinco (M35).
Ela apresenta 56% de identidade com a AsaP1 de Aeromonas salmonicida, que
apresenta atividade caseinolitica e € um fator de viruléncia (ARNADOTTIR et al.,
2009). As metalopeptidases sao fatores de viruléncia comumente produzidos pelas
bactérias e as metaloproteases dependentes de Zn ja foram identificadas no
exoproteoma em L. pneumophila (GALKA et al., 2008) e Burkholderia cepacia
(MARIAPPAN et al., 2010).

A proteina CV_4107 é uma lipoproteina possivelmente exposta a superficie, na
face externa da membrana, segundo previsao do SurfG+. Faz parte da familia M30
de metalopeptidases contendo zinco, mas nao apresenta homologia com outras
proteinas e sua funcao é desconhecida.

Diversas proteinas hipotéticas de funcao desconhecida foram encontradas no
exoproteoma de C. violaceum. A proteina extracelular CV_2893 ndo mostra motivos
conservados nem similaridade com qualquer outra proteina. A proteina CV_4224
pertence a superfamilia Tryp_SPc de enzimas tipo tripsina e apresenta 35% de
identidade com uma quimiotripsina de Rhodobacterales bacterium. Com 93% de
identidade com um efetor do SST4, o Hcp1, de Lutiella nitroferrum, a proteina
CV_3977 pode ser um fator de viruléncia de C. violaceum. Essas proteinas unicas
podem ser fundamentais na adaptagdo da bactéria aos diversos ambientes que
habita e na patologia que causa.

A proteina CV_3276 pertence a superfamilia Ycel, com um dominio de ligacao
a poliisoprendides. Na bactéria marinha Saccharophagus degradans, esse dominio
aparece junto com dois médulos ligadores de carboidrato na proteina Sde-1182,
possivelmente envolvida na captacao de nutrientes (VINCENT et al., 2010).
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Entre as proteinas previstas como citoplasmaticas identificadas no
exoproteoma, ha uma série de proteinas relacionadas com bacteriéfagos. Estas
podem alcancar o meio extracelular através das holinas, proteinas que formam
poros na membrana como parte do processo de lise celular por bacteridfagos
(TJALSMA et al., 2004).

O genoma de C. violaceum contém quatro profagos de diferentes origens,
chamados CvP1 a CvP4. Os profagos, como genomas virais integrados, conferem a
bactéria hospedeira a habilidade de produzir uma variedade de exotoxinas, fatores
de colonizacao e bacteriocinas, entre outros produtos génicos uteis (DE ALMEIDA et
al., 2004).

As proteinas CV_0350, uma proteina da bainha da cauda de fago tipo Mu, e
CV_0340, proteina de montagem da fibra da cauda, fazem parte da CvP1, sendo
essa Ultima predita como secretada por via nado-classica. A proteina hipotética
CV_0349 também faz parte da CvP1, mas ndao apresenta homologia com proteinas
de fagos, sendo uma proteina conservada de funcao desconhecida.

A CV_0409, proteina da bainha da cauda de fago, e a CV_0410, proteina do
centro da cauda de fago tipo P2, fazem parte da CvP2, que pode apresentar
atividade bacteriocina (DE ALMEIDA et al., 2004). A proteina hipotética CV_0424
apresenta 60% de identidade com a proteina de fibra da cauda de fago CV_2114 e
também faz parte da CvP2.

As proteinas descritas ddo uma visao geral do que a C. violaceum secreta para
o ambiente e de sua importancia para a bactéria. Alguns spots nao puderam ser
identificados devido a limitacdes das técnicas utilizadas, assim como peptideos,
proteinas de baixa abundancia e aquelas que nao foram expressas nas condi¢cdes
de cultivo adotadas.

Varios fatores de viruléncia foram identificados, concordando com as infeccoes
disseminadas causadas pela bactéria. Nao foi identificada, no entanto, nenhuma das
proteinas preditas como efetores do SST3 por Betts e cols. (2004), provavelmente
porque sua expressao somente é ativada por contato com uma célula hospedeira.

Sete proteinas pertencentes as ilhas de patogenicidade Cpi1 (CV_2615 a
CV_2642) e Cpi2 (CV_2574 a CV_2614) foram preditas como proteinas
extracelulares pelo SurfG+, incluindo proteinas de invasao, hipotéticas e uma
proteinas ligadora de carboidrato. Entre os possiveis efetores SST3, dois foram
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previstos como proteinas de membrana (CV_2274 e CV_2619) e os outros como
citoplasmaticos.
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3.5 CONCLUSOES

As proteinas secretadas sao fundamentais para a interacao das bactérias com
seu ambiente. Dessa forma, o estudo dessas proteinas € essencial para o
entendimento de processos como patogénese e formacdo de comunidades
microbianas e para o desenvolvimento de suas potenciais aplicacoes terapéutica e
biotecnoldgica.

