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RESUMO

7z

Shigella spp. € um dos principais enteropatdgenos responsaveis pelas
mortes relacionadas as doencas diarreicas, especialmente entre crian¢cas menores
de cinco anos. Esforgos tém sido realizados para que haja o controle e diminuigao
de mortes em todo o mundo, como pesquisas que fornecam dados para o auxilio
da compreensdo da patogénese deste microrganismo. Uma das abordagens
utilizadas para este fim é a prote6mica, com destaque para a identificacdo de
proteinas associadas ao perfil virulento deste género. Como estratégia, no
presente trabalho, foi utilizada a inducéo da ativacdo do mecanismo de invaséo da
espécie clinica de Shigella flexneri e uma cepa de referéncia, a fim de investigar
proteinas que pudessem estar envolvidas na viruléncia apresentada pela cepa
clinica isolada em Manaus — AM. A identificacdo proteica permitiu a identificacdo
de vias metabdlicas essenciais e funcdes de diversas proteinas relacionadas a
resposta ao estresse biologico e de sobrevivéncia celular, além da deteccédo de
classes proteicas como as acetiltransferases, proteinas membranares e
vesiculares, apontadas como alvos para futuras exploragcdes, uma vez que estas
participam de processos chaves como adaptacdo, invasdo, transferéncia
horizontal de genes e carreamento de toxinas. Diante disto, a protedmica foi uma
ferramenta fundamental para descrever informacfes associadas a mecanismos
relacionados a patogénese de S.flexneri, além de possibilitar a exploracdo de
caracteristicas desta cepa regional isolada na regido Norte do pais, onde ha

escassez de dados desta natureza.

Palavras-chave: Shigella, protedmica, viruléncia.



ABSTRACT

Shigella spp. is one of the major enteropathogens responsible for deaths related to
diarrheal diseases, especially among children under five years of age. Efforts have
been made to control and reduce deaths worldwide, as research that provides data
to help to understand the pathogenesis of this microorganism. One of the
approaches used for this purpose is proteomics, with emphasis on the identification
of proteins associated with the virulent profile of this genus. As a strategy, in the
present work, induction of the activation of the mechanism of invasion of the
clinical species of Shigella flexneri and a reference strain was used to investigate
proteins that could be involved in the virulence presented by the isolated clinical
strain in Manaus - AM. Protein identification allowed the identification of essential
metabolic pathways and functions of several proteins related to the response to
biological stress and cell survival, as well as the detection of protein classes such
as acetyltransferases, membrane and vesicular proteins, pointed as targets for
future explorations, once that they participate in key processes such as adaptation,
invasion, horizontal transfer of genes and the carrying of toxins. Because of this,
proteomics was a fundamental tool to describe information associated with
mechanisms related to the pathogenesis of S.flexneri, in addition to enabling the
exploration of characteristics of this isolated regional strain in the North region of

the country, where there is a shortage of data of this nature.

Key words: Shigella, proteomic, virulence.
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1. Introducéo

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as doencas diarreicas
ainda afetam criangas em todo o mundo, principalmente menores de cinco anos e,
embora possam ser evitadas com medidas simples, como disponibilidade ao
acesso a agua potavel e saneamento basico, ainda sdo um grave problema de
saude na populacédo. Acredita-se que ocorra 1,5 milhdes de mortes anualmente
atribuidas as doencas diarreicas, sendo considerada uma doenga de significativa
morbidade e mortalidade (UNICEF 2013, WHO 2014, The et al. 2016).

Além das mortes, sucessivos episoddios de diarreia comprometem a situacao
socioecondmica das areas endémicas e o desenvolvimento fisico e intelectual das
criancas afetadas. As consequéncias de infec¢gBes continuas, em longo prazo, séo
drasticas e se manifestam, por exemplo, através de deficiéncias no crescimento,
maior susceptibilidade a outros patdégenos e doencas crénicas como a diabetes
(Das et al., 2013; PATH, 2016).

Dentre os principais patégenos causadores da diarreia, a Shigella destaca-se
como uma bactéria capaz de desenvolver severas infecces. A disseminacdo de
cepas com alta capacidade de transferéncia de fatores de viruléncia e que sao
capazes de causar danos severos ao hospedeiro tém sido fatores preocupantes,
tendo em vista que ainda ndo ha uma vacina eficaz contra Shigella spp. (Walker et
al. 2013, Njamkepo et al. 2016, The et al. 2016).

Embora este contexto se dé a nivel global, no Brasil, mais especificamente
na regidao Norte do pais, poucos estudos sao direcionados a compreensao dos
diferentes aspectos deste patdgeno, seja na vigilancia epidemioldgica, na
compreensao de mecanismos relacionados a patogénese ou em estratégias para

seu diagnéstico, controle e tratamento.

Estudos epidemioldgicos realizados no ano de 2007 a 2009 pelo nosso
grupo de pesquisa, Diagnostico e Controle de Doencas Infecciosas ha Amazoénia —

DCDIA, identificaram a Shigella como o 4° patégeno bacteriano mais recorrente
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em criancas com diarreia atendidas em hospitais publicos de Manaus - AM (Cruz
et al. 2014).

O grupo também verificou a presenca de genes de viruléncia entre as
amostras isoladas, 0s quais estavam relacionados a sintomatologia apresentada
pelos pacientes. Nesse estudo, o principal resultado revelou que genes como
ShetlB e Shet2 tinham relagdo com sintomas como desidratagéo e presenca de
sangue nas fezes, respectivamente. Além destes, os genes da familia ipa, como
IpaBCD foram localizados em todos os isolados, assim como os genes IpaH7.8,
set-1A, set-1B, sen/ospD3, virF, e invE (Cruz et al. 2014).

Diante deste cenario buscou-se analisar se estes isolados, que
apresentavam genes relacionados tanto a viruléncia quanto a sintomatologia,
eram capazes de gerar variabilidade na resposta imunolégica em cobaias

infectadas e quais 0s genes mais expressos no momento de invasao celular.

Dentre os isolados avaliados, destacamos o potencial imunogénico da cepa
S.flexneri strain 201, a qual manifestou maior capacidade invasora, maior
letalidade e alteracées morfoldgicas no tecido infectado como hemorragia, intensa
infiltracdo celular e com destruicdo de epitélios bronquiais e alveolares, quando
comparada a cepa de referéncia no estudo (Serra, 2013). Além disso, este isolado
apresentou expressao génica semelhante a cepa de referéncia para os principais

efetores associados ao processo de invasao celular.

Uma vez que ainda ndo se conhece a totalidade dos efetores que sao
secretados por este patdgeno, todo o mecanismo da patogénese de Shigella
continua sendo alvo de novas investigacOes, principalmente através da

abordagem protedmica (Yu et al. 2017).

Neste estudo, propomos a identificacdo de proteinas intra e extracelulares
oriundas da cepa clinica isolada na regido. Acreditamos que a identificacdo do
perfil protedbmico tem o potencial de auxiliar na compreensdo de como as
diferencas genéticas apresentadas pela cepa de estudo refletem no proteoma,

fornecendo bases para futuras pesquisas.
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2. Revisao de Literatura

2.1. Shigella spp.

Shigella spp. € um patégeno bacteriano Gram-negativo, caracterizado como
um bacilo anaerobio facultativo, pertencente a familia das enterobactérias. Esse
género possui diversos sorotipos e sub sorotipos, que estdo divididos entre as
quatro espécies existentes, sendo elas: Shigella boydii, Shigella dysenteriae,
Shigella flexneri e Shigella sonnei (Jennison; Verma, 2004;Marteyn; Gazi;
Sansonetti, 2012). A diferenciacdo das espécies é definida através da variacao do
antigeno-O, que esta presente no lipopolissacarideo (LPS) na membrana celular
bacteriana (Schroeder & Hilbi 2008, Shashkov et al. 2013).

Esse patdégeno entérico foi primeiramente descrito em 1897, por Kiyoshi Shiga,
sendo nomeado como Shigella, em referéncia ao mesmo (Mattock & Blocker
2017). O causador da disenteria bacilar ou shigelose é frequentemente isolado de
pacientes com diarreia, afetando milhares de pessoas todos os anos, incluindo
principalmente criangas menores de cinco anos entre os casos relatados em todo
o mundo (WHO 2014).

Esta bactéria é transmitida pela via fecal-oral, sendo capaz de colonizar o trato
gastrointestinal. Possui uma alta taxa de infeccéo, necessitando apenas de uma
pequena dose infecciosa para desencadear a doenca em humanos, cerca de 10 a
100 bactérias. Além disso, a infeccdo por Shigella provoca mudancas nas
respostas imunologicas do hospedeiro, alta taxa de letalidade e complicacBes

guando associados a outras patologias (Zaidi & Estrada-Garcia 2014).

A distribuicdo geografica deste género, assim como de outros patdgenos
diarreicos, esta associada a mas condi¢des de higiene, auséncia de agua tratada
e saneamento basico. Como exemplo, temos a prevaléncia de isolados de
S.flexneri em paises menos desenvolvidos e de S.sonnei em paises mais

industrializados (Cairncross et al, 2010;Thompson et al, 2015).
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2.2. Epidemiologia

Shigella spp. esta entre os principais patdégenos causadores da diarreia
moderada a grave em criancas menores de cinco anos. Dados de 2005 a 2015
revelam que este género é classificado como o segundo maior causador de
mortes por diarreia, além de ser o terceiro maior responsavel pela morte de
criancas menores de cinco anos. Foram estimadas 63.100 mortes por Shigella
spp. no ano de 2015, em criangas menores de cinco anos, em paises de baixo

desenvolvimento (Anderson et al. 2019; Troeger et al. 2017).

As espécies responsaveis pela maioria das infeccbes sao S.flexneri e
S.sonnei, em paises em desenvolvimento e paises desenvolvidos,
respectivamente. Contudo, h4 o aumento crescente da espécie de S.sonnei em
relacdo a S.flexneri (Figura 1) (Kotloff et al. 2017).

0-0.33
0.34-0.67
0.68-1.00

[ 1.01-2.00

I 2.01-3.00

Bl -3

Figura 1: Propor¢cdo de aumento crescente de S. sonnei em relagdo a S. flexneri em 100
paises entre os anos de 1990 a 2014.

As cores mais escuras indicam a maior proporcdo de S.sonnei, enquanto as cores mais
claras sinalizam a proporcéo da espécie de S.flexneri. As areas na cor cinza indicam que ndo ha

dados publicados para estas informacgtes. Fonte: Thompsom et al, 2015.

J& a espécie de S.boydii € comumente encontrada em regides da Asia e
S.dysenteriae foi responsavel por grandes surtos na década de 60, ndo sendo tdo

comumente isolada (Anderson et al. 2016).
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Durante os anos de 1984 a 2005, foram estimados 0,6 a 107 episodios de
shigelose a cada 1000 pessoas por ano, no entanto esta revisdo se limitou a
paises de baixo a médio Iindice de Desenvolvimento Humano (IDH), n&o
contemplando a Africa Subsaariana (Figura 2). Além disso, a espécie de maior

prevaléncia no estudo foi S. flexneri, com 57% dos isolados (Ram et al. 2008).

® Alta incidéncia (=100 episodios/ 1000 populacio) @ Regides com predominincia de baixo
@ Média incidéncia (=10-100 episédios/ 1000 populagso) o medio IDH
© Baixa incidéncia (<10 episodios/1000 populagio) O Regides com alto IDH

I0H = Indica s Dessnvohvimanto Humano
Figura 2: Incidéncia de Shigelose entre os anos de 1984 a 2005 por regido geogréfica.
Ultimo mapa publicado ilustrando a incidéncia de shigelose, de acordo com o nimero de episodios

a cada 1000 habitantes na populacio avaliada, em paises de baixo indice de Desenvolvimento
Humano. Fonte: Adaptado de Ram, 2008.



21

Os casos de shigelose sao reportados em todo o mundo, no entanto, a maior
incidéncia estd concentrada em paises em desenvolvimento, principalmente na
Asia e Africa (Zaidi & Estrada-Garcia 2014), como demonstrado em um estudo
multicéntrico, realizado entre os anos de 2007 a 2011, que visou a identificacao
dos agentes etiologicos das doencgas diarreicas na populacdo em idade pediatrica
(0 a 59 meses) de quatro regides da Africa e trés da Asia. Neste estudo, Shigella
spp. estava entre 0s principais causadores da diarreia, acometendo principalmente
criancas (de 24 a 59 meses) com o quadro de moderado a grave de disenteria,

num total de 78,4% dos casos para esta categoria (Kotloff et al. 2013).

Livio e colaboradores apontaram que, em dados provenientes desse mesmo
estudo, as espécies mais identificadas foram S. flexneri (65,9%) e S. sonnei
(23,7%), do total de 1130 amostras analisadas (Kotloff et al. 2013, Livio et al.
2014).

Na América Latina, este patdgeno foi detectado em surtos diarreicos, como
na regiao metropolitana do Chile, nos anos de 2005 a 2010, onde Shigella spp. foi
a segunda bactéria mais isolada em amostras provenientes de surtos alimentares,
com total de 20,4% em 2.434 surtos. Este resultado aponta que medidas
higiénicas devem ser adotadas com mais rigor na manipulagéo de alimentos, uma
vez que, tanto agentes bacterianos como virais e parasitarios também foram
identificados (Viller Alerte et al. 2012).

No Peru entre os anos de 2008 a 2011, Shigella spp. estava dentre os
patébgenos associados a diarreia em criancas de 12 a 18 meses, com 6,6% dos
isolados do total de 915 amostras fecais oriundas de criangas que apresentavam
episédios desta infeccdo (Ochoa et al. 2013). Ja na capital Argentina, a incidéncia
de Shigella spp. em areas urbanas contou com 187 casos por ano a cada 100.000
criangas nos anos de 2009 e 2010, com prevaléncia da espécie de S.flexneri
(66,8%), sendo esta incidéncia associada a precarias condicfes sanitarias de
agua e esgoto nesta localidade, o que favorece a contaminag&o por este patégeno
(Rolfo et al. 2012).

A literatura carece de informacdes atualizadas sobre a situagéo

epidemioldgica global sobre os casos de diarreia por Shigella spp. Sabendo dessa
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deficiéncia, o grupo DCDIA realizou o levantamento de dados epidemiologicos
relatados entre os anos de 2012 a 2017 oriundos de 178 paises (Figura 3). As
publicacdes utilizadas no levantamento também incluiam dados de morbidade,
mortalidade, distribuicdo etaria, distribuicdo geografica, distribuicdo temporal e
medidas preventivas especificas do patdgeno e diagnosticos de Shigella (Dados

nao publicados).

Figura 3: Estimativa de casos de shigelose relatados em 178 paises entre os anos de
2012 a 2017.

Fonte: Grupo DCDIA.

2.3. Epidemiologia no Brasil

7

No cenario brasileiro, Shigella spp. também ¢é identificada como um dos
principais patégenos entéricos causadores da diarreia, com prevaléncia das

especies de S.flexneri e S.sonnei(Peirano et al. 2006, Angelini et al. 2009).

Dados recentes do PATH (Program for Appropriate Technology in Health),
disponivel em: <http://www.defeatdd.org/cascading-burden/#11>, mostram que em
2015, a estimativa de mortes causadas por doencas diarreicas, entre criancas

menores de cinco anos, era de 72.000 a cada 100.000 no Brasil e dessas, 51%


http://www.defeatdd.org/cascading-burden/#11
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estavam infectadas com Shigella, quando comparado com Escherichia coli

enterotoxigénica (ETEC), que totalizava 49% das infec¢bes (PATH, 2016).

Em nosso pais, a distribuicdo geografica das espécies mais prevalentes
também esta associada as condi¢cbes basicas de saneamento, mostrando que
regibes mais desenvolvidas nesse aspecto tendem a apresentar a espécie de
S.sonnei em estudos epidemiologicos, como visto no estudo de Souza e
colaboradores (2013), em Belo Horizonte — MG, que identificou S.sonnei
predominando entre os isolados. O objetivo do estudo foi avaliar a prevaléncia
deste patdgeno, assim como a susceptibilidade a antibidticos e a presenca de
fatores de viruléncia. Como resultado, 88,2% dos isolados, de 157 amostras
fecais, foram identificados com a espécie de S.sonnei, seguido por 11,8% de
S.flexneri (Sousa et al., 2013).

De acordo com Peirano e colaboradores (2006), as maiores incidéncias de
shigelose se encontram na regido Sudeste (39%), Nordeste (34%) e Sul (3%) do
Brasil, no entanto, poucos sdo os dados disponiveis na regido Norte do pais
(Peirano et al. 2006).

Orlandi e colaboradores investigaram os principais patégenos associados a
episodios diarreicos, na cidade de Porto Velho — RO entre os anos de 2000 a
2002, e constataram que em 5,1% dos casos de diarreia aguda, do total de 470
criancas com até 72 meses de idade, foi identificado o género de Shigella, sendo o
terceiro patdgeno bacteriano mais encontrado nessas amostras (Orlandi et al.
2006).

No Para, a espécie de S.flexneri também foi prevalente em um estudo
avaliando a resisténcia antimicrobiana em 122 cepas de Shigella isoladas de
pacientes com diarreia em diferentes cidades do estado, entre os anos de 1979 a
2009. Na andlise, foram identificadas mais de 60% sendo da espécie de S.flexneri,
seguido por aproximadamente 33% da espécie de S.sonnei (Bastos & Loureiro
2011).

Rocha e colaboradores também investigaram a presenca deste patégeno

em uma analise microbioldgica do caldo de cana comercializado na cidade de Ji-
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Parana — RO, constatando que 80% das amostras estavam contaminadas com
Shigella spp., demonstrando que apesar desta bactéria ndo ter sido isolada a
partir de amostras fecais, esse alimento pode ser considerado uma fonte de
disseminacéao ao ser ingerido pelo ser humano, uma vez que, este resultado indica

falta de higienizagdo na manipulagéo e preparo desta bebida (Rocha et al. 2016).

Cruz e colaboradores em Manaus — AM identificaram 30 cepas de Shigella
spp. a partir de amostras de fezes de 1.339 criancas com idade de 0 a 10 que
apresentavam sintomas de shigelose em diferentes hospitais da cidade. Neste
estudo, as espécies mais prevalentes foram de S. flexneri e S. sonnei, com 60% e
22,2% dos casos, respectivamente. Além disso, outros patégenos associados a
diarreia também foram encontrados no estudo, o que corrobora com a deficiéncia
do sistema de saneamento basico da cidade, favorecendo a disseminacdo dos

principais agentes etioldgicos da diarreia (Cruz et al. 2014).



25

2.4. Shigelose e sua patogénese

Shigella pode causar sucessivas infecgcbes, ou seja, 0s que sobrevivem a
esta patogenia estdo vulneraveis as consequéncias a longo prazo desta doenca,
visto que o individuo que é acometido por quadros continuos de shigelose sofre
intensos danos intestinais, o0 que resulta na m& absorcao de nutrientes, invasao de
patdgenos indesejados na microbiota intestinal, entre outros danos que

comprometem a integridade tecidual dessa regiao (Teo et al., 2012; PATH, 2016).

A patogénese da Shigella é caracterizada pela invasdo na regido do colon e
do ileo, com disseminagdo para a mucosa epitelial do intestino. Inicialmente a
bactéria atravessa o lumen intestinal e alcanca as células M, que servem como
porta de entrada para a regido da submucosa intestinal, sofrendo o processo de
transcitose. Em seguida, o patégeno entra em contato com células de defesa do
hospedeiro, como os macrofagos e linfécitos B e T, no entanto, a Shigella escapa
desta defesa e chega as células epiteliais, onde ativa seu sistema de secrecéo
proteica para protrusdo e invasdo celular, com disseminacéo do tipo basolateral
entre elas. Esta atividade invasiva vence a barreira natural de defesa das células
epiteliais, que é o muco secretado, chamado de mucina, fazendo com que a
bactéria adentre na mucosa e inicie o processo de infeccdo no hospedeiro
(Jennison & Verma 2004, Sperandio et al. 2013).
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Figura 4. Esquema de invaséo intracelular de Shigella spp.

O processo de invasao celular ocorre pela transcitose bacteriana através das células M, chegando
entdo na submucosa intestinal onde entra em contato com células de defesa do hospedeiro, como
o0s macréfagos residentes. No entanto, esse patdgeno é capaz de escapar do ataque desta célula,
lizando-a e prosseguindo para o contato com as células epiteliais, onde o SST3 é ativado,
promovendo a liberacdo de proteinas efetoras que facilitam a sua entrada célula. Apés esta
entrada, a disseminacao bacteriana ocorre basolateralmente e a infeccao é propagada.

O processo de infeccdo esta dividido em quatro partes principais, que sdo a
adeséao, invasao, replicacao e disseminacdo bacteriana. Tais etapas envolvem a
ativacdo do sistema imunoldgico, como a liberacdo de citocinas no quadro de
inflamacéo, além da liberacdo de proteinas e fatores de viruléncia que contribuem

para o estabelecimento da doenca (Kotloff et al. 2017, Mattock & Blocker 2017).

Apoés a sua instalacéo, esse patdgeno é capaz de causar danos a mucosa
do intestino, levando a uma série de manifesta¢des clinicas como: febre, coélicas
abdominais, diarreia com sangue e muco, desidratacédo e prolapso retal (Pal 2014,
Kotloff et al. 2017). Embora o corpo humano apresente um pH muito baixo no trato
gastrointestinal, a Shigella possui mecanismos de sobrevivéncia em condi¢des

nao ideais, como a capacidade de expressado das proteinas HDEA e HDEB que
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permitem sua resisténcia a um pH fora da sua faixa ideal de crescimento (Marteyn;
Gazi; Sansonetti, 2012).

Outras alteracbes podem ocorrer como modulacdo da resposta do
hospedeiro, como a inibicdo da migracéo células T, alteracéo de vias metabdlicas
e outras condicdes de defesa celular como osmolaridade, temperatura,
disponibilidade de oxigénio e agdo enzimatica (Schroeder; Hilbi, 2008; Konradt et
al., 2011).

2.4.1. Invasao

O fendtipo invasivo da Shigella esta relacionado a presenca de um grande
plasmideo de viruléncia ou plasmideo inv, que apresenta o operon mxi-spa que
codifica o Sistema de Secrecao do Tipo Il (SST3), responsavel pela internalizacéo
bacteriana e injecdo de proteinas efetoras no citoplasma da célula hospedeira
(Jennison & Verma 2004, Killackey et al. 2016). Este aparato apresentado pela
Shigella e também por outras bactérias Gram-negativas é semelhante a uma
estrutura de agulha, que serve como porta de entrada transmembranar de
translocacado proteica e de ancoragem do patdgeno para que se inicie 0 processo
de infeccdo e destruicdo das células do epitélio intestinal do hospedeiro (Kaur et
al. 2016).

Neste processo, Shigella utiliza diversas proteinas que faciltam a sua
entrada e deslocamento na célula hospedeira, uma vez que a mesma €
desprovida de flagelo, ou seja, € imével. Como forma de motilidade, a
polimerizagdo de actina é usada para invasao as células vizinhas, através da
formacdo de estruturas semelhantes a filamentos, tal mecanismo conta com
auxilio de uma proteina de membrana externa, chamada IcsA, que além de
promover o contato bacteriano a célula, também é caracterizada como um fator de
viruléncia e € capaz de interagir com outras proteinas, como a IcsB, que evita a
acdo autofagica deste microrganismo, favorecendo assim a sua disseminacéo
(Brotcke Zumsteg et al., 2014; Agaisse, 2016;Pizarro-Cerda et al., 2016).
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Para a ancoragem deste patégeno as células hospedeiras, sdo liberadas
adesinas, como as proteinas OspE1l / OspE2, que se ligam as células do epitélio
intestinal (Faherty et al. 2012). Ap06s a entrada do patdgeno, o sistema
imunoldgico é ativado, com o recrutamento das células polimorfonucleares (PMN),
além disso, o patdgeno entra em contato com células dendriticas e linfocitos
ativos, o que contribui para desestabilizacdo do epitélio celular, facilitando sua
difusdo para as células adjacentes (Kim et al. 2010, Konradt et al. 2011, Carayol &
Van Nhieu 2013).

2.5. Sistema de Secrecao Proteica

2.5.1. Sistema de Secrecéo do Tipo Il (SST3)

Os microrganismos apresentam diferentes formas de adaptacdo e
mecanismos de ancoragem ao seu hospedeiro para que sua sobrevivéncia seja
garantida. Na busca pela sobrevivéncia, muitos deles secretam substancias que
promovem o0 sucesso do seu estabelecimento em um nicho especifico, como por
exemplo, as bactérias, que sao capazes de secretar diversas proteinas através de
sistemas complexos e que acabam causando danos ao seu hospedeiro (Green,
Erin R.; Mecsas 2016).

Muitas bactérias patogénicas Gram-negativas utilizam o sistema de secrecéo
do tipo Ill (SST3), encontrado em bactérias que infectam o trato gastrointestinal,
para introduzir proteinas, codificadas por genes de viruléncia, em células
eucaridticas (Xingminget al., 2006). As bactérias usam SST3 para translocar
proteinas efetoras através das membranas fosfolipidicas injetando-as no

citoplasma das células hospedeiras (Figura 5) (Mota et al. 2005).

As principais proteinas secretadas por este sistema estéo listadas na tabela

abaixo:
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Tabela 1: Principais efetores envolvidos na patogénese de Shigella spp.