Este primeiro estudo do exoproteoma C. violaceum mostrou uma série de
ferramentas moleculares fundamentais para a adaptacéo a variedade de condi¢des
externas as quais esta exposta, tais como proteinas de transporte, que atuam na
captacao de aminoacidos e carboidratos necessarios para a nutricao da bactéria, e
protecdo contra estresse oxidativo, com a SOD e PRX.

Como um patégeno oportunista, possui ainda um arsenal de proteinas que
auxiliam no processo de invasdo e lesdo de um organismo hospedeiro, como
proteinas flagelares, metalopeptidases, colagenase, toxinas e algumas proteinas
citoplasmaticas de dupla funcédo, as MP, que podem participar da patogénese. O
estudo dessas proteinas pode apontar os caminhos terapéuticos para a grave
septicemia causada pela C. violaceum.

Algumas proteinas extracelulares da bactéria podem ter aplicacao na producao
de compostos Uteis, como a quitosanase e a corismato liase; outras, podem ser
utilizadas em bioprocessos como controle de insetos com a quitinase.

Este trabalho identificou varias proteinas classificadas como hipotéticas no
exoproteoma. Algumas delas ndo apresentam similares conhecidas e mostram,
portanto, 0 modo Unico como a bactéria se adapta aos diferentes ambientes onde
vive. Ainda mais, este trabalho valida os dados do genoma, confirmando a
expressao e a localizacdo das proteinas aqui identificadas e mostrando o valor da
analise proteémica no estudo integrado da bactéria C. violaceum.
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4 CONCLUSAO GERAL

A C. violaceum é uma bactéria amplamente distribuida na regido amazénica.
Neste trabalho, foram abordados dois aspectos desse versatil micro-organismo: sua
capacidade de sobreviver em meio contendo o metaloide toxico arsénio e sua
grande adaptabilidade a diferentes ambientes, inclusive de forma patolégica. A
técnica escolhida foi a anadlise protedmica, que permitiu estudar centenas de
proteinas intra e extracelulares da C. violaceum ao mesmo tempo e de forma
comparativa, possibilitando a visualizacdo de varios processos fisiologicos em
resposta a diferentes estimulos.

A resposta global da C. violaceum ao arsénio foi caracterizada primariamente
como o combate ao estresse oxidativo, com adaptacdo de vias do metabolismo
energético ao trabalho de reparo e manutencao das atividades celulares.

O exoproteoma C. violaceum revelou uma série de ferramentas moleculares
fundamentais para a adaptacdo as condi¢cdes externas variaveis as quais esta
exposta e um arsenal de proteinas que atuam no processo de invasao e lesao de
um organismo hospedeiro.

Este € o primeiro trabalho de analise protebémica das proteinas extracelulares
de C. violaceum e da resposta da bactéria ao arsénio e mostra a complexidade da

adaptacao da bactéria a condi¢des de estresse.
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APENDICE A - Proteinas Extracelulares de C. violaceum Preditas pelo SurfG+.

RefSeq Locus_tag Description COG*
NP_899676 CV_0006 Site-specific DNA-methyltransferase, cytosine-specific \Y
NP_899700 CV_0030 Hypothetical protein CV_0030 S
NP_899713 CV_0043 Hypothetical protein CV_0043 R
NP_899726 CV_0056 Aminopeptidase R
NP_899727 CV_0057 Class 4 metalloprotease E
NP_899730 CV_0060 Endonuclease L
NP_899733 CV_0063 Hypothetical protein CV_0063 S
NP_899734 CV_0064 Hypothetical protein CV_0064 S
NP_899736 CV_0066 Hypothetical protein CV_0066 S
NP_899747 Cv_0077 Tonb-dependent receptor P
NP_899751 CV_0081 Cytochrome c4 C
NP_899760 CV_0090 Hypothetical protein CV_0090 S
NP_899766 CV_0096 Hypothetical protein CV_0096 S
NP_899772 Cv_0102 ABC transporter periplasmic substrate-binding protein ET
NP_899779 Cv_0109 Translocation protein tolb U
NP_899786 Cv_0116 ABC transporter periplasmic substrate-binding protein ET
NP_899790 Cv_0120 Amino acid ABC transporter periplasmic amino acid-binding protein ET
NP_899828 CVv_0158 Sulfite dehydrogenase - subunit a R
NP_899829 CVv_0159 Sulfite dehydrogenase - subunit b R
NP_899842 Cv_0172 Poly (3-hydroxybutyrate) depolymerase Q
NP_899845 CV_0175 Cytochrome C transmembrane protein C
NP_899871 CV_0201 Hypothetical protein CV_0201 S
NP_899874 CV_0204 Hypothetical protein CV_0204 ET
NP_899884 CVv_0214 Hypothetical protein CV_0214 S
NP_899885 CV_0215 Hypothetical protein CV_0215 S
NP_899894 CV_0224 Carboxycyclohexadienyl dehydratase ET
NP_899918 CV_0248 Hypothetical protein CV_0248 ET
NP_899932 CV_0262 Sugar ABC transporter periplasmic protein G
NP_899933 CV_0263 Hypothetical protein CV_0263 S
NP_899941 CV_0271 Methyl parathion hydrolase R
NP_899942 CVv_0272 Hypothetical protein CV_0272 S
NP_899959 CV_0289 Glutathione S-transferase family protein @)
NP_899962 CV_0292 Bifunctional 2',3'-cyclic nucleotide 2'-phosphodiesterase/3'- F