Gene name Funcao Referéncia
Adesina necessaria para o contato (Brotcke Zumsteg et
IcsA .
celular; al. 2014)
IcsB | Impede a ac&o autofagica; | (Ogawa et al. 2005)

Conjunto de proteinas responsaveis
pela invasao celular no hospedeiro;
Reorganizacao do filamento de actina;

IpaA,ipaB,lpaC,ipaD (Ménard et al. 1996)

lpgD participa do processo de formacao de | (Niebuhr et al. 2002)
vesiculas;
Modulador da resposta inflamatéria do .
X . o (Ambrosi et al.
ospB hospedeiro principalmente no estagio
o i - 2015)
inicial de infeccao;
Promove a migracao de células (Zurawski et al.
ospF polimorfonucleadas, inflamacéo e 2006, Arbibe et al.
proliferacéo celular; 2007)
Familia de proteinas envolvida na .
~ . L (Zurawski et al.
ospC modulacao da resposta imunoldgica do
o 2006)
hospedeiro;

Induzem a adesao bacteriana na
membrana celular;
Shiga toxina que inibe a sintese

0oSpE1l e ospE2 (Faherty 2012)

Stx1 : . S (Melton-Celsa 2014)
proteica de células hospedeiras;
Enterotoxinas relacionadas aos (Fasano et al. 1995,
ShET1 e shET 2 sintomas clinicos da shigelose; Faherty et al. 2012)
Desestabiliza a formacao de
VirA microtubulos, favorecendo a motilidade (Yoshida et al. 2006)

baseada em actina;
(Henderson et al.
Pic Atua na clivagem da mucina; 1999, Sperandio et
al. 2013)

Este sistema é composto por cerca de 50 proteinas e é estruturado por trés
divisBes principais, sendo elas: o complexo basal, agulha extracelular e o dominio
de translocon, localizado na ponta do sistema de agulha. Este sistema possui uma
sequéncia sinal na regido N-terminal que pode ser compartiihado em outras
especies bacterianas, como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Yersinia
spp.(Mota et al. 2005, Green, Erin R.; Mecsas 2016).
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Bactéria

e %y Sroteinas sfetoras Célula hospedeira

Figura 5: Representacdo esquemética do Sistema de Secrecdo do Tipo Il (SST3).

O arranjo desse sistema é formado por trés regides principais, que séo: a base, que esta contida
na membrana interna e externa da bactéria, a agulha, que é a estrutura oca cilindrica localizada no
espaco extracelular que permite a passagem de proteinas efetoras e a ponta da agulha, que entra
em contato direto com a célula eucarittica, a fim de que as proteinas sejam entregues a célula
hospedeira.

2.5.1.1. Ativacdo de SST3 através da inducéo por Vermelho Congo

O Vermelho Congo (VC) é uma substancia utilizada em diversas areas, como
na microbiologia, para a diferenciacdo de cepas virulentas, para testes de
hidrofobicidade e ainda como marcador de pH. Este corante possui a capacidade
de mimetizar o contato celular bacteriano ao epitélio gastrointestinal do ser
humano, se tornando uma alternativa experimental para testes de invaséao, adeséao
e contato celular em estudos com as espécies de Shigella (Qadri et al. 1988, Chen
et al. 2014).

Desde a década de oitenta, a literatura tem reportado testes in vitro, com o
uso desta substancia, para a investigagdo de efetores relacionados a patogénese
da Shigella (Sankaran et al. 1989).
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Estudos avaliando a ativagcdo do SST3 tém utilizado o corante Vermelho
Congo, como indutor para a atividade de SST3, mimetizando o contato das
bactérias com células epiteliais (XINGMING et al., 2006).

Este sistema codifica fatores de viruléncia quando € submetido a uma
condicao de temperatura semelhante a temperatura corpérea do ser humano, que
€ por volta de 37°C, porém a secrecado de proteinas efetoras s6 ocorre quando ha
0 contato com células epiteliais ou quando é induzido através de mimetizacao
celular por substancias quimicas como o Vermelho Congo (Parsot 2009, Marteyn
et al. 2012, Mattock & Blocker 2017).

Tal corante, classificado como um azo sulfonado interage com a maquinaria
celular da Shigella através de sua cadeia estrutural hidrofébica na parte central e

seus grupos carregados na extremidade da molécula (Bahrani et al. 1997).

Estudos de investigacdo do processo de adesdo bacteriana ao epitélio
intestinal também tém sido realizados em ensaios in vitro com a exposi¢cdo ao
Vermelho Congo, como o de Faherty e colaboradores (2012), que relatou o
aumento de proteinas relacionadas a adeséo celular de Shigella na presenca de
sais biliares, bem como estudo de Costa e colaboradores (2012) na identificacao

de novos efetores secretados juntamente com chaperonas.

Recentemente, este indutor quimico foi considerado o mais eficiente para
ativacdo e secrecdo de proteinas efetoras, a partir do SST3, em relacdo a outros

compostos, como o Evans Blue (EB), e o Deoxycholate (DOC)(Liu et al. 2017).

2.6. Protebmica

A protedmica esta inserida no conjunto das “émicas”, que é definida como a
ferramenta que permite a andlise da diversidade de moléculas e que, juntamente
com outras tecnologias desenvolvidas, possibilita o estudo de genomas
completos, genes transcritos, proteinas, metabdlitos, entre outros. As “Omicas”
estdo sendo aplicadas nas mais diferentes areas, sendo categorizadas nos
campos da: genbmica, microbiémica, epigenémica, transcriptdmica, metabolémica

e da protedbmica. Todas estas areas estdo relacionadas a compreensao de
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inmeras doencas, principalmente em seus mecanismos, tratamento e diagnéstico
(Hasin et al. 2017).

O campo protebmico, propriamente dito, se baseia, em resumo, na
identificacdo e quantificacdo de peptideos e proteinas, codificados por um
determinado organismo, através do uso de tecnologias e equipamentos
automatizados, desenvolvidos especialmente para este fim. Além disso, € uma
abordagem que se aplica a diversos organismos e ambientes, como por exemplo,
em estudos de interacdes biologicas em comunidades microbianas e estudos
entre a relacdo patdgeno e hospedeiro, além de muitos estudos comparativos
(Wang et al., 2016; Hasin; Seldin; Lusis, 2017).

Esta técnica permite a identificacdo de proteinas totais do organismo de
interesse, sob condi¢cdes apropriadas para o objetivo do estudo e fornece a base
para diferentes aplicagdes, como o desenvolvimento de biomarcadores, novos
alvos terapéuticos, vacinas e caracterizacdo de vias metabolicas. Tais proteinas
podem ser oriundas das mais diversas fontes, como tecidos, plasma, sangue,

saliva, células e moléculas secretadas (Barbosa et al., 2012; Aslam et al., 2017).

Estudos protedmicos demandam tecnologias e softwares especializados, pois
a complexidade dessas moléculas requer técnicas sensiveis e uma analise
minuciosa, uma vez que os dados gerados sdo de alto volume. A geracédo e
analise desses dados podem empregar uma ou mais técnicas, assim como 0 uso
de diferentes softwares e programas e um banco de dados completo para a

inferéncia de proteinas (Nesvizhskii & Aebersold 2005).

A analise do complexo proteico juntamente com as tecnologias de alto
rendimento, também conhecidas como “high-throughput” da acesso a uma
infinidade de informacdes acerca da propriedade, funcdo, estrutura e outras
interacOes biologicas que este complexo pode apresentar, como por exemplo,
modificacdes pos-traducionais, e interagdes do tipo proteina-proteina e proteina-
acido nucléico. Além disso, a estratégia de somar a protedmica a outra “Gmica”,
como a gendmica, tém sido de grande importancia para solucionar a causa de
muitas doencas, além de responder muitos outros questionamentos (Hasin et al.

2017).
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A microbiologia tem sido uma area em crescente exploracdo pela protedbmica,
pois a diversidade organismos, principalmente de patdégenos causadores de
infeccdo, como bactérias, fungos e protozoarios, contribui para a investigacao de
novas aplicacdes biotecnoldgicas, estudos de diferenciacao de espécies, anotacao
de genes baseada no proteoma, alteracbes do proteoma e na morfologia
bacteriana mediante a exposicdo de antibidticos (Armengaud 2013, Kucharova &
Wiker 2014, Paauw et al. 2015, Ma et al. 2017).

2.6.1. Protedbmica Bacteriana

E de conhecimento da comunidade cientifica que a compreensdo de um
proteoma é algo desafiador, como a propria definicdo ja diz, ele consiste na
totalidade de PROTeinas de um genOMA, célula ou tecido, como afirmou Wilkins,
dado que o mesmo néo € estético, podendo variar em sua composi¢do de acordo
com as condic¢des fisiolégicas e ambientais a que é exposto, ou seja, tem um perfil
dindmico. A constante mudanca desse perfil contrasta como conteudo do genoma,
visto que o mesmo se caracteriza como algo pré-determinado, sem grandes
modificacdes. Ademais, o proteoma facilita a comparacdo daquilo que esta
presente no gendtipo com o que se observa no fenétipo, para futuras associacdes
(Wilkins et al. 1996, Doherty & Whitfield 2011).

Diversos estudos tém investigado o papel do proteoma bacteriano frente a
diversos estados fisiolégicos e condicbes de crescimento, principalmente para
bactérias patogénicas, que sdo responsaveis por graves problemas de saude
publica, devido a ocorréncia de doencas infecciosas perigosas para 0S seres
humanos, muitas sendo responsaveis por epidemias e causando até mesmo a

morte (Horvatic et al. 2016).

Dentre as principais bactérias causadoras de infec¢des, podemos destacar
as causadoras da diarreia, como a Shigella spp., Salmonella spp.,Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC) e enterohemorragica (EHEC) (diarreiogénicas) e
Campylobacter spp. No entanto, n&o ha vacinas disponiveis para esses

patogenos, embora diversas pesquisas estejam sendo desenvolvidas, inclusive
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estratégias de vacinas com cepas atenuadas e proteinas potencialmente

imunogénicas contra a Shigella spp. (O’'Ryan et al. 2015).

Para que ocorra o processo de infeccéo, diversas moléculas e proteinas sao
utilizadas nas mais diferentes etapas, dependendo do microrganismo estudado.
Tais proteinas presentes nesse conjunto, que € o proteoma, séo utilizadas como
mecanismos de ataque ao hospedeiro, participando dos processos de invasao,
reconhecimento de receptores, colonizacdo, disseminacdo, escape da resposta
imunologica do hospedeiro e outras interacdes moleculares que facilitem a sua
atividade (Martinez-Martin 2017).

Segundo Becke colaboradores (2011), a compreensao do proteoma deve ser
de forma abrangente, ou seja, na sua totalidade, para que haja uma comparacéo
fidedigna daquilo que se deseja. Devendo levar em consideracdo muitos
pardmetros, para uma completa cobertura do proteoma, como as técnicas
experimentais de preparagdo da amostra e a identificagdo correta no banco de

dados.

A identificacdo do proteoma é baseada no contetdo codificado pelo genoma
e embora este contetdo seja dindmico, pode estar aliado a técnicas genémicas
como método de caracterizacdo microbiana. Além disso, a abordagem protebémica
tem sido visada como uma “nova genbmica’, como forma de caracterizagao

completa de sistemas biolégicos (Cox & Mann 2007, Karlsson et al. 2015).

2.6.1.1. Proteinas extracelulares - Exoproteoma Bacteriano

Diferentes terminologias sdo empregadas quando se refere ao contetdo de
proteinas que séo liberadas pelas bactérias, sejam elas Gram-negativas ou Gram-
positivas, uma vez que, as proteinas secretadas podem ser tanto encontradas no
meio extracelular, quanto na parede bacteriana externa. Portanto, 0 exoproteoma
do conteudo extracelular, se refere somente as proteinas presentes no meio
extracelular, mais especificamente no meio de cultura utilizado no crescimento
bacteriano, ou seja, a producgao proteica encontrada no sobrenadante (Desvaux et
al. 2009, Christie-Oleza & Armengaud 2010).
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Diversos estudos utilizam o conteudo proteico presente no sobrenadante
bacteriano para deteccdo de uma ou mais proteinas em uma ou diferentes fases
de crescimento (Snider et al. 2016). Além disso, estudos comparativos do
proteoma extracelular, além de intracelular, também tém sido empregados na
compreensao de associacdes daquilo que esta presente no genoma com 0S
diferentes fendétipos de viruléncia bacteriano observados (Bonar et al. 2016).

A gama de proteinas secretadas por bactérias patogénicas estdo envolvidas
nas mais diversas fungbes celulares, principalmente na injecdo de fatores de
viruléncia, que sao fatores capazes de destruir a integridade das células
infectadas, afetando assim a sua funcionalidade (Green, Erin R.; Mecsas 2016,
Maffei et al. 2017).

Cabrita e colaboradores (2014) destacam a importancia de que estudos
comparativos de proteinas secretadas por cepas com diferentes perfis de
viruléncia podem auxiliar na identificagdo de novos efetores, assim como novos

alvos potencialmente interessantes, como marcadores de cepas virulentas.

Diferentes metodologias sao aplicadas para a identificacdo dessas proteinas,
incluindo a estratégia de fracionamento direto, que é a centrifugacdo do meio de
cultura bacteriano para isolamento das proteinas presentes na suspensao (Maffei
et al. 2017).

2.7. Proteinas intracelulares

Assim como as proteinas extracelulares, as proteinas intracelulares do
patdgeno também sdo elementares, principalmente no funcionamento do
metabolismo e na estruturacdo de unidades transportadoras, como € o caso das
proteinas presentes no citoplasma, uma vez que as mesmas sao sintetizadas
nesta regido e posteriormente sdo encaminhadas ao ambiente membranar, como
€ 0 caso das OMPs (Outer Membrane Proteins) (Poetsch & Wolters 2008, Wang et
al. 2016).

Tanto o ambiente citoplasmatico como o de membrana interna comportam

proteinas que participam de diferentes processos celulares do patdégeno,
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contribuindo em atividades como: sua adaptacdo ao tecido epitelial do intestino do
hospedeiro, equilibrio do metabolismo bacteriano, participagdo de proteinas
atuantes nas vias de respiracao, fontes de carbono e fermentacdo, e ainda no
estresse celular, transcricdo e mecanismos relacionados a patogenia (Pieper et al.
2013, Liu et al. 2015).

Ademais, tais proteinas exercem interacdes com outras proteinas, tanto do
seu proprio conjunto, como do hospedeiro, propiciando a sobrevivéncia do
patdgeno em decorréncia dos ataques de respostas imunolégicas (Suh et al.
2014).

A identificacdo destas é feita através da lise bacteriana, ou seja, apenas o
sedimento bacteriano € analisado, assim, o conteudo proteico a ser detectado
pode estar presente tanto no conteudo citoplasmatico, como nas membranas

celulares (Wang et al. 2016).

2.8. Ferramentas Protedmicas

As tecnologias desenvolvidas para a separacdo e identificacdo de proteinas
estdo cada vez mais evoluindo, com técnicas que vao da separacdo de proteinas
por SDS —PAGE, que é baseada em eletroforese de gel de poliacrilamida (PAGE)
com uso do detergente de SDS (Sodium Dodecyl Sulfate),de uma ou duas
dimensbes (1D e 2D) ao método “gel-free”, com o uso da cromatografia até a
analise pela técnica de Espectrometria de Massas (MS), que € uma técnica que
tem sido aprimorada desde o final da década de 80 com aplicacao na identificacédo
de misturas mais complexas, incluindo as proteinas (VerBerkmoes et al. 2004,
Barbosa et al. 2012).

A digestdo de proteinas em peptideos para posterior andlise em
Espectrometria de Massas é classificada com uma abordagem “bottom-up”, ou
seja, a partir da andalise de fragmentos de uma amostra complexa de proteinas
(VerBerkmoes et al. 2004). Esta técnica é amplamente utilizada, sendo uma das

mais comuns para a identificacdo de proteinas (Arséne-Ploetze et al. 2015).
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Em resumo, alguns passos sdo nhecessérios para que as metodologias
protebmicas sejam empregadas, como a obtencdo das proteinas da amostra de
interesse, a separacao do conglomerado proteico, o fracionamento das proteinas
em peptideos, a ionizacdo e identificacdo associada a analise bioinformatica
(Barbosa et al. 2012).

Em todos esses processos, algumas caracteristicas sdo primordiais para que a
identificacdo seja precisa, sendo elas a reprodutibilidade, disponibilidade de
sequéncias depositadas nos bancos de dados, sensibilidade, acuracia e alta

resolucao dos equipamentos (Wang et al. 2016b, Aslam et al. 2017).

2.8.1. Eletroforese Unidimensional e Espectrometria de Massas

A abordagem de separacdo de proteinas utilizando gel de poliacrilamida
unidimensional tem sido reportada na literatura por diversos estudos, tendo como
vantagem sua simplicidade em relagdo ao gel bidimensional, uma vez que esta
abordagem néo necessita de focalizacdo isoelétrica, e seu objetivo principal é a
separacao baseada na massa molecular. Embora a técnica possua limitacées, seu
uso pode ser acoplado a técnicas cromatograficas, permitindo uma maior
resolucao (Poetsch & Wolters 2008, Barbosa et al. 2012).

A separacdo de proteinas através da eletroforese seguida pela identificacéo
de Espectrometria de Massa acoplada a Cromatografia Liquida (LC-MS), que
também pode ser definida como “sort-then-break” (Karlsson et al. 2015). Essa
estratégia facilita o uso de espectrémetros de massa que utilizem a lonizacao por
Eletrospray (ESI) (Figura 6), pois essa fonte de ionizacdo atinge peptideos
envoltos em solugbes liquidas que sdo dispersas semelhante a um spray,
formando aerossois até que a solucdo seja totalmente evaporada e entdo seja
feita a analise pela MS dos ions carregados (Banerjee & Mazumdar 2012,
Intelicato-Young & Fox 2013).
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Figura 6: Representagao esquematica do Sistema de lonizagéo por Electrospray (ESI).

Este sistema é baseado na ionizagcao de moléculas em solucdo,que ao entrar em contato com uma
fonte de energia ionizavel, promove a evaporag¢do de tal solugdo, provocando a formagdo de
goticulas semelhante a um spray. Conforme a dispersédo da solucdo ocorre, somente os analitos
ionizados serdo captados e detectados para posterior identificacdo. Fonte: Adaptado de Banerjee
(2012).

7

Este tipo de ionizagcdo é considerado suave, uma vez que gera pouca
fragmentacdo dos analitos, que sdo as particulas alvos da ionizagdo. Apds a
ionizacdo, os fragmentados sdo detectados e analisados de acordo com sua

relacdo de massa/carga (m/z) (Aebersold, Ruedi; Goodlett 2001).

Os ions gerados a partir dessa fragmentacao inicial, denominados como ions
precursores, podem ser analisados novamente, ou seja, gerando uma analise de
MS sucessiva, mais conhecido como a abordagem MS/MS (Espectrometria de
massa em tandem). A analise da massa € o passo fundamental para a deteccdo

dos ions com diferentes tipos de massas e cargas (Banerjee & Mazumdar 2012).

Para a andlise em tandem, diversos analisadores podem ser empregados,
como o tipo Quadrupolo com Tempo de Voo (Q-TOF)(Bodnar et al. 2003, Ho et al.
2003). Este tipo de analisador, oferece uma boa resolucdo, uma acuracia na
ordem de 2 a 5 ppm e uma rapida velocidade de escaneamento, além do aumento
da sua eficiéncia em analises em tandem (Gouveia et al. 2014, Karlsson et al.
2015).

A alta sensibilidade e especificidade da técnica de MS promovem a
deteccdo de analitos com diferentes pesos moleculares, além de dispensar o uso
de matrizes, esta técnica permite a identificacdo de diferentes moléculas, que
podem ser oriundas de amostras bioldgicas, como proteinas e peptideos, em

guantidades minimas (Ho et al. 2003, Gouveia et al. 2014).
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Em sintese, o fluxo de atividades em metodologias protebmicas que
empregam o uso de gel e a espectrometria de massas para a identificacdo de
proteinas esta dividido em algumas em etapas principais (Figura 7), como a
extracdo de proteinas da amostra de interesse, separacdo por eletroforese
unidimensional em SDS-PAGE, excisdo e digestdo de bandas de proteinas,
seguindo para a identificacdo de peptideos por Espectrometria de Massas, que
pode ser acoplada a Cromatografia Liquida e, por fim, a analise de dados obtidos
(Arséne-Ploetze et al. 2015).

EXTRACAO
DE
PROTEINAS
AMOSTRA ELETROFORESE
1D \_¢
ANALISE DE A
DIGESTAO
DADOS PROTEICA

ESPECTROMETRIA
DEMASSAS

Figura 7: Fluxo de trabalho empregado em técnicas protedmicas.

Para a identificacdo de proteinas que utilizam a metodologia baseada em SDS-PAGE de uma
dimenséao é necessario inicialmente a sele¢cdo da amostra de interesse, seja ela de origem vegetal,
animal ou bacteriana, a escolha do protocolo de extrac@o de proteina mais eficiente para posterior
separacado proteica em eletroforese 1D e em seguida fragmentagdo das proteinas em peptideos
para sua detecc¢do através da MS e por fim a obtencéo e analise de dados.
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3. Justificativa

A doenca causada pela Shigella ainda € um grave problema de salde
publica, levando a 6bito milhBes de pessoas, principalmente criancas em paises
em desenvolvimento, onde as condigcbes de saneamento basico e de acesso a
salde sdo precarias, tornando-se preocupante os casos de recorréncia dessa

infeccéo.

Embora hajam esforgos das organizagées sem fins lucrativos no combate a
esta doenca, bem como estudos visando o desenvolvimento de vacinas e
melhoramento dos diagndsticos, as complicacdes geradas por esta patologia tem
causado danos em longo prazo devido aos constantes quadros de shigelose,
prejudicando até mesmo o desenvolvimento e a capacidade de aprendizagem das
criangas, que sao as mais afetadas.

Diante deste cenario se faz necessario compreender a patogénese da
shigelose nos seus mais diferentes aspectos, com destague para a identificacédo
de proteinas efetoras, que € um dos principais mecanismos ativados por esta
bactéria para seu estabelecimento no hospedeiro. Dessa forma, a abordagem
protedmica permite explorar as proteinas oriundas de cepas circulantes, trazendo

luz aos estudos, uma vez que ndo ha vacina efetiva contra a shigelose.
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4. Objetivos

4.1.0bjetivo Geral

Identificar o perfil de proteinas extra e intracelulares relacionadas a viruléncia

da cepa clinica de Shigella flexneri strain 201.

4.2.0bjetivos Especificos

1 Obter os perfis de crescimento da cepa clinica e de referéncia de Shigella

flexnerti;

1 ldentificar as proteinas extracelulares e intracelulares em cepas expostas e

nao expostas ao Vermelho Congo;

1 Analisar as proteinas diferenciais entre as cepas;

7 Mapear potenciais rotas metabdlicas utilizadas pela cepa clinica no

processo de patogenicidade;
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5. Material e Métodos

5.1. Fluxograma de trabalho

O etapas do projeto (Figura 8) mostra as principais atividades executadas na
pesquisa, as quais sdo: Cultivo bacteriano, extracdo de proteinas, seguido da
digestao triptica e obtencdo de dados do material submetido a Espectrometria de
Massas e andlise de dados, que permite as comparacdes protedmicas entre as

cepas e condi¢des de crescimento.

Analise de dados

Figura 8: Principais atividades do projeto.

As etapas incluem a fase de cultivo bacteriano, extracdo de proteinas, digestao triptica, submisséo
de amostras a espectrometria de massas e analise de dados.

5.2. Reativacdo das cepas e condi¢des de crescimento bacteriano

No estudo, foram utilizadas duas cepas Shigella flexneri, sendo uma cepa
clinica com alta capacidade invasiva, isolada e caracterizada em estudos
anteriores e, denominada como Shigella flexneri strain 201 (Serra 2013, Cruz et al.
2014, Dantas 2016, Vergosa, 2018), e a cepa de padrao Shigella flexneri 5a M9O0T,

utilizada como referéncia em diversos estudos com esta espécie.
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Tabela 2: Caracteristicas da cepa clinica em estudo.

Local e
Idade  Sexo data da Sintomas Co-infeccéo
coleta

Consumo de
agua

Pronto
. Socorro da
Shlgellq 3 Crianca -
flexneri M
str.201 meses Zona Sul
’ (30/10/200

7

Diarreia, Shigella
febre e como Unico Poco artesiano
desidratacdo. agente

As cepas armazenadas em glicerol 60% foram reativadas em tubos com 3
mL de caldo Luria-Bertani (LB) ajustado ao pH de 7,0 sob agitacdo constante a
37°C pelo periodo de 24 horas. Apds o crescimento, a Densidade Optica (D.O) foi
mensurada através da leitura em espectrofotbmetro (Biochrom), com leitura na

faixa de 600 nm de absorbancia.

Em seguida, cada inéculo foi transferido para 50 ml de meio de cultura LB
com e sem adicdo do mimetizador quimico de Vermelho congo para a realizacao

da curva de crescimento bacteriano.

5.3. Curva de crescimento bacteriano

Tanto a cepa de referéncia Shigella flexneri 5a M90T como a cepa clinica S.
flexneri str.201 foram cultivadas com e sem a presenca de VC. O preparo do meio

VC foi feito a uma concentracéo final de 0,01% do indutor quimico.

A curva de crescimento bacteriano foi realizada com duas replicatas

biolégicas e em triplicata técnica.

O inéculo de 1,5x10° de cultura bacteriana foi distribuido em Erlenmeyers
contendo caldo LB e caldo VC, cada um com 50 ml de cultura, sendo mantidos
sob as mesmas condi¢gdes de reativacao bacteriana, com excec¢ao do tempo (h). A
seguir a D.Ogoonm fOoi mensurada em intervalos de 1h até que a fase de declinio

tenha sido alcangada.
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Para a escolha do ponto de coleta na fase logaritmica, para extracdo de
proteinas, o grafico obtido com as fases de laténcia, exponencial, estacionaria e

declinio foram analisados.

5.4. Extracéo Proteica — Ambiente extracelular

Ap0s a definicdo das fases de laténcia, exponencial, estacionaria e declinio,
as cepas foram cultivadas sob as mesmas condi¢bes realizadas na curva de

crescimento até a sua fase exponencial.

Apébs o crescimento, o cultivo bacteriano de 50 mL, apenas da cepa clinica de
S.flexneri str.201, foi centrifugado a 3000 xg por 10 minutos a 20°C, logo apdés, o
sobrenadante da cultura foi coletado e filtrado em membrana de 0,22 um de

porosidade (Millipore) para retencao das células bacterianas.

5.5. Extrag&o Proteica — Ambiente intracelular

Para a extracdo intracelular de proteinas, a cepa de referéncia Shigella
flexneri 5a M90T e a cepa clinica de S.flexneri str.201 foram cultivadas sob as
mesmas condicdes ja citadas e em seguida foram centrifugadas a 2727 xg, a 4°C,
por 30 minutos. A seguir o sedimento formado foi ressuspendido em 3 mL de
tampéao Tris-HCl 50mM com pH 7,5, centrifugado novamente a 2727 xg, a 4°C por
15 minutos.

Apoés a lavagem, as células foram ressuspendidas com 1mL de tampao de
lise (7M ureia, 2M tioureia e 4% CHAPS, 50 mM DTT) e 1 mM de inibidor de
serino e cisteino proteases — FTPMSF(phenyl methane sulfonyl fluoride).

Para a lise celular, as amostras foram sonicadas em banho de gelo durante
trés ciclos de 30 segundos, com intervalos de 30 segundos entre cada ciclo.

Seguido da lise, as amostras foram incubadas durante 30 minutos no gelo e
em seguida, centrifugadas por 30 minutos a 14462 xg, a 4°C.

O sobrenadante obtido foi distribuido em volumes de 100uL em microtubos

de 1,5mL, com adicdo de 5V de solugéo gelada de metanol.
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Posteriormente, os tubos foram agitados em vértex durante 30 segundos e
centrifugados por 15 minutos, a 14462 xg, a 4°C, e em seguida o sobrenadante foi
descartado.

O sedimento formado foi ressuspenso com 1mL de metanol e
centrifugado novamente por 15 minutos, a 14462 xg, a 4°C.

A lavagem com metanol devera ser feita por 2 vezes e por fim, o sedimento
final foi seco a temperatura ambiente, sendo armazenado a -20°C até a hora do

uso.

5.6. Precipitacdo e dosagem de proteinas

A precipitacdo de proteinas extraidas do ambiente extracelular seguira o
protocolo de Acido Tricloroacético (TCA) (Sanchez 2001).

Para este protocolo, 1 volume (1V) da solucdo de TCA foi adicionado a 4
volumes (4V) de amostra de proteina e em seguida,foi incubado a 4°C por 10
minutos. Apds a incubacao, a mistura foi centrifugada a 14462 xg por 5 minutos e
0 sobrenadante descartado, apenas permanecendo um sedimento de aspecto
esbranquigado.

Apos a formacdo do sedimento, o mesmo foi ressuspendido com 200ul de
acetona fria e em seguida centrifugado a 14462 xg por 5 minutos, com repeticao

deste passo por mais uma vez, totalizando duas ressuspensdes com acetona.

Logo apos a ressuspensao, o excesso de acetona foi removido e o microtubo
contendo o sedimento, incubado em bloco térmico a 95°C de 5 a 10 minutos para

gue haja a evaporacao da acetona.

Sucessivamente, a dosagem de proteinas tanto extra como intracelulares,
para posterior analise em gel SDS-PAGE 1D foi realizada por meio do kit de
quantificacdo 2-D Quant Kit (GE Healthcare), de acordo com as instru¢bes do

fabricante.
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5.7.Andlise eletroforética unidimensional

Para analise da qualidade do perfil eletroforético das proteinas extraidas,
procedeu-se a eletroforese de uma dimensdo, o SDS (Dodecil sulfato de sédio)—

PAGE (Polyacrylamide gel electrophoresis).

A massa de proteinas, previamente quantificada, foi solubilizada em 100pL
de Tampéo desnaturante (0,2 M de Tris-HCI, pH 6.8 a 4% (v/v); SDS/a 4% (v/v) B-
Mercaptoetanol a 20% (v/v); glicerol a 0,1% (p/v) e azul de bromofenol), e a seguir,

a solucao foi incubada a 100°C em banho de 4gua por 5 minutos.

Apés esta etapa, as concentracdes de 5, 10 e 15ug de proteinas de cada
amostra foram aplicadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE a 12%), embebido
em tampao Tris-Glicina 1x com pH 8.3 (0,025 M de Tris; 0,192 Mde Glicina e SDS
a 0,1%) com voltagem elétrica de tensdo maxima de 500V a uma corrente elétrica
de 25 mA no inicio do experimento, para empacotamento das amostras e
posteriormente a 50mA, para separacdo das proteinas no gel separador. O
equipamento utilizado foi o Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad).

Apés a corrida de eletroforese, as proteinas foram fixadas no gel por 30
minutos em solucao fixadora (10% (v/v) de &cido acético; 40% (v/v) de metanol),
seguido de coloracdo com azul de Comassie R-250 overnight e descorado com

solucéo descorante (etanol 25% e acido acético 8%) e agua deionizada.
A sequir, o gel foi digitalizado utilizando o programa LabScam 5.0.

A partir da obtengéo do perfil unidimensional de cada condi¢éo, as faixas de
proteinas foram selecionadas, atentando-se para isolar faixas com proteinas
abundantes das demais. Ap0s a selecdo dessas faixas, as proteinas foram

excisadas do gel e submetidas aos protocolos de digestéo in gel.

5.8.Protedlise in gel e para submisséo a ESI-LC-MS / MS

Apoés a analise eletroforética de proteinas, as bandas foram excisadas, para

protedlise in gel conforme o protocolo de Shevchenko e colaboradores 1996,
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(modificado), que consiste na excisdo das bandas de proteinas em pedacgos de
aproximadamente 1 mm, que foram descoradas com 0,5mL da solucéo 1 (destain)
e incubadas por 1h a temperatura ambiente, com repeticdo deste passo por mais

2 vezes (totalizando 3 horas, trocando a solucédo de descorante em cada passo).

Apés o descarte da solucdo descorante, as bandas de gel foram
desidratadas com adicédo de 200 pL de acetonitrila (100%) por 5 minutos e em
seguida a solucéo foi removida para repeticdo deste passo. Apoés a remocao da
acetonitrila, os residuos da mesma foram evaporados. Apds este passo, a
amostras foram submetidas a reducao proteica com a adicao de 30 pL da solucdo
de Ditiotreitol (DTT) a 10 mM com incubacdo por 30 minutos a temperatura
ambiente. Passado o periodo de incubacédo, a solucdo de DTT foi removida e em
seguida, as amostras foram submetidas a alquilacdo com adicdo de 30 pL da
solucdo de lodoacetamida (IAA) a 50 mM com incubag¢do por 30 minutos a

temperatura ambiente na auséncia de luz.

A seguir, a solucao de IAA foi removida e posteriormente foi feita a lavagem
das bandas de gel com adi¢cdo de 100 pL de bicarbonato de aménio 100 mM em
cada amostra por 10 minutos, seguido da remocéo desta solucdo. Novamente as
amostras foram submetidas a etapa de desidratacdo, adicionando 200 uL de
acetonitrila (100%) com incubacgdo por 5 minutos a temperatura ambiente e em
seguida removendo a acetonitrila. Posteriormente, realizou-se a reidratacdo das
bandas de gel com adicdo de 200 pL de bicarbonato de aménio 100 mM por 10
minutos e em seguida removeu-se esta solucdo para que a etapa de desidratacéo
fosse repetida por mais duas vezes.

Ao final das etapas de desidratacdo, removeu-se completamente a

acetonitrila por evaporacdo para que a tripsinizacdo das proteinas fosse realizada.

Para a digestdo de proteinas em peptideos, foi adicionada de 30-50 pL da
solucéo de tripsina, na concentracéo final de 20 ng/uL, com incubacao da solucéo
por 30 minutos em banho de gelo. Apés a incubacdo, procedeu-se a um spin
rapido seguido pela remocéo do excesso de solucao de tripsina. Apés esta etapa,

adicionou-se de 5 a 20 pL de bicarbonato de aménio 50 mM,ou seja, uma
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qguantidade suficiente para cobrir a banda de gel, deixando a solugcdo a 37°C,

overnight.

Para a extracdo peptidica foi adicionado 10 pL da solucdo 1 de extracao
(acido férmico 5%)nas amostras de banda de gel, com incubacao por 10 minutos a
temperatura ambiente, seguido de um spin rapido e transferéncia da solucéo

sobrenadante para outro tubo previamente separado.

Dando continuidade a extracdo peptidica, adicionou-se 12 pL da solugéo 2
de extracdo (acido férmico 5% em acetonitrila 50%) nas amostras de bandas de
gel, com incubacao por 10 minutos a temperatura ambiente, seguido de um spin
rapido e transferéncia do sobrenadante para o tubo que fora previamente
separado (ja contendo o extrato do passo anterior). O passo foi repetido e a
amostra coletada foi evaporada até conter aproximadamente 1 puL de solucéo e

entdo foi armazenada a -20°C, até o momento de andlise no equipamento.

Para a andlise em MS, as amostras foram recuperadas com 10 pL de acido
férmico 0,1% e aplicadas em vials, no qual uma aliquota de 2,5 puL da mistura de
peptideos foi separada em uma coluna cromatografica de Carbono 18 (C18)
(75um x 100 mm) Reversed-Phase Ultra Performance Liquid Chromatography
(RP-nano UPLC) (nanoAcquity, WATERS) acoplado a um espectrometro de
massas modelo Q-TOF Ultima (WATERS Micromass) com fonte de ionizacao
nano-electrospray a uma taxa de fluxo de 0,6uL/min. O gradiente utilizado foi de
2% a 90% de acetonitrila em 0,1% de &cido formico com tempo de corrida de 20
min. O instrumento foi operado no modo top three, onde um espectro de MS é
adquirido seguido por fragmentacdo MS/MS dos 3 primeiros picos mais intensos.

Os espectros obtidos foram processados utilizando o software
MascotDistiller 2.2.1.0, 2008 Matrix Science (MassLynx V4.1) e comparados com
0 banco de dados de Shigella spp. (UNIPROT). Para as buscas, o software foi
programado utilizando como modificacdes fixas a carbamidometilacdo, como
modificacdo varidvel a oxidagdo da metionina, permissao de até uma clivagem de

tripsina perdida e uma tolerancia de 0,1 Da para precursor de fragmentos e ions.
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Todas essas analises foram realizadas no Laborat6rio de Espectrometria de
Massas e Workstation localizada no Laboratorio Nacional de Biociéncias — LNBio
(Campinas - SP), no Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais
(CNPEM), sob coordenacéo da Dra. Adriana Franco Paes Lemes, com supervisao

da Dra. Bianca Alves Pauletti e MSc. Roménia Ramos Domingues.
5.9. Andlises de bioinformatica

5.9.1 Localizacgao celular

Para a predicao da localizacdo celular das proteinas, foi utilizado o banco de
dados do UNIPROT juntamente com o auxilio do software Protein Subcellular
Localization Prediction Tool -PSORTdb na verséo 3.0.2 (Yu et al. 2010), a partir do

formato FASTA das proteinas identificadas.

Os critérios utilizados no software foram o tipo de organismo: Bactéria e a
coloragdo de GRAM: Negativa.

As categorias inferidas se dividem em: citoplasma, membrana citoplasmatica,
membrana extracelular, periplasma, extracelular e proteinas nao localizadas.
Embora categorizadas, muitas proteinas estdo presentes em mais de um
ambiente celular, segundo a predicdo realizada. O parametro utilizado para
categorizacao das proteinas foi o de maior porcentagem do local de predicao.

5.9.2 Diagramas de comparacao

Com o objetivo de conhecer tanto as diferencas quanto as semelhancas dos
conjuntos de proteinas identificadas, realizou-se andlise de dados através da

construcdo de diagramas de Venn.

Os diagramas de Venn tém sido amplamente utilizados para comparacao de

grandes volumes de dados, como genes e proteinas. E possivel encontrar
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programas gratuitos que disponibilizam esta andlise de dados, como o

InteractiVenn, disponivel em <http://www.interactivenn.net/>(Heberle et al. 2015).

Esta ferramenta permite a comparacéao de dados em uma interface acessivel
e dindmica, seu uso facilitou a exploracdo de dados comparativos em ambas as
condicbes a exploragdo de dados comparativos em ambas as condi¢cbes
experimentais, sob inducdo e nao inducdo de Vermelho Congo, assim como a

comparacao de proteinas entre as cepas estudadas.

5.9.3 Redes bioldgicas

Além de dados essenciais como a localizagdo, funcdo e comparacdes do
perfil de proteinas, o estudo das suas interacdes biolégicas € capaz de prever uma
conexdo abrangente de como estas interagem, além de facilitar o rastreio de

potenciais alvos terapéuticos (Naz et al. 2015).

As interacdes estabelecidas podem auxiliar na predicao de vias metabdlicas
vias regulatérias, mapear proteinas virulentas, dentre outras relagdes. Além da
interacdo, a integracdo de dados como funcéo, estrutura tridimensional e
publicacdes relacionadas a estas redes compdem um arsenal de recursos que

funcionais a cerca dessa rede bioldgica (Szklarczyk et al. 2011).

A predicdo de interacdo entre as proteinas foi feita através da ferramenta
computacional Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes (STRING),
disponivel em <https://string-db.org/>. Este recurso apresenta uma interface
interativa e de facil manuseio, além de estar integrado a fontes de dados como o
UniProt, Protein Data Base (PDB), Kyoto Encyclopedia of Gene and Genomes
(KEGG), SwissModel, RefSeq e Ensembl oferecendo assim uma analise mais

completa de associacao funcional e biologica (Szklarczyk et al. 2011).

As proteinas identificadas neste trabalho foram comparadas ao banco de
dados de Escherichia coli dentro da propria ferramenta, pois este organismo
possui seu genoma e proteoma mais explorado na atualidade, além de maiores
informacdes disponiveis, oferecendo assim um maior nimero de interacdes

potenciais devido a sua semelhanca a espécie de S.flexneri.


http://www.interactivenn.net/
https://string-db.org/
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5.9.4 Classificacdo biologica

A classificacdo de proteinas identificadas requer analises de grandes fluxos
de dados, necessitando de ferramentas de alto rendimento, como o Panther Data
Base Classification System (Phanter DB), disponivel em

<http://www.pantherdb.org/>.

Esta ferramenta conduz a classificacdo de familias e subfamilias a partir de
modelos estatisticos e anotacdo de sequéncias para que as funcdes moleculares
e processos biolégicos sejam definidos (Thomas et al. 2003). O software estd em
constante atualizacdo e conta com o depodsito de 131 genomas completos, no
entanto, ndo ha sequéncias referentes ao género de Shigella, deste modo, as
andlises foram preditas através do banco de dados de Escherichia coli (Mi et al.
2019).

5.9.5 Predicéo de proteinas patogénicas

Identificar a porcdo de proteinas patogénicas em um determinado
microrganismo tem sido relevante, principalmente para aprofundar o0s
conhecimentos quanto a sua patogénese, além de contribuir para a caracterizacao
deste microrganismo. Apesar desta relevancia, estimar o nimero dessas proteinas
ainda € um desafio, uma vez que, nem todas as proteinas identificadas estao
anotadas ou tem sua funcdo completa descrita nos bancos de dados (Gupta et al.
2014, Karlsson et al. 2015, Shahbaaz et al. 2016).

A abordagem para a identificacdo desta classe de proteinas é baseada na
bioinformética, através de programas e softwares que possibilitam esta tarefa. Um
exemplo é o software Predict Pathogenic Proteins in Metagenomic Datasets
(MP3), que além de oferecer alta sensibilidade e especificidade, tem precisao e
rapidez na analise de dados, além de estar disponivel para uso publico (Gupta et
al. 2014).


http://www.pantherdb.org/
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A validacdo do desempenho desta ferramenta foi testada com proteinas
oriundas de diferentes microrganismos, incluindo Shigella flexneri. Para o presente
estudo,esta ferramenta foi utilizada para estimar a quantidade de proteinas
patogénicas presentes tanto na cepa de referéncia, como na cepa clinica de

S flexneri.

Ambas as condi¢cdes de inducédo e ndo inducdes foram submetidas a esta
avaliacdo, com o0s seguintes parametros selecionados: threshold score: -0,2, que
configura uma sensibilidade de 82,53 %, especificidade de 86,97 % e precisao de
86,02 %.

6. Resultados e Discussao

6.1.Shigella flexneri str.201 apresenta crescimento similar em meios LB e
VC.

A figura 9 apresenta o perfil de crescimento bacteriano para a cepa de
referéncia M90T) como para a cepa clinica str.201. As fases de crescimento
bacteriano foram definidas até periodo de 35 horas, onde ja era observado um
periodo de fase de declinio constante nas cepas, com destague para a cepa
clinica, que apresentou taxa significativa (p-valor: 0.0052) de declinio na presenca

do mimetizador celular VC em relacéo a auséncia do mesmao.
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Figura 9: Shigella flexneri cepa str.201 apresenta crescimento similar em meios LB e VC.

Curva de crescimento bacteriano: (A) A cepa clinica e a (B) cepa de referéncia foram monitoradas
durante 35 horas para determinacdo das fases de crescimento exponencial, estacionario e
declinio, ambas sob inducdo e ndo inducdo de Vermelho Congo.

A cultura crescida até 10h foi coletada e submetida aos procedimentos de
extracdo proteica, visto que representava a fase exponencial do crescimento,
antes da bactéria iniciar a fase de desaceleracdo do crescimento para entrar na
fase estacionaria. Os experimentos foram realizados em replicata bioldgica e

triplicata técnica.

A fase exponencial é caracterizada pela populagéo celular definida em um
estado fisiologico e pode ser facilmente reproduzida em condicées laboratoriais. E
uma fase utilizada em estudos de fisiologia e bioquimica de microrganismos, além

de pesquisas relacionadas a susceptibilidade e patogénese (Barer 2014).
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6.2.Perfil protebmico da cepa clinica e da cepa selvagem por analise

eletroforética em 1-D.

Apoés o protocolo de extracdo, as proteinas intracelulares e extracelulares

foram precipitadas e submetidas a dosagem (Tabela 3).

Tabela 3: Dosagem de proteinas intracelulares e extracelulares das cepas utilizadas no

estudo.

Quantificacao de proteinas em ug/uL.

Proteinas intracelulares (ug/ulL)

Cepas
S.flexneri str.201 |
S.flexneri 5a MOOT

Cepa |
S.flexneri str.201

Meio LB Meio VC
24,7 | 3,19
23,65 2,86

Proteinas extracelulares (ug/uL)
Meio LB | Meio VC
25,11 3

Para a analise eletroforética, foram aplicados 10 ug do extrato extracelular

e 5 ug do extrato intracelular. Identificou-se a presenca de proteinas em ambas as

condicBes, mesmo o perfil de proteinas intracelulares e extracelulares sob inducdo

de Vermelho Congo apresentando menor concentracdo de extrato protéico.

Ao total, 13 e 9 pares de bandas das condi¢cdes de LB e VC da fragéo
extracelular, respectivamente, foram excisados e digeridos para andlise em MS
(figura 10). Para a frac&o intracelular da cepa clinica, foram excisados 13 pares de
ambas as condic¢des (figura 11) e para a cepa de referéncia foram excisado 12

pares para condi¢céo de LB e 13 para condi¢ao de VC (figura 12).
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Figura 10: Faixas selecionadas para excisdo de bandas de proteinas extracelulares da cepa
clinica de Shigella flexneri str.201 em gel unidimensional.

13 faixas de bandas de proteinas de interesse foram selecionadas para a cepa em meio LB e 9
faixas de bandas de proteinas de interesse foram selecionadas para a cepa induzida com VC.M:
Marcador, LB: meio LUria-Bertani, VC: meio Vermelho Congo.
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Figura 11: Faixas selecionadas para excisdo de bandas de proteinas intracelulares da cepa
clinica de Shigella flexneri str.201 em gel unidimensional, com suas triplicatas.

Ao total, 13 pares de bandas das condi¢cdes LB e VC dos extratos proteicos intracelulares foram
excisados.

Figura 12: Faixas selecionadas para excisdo de bandas de proteinas intracelulares da cepa
referéncia de Shigella flexneri 5a M90T em gel unidimensional, com suas triplicatas.

Ao total, 12 e 13 pares de bandas das condi¢c8es LB e VC, respectivamente, dos extratos protéicos
intracelulares foram excisados.
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6.3. Andlise ESI-LC-MS / MS

6.3.1 Anotacdo e identificacdo de proteinas da cepa clinica e de

referéncia.

A partir da extracdo e digestdo das bandas selecionadas, procedeu-se as
andlises por espectrometria de massas e os resultados foram processados e
anotados, conforme descrito em Material e Métodos (item 5.8). A anotacdo das
proteinas identificadas foi feita por meio da submissédo das sequéncias peptidicas
ao banco de dados de Shigella spp. UNIPROT (database, 297073 sequéncias,
85153106 residuos), no entanto, muitas das proteinas obtidas no estudo foram
identificadas como proteinas desconhecidas ou hipotéticas.

A partir desta anotacdao, foi possivel identificar o total de proteinas obtidas na
fracdo extracelular e intracelular, excluindo da analise proteinas com identificacdes
repetidas (tabela 4). Para avaliar as proteinas comuns entre as condi¢fes, utilizou-

se a ferramenta InteractiVenn, como descrito no item 5.9.2 do material e métodos.

O extrato proteico extracelular da cepa de referéncia néo foi realizado no
presente estudo, devido a limitacbes da quantidade de amostras contempladas
pela proposta submetida a plataforma do LNBIO. No entanto, uma nova proposta

encontra-se sob andlise de aprovacéo para o préximo ano.
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Tabela 4: Total de proteinas identificadas no extrato extracelular e intracelular.

Fracao extracelular

Cepas Total de proteinas Total de proteinas Proteinas comuns
em meio LB em meio com entre as
indutor VC condicbes
S. flexneri str.201 | 54 | 37 19

S. flexneri 5a M90OT

Nao realizado

Nao realizado

N&ao realizado

Fracao intracelular
Cepas Total de proteinas | Total de proteinas | Proteinas comuns
em meio LB em meio com entre as
indutor VC condicbes
S. flexneri str.201 281 156 90
S. flexneri 5a M9OT | 342 | 302 212

6.4. Identificacdo de Proteinas intracelulares das cepas de S. flexneri

Realizamos a identificacdo das proteinas intracelulares de Shigella flexneri
str.201 e da cepa referéncia de Shigella flexneri 5a MOOT. Proteinas intracelulares,
assim como as proteinas presentes na superficie de membrana, sdo fundamentais
para composicao estrutural e integridade da célula bacteriana (Scribano et al.
2016).

Além disso, a interacdo de proteinas intracelulares também esta envolvida
na ativacdo de processos relacionados a invasédo de células epiteliais, como na

remodelacao de actina (Killackey et al. 2016).

A descricdo das proteinas intracelulares identificadas na cepa clinica de
Shigella flexneri str.201, quanto as informacdes de localizacdo, funcédo e
nomenclatura, tanto na condicdo sem e sob indugcdo, como as proteinas em

comum nas duas condicfes estdo descritas nas tabelas 13, 14 e 15 assim como



59

as proteinas intracelulares identificadas na cepa de referéncia de Shigella flexneri

5a MOO0T estéo descritas nas tabelas 16, 17 e 18, todas contidas em apéndice.

A andlise intracelular identificou 281 proteinas intracelulares totais na cepa
clinica de Shigella flexneri str.201 n&o exposta ao Vermelho Congo, sendo 191
delas identificadas diferencialmente nesta condi¢cdo. J& perante a exposicdo ao
indutor quimico, detectou-se a presenca de 156 proteinas totais, sendo 66 delas
exclusivas nesta condicdo e por fim, 90 proteinas foram comuns em ambas as

condicbes (Figura 13).

191 90 66

Figura 13: Diagrama de Venn das proteinas intracelulares identificadas na cepa clinica de
Shigella flexneri str.201.

A analise revelou 90 proteinas comuns entre as condi¢cdes de ndo inducédo (LB) e indugéo (VC)
para secrecdo proteica, sendo 191 proteinas diferenciais exclusivas ao meio LB e 66 ao meio VC.

Para as proteinas intracelulares identificadas na cepa de referéncia,
detectou-se uma maior quantidade de proteinas, com a presenca de 342 proteinas
totais no meio nédo exposto ao Vermelho Congo, sendo 130 delas exclusivas nesta
condicdo. Perante a exposi¢ao ao indutor quimico, detectou-se a presenca de 302
proteinas totais, sendo 90 delas exclusivas sob esta condi¢cdo e por fim, 212

proteinas foram comuns em ambas as condigdes (Figura 14).
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Figura 14: Diagrama de Venn das proteinas intracelulares identificadas na cepa de
referéncia Shigella flexneri 5a M90T.