nucleotidase periplasmic precursor protein
NP_899972 CV_0302 Hypothetical protein CV_0302 S
NP_899980 CV_0310 Hypothetical protein CV_0310 T
NP_900044 CV_0374 Hypothetical protein CV_0374 ET
NP_900047 CVv_0377 Ribose ABC transporter substrate-binding protein G
NP_900052 CVv_0382 Hypothetical protein CV_0382 S
NP_900054 CV_0384 Hypothetical protein CV_0384 ET
NP_900067 CV_0397 Hypothetical protein CV_0397 E
NP_900112 CV_0442 Hypothetical protein CV_0442 S
NP_900116 CV_0446 ABC transporter Q
NP_900117 CV_0447 ABC transporter substrate-binding protein Q
NP_900136 CV_0466 Hypothetical protein CV_0466 Vv
NP_900146 CV_0476 Hypothetical protein CV_0476 S
NP_900149 CV_0479 Type-4 fimbrial biogenesis protein S
NP_900151 CV_0481 Hypothetical protein CV_0481 NU
NP_900164 CV_0494 Outer membrane receptor protein H
NP_900166 CV_0496 Substrate-binding periplasmatic (PBP) ABC transporter protein P
NP_900174 CV_0504 Hypothetical protein CV_0504 S
NP_900194 CV_0524 Zinc metalloprotease R
NP_900205 CV_0535 Hypothetical protein CV_0535 S
NP_900223  gv 0553  Carbohydrate-binding protein S
NP_900224 CV_0554 Carbohydrate-binding protein S
NP_900245 CV_0575 Hypothetical protein CV_0575 M
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RefSeq Locus_tag Description COG*
NP_900253 CV_0583 Hypothetical protein CV_0583 S
NP_900262 CV_0592 Hypothetical protein CV_0592 S
NP_900271 CV_0601 Cytochrome C oxidase assembly protein O
NP_900275 CV_0605 Hypothetical protein CV_0605 S
NP_900282 CVv_0612 Hypothetical protein CV_0612 R
NP_900289 CVv_0619 Hypothetical protein CV_0619 S
NP_900299 CV_0629 Hypothetical protein CV_0629 S
NP_900323 CV_0653 Hypothetical protein CV_0653 R
NP_900353 CVv_0683 Hypothetical protein CV_0683 S
NP_900354 CV_0684 Hypothetical protein CV_0684 S
NP_900355 CV_0685 Hypothetical protein CV_0685 S
NP_900356 CV_0686 Hypothetical protein CV_0686 R
NP_900357 Cv_0687 Hypothetical protein CV_0687 S
NP_900359 CV_0689 Hypothetical protein CV_0689 S
NP_900368 CV_0698 Hypothetical protein CV_0698 ET
NP_900377 Cv_o0707 Hypothetical protein CV_0707 S
NP_900399 CV_0729 Poly (3-hydroxybutyrate) depolymerase R
NP_900423 CV_0753 Hypothetical protein CV_0753 S
NP_900428 CV_0758 Hypothetical protein CV_0758 M
NP_900443 CVv_0773 Capsule polysaccharide export system periplasmic protein M
NP_900444 CV_0774 Hypothetical protein CV_0774 S
NP_900447 Cv_0777 Hypothetical protein CV_0777 S
NP_900452 CV_0782 Hypothetical protein CV_0782 NU
NP_900462 CV_0792 ABC transporter periplasmic-binding protein ET
NP_900465 CV_0795 Hypothetical protein CV_0795 S
NP_900466 CV_0796 Periplasmic protein P
NP_900470 CV_0800 Oligopeptide ABC transporter system, substrate-binding protein E
NP_900499 CV_0829 Type 4 fimbrial biogenesis protein pilq U
NP_900507 CV_0837 Hypothetical protein CV_0837 MU
NP_900512 CVv_0842 Hypothetical protein CV_0842 S
NP_900522 CV_0852 Lysine/arginine/ornithine ABC transporter ET
NP_900527 CVv_0857 Hypothetical protein CV_0857 S
NP_900537 CV_0867 Superoxide dismutase P
NP_900555 CV_0885 Alginate regulatory protein R
NP_900565 CV_0895 Outer membrane protein oprc complement P
NP_900579 CV_0909 Non-hemolytic phospholipase C precursor M
NP_900589 CV_0919 C4-dicarboxylate-binding periplasmic protein G
NP_900595 CV_0925 Polyamine ABC transporter system, substrate-binding protein E
NP_900600 CV_0930 Hypothetical protein CV_0930 S
NP_900602 CV_0932 Hypothetical protein CV_0932 S
NP_900608 CV_0938 ABC transporter phosphate-binding protein P
NP_900626 CV_0956 Rnase J
NP_900630 CV_0960 Rnase | precursor J
NP_900668 CV_0998 Lipase/esterase N
NP_900669 CV_0999 Flagella basal body P-ring formation protein flga NO
NP_900689 Cv_1019 Tonb-dependent receptor P
NP_900705 CV_1035 Hypothetical protein CV_1035 S
NP_900710 CV_1040 FAD-dependent oxidoreductase C
NP_900717 CVv_1047 Hypothetical protein CV_1047 S
NP_900752 Cv_1082 Hypothetical protein CV_1082 S
NP_900767 Cv_1083 Binding protein component of ABC dipeptide transporter S
NP_900784 Cv_1084 Hypothetical protein CV_1114 S
NP_900789 CVv_1119 Hypothetical protein CV_1119 ET
NP_900795 Cv_1125 Serine-type D-Ala-D-Ala carboxypeptidase M
NP_900798 Cv_1128 Hypothetical protein CV_1128 S
NP_900806 CV_1136 Hypothetical protein CV_1136 P
NP_900811 CV_1141 Hypothetical protein CV_1141 S
NP_900812 CV_1142 Hypothetical protein CV_1142 S
NP_900865 CV_1195 ABC transporter periplasmic-binding protein M



RefSeq Locus_tag Description COG*
NP_900870 CV_1200 Hypothetical protein CV_1200 S
NP_900872 CV_1202 Ribonuclease precursor J
NP_900876 CV_1206 Methionyl-trna synthetase J
NP_900881 CV_1211 Hypothetical protein CV_1211 S
NP_900908 CV_1238 Rhs-related protein M
NP_900909 Cv_1239 Rhs-related transmembrane protein related M
NP_900939 CV_1269 Hypothetical protein CV_1269 E
NP_900940 Cv_1270 Dipeptidyl anminopeptidase E
NP_900945 CV_1275 ABC transporter periplasmic-binding protein ET
NP_900964 CV_1294 Fimbrial subunit protein NU
NP_900965 CV_1295 Chaperone protein ecpd precursor NU
NP_900966 CV_1296 Outer membrane usher protein precursor NU
NP_900967 CV_1297 Hypothetical protein CV_1297 NU
NP_900968 CV_1298 Hypothetical protein CV_1298 S
NP_900974 CV_1304 Hypothetical protein CV_1304 S
NP_900980 CV_1310 Beta-lactamase Vv
NP_900991 CV_1311 Hypothetical protein CV_1321 S
NP_900995 CV_1325 Thiol-disulfide isomerase and thioredoxin (@)
NP_901009 CV_1339 Hypothetical protein CV_1339 S
NP_901039 CV_1369 Hypothetical protein CV_1369 S
NP_901040 CVv_1370 Hypothetical protein CV_1370 G
NP_901041 CVv_1371 Hypothetical protein CV_1371 S
NP_901052 Cv_1382 Hypothetical protein CV_1382 S
NP_901053 Cv_1383 Hypothetical protein CV_1383 S
NP_901085 CV_1415 G-glutamyltransferase precursor E
NP_901092 CV_1422 Hypothetical protein CV_1422 S
NP_901110 CV_1440 Hydrolase transmembrane protein R
NP_901113 CV_1443 Hypothetical protein CV_1443 S
NP_901115 CV_1445 Hypothetical protein CV_1445 S
NP_901159 CV_1489 Periplasmic substrate-binding transport protein P
NP_901161 CV_1491 Outer membrane receptor P
NP_901163 CV_1493 B-N-acetylhexosaminidase G
NP_901164 CV_1494 Epoxide hydrolase protein R
NP_901177 CV_1507 Amino acid ABC transporter periplasmic protein ET
NP_901182 CV_1512 Hypothetical protein CV_1512 S
NP_901183 CV_1513 Alkaline phosphatase precursor P
NP_901203 CV_1533 Hypothetical protein CV_1533 S
NP_901229 CV_1559 Iron transport system substrate-binding protein P
NP_901272 CV_1602 Hypothetical protein CV_1602 ET
NP_901279 CV_1609 Peptidoglycan N-acetylmuramoylhydrolase M
NP_901284 CV_1614 Outer membrane lipoproteins carrier protein M
NP_901288 CV_1618 Oxidoreductase R
NP_901289 CVv_1619 Hypothetical protein CV_1619 S
NP_901297 Cv_1627 Acriflavin resistance protein E M
NP_901316 CV_1646 Outer membrane porin M
NP_901322 CV_1652 Methyl-accepting chemotaxis protein NT
NP_901325 CV_1655 Hypothetical protein CV_1655 S
NP_901333 CV_1663 Hypothetical protein CV_1663 S
NP_901339 CV_1669 Hypothetical protein CV_1669 S
NP_901341 CV_1671 Hypothetical protein CV_1671 ET
NP_901342 CVv_1672 Hypothetical protein CV_1672 S
NP_901351 CV_1681 ABC transporter periplasmic-binding protein P
NP_901356 CV_1686 Hypothetical protein CV_1686 S
NP_901370 CV_1700 Flagella basal body P-ring formation protein flga NO
NP_901378 CV_1708 Flagellar basal body P-ring protein N
NP_901382 CV_1712 Phospholipase D/ transphosphatidylase I
NP_901389 Cv_1719 Hypothetical protein CV_1719 S
NP_901406 CV_1736 Secretion protein \Y
NP_901471 CV_1801 Hypothetical protein CV_1801 S
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RefSeq Locus_tag Description COG*
NP_901502 Cv_1832 Sulfate transport system sulfate-binding protein P
NP_901524 CVv_1854 Periplasmic binding protein-related protein P
NP_901525 CV_1855 Iron uptake ABC transporter periplasmic solute-binding protein P
NP_901548 Ccv_1878 ABC transporter ATP-binding protein MU
NP_901558 CVv_1888 Hypothetical protein CV_1888 S
NP_901567 Cv_1897 Endochitinase R
NP_901577 CVv_1907 Hypothetical protein CV_1907 S