A andlise revelou 212 proteinas comuns entre as condi¢cdes de ndo inducao (LB) e indugéo (VC)
para secrec¢do proteica, sendo 130 proteinas diferenciais exclusivas ao meio LB e 90 ao meio VC.

Um resumo das identificacdes das proteinas intracelulares de ambas as

cepas encontra-se na tabela abaixo:

Tabela 5: Total de proteinas intracelulares identificadas para as cepas clinica e de referéncia
de S. flexneri.

. Proteinas Proteinas Proteinas
Proteinas . .

Cepa totais comuns entre exclusivas exclusivas

LB e VC em meio LB em meio VC

Shigella flexneri
str 201 437 90 191 66
Shigella flexneri 5a

M9OT ‘ 644 ‘ 212 130 90

Visando uma melhor compreensao a respeito dos mecanismos de invasao e
patogenicidade de S. flexneri cepa clinica, procedeu-se a uma analise direcionada

as proteinas exclusivas da condicdo de vermelho congo. A comparacéo do perfil
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protedbmico intracelular, apenas das proteinas exclusivas da condi¢do de Vermelho
Congo, entre a cepa clinica e a cepa de referéncia apontou apenas 11 proteinas

comuns em ambas as cepas (Figura 13).

STR.201 _INTRA_VC(66) 5a M90T _INTRA_VC(90)

Figura 15: Diagrama de Venn da comparacéo do perfil protebmico intracelular entre a cepa
clinica de Shigella flexneri str.201 e cepa de referéncia Shigella flexneri 5a M90T.

Proteinas exclusivas sob a inducao de Vermelho Congo em ambas as cepas.
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Proteinas exclusivas da fracdo intracelular e extracelular, sob indugcdo de
Vermelho Congo, da cepa clinica também foram comparadas. A analise indicou
gue apenas duas proteinas sdo comuns em ambas as fracbes, sendo 64 delas
exclusivas da fracao intracelular e 16 da fracao extracelular (Figura 16).

STR.201_INTRA_VC (66) STR.201_EXTRA_VC(18)

Figura 16:Diagrama de Venn da comparacdo do perfil protedmico extra e intracelular da
cepa clinica de Shigella flexneri str.201.

Proteinas exclusivas sob a inducdo de Vermelho Congo em ambas as fragoes.

6.4.1 Proteinas exclusivas em Vermelho Congo — Cepa Clinica

6.4.1.1 Localizacao celular

Para a fracdo de proteinas intracelulares foi visto a prevaléncia de proteinas
no ambiente citoplasmatico tanto na condicdo né&o induzida (figura 17) quanto
para condicdo submetida a indugdo de Vermelho Congo (figura 18).
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Localizacao celular
Proteinas exclusivas em meio LB

B Citoplasma
2%1% M N30 localizadas
I Membrana citoplasmatica
[ Periplasma
M Membrana extracelular

Figura 17: Localizag8o celular das proteinas intracelulares exclusivas presentes em meio LB
pertencentes a cepa clinica de Shigella flexneri str.201.

Localizacao celular
Proteinas exclusivas em meio VC

o
2% M Citoplasma
B Membrana citoplasmatica
B Membrana extracelular
[T Periplasma
W Extracelular

WMo localizadas

2%

Figura 18: Localizacdo celular das proteinas intracelulares exclusivas presentes em meio VC
pertencentes a cepa clinica de Shigella flexneri str.201.

Todavia, para proteinas exclusivas sob a condicdo de Vermelho Congo,
destacamos a presenca em maior porcentagem de proteinas periplasmaticas,

proteinas pertencentes a membrana extracelular e ao espaco extracelular,

indicando a efetiva ativacdo da maquinaria de secrecdo bacteriana, como as
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proteinas IpaC e IpaD, as quais compdem o Sistema de Secrecdo do Tipo Il

Ambas as proteinas estdo descritas na tabela 14, em apéndice.

6.4.1.2 FuncBes Moleculares e Interacfes proteicas

Do total de proteinas exclusivas em VC, as principais fun¢cdes moleculares
identificadas foram de atividade catalitica, ligacdo, atividade de transporte,

moléculas estruturais, e regulacéo de transcricao (figura 19).

Funcao molecular
Proteinas exclusivas em VC

3%3%

B catalytic activity

W binding

Wiransporter activity
structural molecule
activity
transcription regulator
activity

Figura 19: Funcd@o molecular de proteinas intracelulares exclusivas em Vermelho Congo na
cepa clinica de Shigella flexneri str.201.

Quando comparamos o total de proteinas intracelulares contra o total de
proteinas extracelulares, ambas em condi¢gfes exclusivas de Vermelho Congo, a
classificacdo referente a funcdo molecular permaneceu praticamente inalterada,

visto que, apenas 2 proteinas sdo comuns para ambas as condi¢fes (figura 16).

Dentro da categoria de proteinas relacionadas as funcbes cataliticas, que

compreende 53%, destacamos as proteinas listadas na tabela 6.
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Tabela 6: Principais proteinas de atividade catalitica encontradas na cepa clinica de Shigella
flexneri str.201.

Destaque das principais fung8es de proteinas exclusivas sob a condigcao de Vermelho Congo.

Gene Name Principais funcbes Referéncias
Pertence a familia das
acetiltransferases, as quais estao
envolvidas em mecanismos de
patogénese bacteriana;
Proteina envolvida em vias de resposta

LacZ ao estresse, formacao de biofilmes e
respostas a acao de antibioticos;
Pertence a familia das
acetiltransferases; esta relacionada ao
metabolismo, energia e crescimento
celular em E.coli;

Enzima que catalisa a fosforilacdo do
Arok acido chiquimico, uma molécula de (Tsai 2017)
aplicacao biotecnologica;
Enzima chave para a diviséo celular.

YhbS (Ren et al. 2017)

(Nagar et al. 2016)

(Gummesson et al.
2013, Enjalbert et al.
2017)

Pta

(Wang et al. 2005, Z.

MetK Participa de reacfes de metilacdo do .
DNA em E.coli; it (BT 208k
Contribui para mt:eeglalrjlg?_de da membrana (Henry et al. 2004,
TolB X Santos et al. 2014a,

Envolvido na localizacao de
guimiorreceptores;

Pertence a familia das acetiltransferases
e participa da via de producéo de
metabdlitos intermediérios, 0os quais
possuem aplicagdo biotecnologica;

Gerding et al. 2015)

AccB (Park et al. 2012)

Estas principais proteinas se relacionam na rede de interacdo proteica,
sejam entre si, ou com outras proteinas nesta mesma categoria de atividade

catalitica (figura 20).

Proteinas relacionadas em resposta ao estresse bacteriano, como LacZ, tém
sido alvos de investigagOes para compreenséo do desenvolvimento de resisténcia
a antibidticos e mecanismos de viruléncia. Uma vez que, mudancas ambientais de
temperatura, pH, disponibilidade de nutrientes e o préprio contato com hospedeiro

no momento da infeccdo, podem desencadear respostas de defesa dos
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microrganismos, como a expressao de genes de viruléncia (Poole 2012, Nagar et
al. 2016).

Nagar (2016), afirma que conhecer e entender as proteinas envolvidas em
respostas ao estresse € essencial, pois € possivel que elas sejam potenciais alvos
para inibicAo de mecanismos de resisténcia. O autor discute proteinas chaves
relacionadas ao estresse induzido em E.coli. Dentre as proteinas identificadas no
estudo, temos a LacZ que também foi identificada na cepa clinica de S.flexneri,

em nosso estudo.

LacZ é descrita como uma B-galactosidase envolvida em resposta ao
estresse na espécie de Escherichia coli. Esta foi relacionada a trés funcdes
principais como: proteinas de resposta ao estresse, a acdo de antibibticos e
formacdo de biofilmes. Além de LacZ, as proteinas GlyA e OmpF também estéo
conectadas a estas principais redes interacéo (Schneider et al. 2013, Nagar et al.
2016).

Embora GlyA e OmpF néo tenham sido detectadas exclusivamente na fracao
intracelular induzida sob Vermelho Congo, ambas foram identificadas na cepa

clinica em estudo.

As principais proteinas com atividades cataliticas discutidas acima, sao
destacadas na rede de interacBes proteicas (figura 20), assim como proteinas
patogénicas preditas, sendo que algumas destas sao classificadas tanto como

cataliticas como patogénicas.
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Figura 20: Rede de interacdo proteica de proteinas intracelulares exclusivas sob a condigao
de Vermelho congo na cepa clinica de Shigella flexneri str.201.

Em destaque vermelho, as principais proteinas relacionadas as fung¢des cataliticas e em verde
estao indicadas as proteinas patogénicas identificadas.

Além da participacdo em processos metabdlicos importantes, destacamos
outras funcdes relacionadas a viruléncia podem contribuir para a exibicdo do
fendtipo caracteristico da cepa clinica, como as modificacées pds traducionais,
discutido a seguir.

6.4.1.3. A identificacdo de proteinas associadas a modificagcbes pos-
traducionais pode explicar a viruléncia de Shigella flexneri str.201.
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Além da resposta ao estresse bacteriano, outro evento pode estar envolvido
ao desenvolvimento da viruléncia bacteriana. Ren e colaboradores (2017)
sugerem que mecanismos pos traducionais, como a acetilacdo, podem modular

diferentes funcgdes, incluindo proteinas envolvidas na patogénese.

A acetilacdo de proteinas € um tipo de modificagcdo pds-traducional que
modifica covalentemente de residuos de aminoacidos, através de enzimas da
classe das acetiltransferases, que sao responsaveis pela adicdo de grupos acetil
na cadeia de aminoacidos. Tal mecanismo € reversivel e esta ligado a
principalmente as fun¢gbes metabdlicas, além de estar envolvido em processos
como quimiotaxia, resisténcia ao acido e invasdo bacteriana no hospedeiro (Soufi
et al. 2012, Carabetta & Cristea 2017, Ren et al. 2017).

Em S. typhimurium, a acetilacdo € capaz de regular proteinas essenciais de
resposta ao estresse, sendo capaz de diminuir a sua viruléncia e
consequentemente permitir a sobrevivéncia de cobaias infectadas em ensaios in
vivo (Ren et al. 2019).

Estudos apontam que proteinas acetiladas nesta espécie estao envolvidas
ndo sé na viruléncia, mas também na resisténcia a antibiéticos, como as

fluoroquinolonas (Li et al. 2018).

Em E.coli, delecdes de acetilases e deacetilases impactaram o crescimento
bacteriano, metabolismo do acetato, diminuicdo da sobrevivéncia em estresse

acido, além de afetar a transcricdo génica (Castafio-cerezo et al. 2014).

BN

Em nosso estudo, proteinas pertencentes a classe das acetiltransferases
também foram identificadas: Acetyltransferase (YhBS; AOAO90ONNES), Phosphate
acetyltransferase (Pta; AOAO90NZ02) e Biotin Carboxyl Carrier protein of acetyl-
CoA carboxylase (AccB; AOAO9ONYBS).

Pta e AccB estabelecem uma conexao na rede de interagéo proteica (figura
21), apresentando ligacbes de co-expressao, proteinas homaologas interagido em
outras espécies, associacdo em banco de dados acurado e mencgdes de proteinas
homélogas em publicagBes relevantes no PubMed. Ambas estdo envolvidas em

vias importantes do metabolismo celular (Wolfe 2005).
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Figura 21: InteragcBes entre as proteinas AccB e Pta, oriundas da cepa clinica de Shigella
flexneri submetida a inducéo de Vermelho Congo.

A imagem aproximada é referente a figura 20.

Pta esta envolvido na principal via de producdo de acetato, que € um
metabdlito que pode ser utilizado para o crescimento de E.coli, embora essa via

seja apenas utilizada ap6s o consumo de glicose (Ren et al. 2019).

No entanto, recentemente foi apontado que cepas de E.coli podem crescer
sob as mesmas vias a0 mesmo tempo, ou seja, as vias de regulacdo podem ser
ativadas de acordo com a disponibilidade de substrato, conferindo assim uma
vantagem adaptativa, principalmente no ambiente intestinal do hospedeiro, visto
gue ambas as fontes de crescimento estdo disponiveis neste ambiente (Enjalbert
et al. 2017).

Tal experimento sugere que patdégenos entéricos como Shigella spp. podem
apresentar esta capacidade, uma vez que este agente infeccioso é capaz de
colonizar regides do intestino humano. Ou seja, esta vantagem adaptativa pode
favorecer a permanéncia deste patdgeno no hospedeiro e assim promover o
sucesso da infeccdo diante de condi¢cbes potencializadas de crescimento e

metabolismo.

O metabolismo do acetato também esta ligado ao aumento de acetilacéo,
uma vez que cepas de E.coli em crescimento sob adigdo de acetato aumentaram
a capacidade do mecanismo de acetilagio em comparagdo a cepas crescidas
apenas sob adicdo de glicose no meio, além disso, células deficientes em Pta

apresentaram diminuicéo de acetilagdo (Gummesson et al. 2013).
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Assim como Pta, AccB também esta envolvida na producédo de metabdlitos
importantes para o funcionamento celular. Ela € uma das subunidades da Acetil —
CoA carboxilase e produz o malonil-CoA, que é um metabdlito intermediario

participante na via biossintética de acidos graxos (Park et al. 2012) .

O malonil-CoA além da sua func¢ao bioquimica tem aplicagéo biotecnolégica,
pois é um precursor de bioprodutos e tém sido alvos de estudos de engenharia
genética para aumentar sua producdo em diferentes microrganismos. Seu
emprego alcanca especialmente a éarea farmacéutica, como a producédo de
anticoagulantes, flavondides e compostos fendlicos de grande valor para a salude
(Park et al. 2012, Shi et al. 2014, Yang et al. 2015, Sun et al. 2018).

Ainda que a acetilacdo de proteinas seja um mecanismo relatado tanto em
eucariotos como em procariotos, ainda ha acetiltransferases necessitando de
caracterizacdo, como a YhbS, que é uma proteina com poucas informacdes
disponiveis, mas que ja tem sido identificada em cepas de Shigella flexneri
(Marman et al. 2014, Drazic et al. 2016).

Abordagens como a espectrometria de massas e a imunoprecipitacdo com
peptideos acetilados sdo descritos como ferramentas que podem auxiliar na
identificacdo de proteinas acetiladas em bactérias, onde a porcentagem de
acetilacdo varia entre as espécies, ficando entre 2 a 45%. No entanto, ainda
existem poucos estudos referentes a acetilagdo em bactérias entéricas,
principalmente em espécies virulentas, como S.flexneri (Gallego-jara et al. 2014,
Smith et al. 2014, Ren et al. 2017).

Diante da identificacdo e interacdo de Iimportantes acetiltransferases
detectadas na cepa de estudo, sugere-se que esse mecanismo pos-traducional
possa estar colaborando para o perfil de viruléncia exibido pela cepa alvo, afinal, a
modulacdo de processos como replicagcdo, invasao, quimiotaxia, resisténcia a
antibioticos, alteracdes metabdlicas e adaptacéo frente a mudancas ambientais ja
sao evidenciadas na literatura (Soufi et al. 2012, Castafo-cerezo et al. 2014, Ren
et al. 2017).
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Outra proteina identificada a destacar em nosso estudo, € a S-adenosyl
methionine synthase (Metk; AOAO90ONDY8), que além de ser substancial para a
divisdo celular, contribuindo em processos de formacé&o de invaginacdes celulares,
também tem aplicacdo biotecnoldgica. A repressdao de Metk e Succinate--CoA
(SucC; AOAO9ONYLO), igualmente detectada em nosso estudo, contribuem para a
producéo de pinocembrina, que é um composto farmacoldgico de grande potencial

para tratamento de doencas cerebrais (Wang et al. 2005).

Experimentos envolvendo a técnica de Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats (CRISPR) envolvendo as proteinas Metk e SucC,
favoreceram a maior producao de ATP e Malonil — CoA. Apesar de estas serem
essenciais a célula, a técnica ndo afetou o crescimento bacteriano. Em adicéo, os
estudos possibilitaram a biossintese em 11,2 vezes mais de pinocembrina em
células bacterianas, se tornando uma alternativa para a fabricacdo do composto,
que é naturalmente encontrado em plantas, raizes e mel (Z. W. El-Hajj 2013, Lan
et al. 2016)

A pinocembrina € um flavondide de acdo ampla e é apontado como uma
droga em potencial para tratamento de isquemia cerebral, doencas
neurodegenerativas, cardiovasculares, hemorragia cerebral e aterosclerose (Wu et
al. 2011, Lan et al. 2016).

Embora as pesquisas voltadas para a biossintese de compostos de
importancia clinica estejam avancando, principalmente por meio da engenharia
genética em microrganismos, como E.coli, ainda ndo ha estudos relacionados e
empregados na espécie de Shigella, ainda que esta espécie expresse proteinas e

rotas metabdlicas que podem ser usadas para este fim.

Além do envolvimento de Metk a biossintese de compostos, esta enzima esta
diretamente relacionada a resisténcia a compostos como o Glifosato, que é um
herbicida capaz de inibir o crescimento bacteriano através da via biossintética de
aminoacidos aromaticos. Esta via é essencial para a viabilidade celular, assim
mutacdes na mesma sdo capazes de prejudicar a sobrevivéncia, impossibilitando

0 sucesso da infeccao (Mir et al. 2013, Fei et al. 2018).
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Uma das enzimas principais que participam da via de biossintese de &cidos
aromaticos é a enzima Shikimate kinase (AroK; AOAO90NCH2) que foi identificada
em nosso estudo, e que além de integrar esta rede, atua na producdo do

corismato, que é um importante precursor de varias vias biossintéticas(Tsai 2017).

Desse modo, Metk e AroK séo enzimas participantes de vias que podem ser
alvos de inibidores bacterianos, como o Glifosato. Embora nao estejam
diretamente conectadas na rede de interacdo, possuem ligagdo em comum com
outra proteina de atividade catalitica, indicando que estas vias podem ser alvo de
estudos no género de Shigella e ndo apenas em E.coli ou outros géneros

bacterianos.

Do mesmo modo que enzimas chaves atuantes na via metabdlica sdo
essenciais, as proteinas estruturais também possuem um papel fundamental,

tanto para o equilibrio e manutencao celular, quanto para mecanismos de defesa.

Proteinas como Major outer membrane lipoprotein (Lpp; AOAO90NXAL) e
TolB (TolB; AOAO90ONFD®6) interagem entre si na camada de peptideoglicano,
promovendo a integridade do envelope celular. Ambas interagem com outra
proteina de membrana, Outer membrane protein (OmpA; AOAO9ONMS4), que é
considerada um fator de viruléncia, além de atuar na formacéao de biofilmes e j4 é
destacada como um antigeno promissor para o desenvolvimento de vacinas (Pore
et al. 2011, Turbyfill et al. 2018).

Lpp, TolB e OmpA estdo diretamente associadas na rede de interagéo
proteica (figura 22) de S.flexneri, assim como ja descrito em E.coli. Tais proteinas
estdo envolvidas na localizagcdo de quimiorreceptores, liberacdo de colicinas e

interacdo com bacteriéfagos (Santos et al. 2014b).
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Figura 22: Interacfes entre as proteinas TolB, Lpp e OmpA, oriundas da cepa clinica de
Shigella flexneri str.201 submetida a inducéo de Vermelho Congo.

A imagem aproximada é referente a figura 20.

Mutacbes que envolvem componentes importantes da membrana celular,
como as proteinas do sistema Tol, incluindo TolB, que € uma subunidade desse
sistema, sdo capazes de produzir a liberacdo de grandes quantidades de Outer
Membrane Vesicles (OMVs) (Henry et al. 2004).

As OMVs sao produzidas em gram-negativas, porém em baixa concentracao,
e é considerado um mecanismo de defesa, além de estar envolvida em processos
como sinalizagao celular, patogénese e transferéncia horizontal de genes (Kulp &
Kuehn 2012). Essas vesiculas, secretadas para o ambiente extracelular, séo
capazes de carregar pequenas moléculas, como fatores de viruléncia as células
eucaridticas e podem ser geradas tanto na fase exponencial quanto na fase

estacionaria do crescimento bacteriano (Mani et al. 2016, Cecil et al. 2019).

Apesar da pouca liberacdo das vesiculas sob condigcbes normais, sua
producdo e liberacdo podem ser potencializadas por métodos indutivos, como
alteracdes génicas e pela prépria estimulacdo do ambiente intestinal (Bauwens et
al. 2017).

Fatores como respostas frente a acéo de antibioticos, peréxido de hidrogénio
e resposta ao SOS podem contribuir para o aumento da producdo de vesiculas,
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consequentemente podendo aumentar a viruléncia e permitir o estabelecimento da
infeccdo no hospedeiro. Assim, o aumento dessa producao indica um processo de
adaptacdo e sobrevivéncia do patégeno, como em cepas de E.coli patogénicas
(Bauwens et al. 2017).

Assim como em cepas enterohemorragicas de E.coli (EHEC), a espécie de
S.flexneri, assim como outras bactérias Gram-negativas, libera contetdos
vesiculares. Deste modo, o perfil de viruléncia da cepa clinica de nosso estudo
pode estar sendo intensificado através da producdo e acdo das OMVs, uma vez
que estas sdo capazes carrear toxinas, como as toxinas do tipo Shiga, que

também séo codificadas em espécies de Shigella.

A fim de mimetizar o contato com o ambiente hospedeiro, a inducédo de
Vermelho Congo na cepa de origem clinica em estudo foi de suma importancia
para que a mesma continuasse exibindo seu perfil de viruléncia, pois ja € descrito
gue sucessivas passagens em condi¢des in vitro que ndo mimetizam o ambiente
infeccioso com o hospedeiro possam diminuir drasticamente as estratégias de
sobrevivéncia e adaptacdo do patégeno, como a diminuicdo da producédo de
OMVs.

A produgdo de OMVs pode estar relacionada com a entrega eficiente de
fatores de viruléncia no hospedeiro, pois diversos desses fatores ja foram
identificados na cepa em estudo, como a familia das proteinas Ipa, as quais tém

funcdo impar na patogénese da shigelose (Cruz et al. 2014).

Apesar de ser serem classificadas como uma resposta multipla ao estresse
bacteriano (Envelope Stress Responses - ESRS), componentes presentes nessas
vesiculas tém sido investigados como potenciais candidatos vacinais,
demonstrando sucesso em ensaios in vitro, como a auséncia de toxicidade e
protecéo eficiente contra a colonizacao de S.flexneri (Sidik et al. 2014, Pastor et al.
2017).

Embora Shigella spp. apresente diversos mecanismos e estratégias de

sobrevivéncia para escapar da acdo do sistema imunoldgico, existem moléculas
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eficientes na eliminacdo deste patdgeno e que sdo produzidas pelo seu préprio
hospedeiro (Hrafn et al. 2010).

Estas moléculas, conhecidas como AMPs (Antimicrobial peptides/proteins),
tém acdo de amplo espectro contra bactérias, virus e fungos e tém sido estudadas
como potenciais alvos terapéuticos para diversas infeccbes. As AMPs tém sido
relatadas como potentes eliminadores de patdgenos entéricos, como E.coli e
Shigella, podendo ser isolados de diferentes organismos, como por exemplo,

mamiferos e peixes (Noga et al. 2009, Hrafn et al. 2010).

A atividade antibacteriana das AMPs ocorre por meio da ancoragem de
aminoacidos presentes em suas estruturas, a membrana celular. Proteinas
presentes na membrana interagem com estas moléculas e podem atuar na
susceptibilidade, facilitando a acdo antibacteriana com o0 aumento da

permeabilidade celular (Chang et al. 2012).

Na familia das enterobactérias, destaca-se a participacdo da Major Outer
Membrane Lipoprotein (Lpp; AOAO090NXA1), uma lipoproteina fundamental na
sensibilidade as AMPs, uma vez que, seu bloqueio através de anticorpos anti-Lpp
impede que a membrana bacteriana figue permeéavel em espécies como E.coli, K.
pneumoniae, Y. enterocolitica, S. marcescens e S. typhimurium (Chang et al.
2012).

Estima-se que Lpp tenha cerca de 750.000 cOpias em células de E.coli,
sendo uma das mais abundantes na espécie. Esta, também opera como uma
barreira contra antibioticos, metabdlitos e agdes enzimaticas, como a protedlise
(Cowles et al. 2011).

Deste modo, Lpp configura-se como alvo de investiga¢des, principalmente no
género de Shigella, onde ha caréncia de informacdes. Uma vez que esta
lipoproteina, detectada em nossos achados, pode atuar como um importante alvo
terapéutico para a prevencédo shigelose, pois a mesma contribui para a atividade

de moléculas protetoras que sdo naturalmente produzidas pelo seu hospedeiro.
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6.4.1.3 Predicdo de Proteinas Patogénicas

As proteinas consideradas como patogénicas, foram classificadas de
acordo com os parametros do software MP3, que faz a estimativa da capacidade
patogénica utilizando dados da sequéncia, informacdes relacionadas a
patogénese, como: viruléncia, secrecdo, invasao e resisténcia a drogas. Desse
modo, a predicdo é apenas uma ferramenta que direciona a pesquisa de
aprofundada de como tais proteinas atuam, além de fornecer bases para estudos

de validacdo experimental (Gupta et al. 2014)

Estimou-se que a fracdo intracelular da cepa clinica de S.flexneri str.201
apresentou maior porcentagem tanto no numero total proteinas patogénicas
(tabela 7), como no total de proteinas exclusivas quando a mesma foi exposta ao
indutor de Vermelho Congo, em comparacdo com a cepa de referéncia do estudo
(tabela 8).

Tabela 7: Total de proteinas patogénicas identificadas em ambas as cepas.

Proteinas identificadas através da ferramenta MP3, para a estimativa na cepa de referéncia e cepa
clinica expostas ao VC.

TOTAL DE PROTEINAS PATOGENICAS

CEPA Meio VC
Shigella flexneri str.201 28 (17,9%)
Shigella flexneri 5a M90T 35 (11,5%)

Tabela 8: Proteinas patogénicas exclusivas identificadas em ambas as cepas.

Proteinas identificadas através da ferramenta MP3, para a estimativa de proteinas patogénicas
exclusivas nos meios VC quando comparadas ambas as cepas.

PROTEINAS PATOGENICAS EXCLUSIVAS EM MEIO VC

CEPA Meio VC
Shigella flexneri str.201 14 (24,4%)
Shigella flexneri 5a M90T 12 (15,1%)

As 14 proteinas patogénicas exclusivas da cepa clinica sob indugéo de VC,
guando comparadas a cepa de referéncia, estéo listadas na tabela 9.
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Tabela 9: Proteinas patogénicas exclusivas da cepa clinica de S.flexneri str.201.

Proteinas patogénicas preditas pelo MP3.

ACESSO GENE NAME PREDICAO
AOAO090NXA1 PstS Patogénica

I6H289 | LacZ | Patogénica
AOAOH2V1S1 Flu Patogénica
AOA127GV72 | IpaC | Patogénica
AOAQ90NFD6 TolB Patogénica
AOAOHOGHL4 | IpaD | Patogénica

I6H561 OmpD Patogénica
AOA090NFG3 | YecM | Patogénica
AOAO090NGX6 YdgH Patogénica
AOAO9ONLX4 | Skp | Patogénica
AOAO090NEW9 OsmY Patogénica
AOAO9ONX61 | YtfJ | Patogénica
AOAO09ONL57 LptA Patogénica
AOA090NG88 | YebY | Patogénica

Tais proteinas patogénicas estdo sinalizadas na rede de interacdo proteica
(figura 20), com excecao das proteinas IpaC, IpaD e OmpD, pois estas sao
apenas identificadas quando comparadas ao banco de dados de Shigella spp.; na
propria plataforma do STRING. Dados disponiveis em: <https://string-
db.org/cgi/network.pl?taskid=mEaGWY S2ogpf>.

Proteinas como IpaD e IpaC, além de invasinas e diversas proteinas de
membrana ja estdo descritas na literatura como proteinas patogénicas, no entanto,
proteinas como Phosphate-binding protein (PstS) e Beta-galactosidase (LacZ) ,
por exemplo, que sdo proteinas envolvidas no metabolismo bacteriano, também
foram identificadas como patogénicas (Runyen-Janecky & Payne 2002, Runyen-
Janecky et al. 2005, Husain 2010, Hermanson 2013).

PstS é uma proteina faz parte do sistema de captacdo de fosfato em
diversas espécies bacterianas, como E.coli, Streptococcus mutans e
Mycobacterium tuberculosis e Shigella spp. O sistema atua no transporte
transmembranar de ions fosfato, contribuindo para o crescimento celular e é

ativado na escassez de fosfato, sendo um dos principais sistemas de aquisi¢ao de


https://string-db.org/cgi/network.pl?taskId=mEaGWYS2ogpf
https://string-db.org/cgi/network.pl?taskId=mEaGWYS2ogpf
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fosfato em Shigella spp. (Runyen-Janecky & Payne 2002, Peirs et al. 2005, Luz et
al. 2012, Suh et al. 2014).

Aléem do metabolismo de fosfato, PstS estd envolvido na viruléncia de
S.mutans e M.tuberculosis, pois a mutacdo desse sistema prejudica atividades
como: a adesdo, secre¢do de polissacarideos, além de promover a atenuacéo da
viruléncia (Peirs et al. 2005, Luz et al. 2012).

O perfil do gene que codifica PstS tem sido avaliado quanto as suas taxas de
alteracdo, mostrando que em diversas espécies da classe das proteobactérias, ele
pode apresentar mudancas na sua composi¢cao, 0 que sugere que este sistema
tem evoluido entre as espécies para que a captacdo de fosfato seja favoravel em

diferentes condicbes ambientais (Jha et al. 2018).

Mutacbes nos diferentes reguladores do sistema PstS tém sido descritos, a
fim investigar a relagcdo deste sistema com a regulacdo génica de viruléncia em
diferentes bactérias. Como exemplo, a mutagdo no gene que codifica a proteina
PstS em Vibrio cholerae, bactéria causadora da diarreia da célera, foi capaz de
minar a colonizacdo dessa espécie, assim como diminuir a expressao de genes de
viruléncia em ensaios in vitro. Porém, em condi¢cdes in vivo, é possivel que o
ambiente intestinal do hospedeiro favoreca a regulacdo e transcricdo de genes
envolvidos na viruléncia, devido as taxas de fosfato presentes nesta regido
(Chekabab et al. 2014).

Em Pseudomonas aeruginosa, bactéria responsavel por altas taxas de
infeccbes nosocomiais e uma espécie altamente resistente a antibidticos, a
deficiéncia de reguladores metabdlicos do fosfato induzem a producdo de
fosfolipases que medeiam o aumento da sua colonizacdo. Além disso, ja é
relatado que cepas clinicas resistentes possuem altas producdes de PstS,

causando a morte de camundongos infectados (Chekabab et al. 2014).

Em cepas enterohemorragicas (EPEC) e enteropatogénicas (EHEC) de
E.coli, a delegdo do sistema de fosfato gerou deficiéncia na adesdo em células
epiteliais em ensaios in vivo. Em estudos in vitro, o0 aumento da producdo de

toxinas do tipo Shiga foi provocado pela limitagcdo de fosfato disponivel. Além
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disso, genes relacionados em resposta ao estresse oxidativo e ao &cido, por
exemplo, foram diferencialmente expressos nas cepas mutantes (Chekabab et al.
2014, Chekabab, Samuel Mohammed Jubelin et al. 2014).

Ainda que este importante sistema esteja envolvido na viruléncia,
metabolismo e sobrevivéncia de diferentes espécies bacterianas patogénicas para
o hospedeiro humano, se faz necessario investigar o papel de PstS e seus
reguladores em Shigella spp. Pois, assim como E.coli, P.aeruginosa e S.mutans,
este género apresenta ampla estratégia para o estabelecimento de sua infeccéo,
ou seja, é possivel que este seja mais um mecanismo que contribui para o peffil

de viruléncia apresentado pelo patbégeno em estudo.

Além de sistemas metabdlicos, auto transportadores como a Outer
membrane fluffing protein (Flu; AOAOH2V1S1) também estdo relacionados com
perfis de viruléncia, como a agregacdo bacteriana, que favorece a formacéo de
biofilmes, e adeséao celular(Woude & Henderson 2008).

Flu é relatada como um das proteinas mais abundantes na espécie de E.coli,
mas diversas Gram-negativas também apresentam tal proteina, como as espécies

de Salmonella enterica e Klebsiella pneumoniae (Schauer et al. 2018).

Parte de seu dominio esta associada a fenotipos de viruléncia principalmente
em E.coli, pois a formacéo de estruturas de biofilme faz com que haja resisténcia a
acao neutrofilica, consequentemente aumentando a colonizacdo e persisténcia

bacteriana na bexiga de cobaias infectadas (Vo & Mart 2017).

Delecbes de alelos no gene que codifica Flu sdo capazes de reduzir a
formacao de estruturas sésseis, como os biofilmes, facilitando assim a colonizagéo

e o estabelecimento da infeccdo bacteriana (Woude & Henderson 2008).

Embora a funcdo de Flu seja investigada em E.coli e em outras Gram-
negativas, ha escassez de pesquisas em Shigella spp. Além do que, apesar de
sua abundancia na espécie de E.coli, existem variagcbes génicas em diferentes
cepas desta mesma espécie, indicando que ha variacbes nos fendtipos

associados a sua viruléncia (Vo & Mart 2017). Ou seja, tanto a abundancia, como
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funcBes envolvidas a patogénese e a variacdo génica desta proteina sao lacunas

a serem examinadas no género de Shigella.

Outer membrane porin protein (OmpD; I6H561), também descrita como uma
proteina de membrana, a qual pertence a uma classe fundamental para
constituicdo da membrana celular, como as porinas, foi identificada a partir da

inducao de Vermelho Congo na cepa clinica de S.flexneri.

OmpD, uma proteina muito reportada em Salmonella enterica, assim como
em E.coli. A OmpD, assim como outras proteinas de membrana, faz parte do

conjunto de porinas presentes em diferentes bactérias (Porin et al. 2003).

No entanto, a abundancia de tal proteina pode ser alterada de acordo com as
condicdes fisiolégicas em que o microrganismo é exposto, como por exemplo, em
Salmonella enterica, sorovar Typhimurium, na qual o baixo nivel de osmolaridade
afeta a expressdo de OmpC, enquanto que a regulacdo de OmpD ndo é
modificada em cepas mutantes para este gene. JA4 o fator de anaerobiose
promove 0 aumento da quantidade de OmpD, ao passo que é diminuida pelo
baixo pH, ou seja, estes dois mecanismos de regulacdo atuam por vias

independentes (Porin et al. 2003).

OmpD é regulada através de sRNAs (Bacterial Small RNA) que se ligam a
Hfg principalmente na fase estacionaria, pois o ambiente de crescimento esta
sujeito a diversos eventos de estresse para 0 microrganismo, inclusive a expulséao
de substancias tdéxicas como o methylviologen (Porin et al. 2003, Frohlich et al.
2012).

Estudos ressaltando a importancia de OmpD sao muito bem descritos para o
género Salmonella, no entanto, a literatura ndo dispde de informagdes suficientes
sobre esta proteina no género de Shigella, apontando que mais estudos devem
ser realizados a fim de elucidar a participagcéo, assim como a caracterizacdo desta

proteina neste género.

Em contraste, temos as proteinas IpaC (Invasin protein IpaC; AOA127GV72)
e IpaD (Invasin protein IpaD; AOAOH9GHL4), que s&o invasinas extensamente

estudadas na literatura. Além de atuarem como fatores principais de viruléncia e
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comporem a maquinaria de secrecao celular em Shigella spp., sdo descritos como
potenciais antigenos para a producdo de vacinas e adjuvantes (Carayol & Van
Nhieu 2013, Chain 2018, Ndungo et al. 2018).

Embora a resposta imune a esses efetores tenha sido bastante investigada
em cobaias, as respostas imunoldgicas em humanos ainda ndo € totalmente
compreendida (Mattock & Blocker 2017, Turbyfill et al. 2018).

Em S.flexneri, IpaC ja tem sido utilizado como um dos principais
componentes de complexos imunogénicos contra a shigelose. Imunizacdes
contendo esta proteina tém mostrado resultados significativos tanto para a
producdo de anticorpos, quanto para a reducdo de efeitos da doengca, como a
perda de peso nas cobaias. Além disso, destaca-se a protecéo eficaz tanto para
camundongos quanto para porquinhos-da-india para diferentes espécies de
Shigella spp. (Turbyfill et al. 2018).

Imunizacbes em cobaias utilizando a proteina IpaD também geraram
respostas imunolégicas muito promissoras, como 0 recrutamento intenso de
neutréfilos e macréfagos, alta producdo de anticorpos igG, citocinas proé-
inflamatérias e regulatérias. A protecdo contra a infeccdo pulmonar em modelo
murino também foi eficiente contra as espécies de S.flexneri e S.sonnei (Heine et
al. 2014).

Tanto IpaC como IpaD sdo fundamentais para abordagem de potenciais
alvos vacinais contra a shigelose, uma vez que, estas proteinas sdo altamente
conservadas neste género (Parsot 2009). Além dessas invasinas, outros alvos
podem ser combinados para a formulacdo de complexos imunogénicos, como o
INVAPLEX (Turbyfill et al. 2018), que é composto de invasinas e outras proteinas
como Mdh, GIlyA, SucC, Pst, Icde Eno, as quais também foram identificadas na

cepa de S.flexneri do presente estudo.

Outro alvo em potencial para acédo terapéutica contra Gram-negativas é o
sistema de translocacao Lpt, mais especificamente uma das subunidades que
compde esse sistema, que é a Lipopolysaccharide export system protein (LptA;

AOAQ090NL57), também conhecido como YhbN. Este sistema atua no transporte
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de LPS para a membrana externa, que além de compor a estrutura celular
bacteriana, contribui para resisténcia aos ataques de agentes externos, como 0s
antibioticos (Zhang et al. 2018).

Deste modo, a biossintese e o transporte de lipopolissacarideos tém sido

apontados como alvos de novas drogas, como em E.coli.

Compostos que interagem especificamente como a LptA sdo capazes de
prejudicar o sistema de transporte de LPS, consequentemente afetando o
crescimento e alterando a morfologia bacteriana. Sugere - se que este sistema
também possa ser prejudicado em outras bactérias Gram-negativas, como
Shigella spp. (Zhang et al. 2018).

Identificou-se que LptA interage com outro conjunto de proteinas também
classificadas como patogénicas, como YdgH (AOAO9ONGX6) (Figura 20). No
entanto, h4 escassez de dados sobre esta proteina, embora seu dominio seja
conservado entre as enterobactérias (Eletsky et al. 2014).

YdgH foi identificado como um novo efetor envolvido na patogénese de
Salmonella enterica, porém secretada por vias alternativas ao Sistema de
Secrecao do Tipo lll. Sugere-se que a secrec¢ao deste efetor seja pela liberacéo de
vesiculas, mas o mecanismo ainda é desconhecido. Além disso, foi visto que
mutacBes nesta proteina atenuaram parcialmente a viruléncia de Salmonella

typhimurium (Niemann et al. 2011, Kidwai et al. 2013).

Embora ndo haja maiores informacdes sobre a funcdo ou como esta proteina
estd envolvida na viruléncia de Shigella spp., foram encontradas interacdes
proteicas de YdgH a outras proteinas igualmente classificadas como patogénicas,
tais como: YtfJ(AOAO90NX61), YebY(AOAO90NG88)e YecM(AOAO9ONFG3).

As interagcbes predominantes entre tais proteinas foram de coocorréncia de
genes e mencgdes de proteinas homdélogas em publicacdes relevantes no PubMed,
segundo o critério de classificacdo de interacdes do STRING. No entanto, apesar
da interacdo e da classificacdo obtida, tais proteinas ainda ndo séo caracterizadas

na literatura.
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Outra proteina patogénica identificada e que carece de informacdes
relacionadas ao género de Shigella € a Osmotically-inducible protein Y (OsmY;
AOAO90ONEWY9). OsmY é uma lipoproteina encontrada em Gram-negativas e
contribui para adaptacdo ao ambiente gastrointestinal de estresse osmatico
(Radford et al. 2018).

Além de lipoproteinas, a chaperona periplasmatica Outer membrane protein

OmpH (Skp; AOAO90ONLX4), também foi classificada como patogénica.

A principal funcdo das chaperonas consiste no auxilio para o dobramento
correto de proteinas, desempenham a funcdo de proteinas acessoérias que
assistem outras proteinas através da atividade de direcionamento e ainda
impedem a agregacao proteica. Tais funcdes descrevem um estado de equilibrio e
gue também pode ser denominado como proteostase, ou seja, uma homeostase
proteica dentro do ambiente periplasmético (Tyedmers et al. 2010, Hartl et al.
2011, Madigan et al. 2016).

Para exercerem suas devidas funcdes, as chaperonas dependem da energia
proveniente da hidrélise de ATP ou de ATPases, assim, mutacées envolvidas
nessas atividades podem comprometer o fendtipo e o crescimento celular

bacteriano, por exemplo (Barducci & Rios 2015).

OmpH é capaz de interagir com as OMPs A e X, por exemplo, formando
complexos funcionais, dindmicos e flexiveis (Burmann et al. 2013). Estes
complexos constituem partes fundamentais no processo de biogénese das OMPs,
uma vez que estas estruturas séo fundamentais para a sobrevivéncia celular, pois
funcionam como canais seletivos, permitindo a entrada de nutrientes, compostos e

substancias favoraveis a sua manutencao (Rigel & Silhavy 2012).

Skp também atua como uma holdase, assim, evita a agregagéo de proteinas
transportadas para o periplasma, consequentemente poupando o estresse celular,
pois este evento impossibilita a orientacdo correta para o destino final das
proteinas de membrana sintetizadas (Rigel & Silhavy 2012, Burmann et al. 2013,

Entzminger et al. 2013).
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A interacdo de OmpH com as proteinas translocadas para o periplasma é
facilitada pela sua estrutura tridimensional (Figura 23), que € semelhante a uma
agua viva, isto €, suas cadeias se dispdem como tentaculos e se moldam a
conformacao da proteina a ser envolvida (Korndorfer et al. 2004, Walton & Sousa
2004).

Figura 23: Estrutura tridimensional da chaperona periplasmatica Skp (OmpH) de Escherichia
coli.

Fonte: Korndorfer et al. 2004

Em Shigella flexneri, a mutacdo desta proteina ndo causou alteracdo no
fendtipo de formacéo de placas em células Henle, porém, quando havia mutacao
dupla tanto de Skp como de DegP, que também é uma chaperona importante, a
cepa nao apresentou tal fendtipo. Ja na superexpressdo de Skp em cepas
deficientes de DegP, o fendtipo foi restituido, sugerindo-se que ambas chaperonas

possuem fungdes complementares (Purdy et al. 2007).

A localizacdo de IcsA também foi prejudicada em ambas a mutagdes,
culminando na deficiéncia da disseminacao bacteriana, pois a IcSA é uma proteina
de membrana que se relaciona com outras proteinas do seu hospedeiro para que
haja formacao da calda de aquitina, que é o mecanismo que permite a mobilidade

bacteriana entre as células epiteliais do intestino humano (Purdy et al. 2007).
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Sklar e colaboradores (2007) demonstraram que dele¢cbes ndo apenas em
Skp, mas em outras chaperonas em E.coli, afetaram a conformacdo e

direcionamento de proteinas, como OmpA.

Diferentemente de E.coli, o estudo de Rowley e colaboradores (2011)
apontou que a mutacdo de Skp em Salmonella Typhimurium ndo compreende
totalmente a biogénese das OmPs e que essa delecdo ndo € capaz de alterar no
fendtipo desta bactéria em comparacdo a cepa selvagem. No estudo,
caracteristicas como: o perfil de crescimento, susceptibilidade a antimicrobianos
ou estresse oxidativo ndo foram alteradas. No entanto, o ensaio in vivo de
infeccdo em cobaias manifestou a diminuicdo do numero de bactérias em
determinados 6rgaos, com excecao das Placas de Peyer, fato este, que o grupo
indica ser um mecanismo de protecdo, motivando assim as pesquisas para futuros

candidatos vacinais utilizando a delecdo em Skp (Rowley et al. 2011).

A mutacao de Skp também acarretou efeitos em Yersinia enterocolitica, uma
enterobactéria causadora de diarreia e que assim como o género de Shigella,
também é transmitida pela via fecal-oral em hospedeiro humano. Apesar desta
mutacdo ndo alterar a integridade da membrana e nem exibir alteracdo em seu
perfil de crescimento, ela ocasionou maior susceptibilidade a eritromicina, que é
um macrolideo que atua na inibicdo da sintese de proteinas na atividade
traducional (Gaynor & Mankin 2003, Weirich et al. 2017).

A delecdo da chaperona gerou ainda a inducao de estresse celular através
da formacdo de OMVs (Outer Membrane Vesicles) de modo que também diminuiu
a abundancia da proteina FuyA, que € um receptor responsavel pela absorcao de
ferro. Além disso, infec¢des sistémicas e orais induzidas em modelo murino
apresentaram menor abundancia de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) em
orgaos como os lifonodos mesentéricos e por fim, as cepas mutantes revelaram

maior sensibilidade a agdo do complemento sérico (Weirich et al. 2017).

Embora diversos estudos envolvendo mutacgdes, delecbes e alteracbes em
proteinas participantes de importantes de vias metabdlicas, regulatérias ou

viruléncia bacteriana, os estudos ainda sdo escassos no género de Shigella.
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A deteccdo e caracterizacdo destas proteinas e como elas interferem em
diferentes processos, podem auxiliar a esclarecer os fenétipos de viruléncia

exibidos em cepas clinicas, por exemplo.

6.5. Proteinas extracelulares identificadas de S. flexneri str.201

Para a fracdo protéica extracelular da cepa clinica de S. flexneri, foram
identificadas 91 proteinas. Deste total, observou-se por meio da ferramenta
InteractiVenn (Heberle et al. 2015), 54 proteinas identificadas em meio LB e 37
pertencentes ao meio de VC. Dezenove proteinas foram comuns entre 0os meios e

18 delas exclusivas para condi¢cdo VC e 35 para a condicao LB.

A partir do diagrama de Venn, verificou-se a comparacao entre as proteinas
secretadas nos diferentes meios, indicando a presenca de 19 proteinas comuns
entre eles, no entanto, a maior quantidade de proteinas foi observada no meio
ausente do indutor quimico de Vermelho Congo, como ja se era esperado a partir

da analise da intensidade de proteinas presentes no gel unidimensional.
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Figura 24: Diagrama de Venn de proteinas extracelulares identificadas na cepa de Shigella
flexneri str.201.

A andlise revelou 19 proteinas comuns entre as condi¢des de ndo indugéo (LB) e inducdo (VC)
para secrecdo proteica, sendo 35 proteinas diferenciais exclusivas ao meio LB e 18 ao meio VC.

A descricdo das proteinas extracelulares identificadas na cepa clinica de
Shigella flexneri str.201, quanto as informacdes de localizacdo, funcdo e

nomenclatura estéo listadas na tabela 10,11 e 12, em apéndice.

6.5.1 Proteinas exclusivas em Vermelho congo — Cepa Clinica

6.5.1.1Localizacao Celular

Dentre as proteinas extracelulares exclusivas em meio LB, identificadas na
cepa clinica de Shigella flexneri, foi possivel definir que a maior porcentagem de

proteinas esta localizada no ambiente citoplasmatico, contemplando 77% do total,
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seguido de proteinas presentes nas estruturas membranares e periplasma (Figura
25).

Para a cepa clinica submetida a inducdo de Vermelho Congo, foi observada
uma menor porcentagem de proteinas presentes no citoplasma, quando

comparado a cepa sem inducgéo, categorizando 61% no total (Figura 26).

Embora a maioria destas proteinas esteja inserida no ambiente
citoplasmatico, é possivel que muitas delas sejam transportadas a outras
localidades, como é o caso de proteinas que apresentam peptideo sinal em sua
sequéncia, fazendo com que sejam capazes de serem direcionadas ao ambiente
extracelular, ainda que esteja localizada no citoplasma ou em proteinas que néo
possuem sua localizacéo celular descrita.

A exemplo disso, nossos achados apontam que proteinas que néo
possuem localizacdo celular totalmente descritas, como proteina YgiW e a
proteina Malato Desidrogenase (Protein YgiW; AOA090ONHZ2 e Malate
Dehydrogenase; AOAO90NKL2), que possuem peptideo sinal ndo citoplasmatico,
indicam que ambas podem estar ser redirecionadas ao ambiente extracelular
(Rezwan et al. 2007, Zuckert 2014).

Além das proteinas citoplasmaticas, foram detectadas proteinas
presentes em estruturas membranares e periplasmaticas, que além de compor a
estruturacdo da barreira celular, também exercem papéis em funcdes metabdlicas,
transporte de moléculas, homeostasia, fun¢des energéticas, comunicacao celular
e podem estar envolvidas em reacbes enzimaticas (Poetsch & Wolters 2008,
Cournia et al. 2016).
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Figura 25: Localizagdo celular das proteinas extracelulares exclusivas presentes em meio
LB pertencentes a cepa clinica de Shigella flexneri str.201.
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Figura 26: Localizacdo celular das proteinas extracelulares exclusivas presentes em meio
VC pertencentes a cepa clinica de Shigella flexneri str.201.

6.5.1.2 Fungbes Moleculares e Interacdes proteicas

Para as proteinas extracelulares exclusivas na condicdo de Vermelho
Congo, a maior parte das proteinas possui a funcdo molecular de atividade
catalitica (figura 27).
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A classificacdo das categorias foi feita através da ferramenta Panther Data

Base Classification System (Panther DB), disponivel em www.pantherdb.org.

Funcao Molecular
Proteinas exclusivas em meio VC

M catalytic activity

M binding
transcription
regulator activity

Figura 27: Funcdo molecular de proteinas extracelulares exclusivas em Vermelho Congo na
cepa clinica de Shigella flexneri str.201.

Dentro da categoria de proteinas relacionadas as funcdes cataliticas,
destacamos a importancia de trés delas, que sdo: GlyA (Serine hydroxymethyl
transferase; AOAO90ONXY0), Mdh (Malatede hydrogenase; AOAO90ONKL2) e Adk
(Adenylate kinase; AOAO090ONYVO0), que pertencem as classes das

metiltransferases, desidrogenases e nucleotideo quinases, respectivamente.

A proteina GlyA estd envolvida na protecdo contra estressores metabdlicos,
gue causam danos a célula, como o reactive enamine 2-aminoacrylate (2AA), que
€ uma enzima que atua no metabolismo celular, porém quando é encontrada sob
acumulo é capaz de afetar o fendtipo de crescimento e motilidade
(Borchert&Downs, 2017).