NP_901578 CV_1908 ABC transporter, iron binding protein P
NP_901587 CV_1917 Hemolysin activator protein U
NP_901588 CV_1918 Hemolysin R
NP_901603 CV_1933 Hypothetical protein CV_1933 S
NP_901613 CV_1943 Hypothetical protein CV_1943 S
NP_901627 CV_1957 Polyamine ABC transporter system, substrate-binding protein E
NP_901630 CV_1960 Hypothetical protein CV_1960 S
NP_901635 CV_1965 Protease (@)
NP_901638 CV_1968 Protease O
NP_901640 CVv_1970 Tonb-dependent receptor protein P
NP_901641 CV_1971 Hypothetical protein CV_1971 S
NP_901648 CVv_1978 Heme-binding protein A precursor E
NP_901652 Cv_1982 Tonb dependent receptor P
NP_901657 CV_1987 Metallopeptidase O
NP_901659 CV_1989 Porin protein M
NP_901678 CV_2008 Hypothetical protein CV_2008 S
NP_901679 CV_2009 Hypothetical protein CV_2009 R
NP_901687 CV_2017 Hypothetical protein CV_2017 ET
NP_901704 CV_2034 Peptidoglycan N-acetylmuramoylhydrolase M
NP_901719 CV_2049 Hypothetical protein CV_2049 S
NP_901730 CV_2060 Negative regulator for alginate biosynthesis mucb T
NP_901731 CV_2061 Serine protease mucd precursor 0]
NP_901747 Cv_2077 Hypothetical protein CV_2077 S
NP_901750 CV_2080 Hypothetical protein CV_2080 E
NP_901766 CV_2096 Transmembrane protein S
NP_901770 Cv_2100 Hypothetical protein CV_2100 S
NP_901773 Cv_2103 Hypothetical protein CV_2103 S
NP_901796 CV_2126 Hypothetical protein CV_2126 S
NP_901818 CV_2148 Hypothetical protein CV_2148 S
NP_901874 CV_2204 Outer membrane protein M
NP_901875 CV_2205 Outer membrane protein M
NP_901884 Cv_2214 Hypothetical protein CV_2214 S
NP_901900 CV_2230 Enterobactin-iron outermembrane receptor protein P
NP_901908 CVv_2238 Hypothetical protein CV_2238 S
NP_901967 CVv_2297 Outer membrane lipoprotein P
NP_901973 CV_2303 Hypothetical protein CV_2303 E
NP_902017 CV_2347 Membrane lipoprotein R
NP_902032 CV_2362 Fkbp-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase fkpa precursor O
NP_902064 CV_2394 Cell division ftsk transmembrane protein D
NP_902070 CV_2400 Sensor protein evgs precursor T
NP_902073 CV_2403 Hypothetical protein CV_2403 S
NP_902078 CV_2408 Hypothetical protein CV_2408 S
NP_902081 CV_2411 Hypothetical protein CV_2411 S
NP_902098 CV_2428 Hypothetical protein CV_2428 ET
NP_902130 CV_2460 Hypothetical protein CV_2460 \Y
NP_902132 CV_2462 Hypothetical protein CV_2462 ET
NP_902137 CV_2467 Membrane lipoprotein R
NP_902160 CV_2490 Hypothetical protein CV_2490 S
NP_902183 CV_2513 Methyl-accepting chemotaxis protein NT
NP_902194 CV_2524 Transmembrane protein S
NP_902195 CV_2525 Transmembrane protein S
NP_902232 CV_2562 Penicillin-binding protein 2 M
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NP_902233 CV_2563 Hypothetical protein CV_2563 S
NP_902234 CV_2564 Hypothetical protein CV_2564 R
NP_902241 CV_2571 Lasa protease precursor M
NP_902262 CV_2592 Carbohydrate-binding protein S
NP_902267 CVv_2597 Type lll secretion system escc protein NU
NP_902284 CV_2614 Hypothetical protein CV_2614 S
NP_902302 CV_2632 Invasion protein - outer membrane NU
NP_902307 CV_2637 Disulfide isomerase/thiol-disulfide oxidase O
NP_902309 CV_2639 Hypothetical protein CV_2639 S
NP_902311 CV_2641 Cell invasion protein M
NP_902321 CV_2651 Hypothetical protein CV_2651 S
NP_902336 CV_2666 Hypothetical protein CV_2666 S
NP_902344 CV_2674 Hypothetical protein CV_2674 S
NP_902346 CV_2676 Endo-1,4-D-glucanase G
NP_902358 CV_2688 Binding protein component of ABC transporter E
NP_902375 CV_2705 Hypothetical protein CV_2705 M
NP_902383 CV_2713 Lipase chaperone O
NP_902384 Cv_2714 Triacylglycerol lipase R
NP_902388 Cv_2718 Hypothetical protein CV_2718 S
NP_902390 CVv_2720 3-hydroxyacyl-coa dehydrogenase |
NP_902391 Cv_2721 Outer membrane protein |
NP_902402 Cv_2732 Hypothetical protein CV_2732 M
NP_902413 CV_2743 Hypothetical protein CV_2743 S
NP_902414 CV_2744 Hypothetical protein CV_2744 S
NP_902416 CV_2746 Hypothetical protein CV_2746 S
NP_902423 CV_2753 Disulphide-isomerase (@)
NP_902471 CV_2801 Hypothetical protein CV_2801 S
NP_902478 CV_2808 Beta-lactamase/D-alanine carboxypeptidase Vv
NP_902479 CV_2809 Hypothetical protein CV_2809 G
NP_902480 CV_2810 Oxidoreductase QR
NP_902481 CV_2811 Hypothetical protein CV_2811 R
NP_902492 Cv_2822 Amino acid ABC transporter E
NP_902517 CV_2847 Fusaric acid resistance protein fuse Il \Y
NP_902521 CV_2851 Hypothetical protein CV_2851 R
NP_902528 CV_2858 Taurine transport system substrate-binding protein P
NP_902529 CV_2859 Methyl-accepting chemotaxis protein NT
NP_902533 CV_2863 Hypothetical protein CV_2863 C
NP_902543 CVv_2873 Hemolysin activator protein U
NP_902551 CV_2881 Flagellar basal body P-ring protein N
NP_902557 Cv_2887 Flagellar basal-body rod protein flgc N
NP_902563 CV_2893 Hypothetical protein CV_2893 S
NP_902567 CvV_2897 Sugar ABC transporter periplasmic sugar-binding protein G
NP_902576 CV_2906 Hypothetical protein CV_2906 S
NP_902602 CV_2932 Signal peptide protein O
NP_902603 CV_2933 Signal peptide protein O
NP_902605 CV_2935 Chitinase A G
NP_902608 CV_2938 Hypothetical protein CV_2938 R
NP_902613 CV_2943 Hemin-binding outer membrane transmembrane protein R
NP_902618 CV_2948 Hypothetical protein CV_2948 S
NP_902636 CV_2966 Hypothetical protein CV_2966 M
NP_902638 CV_2968 Hypothetical protein CV_2968 S
NP_902639 CV_2969 Amino acid ABC transporter, periplasmic-binding protein ET
NP_902645 CV_2975 Hypothetical protein CV_2975 S
NP_902653 CV_2983 Amino acid ABC transporter periplasmic protein ET
NP_902661 CV_2991 Hypothetical protein CV_2991 S
NP_902680 CVv_3010 Hypothetical protein CV_3010 S
NP_902693 CV_3023 Amino acid ABC transporter periplasmic protein ET
NP_902726 CV_3056 Cytochrome ¢ precursor C
NP_902734 CV_3064 High-affinity zinc transport system substrate-binding protein P
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NP_902739 CV_3069 Hypothetical protein CV_3069 C
NP_902746 CV_3076 Hypothetical protein CV_3076 S
NP_902755 CV_3085 Arginine/ornithine ABC transporter substrate-binding protein ET
NP_902758 CV_3088 Transcriptional regulator K
NP_902764 CV_3094 D-ala-D-ala-carboxypeptidase M
NP_902774 Cv_3104 Porin signal peptide protein M
NP_902781 CV_3111 Type-4 fimbrial pilin related signal peptide protein NU
NP_902782 Cv_3112 Type-4 fimbrial biogenesis pilv transmembrane protein NU
NP_902783 Cv_3113 Type 4 fimbrial biogenesis transmembrane protein NU
NP_902785 CV_3115 Type-4 fimbrial biogenesis pily1-related protein NU
NP_902820 CV_3150 Beta-lactamase precursor R
NP_902823 CV_3153 D-alanyl-D-alanine-endopeptidase M
NP_902827 CV_3157 Putative kinase inhibitor R
NP_902834 CV_3164 Thiamin-binding periplasmic protein H
NP_902836 CV_3166 Hypothetical protein CV_3166 S
NP_902837 Cv_3167 Amino acid ABC transporter periplasmic protein ET
NP_902853 Cv_3183 Long-chain fatty acid transport protein precursor I
NP_902854 Cv_3184 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase O
NP_902858 Cv_3188 Tonb-dependent receptor P
NP_902864 CV_3194 Hypothetical protein CV_3194 R
NP_902874 CV_3204 Carboxymethylenebutenolidase Q
NP_902884 CV_3214 Hypothetical protein CV_3214 S
NP_902904 CV_3234 Hypothetical protein CV_3234 S
NP_902912 CV_3242 Hypothetical protein CV_3242 S
NP_902925 CV_3255 Secreted protease R