Sua inativacdo em Salmonella enterica demonstrou diminuigcdo do fitness
bacteriano, assim como proteinas relacionadas a ela também sdo fundamentais

para o equilibrio metabdlico (Flynn et al. 2013, Ernst & Downs 2016).

A proteina Mdh também esta envolvida em resposta ao estresse celular de
diferentes quantidades de Zinco (Zn), que € um elemento primordial para todos os

organismos. No entanto, a literatura carece de informacgdes sobre esta proteina
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(Easton et al. 2006). Ja a proteina Adk participa de processos relacionados
manuntencao de energia e sobrevivéncia da célula (Thanh et al. 2014).

O estudo de Nagar e colaboradores (2016) mapeou redes de interacéo
proteica para elucidar mecanismos de resposta ao estresse bioldgico em E.coli. O
estudo apontou 24 proteinas fundamentais envolvidas nessa resposta, dentre elas
a Mdk, Adk e GIlyA. No entanto, apenas GlyA ndo estava conectada diretamente

na rede de interacao.

Em nossos achados, tais proteinas interagem ativamente, inclusive com
GlyA. As associacles identificadas na rede biolégica foram classificadas em:
Interacdes conhecidas, Interacdes previstas e Outras interacdes (figura 26).

A rede de interacbes proteicas foi feita através da ferramenta STRING
(versdo 11.0, disponivel em www.string-db.org), que utiliza informacfes genéticas

para a montagem da rede biolégica de proteinas.

Figura 28: Rede de interacdo proteica de proteinas extracelulares exclusivas sob a condicao
de Vermelho congo na cepa clinica de Shigella flexneri str.201.



— Interac6es Conhecidas
Bancos de dados com curadoria
—_ Determinado experimentalmente

InteracBes previstas
Vizinhanca genética
Fus@es génicas

PR = Co-ocorréncia genética

Outras

Relevancia textual
Co-expressao
Homologia proteica

Em destaque vermelho, proteinas envolvidas nas respostas ao estresse celular com suas
respectivas interagdes e em destaque amarelo, estdo indicadas as proteinas patogénicas preditas
pelo software MP3.

Nesta figura, destacamos tanto as proteinas envolvidas na resposta ao
estresse celular, como as proteinas patogénicas, em amarelo e vermelho,

respectivamente.

As proteinas envolvidas na resposta ao estresse celular foram indicadas a
partir das informacdes descritas na literatura, enquanto as proteinas preditas como

patogénicas foram sinalizadas com base na anélise de dados da ferramenta MP3.

6.5.1.3 Predicdo de Proteinas Patogénicas

A predicdo de proteinas patogénicas foi realizada através da ferramenta
Predict Pathogenic Proteins in Metagenomics Datasets — MP3, que tem sido
utilizada recentemente em varios estudos, principalmente com o objetivo de
encontrar novos alvos para potenciais candidatos vacinais, tanto para humanos,
como para animais (Kastner et al. 2015, Pahil et al. 2017, Alvarez-estrada et al.
2018, Hisham & Ashhab 2018).

Quando a fracdo de proteinas extracelulares foi comparada a fracdo de

Y

proteinas intracelulares, ambas referentes a cepa clinica sob condicdo de
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Vermelho Congo (Figura 16), obtivemos apenas 3 proteinas patogénicas
localizadas, dado o baixo ndmero totais de proteinas identificadas. As proteinas
patogénicas identificadas foram: HisJ (AOAO90NAX9), AhpC(AOAO90ONXW3) e
GInH (AOAO9ONEWS).

No entanto, quando as proteinas patogénicas preditas foram submetidas ao
banco de dados de E.coli, que é um banco de dados mais acurado e com mais
sequéncias depositadas na plataforma de STRING, para a montagem de rede de
interagcBes proteicas, identificaram-se mais duas proteinas, sendo elas: Cystine-
binding protein (FliY; AOAO9ONDLO) e Isocitrate dehydrogenase [NADP] (lcd ;
AOAO0I3K409), sendo apenas FIliY classificada patogénica.

AhpC é classificada como uma alquiperoxidase, sendo responsavel pela
protecdo celular contra danos oxidativos, como a acdo de espécies reativas de
oxigénio, no entanto, ndo ha dados que relacionados a sua patogénese em
Shigella spp.

HisJ, GInH, e FIliY sdo constituintes de transportadores do tipo ABC (ATP -
binding cassette), ja descritos em espécies como E.coli, Salmonella spp. e
Shigella spp., sendo responsaveis pelo transporte de aminoacidos como histidina,
glutamina e cisteina, respectivamente. Transportadores pertencentes a esta
classe ja tém sido identificados como fatores de viruléncia, o que evidencia a
exploracdo destas proteinas como potenciais alvos de antimicrobianos, visto que
esta abordagem é escassa para o género de Shigella (Easton et al. 2006, Han et
al. 2011, Suh et al. 2014, Liu et al. 2015, Heuveling et al. 2019).

Tais dados aqui mencionados indicam a caréncia de informagdes robustas
sobre o género de Shigella em plataformas de analise proteica, como 0 STRING,
assim como a descrigdo e interacdo de proteinas patogénicas detectadas nesta

analise.

Portanto, a relevancia de dados protedmicos aqui apresentados, referentes a
esta espécie, é de fundamental importancia para o fornecimento e enriquecimento
de dados disponibilizados na literatura, além de propor novos alvos de exploracéo

relacionados a patogénese desta espécie.
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7. Conclusao

e A funcdo catalitica predominantemente identificada em ambas as
fracOes extracelulares e intracelulares revelou ndo apenas a descricao
de vias metabdlicas essenciais, mas foi capaz de destacar outras
funcdes, como importantes respostas ao estresse biologico, equilibrio
e manutencdo para a sobrevivéncia celular. Principalmente no
ambiente hostil, como o trato gastrointestinal;

e O mapeamento da rede de interacdo biologica de proteinas revelou
interacfes ainda ndo reportadas na literatura, como a conexao de
GlyA a outras proteinas envolvidas em mecanismos de resposta ao
estresse bioldgico;

e A construcdo das redes de interacdo de proteinas associadas a
predicdo de proteinas patogénicas permitiu o direcionamento das
andlises, a fim de promover a discussao sobre possiveis vias celulares
que possam estar direta ou indiretamente relacionadas ao fendtipo
exibido pela cepa clinica alvo do estudo;

e A identificacdo e predicdo de proteinas relacionadas a viruléncia
também trouxe informacfes sobre esta espécie, uma vez que ha
caréncia de dados dessa natureza na literatura, especialmente na
regiao Norte do pais;

e A diferenca do perfil protebmico entre as cepas, evidenciada pelo
diagrama de Venn, forneceu bases para a exploracéo do perfil exibido
pela cepa clinica, pois a mesma ja vem sendo extensamente
analisada pelo grupo de pesquisa, contribuindo assim para o melhor
entendimento do seu feno6tipo;

e A maior porgdo de proteinas classificadas como cataliticas também
estdo envolvidas em mecanismos de patogénese bacteriana e
manutencdo celular em diversas espécies, além de possuirem

aplicacOes biotecnoldgicas ja descritas;
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e A identificagdo de diversas proteinas envolvidas na resposta ao
estresse biolégico indica ser um caminho para futuras investigagdes,
pois esta categoria ja tem sido analisada como alvos potenciais de
inibicdo bacteriana;

e Proteinas responséaveis por modificacdes pos traducionais, como as
acetiltransferases, também estdo sendo abordados em pesquisas
recentes como alvos de investigacdo de mecanismos da patogénese
bacteriana. A acetilacdo de proteinas estd envolvida em atividades
como quimiotaxia, invasdo celular, replicacao, resisténcia a acidos,
além de processos regulatérios do DNA, modulacdo de vias
metabdlicas, estabilidade de proteinas e interacdes proteicas.

e A caracterizacdo de acetiltransferases e como estas atuam na
patogénese de Shigella podem esclarecer mecanismos ainda nao
totalmente compreendidos neste género;

e Proteinas precursoras de importantes vias biossintéticas como MetK e
AroK, também podem ser alvo de estudos envolvendo inibicao
bacteriana no género de Shigella, assim como ja é relatado em E.coli
e outras enterobactérias;

e Mutacdes em proteinas vesiculares sdo capazes de modular
processos como adaptacdo, sinalizacdo celular, transferéncia
horizontal de genes e o carreamento de toxinas. Tais mecanismos
podem fornecer bases para estratégias de eliminacdo ou atenuacao
de viruléncia bacteriana;

e Foi descrito que a predicdo de proteinas patogénicas se mostrou
maior na cepa clinica e muitas delas ja& estdo envolvidas na
patogénese de outras espécies ja reportadas na literatura, no entanto,
ha pouquissimas informacdes na espécie alvo da pesquisa;

e A abordagem protedmica se mostrou competente para a identificacdo
de proteinas ainda ndo descritas na literatura, além de possibilitar a
predicdo e analise de vias envolvidas na patogénese deste
microrganismo. Tal abordagem destaca a relevancia dos dados
apresentados, além de colaborar para a caracterizagdo desta cepa

clinica de alto potencial imunogénico, isolada na regiao.
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9. Apéndice

Tabela 10: Proteinas extracelulares diferenciais em meio LB identificadas na cepa clinica de
Shigella flexneri str.201

ID Nomenclatura Processo celular Localiza
cao
celular
AOAO090N Aconitatehydratase 2 tricarboxylicacidcycle Citoplas
LW4 ma
I6HBNO Aminotransferase biosyntheticprocess ;cellular | Citoplas

amino acidmetabolicprocess ma
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Tabela 11: Proteinas extracelulares diferenciais em meio VC identificadas na cepa clinica de
Shigella flexneri str.201.

ID Nomenclatura Processo celular Localiza
cao
celular
AOAO90N Aspartateammonia-lyase aspartatemetabolicprocess Citoplas
OW7 (Aspartase) ; tricarboxylicacidcycle ma
AOAO0I3K4 Isocitratedehydrogenase glyoxylatecycle; Citoplas
09 [NADP] tricarboxylicacidcycle ma
AOAO090N Phosphopentomutase 5-phosphoribose 1- Citoplas
C74 diphosphate ma
biosyntheticprocess;
cellularmetaboliccompound
salvage;
deoxyribonucleotidecatabol
icprocess
AOAQ90N Enolase glycolyticprocess Citoplas
El4 ma
AOAO090ON Serinehydroxymethyltransferas glycinebiosyntheticprocess Citoplas
XYO e (SHMT) fromserine; ma
tetrahydrofolateinterconver
sion
AOAQ90N Mannose-6- carbohydratemetabolicproc -
EU6 phosphateisomerase ess; GDP-
mannosebiosyntheticproce
SS
AOA235M Glycerophosphoryldiesterphosp lipidmetabolicprocess Periplas
JB1 hodiesterase ma
AOAQ90N Lactaldehydereductase - Citoplas
EG6 ma
AOAO090N Malatedehydrogenase carbohydratemetabolicproc -
KL2 ess;
malatemetabolicprocess;
tricarboxylicacidcycle
AOAQ90N Adenylatekinase (AK) (EC adenylatekinaseactivity; Citoplas
YVO 2.7.4.3) (ATP-AMP ATP binding ma
transphosphorylase)
AOAO090N Histidine-bindingprotein transport Membra
AX9 na
extracelu

lar
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AOAQ90N 2,3-bisphosphoglycerate- 2,3-bisphosphoglycerate- | Citoplas
G09 dependent dependent ma
phosphoglyceratemutase phosphoglyceratemutasea
(BPG-dependent PGAM) ctivity
AOAO9ON Cystine-bindingprotein ionotropicglutamate Periplas
DLO receptor activity ma
AOAQ90N Peroxiredoxin cell redox homeostasis; Citoplas
XW3 response tooxidative stress ma
AOAO090N Glutamine-bindingprotein Periplas
EW6 ma
AOAQ090N Fe/S biogenesisproteinNfuA iron-sulfur cluster Citoplas
KQO assembly; ma
proteinmaturation
AOAO090N ProteinygiWw -
HZ2
AOAO9ON ‘ Ferricuptakeregulationprotein transcription, DNA- ‘ Citoplas
Y77 templated ma

Tabela 12: Proteinas extracelulares comuns em meio LB e VC identificadas na cepa clinica
de Shigella flexneri str.201.

ID Nomenclatura Processo celular Localizacao
celular
AOAO090NJ59 DNA-directed RNA DNA binding; DNA-directed  Citoplasma
polymerasesubunit 5'-3' RNA
alpha (RNAP subunit polymeraseactivity;
alpha) proteindimerizationactivity
R4NJV1 Outermembraneprote porinactivity Membrana
in C (Fragment) extracelular
AOAO9ONFE7 Glyceraldehyde-3- NAD binding; NADP Citoplasma
phosphatedehydroge binding;
nase oxidoreductaseactivity,

actingonthealdehydeoroxogr
oupofdonors, NAD or NADP
as acceptor

AOAOQ90ONEY2 D-galactose- - Periplasma
bindingprotein
AOAQ090ONLBO ElongationfactorTs translationelongationfactora  Citoplasma
(EF-Ts) ctivity
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AOAO9ONET7 Cysteinesynthase cysteinesynthaseactivity; Citoplasma
transferaseactivity
AOAO090NXW6 4-hydroxy- 4-hydroxy- Citoplasma
tetrahydrodipicolinate tetrahydrodipicolinate
synthase (HTPA synthase
synthase)
AOAQ90ONE91 | Superoxidedismutase metal ionbinding; Periplasma

superoxidedismutaseactivity

AOAO090ONGDS8 Inorganicpyrophosph inorganicdiphosphataseactiv = Citoplasma
atase ity; magnesiumionbinding

AOAO090NWB ‘ Thiolperoxidase (Tpx) ’ thioredoxinperoxidaseactivit ’ Periplasma

6 y
AOAO90ONF38 Outermembraneprote - Membrana
in X extracelular
AOAO090NEW?9 [ Osmoticallyinduciblep - Periplasma
rotein Y
AOAO9ONLX4 Outermembraneprote unfoldedproteinbinding Periplasma
inOmpH
AOA090NW30 | Spheroplastprotein Y | - | Periplasma
AOAO9ONEAS5 PTS system, glucose- D-glucosamine PTS Citoplasma
specific 1A permeaseactivity;
component kinaseactivity; protein-N(PI)-
phosphohistidine-sugar
phosphotransferaseactivity
AOAO90NA33 [ DNA-bindingprotein DNA binding; Citoplasma
proteindimerizationactivity
AOAO090ONMW  50S ribosomalprotein rRNAbinding; Citoplasma
7 L9 structuralconstituentofriboso
me
AOAO90ONNGZ2 | 30S ribosomalprotein rRNAbinding; Citoplasma
S6 structuralconstituentofriboso
me
AOAO090NXA1 Major - Membrana
outermembranelipopr extracelular

otein
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Tabela 13: Proteinas intracelulares diferenciais em meio LB identificadas na cepa clinica de
Shigella flexneri str.201.

ID Nomeclatura da Proteina Processo celular Localizacao
celular
AOA1E2VKT Phosphoribosylformylglycinami de novo' IMP Citoplasma
8 dinesynthase (FGAM synthase) biosyntheticproces
S,
glutaminemetabolic
process
AOAO090NJK 30S ribosomalprotein S3 translation Citoplasma
2
AOA127GTO ProteinHfIK celldivision Citoplasma
9
AOAOQ090NK5 Pyruvatedehydrogenase E1 - Citoplasma
5 component
AOAO9ONFE Putativemembraneassociatedpr - Membrana
6 otein citoplasmatic
a
AOAO9ONFA Cytochrome d ubiquinol aerobicelectrontran | Membrana
4 oxidase subunit | sportchain citoplasmatic
a
AOAO9ONFP  ProteinRecA (Recombinase A) DNA Citoplasma
9 recombination;
DNA repair; SOS
response
AOAQ9ONYC ‘ Putativemembraneassociatedpr - Citoplasma
3 otein
I6HDR4 Oxoglutaratedehydrogenase tricarboxylicacidcyc  Citoplasma
(Succinyl-transferring) le
AOAQ9ONYD | NADP-dependentmalicenzyme | malatemetabolicpr | Citoplasma
7 ocess
AOAOQO90NI45 RNA polymerase sigma transcriptioninitiatio  Citoplasma
factorRpoD (Sigma-70) nfrombacterial-type
RNA polymerase
promoter
AOAO90NGB Isoleucine--tRNAligase isoleucyl- Citoplasma
3 tRNAaminoacylatio
n
AOAOQ090NFJ5 Lon protease cellular response to  Citoplasma
stress;
proteinqualitycontr
ol for

misfoldedorincompl
etelysynthesizedpr
oteins
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I6HOMS

AOAO90ONM9
8

AOAO090ONKM
4
AOA1E2VGY
0
AOA235MRG
5

AOAO090NMC

AOAOSONYS

AOAO;ONBQ

AOAOSON NT
5

AOAO90ONKA
6

AOAO9ONEW
4

AOAO90NBZ
5
AOAO90NLA45

AOAO090ONFQ Probablecytosolaminopeptidase

4
AOAO9ONFC
6

AOAO090ONFX
8

I6FIUO

DNA gyrasesubunit A

DNA gyrasesubunit B

Acetyltransferasecomponentofp
yruvatedehydrogenasecomplex
DNA polymerase

Glycyl-radical

enzymeactivatingprotein

Alpha-1,4 glucanphosphorylase
Dihydrolipoyldehydrogenase

60 kDachaperonin
(GroELprotein) (Protein Cpn60)

NADH-

qguinoneoxidoreductasesubunit

C/D

Phosphoenolpyruvatecarboxyki
nase (ATP) (PCK)

Phosphoenolpyruvate-
proteinphosphotransferase

30S ribosomalprotein S1

GTP-bindingproteinTypA/BipA

Fumaratehydrataseclass |

Threonine--tRNAligase

Glycine--tRNAligase beta

subunit

DNA-dependent
DNA replication;
DNA
topologicalchange
DNA-dependent
DNA replication;
DNA
topologicalchange
glycolyticprocess

DNA replication

carbohydratemetab
olicprocess
cell redox
homeostasis
proteinrefolding

gluconeogenesis

phosphoenolpyruv
ate-dependent
sugar
phosphotransferas
e system
translation

generationof

precursor

metabolitesandene
rgy

threonyl-

tRNAaminoacylatio
n
arginyl-

tRNAaminoacylatio

n; glycyl-
tRNAaminoacylatio

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Membrana

citoplasmatic

a
Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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AOAO9ONJY
0

AOAO90NJ29

AOAO090NJC
3

AOAO90NF53

AOA127GJJ4

AOAO90NWX
7

AOAO90NPG
1
AOAO9ONFW
8

AOAO9ONPD
9

AOAO90NF86

AOAO9ONVS
3

AOAO90ONFZ
2

AOAOQO9ONIL4

AOAO90ONBB
7

Glutamate--tRNAligase

GMP synthase [glutamine-
hydrolyzing]

PeroxiredoxinreductaseAhpFsu

bunit

CTP synthase

Pyruvatekinase
Arginine--tRNAligase

Oligopeptidase A

Xaa-Pro dipeptidase (X-Pro
dipeptidase)

Asparagine--tRNAligase

ATP synthasesubunit beta

Glutamine--tRNAligase

Peptidyl-dipeptidasedcp

Inosine-5'-monophosphate
dehydrogenase (IMP
dehydrogenase) (IMPD)
Dihydroxy-aciddehydratase
(DAD)

glutamyl-
tRNAaminoacylatio
n
glutaminemetabolic
process; GMP
biosyntheticproces
S
cell redox
homeostasis;
response
toreactiveoxygensp
ecies
de novo' CTP
biosyntheticproces
S,
glutaminemetabolic
process

arginyl-
tRNAaminoacylatio
n

asparaginyl-
tRNAaminoacylatio
n
ATP
synthesiscoupledpr
otontransport

glutaminyl-
tRNAaminoacylatio
n; glutamyl-
tRNAaminoacylatio
n

GMP
biosyntheticproces
S
isoleucinebiosynth
eticprocess;
valinebiosyntheticp
rocess

Citoplasma

Citoplasma

Membrana
citoplasmatic
a

Citoplasma

Citoplasma
Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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AOAO90NY1 Proline--tRNAligase prolyl-
2 tRNAaminoacylatio
n
AOAO90NNH ABC transporter ATP- negative
5 bindingprotein regulationoftranslat
ionalelongation
AOAO9ONF21 Glucose-6-phosphateisomerase  gluconeogenesis;
(GPI) glycolyticprocess
AOAOQI1PKR2 Lysine--tRNAligase lysyl-
tRNAaminoacylatio
n
AOAO90ONC4 Methionine--tRNAligase methionyl-
3 tRNAaminoacylatio
n
AOAO090NWD AMP nucleosidase AMP salvage;
0 nucleosidemetaboli
cprocess
AOAO0I3K409 Isocitratedehydrogenase glyoxylatecycl;
[NADP] tricarboxylicacidcyc
le
I6F4U5 Adenylosuccinatesynthetase de novo' AMP
(AMPSase) (AdSS) biosyntheticproces
S
AOAO090NAI3 BifunctionalproteinHIdE ADP-L-glycero-
beta-D-manno-
heptose
biosyntheticproces
S
AOAO090NL47 ‘ GTPaseObg ’ ribosomebiogenesi
S
AOAO090ONEN Fumaratehydrataseclass Il fumaratemetabolic
9 (Fumarase C) process;
tricarboxylicacidcyc
le
AOAO090NJ35 Histidine--tRNAligase histidyl-
tRNAaminoacylatio
n
AOAO90NWN TranscriptionterminationfactorR DNA-

2 ho templatedtranscript

ion, termination;
regulationoftranscri

ption, DNA-
templated
AOAOQ90ONEA ATP-dependent RNA RNA

4 helicaseRhIB catabolicprocess

AOAO090NDA Argininosuccinatesynthase argininebiosyntheti

3 cprocess

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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AOAO9ONMH
3

AOAO9ONLT
7

E2X3G7

AOAO90NYB
2

AOA127GMC
7

AOAOQ090ONC7
4

AOAO90ONHO
3
AOAO090NMK
0

AOAO90ONKQ
8

AOAO9ONCT
3

AOAO9ONGM
3

AOAO90NKJ

Glucose-1-
phosphateadenylyltransferase
D-alanine--D-alanineligase

Translationelongationfactor Tu

2-amino-3-ketobutyrate
coenzyme A ligase (AKB
ligase)

Aminotransferase

Phosphopentomutase

Peptidase B (Aminopeptidase
B)
D-aminoaciddehydrogenase

UDP-N-acetylglucosamine 1-
carboxyvinyltransferase

Iron-sulfur cluster carrierprotein

Fructose-1,6-
bisphosphataseclass 1
(FBPaseclass 1)
Rod shape-

glycogenbiosynthet
icprocess
cellwallorganization

Citoplasma

Citoplasma

peptidoglycanbiosy
ntheticprocess;
regulationofcellsha
pe
Citoplasma

biosyntheticproces
S; L-
threoninecatabolicp
rocesstoglycine
biosyntheticproces
s; cellular amino
acidmetabolicproce
SS
5-phosphoribose 1-
diphosphate
biosyntheticproces
S,
cellularmetabolicco
mpoundsalvage;
deoxyribonucleotid
ecatabolicprocess
- Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

D- Membrana
aminoacidcatabolic citoplasmaétic
process a

cellcycle
:celldivision ;
cellwallorganization

Citoplasma

peptidoglycanbiosy
ntheticprocess;
regulationofcellsha
pe ; UDP-N-
acetylgalactosamin
ebiosyntheticproce

SS
- Membrana
citoplasmatic
a
carbohydratebiosy | Citoplasma

ntheticprocess

cellmorphogenesis  Citoplasma




122

9
I6HBQ?2

AOAO090NGO
6
AOAO90ONIA9

AOAO090NW2
3

AOAO090ONVR
4

AOAO9ONKW
1

AOAO9ONKY
2

AOAO090NJZ5

AOAO90NWS5
3

AOAO9ONKL
2

AOAO90ONGR
9

AOAO9ONES
6

determiningproteinmreB

Phosphoserineaminotransferas
e

UDP-glucose 4-epimerase

Low-specificity L-
threoninealdolase

Glycine--tRNAligase alpha
subunit
UTP--glucose-1-phosphate
uridylyltransferase
ATP-dependent 6-
phosphofructokinase (ATP-
PFK) (Phosphofructokinase)

L-threonine 3-dehydrogenase
(TDH)

Phosphoribosylformylglycinami
dinecyclo-ligase

3-dehydroquinatesynthase
(DHQS)

Malatedehydrogenase

23S rRNAmethyltransferase

HTH-typetranscriptional
repressor PurR

L- Citoplasma
serinebiosyntheticp
rocess;
pyridoxinebiosynth
eticprocess
galactose
metabolicprocess
cellular amino
acidmetabolicproce
SS
glycyl-
tRNAaminoacylatio
n
biosyntheticproces
s; UDP-glucose
metabolicprocess
fructose 6-
phosphate
metabolicprocess

s

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

threoninecatabolicp

rocesstoglycine
de novo' IMP
biosyntheticproces
S
aromatic amino
acidfamilybiosynth
eticprocess;
chorismatebiosynth
eticprocess
carbohydratemetab -
olicprocess;
malatemetabolicpr
ocess;
tricarboxylicacidcyc
le
RNA processing