NP_902945 CV_3275 Sphingomyelinase/beta-hemolysin R
NP_902946 CV_3276 Hypothetical protein CV_3276 S
NP_902947 Cv_3277 Hypothetical protein CV_3277 S
NP_902953 CVv_3282 Hypothetical protein CV_3283 I
NP_902967 CV_3297 Hypothetical protein CV_3297 S
NP_902968 CV_3298 Maltoporin precursor G
NP_902975 CV_3305 Hypothetical protein CV_3305 S
NP_902986 CV_3316 Chitinase G
NP_902993 CV_3323 Carbohydrate-binding protein S
NP_903000 CV_3330 Hypothetical protein CV_3330 S
NP_903023 CV_3353 Hypothetical protein CV_3353 D
NP_903024 CV_3354 Carboxy-terminal processing protease M
NP_903060 CV_3390 Hypothetical protein CV_3390 S
NP_903061 CV_3391 Hypothetical protein CV_3391 S
NP_903068 CV_3398 Hypothetical protein CV_3398 S
NP_903094 CV_3424 Porin signal peptide protein M
NP_903096 CV_3426 Binding protein component of ABC dipeptide transporter E
NP_903140 CV_3470 Hypothetical protein CV_3470 S
NP_903142 CV_3472 Hypothetical protein CV_3472 S
NP_903145 CV_3475 Hypothetical protein CV_3475 S
NP_903160 CV_3490 Glucan 1,4- a-glucosidase G
NP_903161 CV_3491 Hypothetical protein CV_3491 S
NP_903162 CV_3492 Hypothetical protein CV_3492 S
NP_903167 CV_3497 Hypothetical protein CV_3497 C
NP_903172 CV_3502 Prolyl oligopeptidase family protein E
NP_903176 CV_3506 Protease precursor R
NP_903181 CV_3511 Signal peptide protein S
NP_903182 CV_3512 Signal peptide protein S
NP_903189 CV_3519 Periplasmic aspartyl protease O
NP_903196 CV_3526 Hypothetical protein CV_3526 P
NP_903241 CV_3571 Outer membrane protein A precursor M
NP_903256 CV_3586 Monofunctional biosynthetic peptidoglycan transglycosylase M
NP_903260 CV_3590 Hypothetical protein CV_3590 S
NP_903263 CV_3593 Hypothetical protein CV_3593 S
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NP_903279 CV_3609 Hypothetical protein CV_3609 S
NP_903287 CV_3617 Hypothetical protein CV_3617 S
NP_903295 CV_3625 Hypothetical protein CV_3625 S
NP_903297 CVv_3627 Hypothetical protein CV_3627 S
NP_903311 CV_3641 Hypothetical protein CV_3641 S
NP_903313 CV_3643 Hypothetical protein CV_3643 Q
NP_903321 CV_3651 Glutamine transport system substrate-binding protein ET
NP_903326 CV_3656 Glycerol-3-phosphate transporter periplasmic binding protein G
NP_903357 CVv_3687 Signal peptidase | ]
NP_903387 Cv_3717 Hypothetical protein CV_3717 S
NP_903389 CV_3719 Hypothetical protein CV_3719 S
NP_903394 CV_3724 Hypothetical protein CV_3724 R
NP_903396 CV_3726 Molybdate-binding periplasmic protein precursor P
NP_903398 CV_3728 Hypothetical protein CV_3728 S
NP_903405 CV_3735 Acyl-coa thioesterase E
NP_903428 CV_3758 Hypothetical protein CV_3758 R
NP_903431 CV_3761 Hypothetical protein CV_3761 S
NP_903443 CVv_3773 Hypothetical protein CV_3773 S
NP_903475 CV_3805 General secretory pathway protein N U
NP_903477 CVv_3807 General secretory pathway protein K U
NP_903479 CV_3809 General secretion pathway protein | U
NP_903484 Cv_3814 Type Il secretion system protein NU
NP_903485 CV_3815 Hypothetical protein CV_3815 S
NP_903492 CV_3822 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase M
NP_903499 CV_3829 Outer membrane porin precursor M
NP_903501 CV_3831 DNA transport competence protein L
NP_903508 CV_3838 Outer membrane drug efflux lipoprotein MU
NP_903509 CV_3839 Formate dehydrogenase C
NP_903516 CV_3846 Hypothetical protein CV_3846 E
NP_903534 CV_3864 Hypothetical protein CV_3864 S
NP_903537 CV_3867 Hypothetical protein CV_3867 S
NP_903538 CV_3868 Hypothetical protein CV_3868 S
NP_903566 CV_3896 Tonb-dependent receptor P
NP_903576 CV_3906 Hypothetical protein CV_3906 M