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

negative

regulationoftranscri

ption, DNA-

templated,;
purinenucleotidebio

syntheticprocess;

transcription, DNA-

templated

Citoplasma
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AOAO9ONFI3

AOAO9ONEA
6

AOAO90NPH
9

I6H561

AOAO9ONNS8
9
AOAO90ONE2
9

AOAO9ONITS

AOAO9ONGS
4

AOAO90ONB2
7

AOAO9ONEF
7
AOAO9ONXT
9

AOAO9ONET
7

AOAO90ONDS8
3

AOA127GTL
3

Phospho-2-dehydro-3-
deoxyheptonate aldolase

Ribosomal RNA
smallsubunitmethyltransferase
C

‘ Outermembraneprotein F ‘ jontransport ‘

Outermembraneporinproteinom
pD

‘ Tasprotein

Glyoxylate/hydroxypyruvatered
uctase B
N5-carboxyaminoimidazole
ribonucleotidesynthase (N5-
CAIR synthase)

NAD-dependentoxidoreductase

Anhydro-N-
acetylmuramicacidkinase

Lipoylsynthase

‘ Aspartate--ammonialigase
Cysteinesynthase
reductase [NADH]

‘ Enoyl-[acyl-carrier-protein]

Ribose-
phosphatepyrophosphokinase
(RPPK)

aromatic amino
acidfamilybiosynth
eticprocess;
chorismatebiosynth
eticprocess

porinactivity

de novo' IMP
biosyntheticproces
S

1,6-anhydro-N-
acetyl-beta-
muramic
acidcatabolicproce
SS; amino sugar
metabolicprocess;
carbohydratemetab
olicprocess;
peptidoglycanturno
ver
proteinlipoylation

L-
asparaginebiosynth
eticprocess
cysteinebiosyntheti
cprocessfromserin
e
fattyacidbiosyntheti
cprocess

5-phosphoribose 1-
diphosphate
biosyntheticproces
S,
nucleosidemetaboli

Citoplasma

Citoplasma

Membrana
extracelular

Membrana
extracelular

Citoplasma
Citoplasma

Membrana
citoplasmatic
a

Membrana
citoplasmatic
a

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Membrana
citoplasmatic
a
Citoplasma
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AOAO90NCI1

AOAOQO90ONI42

AOAO09ONXZ
6

AOAO90ONXW
6

AOAO90ONGX
1

AOAO9ONLL
7

AOAO90NZ55

AOAO90ONWE
3

AOAO9ONEX
1
AOAQ09ONG7
2

AOAO9ONLG
5

AOAOQO9ONIB5

Acetyl-coenzyme A

carboxylasecarboxyltransferase
subunit alpha (ACCasesubunit

alpha)
Agmatinase

50S ribosomalprotein L2

4-hydroxy-

tetrahydrodipicolinate synthase

(HTPA synthase)

Acetyl-coenzyme A

carboxylasecarboxyltransferase
subunit beta (ACCasesubunit

beta)

Glucokinase

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]

synthase 3

Thioredoxinreductase

OxidoreductaseucpA

Probabletranscriptionalregulator

yproteinYebC

ProteinyicC

Peptidyl-prolylcis-
transisomerase

cprocess;
nucleotidebiosynth
eticprocess;
ribonucleosidemon
ophosphatebiosynt
heticprocess
fattyacidbiosyntheti
cprocess; malonyl-
CoAbiosyntheticpro
cess
putrescinebiosynth
eticprocessfromarg
inine;
spermidinebiosynth
eticprocess
translation

diaminopimelatebio
syntheticprocess;
lysinebiosyntheticp
rocess via
diaminopimelate

fattyacidbiosyntheti

cprocess; malonyl-

CoAbiosyntheticpro
cess

glycolyticprocess

fattyacidbiosyntheti
cprocess
removalofsuperoxi
deradicals

regulationoftranscri
ption, DNA-
templated,;
transcription, DNA-
templated

proteinfolding

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Periplasma
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AOAO90ONXM
5

AOAO90NNB
5
AOAO90NC5
1

AOAOQ9ONICS

AOA235P5M
1
AOAO090NJP
2

AOAQ90NJJS8 ‘

AOAO090ONFK
2

AOAO90NIN2

AOAO90NIV2

AOAO90NYJ
9

AOAO90ONKE
8

AOAO090NGO
9

AOAO090NJ45

AOAO90NY9
8

ATP phosphoribosyltransferase
(ATP-PRT)

Celldivisioninhibitor

Arabinose 5-phosphate
isomerase (API)

Glucose-1-
phosphatethymidylyltransferase

Uncharacterizedprotein

30S ribosomalprotein S4
50S ribosomalprotein L4

Uncharacterizedprotein

50S ribosomalprotein L1

Phosphoribosylaminoimidazole-

succinocarboxamidesynthase

30S ribosomalprotein S2
Stringentstarvationprotein A

2,3-bisphosphoglycerate-
dependent
phosphoglyceratemutase
(BPG-dependent PGAM)
50S ribosomalprotein L3

Transcriptionalregulatoryprotein
ompR

histidinebiosyntheti
cprocess

celldivision

carbohydratederiva
tivemetabolicproce
SS;
carbohydratemetab
olicprocess
extracellularpolysa
ccharidebiosyntheti
cprocess

translation

‘ translation

regulationoftranslat
ion; translation

de novo' IMP
biosyntheticproces
S,
cobalaminbiosynth
eticprocess
translation

gluconeogenesis;
glycolyticprocess

translation

phosphorelaysignal
transduction
system;
regulationoftranscri
ption, DNA-
templated
;transcription, DNA-

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
Citoplasma

Membrana
citoplasmatic
a
Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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AOAO90NYV
0

AOAO90NB6
3
AOAO9ONCP
8
AOAO90OND2
7

AOAO9ONXW
3

AOA127GMO
2

AOAO90ONNL
8

AOAO90NB5S
3

AOAO9ONC7
3

AOAO90NJR
1
AOAO090NCB
7

AOAO9ONBW
8

AOA090NB?2
4

AOAO90ONXP
0

Adenylatekinase (AK)

Peptidyl-prolylcis-
transisomerase

Glutaredoxin 2
ProteinGrpE (HSP-70 cofactor)

Peroxiredoxin

Chloramphenicolacetyltransfera
se

Aerobicrespirationcontrolprotein
arcA

Phosphoenolpyruvatesynthaser
egulatoryprotein (PEP
synthaseregulatoryprotein)
(PSRP)
Deoxyribose-
phosphatealdolase (DERA)

Lipoprotein
Site-determiningprotein

Ribose-5-phosphateisomerase
A

Glutathione S-transferase

NIF3-related protein

‘ templated

AMP salvage
‘ proteinfolding
cell redox

homeostasis
proteinfolding

cell redox
homeostasis;
response
tooxidative stress
response
toantibiotic

phosphorelaysignal
transduction
system;
regulationoftranscri
ption, DNA-
templated,;
transcription, DNA-
templated
proteindephosphor
ylation

carbohydratecatab
olicprocess
;deoxyribonucleotid
ecatabolicprocess;
deoxyribosephosph
atecatabolicproces
s

celldivision

pentose-phosphate
shunt, non-
oxidativebranch

Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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AOAO90NFI1

AOAO090NZ63

AOAO090NWU
5

AOAO9ONIE4

AOAO090ONKQ
0

AOAOQO90NL25

AOAO090NWD
7

AOAO9ONKW
S

AOAO9ONDY
6

AOAOIOTBLO

AOAO9ONFB
0

GTP cyclohydrolase 1

Transcriptionalregulatoryprotein
phoP

Ubiguinone/menaquinonebiosy
nthesis C-
methyltransferaseUbIE

Peptidyl-prolylcis-
transisomerase

Fe/S biogenesisproteinNfuA

Transcriptionalregulatoryprotein
cpxR

Phosphatase, HAD
superfamilyprotein

Molybdenumcofactorsulfurase

Glycoprotein/polysaccharideme
tabolism

Glycoprotein/polysaccharideme
tabolism

RNA chaperoneProQ

7,8-
dihydroneopterin
3'-triphosphate
biosyntheticproces
S; one-
carbonmetabolicpr
ocess;
tetrahydrofolatebio
syntheticprocess
phosphorelaysignal
transduction
system;
regulationoftranscri
ption, DNA-
templated;
transcription, DNA-
templated
aerobicrespiration;
menaquinonebiosy
ntheticprocess;
ubiguinonebiosynth
eticprocess

iron-sulfur cluster
assembly;
proteinmaturation

phosphorelaysignal
transduction
system;
regulationoftranscri
ption, DNA-
templated;
transcription, DNA-
templated
metabolicprocess

posttranscriptionalr
egulationof gene
expression

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Periplasma

Citoplasma
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AOAO90NJ82

AOAO90ONKH
8

AOAO9ONES
1

AOAO9ONYD
0
AOAO90ONFZ
1

AOAO090ONMV
5

AOAO90NAU
5

AOAO90ONCS
9

AOA1D3DJI7

AOAOH9QSI4

AOAO090NM
w7

AOAO90ONCR
5

‘ Riboflavinsynthase alpha chain

Pyruvate formate-lyase-
activatingenzyme

Negative

regulatorofallantoinandglyoxylat

eutilizationoperons

LPS ABC transporter ATP-
bindingprotein
ATP synthasegammachain
(ATP synthase F1 sector
gammasubunit) (F-
ATPasegammasubunit)

UPF0502 proteinYceH

3-methyl-2-oxobutanoate
hydroxymethyltransferase

Short chaindehydrogenase

Short chaindehydrogenase

Uracilphosphoribosyltransferas

e

NAD(P)H nitroreductase
(Putativeoxidoreductase)

50S ribosomalprotein L9

AOAO090NLOO ‘ 30S ribosomalprotein S9

AOAO90NX2
0

AOAO90ONAS
1

ATP synthase B chain

Osmoticallyinduciblelipoprotein

E

regulationoftranscri
ption, DNA-
templated,;
transcription, DNA-
templated

transmembranetra
nsport
plasma membrane
ATP
synthesiscoupledpr
otontransport

pantothenatebiosy
ntheticprocess

UMP salvage;
uracilsalvage

translation
translation

ATP
synthesiscoupledpr
otontransport

‘ Citoplasma

Citoplasma

‘ Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
‘ Citoplasma
Membrana

citoplasmatic
a
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AOAO090NMK 3-hydroxydecanoyl-[acyl-
9 carrier-protein] dehydratase

AOAO9ONWY Lipoprotein
8

AOAO09ONDP 50S ribosomalprotein L19
8

AOAO9ONLN Peptidoglycanbindingprotein
6 (LysMdomain)

AOAO090NJ50 50S ribosomalprotein L14

AOAO90NN9‘ Ribosome-bindingfactor A |
8

AOAO090NLJ5 SmallheatshockproteinlbpA (16 proteinstabilization

kDaheatshockprotein A)

AOAO090NYO ‘ 30S ribosomalprotein S11 ‘
0

AOAO090NSE Uncharacterizedprotein
4

AOA090ONDP ‘ 50S ribosomalprotein L19 ’
8

AOA090NJ47 50S ribosomalprotein L22

AOAQ90NXZ ‘ 30S ribosomalprotein S14 ‘
8

AOAO90NM9  ProteintranslocasesubunitYajC
5

AOAO090NIU6 Universal stress

proteinfamilyprotein

AOAO090NH5 Inhibitorofvertebratelysozyme
1

AOAO090NXI9 ‘ ElaBprotein

AOAO90N9T6 Surface

presentationofantigensproteins
paK

AOAO090NCR ‘ Uncharacterizedprotein ‘
7

fattyacidbiosyntheti

cprocess

translation

rRNAbinding;
structuralconstituen

tofribosome

maturationof SSU-

rRNA

translation

translation

translation

translation

response to stress

negative

regulationofcatalyti

cactivity

cellular response to

stress

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma

Membrana

citoplasmatic

a
Citoplasma

Periplasma
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AOAO90NI81

AOAO9ONNB
7

AOAO90NHK
0

AOAO90ONLH
4

AOAO090ONGJ
4

AOAO9ONEM
1

AOAO9ONLE
9

AOAO9ONFK
1

AOAO90NJLO

30S ribosomalprotein S21
30S ribosomalprotein S18
UPF0145 proteinYbjQ

50S ribosomalprotein L28

Intracellularsulfurreductionprote
in

‘ 50S ribosomalprotein L25 ‘

DNA-directed RNA
polymerasesubunitomega
(RNAP omegasubunit)

‘ BolAprotein ‘

50S ribosomalprotein L18

translation

translation

translation

translation

transcription, DNA-

templated

translation

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Tabela 14: Proteinas intracelulares diferenciais em meio VC identificadas na cepa clinica de
Shigella flexneri str.201.

ID Nomenclatura Processo celular Localiza
cao
celular
AOA090 Major - Membra
NXA1 outermembranelipoprotein na
extracel
ular
AOA090 | Phosphateacetyltransferase | acetyl-CoAbiosyntheticprocess | Citoplas
NZ02 ma
16H289 Beta-galactosidase (Beta-  carbohydratemetabolicprocess -
gal)
AOA090 | Outermembraneproteinasse Gram-negative-bacterium- Membra
NLF3 mblyfactorBamA typecelloutermembraneassembl na
y; proteininsertionintomembrane | extracel
ular
AOA090 Phosphate- phosphateiontransmembranetra Periplas
NC46 bindingproteinPstS nsport ma
AOA090 Translationinitiationfactor - Citoplas
NZ12 IF-2 ma
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AOA090
NLW2

AOAOQOH2
V1S1

AOA090
NYLO

AOA090
NXB5

I6HON1

AOA127
GV72
AOA090
NFB2

AOA090
NG16

AOA1S9
KCV2

AOA090
NK84

AOA090
NFD6

AOA090
NH18

AOA090
NDY8

AOA090
NNX7

AOAOH9
GHL4

AOA090
NNW5

I6H561

Periplasmicserineendoprote
aseDegP-like

Outermembranefluffingprote
in

Succinate--CoAligase
[ADP-forming] subunit beta
ChaperoneSurA (Peptidyl-

prolylcis-
transisomeraseSurA)

Glycerophosphoryldiesterph
osphodiesterase
Invasin

Aldose 1-epimerase
Galactokinase

Flavohemoprotein

Glutamate-1-semialdehyde
2,1-aminomutase (GSA)

ProteinTolB

Aspartate-

semialdehydedehydrogenas

e
S-
adenosylmethioninesynthas
e (AdoMetsynthase)

Putrescine-

bindingperiplasmicprotein
Invasin (InvasinproteinlpaD)

ChaperoneproteinDnaJ

Outermembraneporinprotei
nompD

tricarboxylicacidcycle

chaperonemediatedproteinfoldin
grequiringcofactor; Gram-

negative-bacterium-

typecelloutermembraneassembl

Yi

maintenanceofstationaryphase
;proteinstabilization
lipidmetabolicprocess

pathogenesis

galactose metabolicprocess

| galactose metabolicprocess

response tonitrosative stress;
response totoxicsubstance

protoporphyrinogen IX
biosyntheticprocess

proteinimport

cellular amino
acidbiosyntheticprocess

one-carbonmetabolicprocess;
S-
adenosylmethioninebiosynthetic
process

polyaminetransport

pathogenesis

DNA replication; proteinfolding;
response toheat

porinactivity

Periplas
ma

Membra
na
extracel
ular
Citoplas
ma
Periplas
ma

Periplas
ma
Extracel
ular
Periplas
ma

Citoplas
ma

Citoplas
ma

Citoplas
ma

Periplas
ma

Citoplas
ma

Citoplas
ma

Periplas
ma

Extracel
ular

Citoplas
ma

Membra
na
extracel
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I6HHU1

AOA090
NW52
AOA090
NGY4

AOA090
NE91
AOA127
GKI12
AOA090
NGD8

AOA090
NJP9

AOA127
GKP1
AOA090
NND3

AOA090
NFG3
AOA090
NCAG6
AOA090
NW86

AOA090
NGAS8

AOA090
NGX6

AOA127
GRK6

AOA090
NI160

AOA090
NLX4

AOA090
NEW9

NH(3)-dependent NAD(+)
synthetase

Tryptophan--tRNAligase

50S ribosomalprotein L3
glutaminemethyltransferase
(L3 MTase)

Superoxidedismutase

Translationinitiationfactor
IF-3
Inorganicpyrophosphatase

Peptidedeformylase (PDF)

Thioredoxin/glutathionepero
xidaseBtuE
NADH-
guinoneoxidoreductasechai
nE
Uncharacterizedprotein

‘ Elongationfactor P (EF-P) ’

ATP-dependent protease
subunitHsIV

Co-chaperoneproteinHscB
(Hsc20)

Uncharacterizedprotein
(Fragment)

ATP synthasesubunit delta

Outer-
membranelipoproteincarrier
protein
OutermembraneproteinOmp
H
Osmoticallyinducibleprotein
Y

NAD biosyntheticprocess

tryptophanyl-
tRNAaminoacylation
peptidyl-glutaminemethylation

phosphate-
containingcompoundmetabolicp
rocess
translation

response tooxidative stress

proteolysisinvolved in
cellularproteincatabolicprocess

proteinfolding;
proteinmaturationbyiron-sulfur
cluster transfer;
proteinoligomerization

ATP
synthesiscoupledprotontranspor
t

ular

Citoplas
ma

Citoplas
ma

Citoplas
ma

Periplas
ma
Citoplas
ma
Citoplas
ma

Citoplas
ma

Periplas
ma
Citoplas
ma

Citoplas
ma
Citoplas
ma
Citoplas
ma

Citoplas
ma

Citoplas
ma

Periplas
ma

Periplas
ma
Periplas
ma
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AOA090
NYB8
AOA090
NGYO

AOA090
NCH2

AOA090
NJ17

AOA090
NEMS8

AOA090
NHS1

AOA090
NX61

AOA090
NL57

AOA090
NN74

AOA090
NMP9
AOA090
NHZ2
AOA090
NM58
AOA090
NXN3
AOA090
NEAS

AOA127
GPV5

AOA090
NNES
AOA090
NG18

AOA090
NLYS

AOA090
NMS4

Biotincarboxylcarrierprotein
ofacetyl-CoAcarboxylase
Peptidyl-prolylcis-
transisomerase

Shikimatekinase 1 (SK 1)

Peptidyl-prolylcis-
transisomerase (PPlase)

Xanthinephosphoribosyltran
sferase

dTDP-4-dehydrorhamnose
3,5-epimerase

ProteinytfJ

Lipopolysaccharideexport
system proteinLptA

RNA-bindingproteinHfq

Uncharacterizedprotein
Proteinygiw
DNA-bindingprotein
30S ribosomalprotein S7

PTS system, glucose-
specific IIA component

PTS system N-
acetylgalactosamine-
specifictransportersubunit
A
Acetyltransferase

Molybdenumcofactorbiosynt
hesisprotein B

Transcriptionantitermination
proteinNusB
(AntiterminationfactorNusB)
Outermembraneprotein

fattyacidbiosyntheticprocess

aromatic amino
acidfamilybiosyntheticprocess;
chorismatebiosyntheticprocess
proteinfolding

purineribonucleosidesalvage;
XMP salvage

dTDP-
rhamnosebiosyntheticprocess

Gram-negative-bacterium-
typecelloutermembraneassembl
y; lipopolysaccharidetransport

regulationoftranscription, DNA-
templated

regulationoftranscription, DNA-
templated

translation

phosphoenolpyruvate-
dependent sugar
phosphotransferase system
phosphoenolpyruvate-
dependent sugar
phosphotransferase system

Mo-
molybdopterincofactorbiosynthe
ticprocess
DNA-templatedtranscription,
termination;
transcriptionantitermination

Citoplas
ma
Citoplas
ma

Citoplas
ma

Citoplas
ma

Citoplas
ma

Periplas
ma

Citoplas
ma

Citoplas
ma
Citoplas
ma
Citoplas
ma

Citoplas
ma

Citoplas
ma
Citoplas
ma

Citoplas
ma

Membra
na
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extracel
ular
AOA090 Uncharacterizedprotein - Citoplas
NJI3 ma
AOA090 | Ribosome-associatedfactor primarymetabolicprocess Citoplas
NEZ2 Y ma
AOA1S9I Integrase DNA integration; DNA Citoplas
VY5 recombination ma
AOA090 Coldshockprotein regulationoftranscription, DNA- | Citoplas
NWR1 templated ma
AO0A090 Uncharacterizedprotein - -
NG88
AOA090 Nitrogenregulatoryprotein regulationofnitrogenutilization; | Membra
NJES P-II regulationoftranscription, DNA- na
templated; citoplas
matica

Tabela 15: Proteinas intracelulares comuns em meio LB e VC identificadas na cepa clinica

de Shigella flexneri str.201.

ID Nomenclatura Processo celular Localizacao
celular
AOAO90NXR1 DNA-directed RNA DNA binding; DNA- Citoplasma
polymerasesubunit directed 5'-3' RNA
beta (RNAP subunit polymeraseactivity;
beta) ribonucleosidebinding
AOAO90ONFKS8 ElaBprotein ribosomebinding -
AOAO090NM21 Citratesynthase citrate (Si)- Citoplasma
synthaseactivity
AOAO90NJNS8 50S ribosomalprotein rRNAbinding; Citoplasma
L15 structuralconstituentofri
bosome

AOAO90ONYL1 Succinatedehydrogen flavinadeninedinucleoti Membrana
aseflavoproteinsubunit debinding; intracelular

succinatedehydrogenas
e (ubiquinone) activity

AOAO90NGS81 Formate- ATP binding; Membrana

osylglycinamideformylt | phosphoribosylglycina
ransferase mideformyltransferase
2 activity;

phosphoribosylglycina

dependentphosphorib | magnesiumionbinding; | citoplasmatica




135

AOAO90NNW4

AOAO9ONFF7

AOAO90ONNF4

AOAOI4UQES6

AOAO090NSW7

I6H9C9

AOA127GHKS8

AOAO90NAIG
AOAO90ONHN9

AOAO90NXYO

AOAO90NH22

I6GVN3
AOAO09ONXKY7

Glutathionereductase

ATP synthasesubunit
alpha

ChaperoneproteinDna
K (HSP70)

Ketol-
acidreductoisomerase

Aspartateammonia-
lyase (Aspartase)
Trigger factor (TF)

Dihydrolipoyllysine-
residuesuccinyltransfe
rasecomponentof 2-
oxoglutarate
dehydrogenasecomple
X

ChaperoneproteinClpB

Elongationfactor G
(EF-G)

Serinehydroxymethyltr
ansferase (SHMT)

3-oxoacyl-[acyl-carrier-
protein] synthase

Enolase

Serine--tRNAligase

mideformyltransferasea
ctivity

electrontransferactivity;
flavinadeninedinucleoti
debinding; glutathione-
disulfidereductaseactivit
y; NADP binding
ATP binding; proton-
transporting ATP
synthaseactivity,
rotationalmechanism
ATP binding;
unfoldedproteinbinding

Isomeraseactivity;
ketol-
acidreductoisomerasea
ctivity;
magnesiumionbinding;
nucleotidebinding
aspartateammonia-
lyaseactivity
peptidyl-prolylcis-
transisomeraseactivity

dihydrolipoyllysine-
residuesuccinyltransfer
aseactivity

ATP binding

GTPaseactivity; GTP
binding;
translationelongationfac
toractivity
glycinehydroxymethyltr
ansferaseactivity;
methyltransferaseactivit
yi
pyridoxalphosphatebind
ing
metabolicprocess

glycolyticprocess

ATP binding; serine-
tRNAligaseactivity

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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AOAO9ONEQ7

AOAO90NJ59

AOAO90NKL5

AOAO09ONWRY7

R4ANJV1

AOAO9ONFE7

AOAO90NZ31

AOAO90NK95

AOAOIZEAAG

AOAO90NL96

AOAO9ONLBO

AOAO9ONDLS5
AOA1E2VIKY

AOAO90NGY94

Phosphoglyceratekina
se

DNA-directed RNA
polymerasesubunit
alpha (RNAP subunit
alpha)

CelldivisionproteinFtsZ

Fructose-
bisphosphatealdolase

Outermembraneprotei
n C (Fragment)

Glyceraldehyde-3-
phosphatedehydrogen
ase

Transaldolase

ADP-L-glycero-D-
manno-heptose-6-
epimerase
tRNA-
modifyingproteinYgfZ
Selenide,
waterdikinase

ElongationfactorTs
(EF-Ts)

Alcoholdehydrogenase
(EC1.1.1.5)

‘ PhosphoporinPhoE ‘

Uncharacterizedprotei
n

glycolyticprocess

DNA binding; DNA-
directed 5'-3' RNA
polymeraseactivity;
proteindimerizationactiv
ity
GTPaseactivity; GTP
binding

fructose-
bisphosphatealdolasea
ctivity; zincionbinding
porinactivity

NAD binding; NADP
binding
;oxidoreductaseactivity,
actingonthealdehydeor
oxogroupofdonors,
NAD or NADP as
acceptor
sedoheptulose-7-
phosphate:D-
glyceraldehyde-3-
phosphate
glyceronetransferaseac
tivity
ADP-glyceromanno-
heptose 6-epimerase
activity; NADP binding

ATP binding;
magnesiumionbinding;
selenide,
waterdikinaseactivity
translationelongationfac
toractivity

metal ionbinding;
oxidoreductaseactivity

porinactivity

transferaseactivity

‘ folicacidbinding ‘

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Membrana
extracelular

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Membrana
extracelular

Periplasma
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AOAO9ONAAY

AOAO9ONLF6

AOAO9ONIY8

AOAO90NWB6

AOAO90NIX9

AOAO9O0NIY3

AOAO90NF38

AOAO90NI38

AOAO90ONBGS8

AOAO9ONY77

AOAO9ONLU7

AOAO90NC22

AOAO9ONKL6

AOAO090NW82
AOAO90ONYWG6

Phosphofructokinase

Ribosome-
recyclingfactor (RRF)
(Ribosome-
releasingfactor)
30S ribosomalprotein
S5