NP_903595 CV_3925 Periplasmic type | secretion system MU
NP_903601 CV_3931 Chitosanase A G
NP_903602 CV_3932 Copg protein R
NP_903611 CV_3941 Hypothetical protein CV_3941 S
NP_903614 CV_3944 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase |
NP_903642 CV_3972 Hypothetical protein CV_3972 S
NP_903661 CV_3991 Hypothetical protein CV_3991 S
NP_903668 CV_3998 Thiol:disulfide interchange protein dsba precursor O
NP_903689 CV_4019 UDP-N-acetyl-D-mannosaminuronic acid dehydrogenase M
NP_903723 CV_4053 Amino acid ABC transporter periplasmic protein ET
NP_903734 CV_4064 Hypothetical protein CV_4064 E
NP_903735 CV_4065 Hypothetical protein CV_4065 S
NP_903752 CV_4082 Hypothetical protein CV_4082 S
NP_903769 CV_4099 Polyamine ABC transporter protein E
NP_903773 CV_4103 Outer membrane protein W precursor M
NP_903776 CV_4106 Hypothetical protein CV_4106 S
NP_903798 CVv_4128 Hypothetical protein CV_4128 S
NP_903818 CV_4148 Hypothetical protein CV_4148 S
NP_903883 CV_4213 Polyamine ABC transporter system, substrate-binding protein E
NP_903891 CV_4221 Hypothetical protein CV_4221 S
NP_903892 CV_4222 Hypothetical protein CV_4222 ET
NP_903897 CV_4227 Hypothetical protein CV_4227 S
NP_903899 CV_4229 Organic solvent tolerance protein M
NP_903900 CV_4230 Survival protein sura precursor O
NP_903910 CV_4240 Chitinase G
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NP_903911 CV_4241 Acid shock protein R
NP_903919 CV_4249 Hypothetical protein CV_4249 S
NP_903920 CV_4250 Hypothetical protein CV_4250 S
NP_903927 CV_4257 Thioredoxin O
NP_903931 CV_4261 Hypothetical protein CV_4261 S
NP_903947 Cv_4277 Hypothetical protein CV_4277 S
NP_903957 CV_4287 Hypothetical protein CV_4287 S
NP_903965 CV_4295 Hypothetical protein CV_4295 S
NP_903969 CV_4299 Hypothetical protein CV_4299 S
NP_903974 CV_4304 Hypothetical protein CV_4304 S
NP_903977 CV_4307 Hypothetical protein CV_4307 S
NP_903978 CV_4308 Hypothetical protein CV_4308 ET
NP_903985 CV_4315 CDP-diacylglycerol pyrophosphatase I
NP_903999 CV_4329 Oligopeptide ABC transporter system, substrate-binding protein E
NP_904003 CV_4333 Hypothetical protein CV_4333 S
NP_904010 CV_4340 Cell division transmembrane protein M
NP_904020 CV_4350 Hypothetical protein CV_4350 D
NP_904032 CV_4362 Zinc protease R
NP_904034 CV_4364 Hypothetical protein CV_4364 S
NP_904041 CV_4371 Hypothetical protein CV_4371 S
NP_904056 CV_4386 Cytochrome-c oxidase C
NP_904061 CV_4391 Hypothetical protein CV_4391 S
NP_904062 CV_4392 ABC transporter M
NP_904068 CV_4398 ABC export system, membrane fusion protein V

a. Classes COG: (C) Producéo e conversao de energia; (D) Controle do ciclo celular, divisdo celular e
particdo de cromossomo; (E) Metabolismo e transporte de aminoéacidos; (F) Metabolismo e transporte
de nucleotideos; (G) Metabolismo e transporte de carboidratos; (H) Metabolismo e transporte de
coenzimas; (I) Metabolismo e transporte de lipideos; (J) Tradugao, biogénese e estrutura ribossomal;
(K) Transcrigao; (L) Replicagdo, recombinacado e reparo; (M) Biogénese de envelope, membrana e
parede celular; (N) Motilidade celular; (O) Modificacdo pés-traducional, renovacdo de proteinas,
chaperonas; (P) Metabolismo e transporte de ions inorgénicos; (Q) Biossintese, transporte e
catabolismo de metabdlitos secundarios; (R) Funcdo geral predita; (S) Funcdo desconhecida; (T)
Mecanismos de transdugao de sinal; (U) Trafego intracelular, secre¢do e transporte vesicular; (V)
Mecanismos de defesa.



121

N

APENDICE B - Mapa Proteico das Proteinas Extracelulares de C. violaceum.
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