Thiolperoxidase (Tpx)

50S ribosomalprotein
L16

50S ribosomalprotein
L5

Outermembraneprotei
n X

50S ribosomalprotein
L10

Single-stranded DNA-
bindingprotein (SSB)
Ferricuptakeregulation
protein

S-
ribosylhomocysteinely
ase
Regulatorofribonuclea
seactivity A

50S ribosomalprotein
L13

UPF0234 proteinYajQ
Transcriptionterminatio

n/antiterminationprotei
NNusG

ATP binding;
kinaseactivity;
phosphotransferaseacti
vity, alcoholgroup as
acceptor
translational termination

rRNAbinding;
structuralconstituentofri
bosome

thioredoxinperoxidasea
ctivity

rRNAbinding;
structuralconstituentofri
bosome; tRNAbinding

rRNAbinding;
structuralconstituentofri
bosome; tRNAbinding

largeribosomalsubunitr
RNADbinding;
structuralconstituentofri
bosome
single-stranded DNA
binding
DNA binding; DNA
bindingtranscriptionfact
oractivity; metal
ionbinding
ironionbinding; S-
ribosylhomocysteinelya
seactivity
endoribonucleaseinhibit
oractivity;
enzymebinding;
methyltransferaseactivit
y
structuralconstituentofri
bosome

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Periplasma

Citoplasma

Citoplasma

Membrana
extracelular

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
Citoplasma
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AOAO90NCQ3

AOAO090NJ52

AOAO9ONLE7

AOAO90ONJL7

I6HG28

AOAO90ONNG2

AOAO9ONL75

AOAO9ONET6

AOA142H7J1

AOAO90NP61

AOAO90NJL6

AOAO90NIV5

AOAOH9UKUG

AOAO90ONIKO

AOAO90NA33

16G6J7

AOAO090NW17

Ferritin

50S ribosomalprotein
L6

Deoxyuridine 5'-
triphosphate
nucleotidohydrolase
(dUTPase)
50S ribosomalprotein
L17

Uncharacterizedprotei
n

30S ribosomalprotein
S6

Transcriptionelongatio
nfactorGreA
(Transcriptcleavagefac
torGreA)
Peptidoglycan-
associatedlipoprotein
Bacterioferritin

Acylcarrierprotein
(ACP)
RNA polymerase-
bindingtranscriptionfac
torDksA

‘ Thioredoxinperoxidase

Flavodoxin

Nucleosidediphosphat
ekinase (NDK)

DNA-bindingprotein

50S ribosomalprotein
L11

10 kDachaperonin
(GroESprotein)
(Protein Cpn10)

ferricironbinding

rRNAbinding;
structuralconstituentofri
bosome

dUTPdiphosphataseacti

vity;
magnesiumionbinding

structuralconstituentofri
bosome

rRNAbinding;
structuralconstituentofri
bosome
DNA binding; RNA
polymerasebinding;

translationelongationfac

toractivity

ferricironbinding;
ferroxidaseactivity

zincionbinding

peroxidaseactivity;
peroxiredoxinactivity

electrontransferactivity;
FMN binding

ATP binding; metal
ionbinding;
nucleosidediphosphate
kinaseactivity
DNA binding;

proteindimerizationactiv

ity
translation

ATP binding

‘ acylcarrieractivity ’

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Membrana
extracelular

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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AOAO90ONJNG

AOAO90NGW9

AOAO90ONLA3

AOAO90NYKO

AOAO9ONIZ2

AOA127GQ91

AOAO090NDR2

AOAO9ONYG5

AOAO090NIM2

AOAO90NJIM6

AOAO090NNM3

AOAO090NG20

AOAO9ONFL4

AOAOQO90ONIK4

AOAO90ONDK3

AOAO90ONEEO

30S ribosomalprotein

S8

Uncharacterizedprotei

n

3-hydroxyacyl-[acyl-

carrier-protein]

dehydrataseFabZ
UPF0325 proteinYaeH

30S ribosomalprotein

S13

50S ribosomalprotein

L24

Thioredoxin

Translationinitiationinhi

bitor

50S ribosomalprotein

L7/L12

30S ribosomalprotein

S10

D-erythro-7,8-

dihydroneopterin

triphosphateepimerase
Integration host

factorsubunit alpha

(IHF-alpha)

DNA-bindingprotein

HU

30S ribosomalprotein

S16

Glutaredoxin

‘ UPFO0265 proteinYeeX ‘

rRNAbinding;
structuralconstituentofri
bosome

3-hydroxyoctanoyl-
[acyl-carrier-protein]
dehydrataseactivity

rRNAbinding;
structuralconstituentofri
bosome; tRNAbinding

rRNAbinding;
structuralconstituentofri

bosome

proteindisulfideoxidored

uctaseactivity

structuralconstituentofri
bosome

structuralconstituentofri
bosome; tRNAbinding

dihydroneopterinaldolas
eactivity;
iIsomeraseactivity
DNA binding

DNA binding

structuralconstituentofri
bosome

2 iron, 2 sulfur cluster
binding;
electrontransferactivity;
metal ionbinding;
proteindisulfideoxidored

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasmma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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AOAO9ONEF4

AOAO9ONNF1

AOAO90NF12

AOAO90NP68

AOAO90ONJIM9

AOAO9ONGX7

AOAO90ONDG2

AOAO90NL29

AOAO090NKAO

‘ Coldshockprotein ‘

30S ribosomalprotein

S15

DNA-bindingprotein

HU

Adenosine 5'-

monophosphoramidas

e

30S ribosomalprotein

S19

30S ribosomalprotein

S20

Translationinitiationinhi

bitor

Ribosome-

associatedfactor Y

Glutaredoxin

uctaseactivity

DNA binding

rRNAbinding;

structuralconstituentofri

bosome

DNA binding

catalyticactivity

rRNAbinding;

structuralconstituentofri

bosome
rRNAbinding;

structuralconstituentofri

bosome

electrontransferactivity;
proteindisulfideoxidored

uctaseactivity

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Tabela 16: Proteinas intracelulares diferenciais em meio LB identificadas na cepa de
referéncia Shigella flexneri 5a M9OT.

ID Nomeclatura Processo Localizacao
celular celular
AOAO09ONLW Aconitatehydratase 2 tricarboxylicacid  Citoplasma
4 cycle
AOA1S9JCF Glycinedehydrogenase glycinedecarbo | Citoplasma
0 (decarboxylating) xylation via
glycinecleavage
system
AOA1S9JIN2 Lon protease cellular Citoplasma
response to
stress;

proteinqualityco
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16GY45

F5P120

AOAOH9VH5
9

AOAQ90NYZ
5
D6BFZ0 ‘

AOAO90ONYD
7

I6HIOH4 |

AOAO90ONL4
5

AOA090NY1|
2

AOAO9ONC4
3

AOAOI1R747

AOAO90NVS
3

Alanine--tRNAligase ‘

Peroxidase

Catalase

Ribonuclease R (RNase R)

tRNAmodificationGTPaseMnmE ‘

NADP-dependentmalicenzyme

ChaperoneproteinHtpG
(HeatshockproteinHtpG)

GTP-bindingproteinTypA/BipA
Proline--tRNAligase ‘
Methionine--tRNAligase

ATP-dependent RNA
helicaseDeaD

Glutamine--tRNAligase

ntrol for
misfoldedorinco
mpletelysynthes
izedproteins
alanyl-
tRNAaminoacyl
ation
hydrogen
peroxide
catabolicproces
S; response
tooxidative
stress
hydrogen
peroxide
catabolicproces
S; response
tooxidative
stress

tRNAmodificatio
n

malatemetaboli
cprocess

proteinfolding;
response to
stress

prolyl-
tRNAaminoacyl
ation
methionyl-
tRNAaminoacyl
ation
cellular
response
tocold;
ribosomallarges
ubunitassembly
; RNA
catabolicproces
S
glutaminyl-
tRNAaminoacyl
ation; glutamyl-

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Membrana
citoplasmatic
a
Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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E2X8F2

AOAO90NC2
1

AOAO9ONF2
1

AOAOI1PKR
2

AOAO90ONNZ
5

AOAO90NJ3
5

AOA142H69
9

AOAO9ONKA
6

AOA127GV1
AOAO,Z)ONE4
AOAOI81VDC
AOAOQ:ONWJ

AOAOH2USP
8

AOAO9ONEP
7

16GZT8

Glutamatedecarboxylase

ATP-dependent protease
ATPasesubunitHsIU
(HeatshockproteinHsIU)
Glucose-6-phosphateisomerase
(GPI)

Lysine--tRNAligase

tRNA-2-methylthio-N(6)-
dimethylallyladenosinesynthase

Histidine--tRNAligase

Peptidechain release factor 2 (RF-
2)
Phosphoenolpyruvatecarboxykinas
e (ATP)

Virulencefactor

Aminoacyl-histidinedipeptidase

tRNAaminoacyl

ation

glutamatemetab

olicprocess

proteinunfolding

gluconeogenesi

S,

glycolyticproces

S
lysyl-

tRNAaminoacyl

ation

tRNAmodificatio

n

histidyl-

tRNAaminoacyl

ation

gluconeogenesi

InositoIphosphatephosphataseIpgD‘ pathogenesis ‘

Glycerol-3-
phosphatedehydrogenase

Uncharacterizedprotein

Respiratorynitratereductase beta
chain

PTS system, fructosesubfamily, 1A
componentdomainprotein

glycerol-3-

phosphatemeta

bolicprocess

nitratemetabolic

process

phosphoenolpyr

uvate-
dependent
sugar

phosphotransfe

rase system;

phosphorylation

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Extracelular
Citoplasma
Extracelular

Citoplasma

Citoplasma

Membrana
citoplasmatic
a
Citoplasma
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AOAO90ONH2
2

Q6UJ83

AOAO9ONL4
7

AOAO90ONEA
4

AOAO9ONFM
6
P18012

AOAO9ONKL
5

AOAO9ONDY
8

AOAO90NP9
7
I6HON1

I6F4US5

AOAO09ONW7
3

AOAQ09ONFD
6
AOAO9ONA7
3
AOAQO9ONCT
3

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]

metabolicproce

synthase SS
6- D-
phosphogluconatedehydrogenase, | gluconatemetab
decarboxylating olicprocess;
pentose-
phosphate
shunt
GTPaseObg ribosomebiogen
esis
ATP-dependent RNA helicaseRhIB RNA
catabolicproces
S
Zinc protease -
’ InvasinlpaC (42 kDaantigen) ‘ pathogenesis
CelldivisionproteinFtsZ cellseptumasse
mbly; FtsZ-
dependentcytok
inesis;
proteinpolymeri
zation
S-adenosylmethioninesynthase one-
(AdoMetsynthase) carbonmetaboli
cprocess; S-

PhoH-likeprotein

Glycerophosphoryldiesterphosphod
lesterase

Adenylosuccinatesynthetase
(AMPSase)

Aminomethyltransferase

ProteinTolB

Glucose-1-phosphatase

Iron-sulfur cluster carrierprotein

adenosylmethio
ninebiosynthetic
process

lipidmetabolicpr
ocess

de novo' AMP

biosyntheticpro
cess
glycinedecarbo
xylation via
glycinecleavage
system
proteinimport

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Extracelular

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Periplasma

Citoplasma

Citoplasma

Periplasma
Periplasma

Membrana
citoplasmatic
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AOAO9ONNB
9

AOAO90NJF
2
AOAQO90NB7
6
AOAO9ONNX
7

AOAO090ONVR
4

I6HFI3

[6HHU1

I6HBQ?2

AOAO90NGN
0

AOAO090NK?9
0
AOAO9ONXT
9

AOAO90ONNS8
9

AOAO09ONLQ
3

AOAO90NIA9

AOAO9ONGR
9

Virulence proteinVirB

D-lactatedehydrogenase

Quinoneoxidoreductase

Putrescine-
bindingperiplasmicprotein

UTP--glucose-1-phosphate
uridylyltransferase

3-dehydroquinatesynthase (DHQS)

NH(3)-dependent NAD(+)
synthetase

Phosphoserineaminotransferase

Uncharacterizedprotein

D-threo-aldose 1-dehydrogenase

| Aspartate--ammonialigase ‘

Tasprotein

Anthranilatephosphoribosyltransfer
ase

Low-specificity L-threoninealdolase

| 23S rRNAmethyltransferase ‘

polyaminetrans
port

biosyntheticpro
cess; UDP-
glucose
metabolicproce
SS
aromatic amino
acidfamilybiosy
ntheticprocess;
chorismatebios
yntheticprocess
NAD
biosyntheticpro
cess
L-
serinebiosynthe
ticprocess;
pyridoxinebiosy
ntheticprocess

L-
asparaginebios
yntheticprocess

cellular amino
acidmetabolicpr
ocess

RNA
processing

a

Citoplasma

Citoplasma
Citoplasma

Periplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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AOAO90ONMB
9

AOAOQI5Z9H3

AOAO90NZ5
5

AOAO090ONXP
5

F5NX75

AOAO9ONH7
8

AOAO9ONLL
7
AOAO90ONGX
6
AOAO90NEJ
0

AOAO9ONEX
1

AOAO090NW
Gl

Aspartate-
semialdehydedehydrogenase (ASA
dehydrogenase)

Putativeoutermembraneporeprotein‘ iontransport |

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]
synthase 3

2-dehydro-3-
deoxyphosphooctonate aldolase

Galactose-bindingtransportprotein

1,4-dihydroxy-2-naphthoyl-CoA
synthase (DHNA-CoAsynthase)

Glucokinase
ProteinYdgH
ProbablelL,D-

transpeptidaseYbiS
OxidoreductaseucpA

N-acetylmuramicacid 6-phosphate
etherase (MurNAc-6-P etherase)

de novo' L-
methioninebios
yntheticprocess

diaminopimelat
ebiosyntheticpr
ocess;
isoleucinebiosy
ntheticprocess;
lysinebiosynthet
icprocess via
diaminopimelat
€,
threoninebiosyn
theticprocess

fattyacidbiosynt
heticprocess

lipopolysacchari
debiosyntheticp
rocess

menaquinonebi

osyntheticproce
SS

glycolyticproces
S

1,6-anhydro-N-
acetyl-beta-
muramic
acidcatabolicpr
ocess;
carbohydratem
etabolicprocess
; N-
acetylmuramica
cidcatabolicproc
€ess;
peptidoglycantu

Citoplasma

Membrana
extracelular

Citoplasma

Citoplasma

Periplasma
Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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AOAO9ONKP
2

AOAO90ONNS
5

I6HGY5

AOAO090NW
H8
AOAO90ONLJ
2
AOAO9ONFG
2

AOAO9ONEW
6
AOAO9ONYV
0
AOAO09ONXW
3

AOAO090ONJR
1

AOAO090NX5
0
AOAOIOAXL?2

AOAO090NW
us

AOAO090N99
4

D-alanine--D-alanineligase

Acetatekinase

Putative glucose-6-phosphate 1-
epimerase

Putativecarboxymethylenebute
nolidase
Sigma-
EfactorregulatoryproteinrseB
Periplasmic metal bindingprotein

Glutamine-bindingprotein

Adenylatekinase (AK)

Peroxiredoxin

Lipoprotein

4-Hydroxy-2-oxoglutarate aldolase

Putativeribosomematurationfactor
(Threonylcarbamoyl-AMP
synthase)
Ubiquinone/menaquinonebiosynthe
sis C-methyltransferaseUbiE

MxiGprotein

rnover

cellwallorganiza
tion;
peptidoglycanbi
osyntheticproce
SS;
regulationofcell
shape
acetyl-
CoAbiosyntheti
cprocess;
organicacidmet
abolicprocess
carbohydratem
etabolicprocess

hydrolase

celladhesion ;
metal
iontransport

AMP salvage

cell redox
homeostasis;
response
tooxidative
stress

metabolicproce
Ss

aerobicrespirati
on;
menaquinonebi
osyntheticproce
SS;
ubiquinonebios
yntheticprocess

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Periplasma

Periplasma

Periplasma
Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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AOAO090ONDY ‘ Glycoprotein/polysaccharidemetab ‘ - ‘ -

6 olism
AOAOIOTBLO Glycoprotein/polysaccharidemetab - Periplasma
olism
AOAOILVAVO | Putativetransporter | - | -
AOAO090NK Succinate- gamma- Citoplasma
W5 semialdehydedehydrogenase | aminobutyricaci
dcatabolicproce
SS
AOAO90ONGZ tRNA (cytidine/uridine-2'-O-)- tRNAprocessin | Citoplasma
7 methyltransferaseTrmJ g
AOAO09ONYD LPS ABC transporter ATP- transmembrane  Citoplasma
0 bindingprotein transport
AOAOA7A4AR Acidphosphatase - Periplasma
8
AOAO090NWY ATP-dependentClp protease - Citoplasma
7 proteolyticsubunit
AOAOQ090NFU GAF domain-containingprotein - -
2
AOAO090NJM Putativegammacarbonicanhydrase- - Citoplasma
7 likeprotein
AOAO90NIK6 proteinYfgM - Periplasma
AOAO90OND2 ATP-dependent DNA helicaserecQ DNA Citoplasma
6 recombination;
DNA
repair;DNArepli
cation; SOS
response
I6HG28 Uncharacterizedprotein -
AOAO90NY6 Ureidoglycolatelyase allantoincataboli -
7 Cprocess;
purinenucleoba
secatabolicproc
ess
AOAQ9ONLT Transcriptional repressor NrdR negative Citoplasma
0 regulationoftran
scription, DNA-
templated;
transcription,
DNA-templated

AOAOQ90ONMK  3-hydroxydecanoyl-[acyl-carrier-  fattyacidbiosynt  Citoplasma
9 protein] dehydratase heticprocess

AOAQO90NEA Lactoylglutathionelyase - Citoplasma
0
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AOAO90ONLS
2

AOAO090NZ2
1

AOAO90NPG
6

AOAO90ONHZ
2
AOAO90ONLJ
5
AOAO9ONLN
6
AOAO9ONIB1

AOAO90NVP
5

AOAO90NKB
2
AOAOH7PB2
9

AOAOK9CN8 Uncharacterizedprotein (Fragment)

6
AOAOIOFY92

AOAO090ONXM
1

AOAO9ONBU
6

AOAO90ONFK
1

AOAO90ONF1
3
AOAO9ONKA
0

| Uncharacterizedconservedprotein

Putativecytosolicprotein

Type Il secretionchaperone

Universal stress protein

Proteinygiw

SmallheatshockproteinlbpA (16
kDaheatshockprotein A)
Peptidoglycanbindingprotein
(LysMdomain)
30S ribosomalprotein S12

Acid stress chaperoneHdeB

CoAbindingprotein

Spa33

PanDregulatoryfactor

Coldshockprotein

BolAprotein

UPF0250 proteinYbeD

Glutaredoxin

response to
stress

response to
stress

proteinstabilizati
on

translation

cellular
response to
stress;
response to pH

proteinsecretion

pantothenatebio
syntheticproces
S,
zymogenactivati
on
regulationoftran
scription, DNA-
templated

cell redox
homeostasis

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Periplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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AOAO090ONEF Coldshockprotein regulationoftran | Citoplasma
4 scription, DNA-
templated
AOAO090NJN 30S ribosomalprotein S17 translation Citoplasma
3
AOAO90ONYIO Translationinitiationinhibitor - Citoplasma
AOAOQ90ONL2 Ribosome-associatedfactor Y primarymetaboli  Citoplasma
9 cprocess
AOAO090NDO Entericidin B response Membrana
6 totoxicsubstanc | citoplasmatic
e a
AOAO90NCR Uncharacterizedprotein - -
7
AOAO90NYD 50S ribosomalprotein L21 translation Citoplasma
3
AOAO90ONBH Integration host factorsubunit beta DNA Citoplasma
1 (IHF-beta) recombination;

regulationoftran
scription, DNA-
templated,;
regulationoftran
slation;
transcription,
DNA-templated

AOA090ONXZ ’ 50S ribosomalprotein L30 ‘ translation ‘ Citoplasma
9
AOAO090ONEG D-alanyl-D-alanineserine- serine-type D- Membrana
0 typecarboxypeptidase Ala-D-Ala citoplasmatic
carboxypeptida a
seactivity

AOAO090NB2 | Pyrimidine/purinenucleosidephosp - -
6 horylase

Tabela 17: Proteinas intracelulares diferenciais em meio VC identificadas na cepa de
referéncia Shigella flexneri 5a M90T.

ID Nomenclatura Processo celular Localizacao
celular
AOAQ90ONW  Respiratorynitrater nitratemetabolicprocess Membrana
Q2 eductase alpha citoplasmatica
chain
AOAO090NZO | Phosphateacetyltr acetyl- Citoplasma

2 ansferase CoAbiosyntheticprocess
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AOAO9ONKK
8

AOAO9ONYL
1

AOAO90NC1
0

AOAO9ONLF
3

F5MX75

AOAO90NM9
8

AOAO090NHJ
3

AOAOI1UKC
1

AOAO90ONFX
8
AOAO090NW
KO
AOAO9ONCG
9

AOAO90NXA
6
I6FYD1

AOA236LMC
3

AOAO90NWX
7

AOAO90ONYS8
1

I6HBMS8

ATP-
dependentzincmet
alloproteaseFtsH
Succinatedehydro
genaseflavoprotein
subunit

Aconitatehydratas
e (Aconitase)

Outermembranepr
oteinassemblyfact
orBamA

Proteintranslocase
subunitSecA

DNA
gyrasesubunit B

Signalrecognitionp
article receptor
FtsY (SRP
receptor)
Aspartyl-
tRNAsynthetase

Threonine--
tRNAligase
Phosphoglyceroltr
ansferase |
Fumaratereductas
eflavoproteinsubun
it
Chaperoneprotein
HscA (Hsc66)
Dihydroxy-
aciddehydratase
(DAD)

Integrase ‘

Arginine--
tRNAligase
Dihydrolipoyldehyd
rogenase
Asparagine--
tRNAligase

celldivision;
proteincatabolicprocess

electrontransportchain;
tricarboxylicacidcycle

metabolicprocess

Gram-negative-bacterium-
typecelloutermembraneasse
mbly;
proteininsertionintomembrane
intracellularproteintransmemb
ranetransport; proteinimport;
proteintargeting
DNA-dependent DNA
replication; DNA
topologicalchange
celldivision; SRP-
dependentcotranslationalprot
eintargetingtomembrane

tRNAaminoacylation for
proteintranslation

threonyl-tRNAaminoacylation
glucanbiosyntheticprocess

anaerobicrespiration;
electrontransportchain

iron-sulfur cluster assembly;
proteinfolding

isoleucinebiosyntheticprocess

;valinebiosyntheticprocess

DNA integration; DNA
recombination

arginyl-tRNAaminoacylation

‘ cell redox homeostasis ‘

asparaginyl-
tRNAaminoacylation

Membrana
citoplasmética

Membrana
citoplasmatica

Citoplasma

Membrana
extracelular

Membrana
extracelular

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
Membrana
citoplasmatica
Membrana
citoplasmética
Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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AOAO9ONEV
1

AOAO090NJ2
9

AOAO90ONN
w4

AOAO90ONMS5
4

AOAO9ONYL
0

I6HIK7

AOAO9ONNY
4

AOAO9ONMY
9

AOAO90N92
3

I6HO021

AOAO90ONES5
5

F3VEG4

AOAO9ONFI3

AOA1E2VIK7

I6H561

9

ATP-dependentClp

protease ATP-

bindingsubunitClp

X

GMP synthase

[glutamine-
hydrolyzing]

Glutathionereducta

se

ATP-dependent

RNA
helicaseSrmB
Succinate--

CoAligase [ADP-
forming] subunit

beta

Cysteinedesulfuras

elscS

Aminotransferase

3-oxoacyl-[acyl-

carrier-protein]
synthase 2
DNA-

bindingproteinparB
3-oxoacyl-[acyl-

carrier-protein]
synthase 2

Uncharacterizedpr

otein
2-dehydro-3-

deoxygluconokinas

e
Phospho-2-
dehydro-3-

deoxyheptonate

aldolase

PhosphoporinPho

E

Outermembranepo
rinproteinompD

AOAO9ONPH Outermembranepr

otein F

proteinfolding

glutaminemetabolicprocess;
GMP biosyntheticprocess

cell redox homeostasis;
glutathionemetabolicprocess

ribosomallargesubunitassemb
ly

tricarboxylicacidcycle

[2Fe-2S] cluster assembly

biosyntheticprocess; cellular
amino acidmetabolicprocess

fattyacidbiosyntheticprocess

fattyacidbiosyntheticprocess

aromatic amino
acidfamilybiosyntheticprocess

chorismatebiosyntheticproces
s
iontransport

ijontransport

iontransport

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Membrana

citoplasmatica

Citoplasma

Citoplasma

Membrana
extracelular

Membrana
extracelular

Membrana
extracelular
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AOAO090NC5 ‘ UDP-sugar ‘ nucleotidecatabolicprocess ‘ Periplasma
9 diphosphatase
AOAO9ONFG NADP-dependent - Citoplasma
8 I-
serinedehydrogen
ase
AOAQ90ND Universal stress response to stress Citoplasma
w8 proteinfamilyprotei
n
AOAO090ONYW Thioredoxin cell redox homeostasis Citoplasma
3
AOA090NKC ‘ Nadph:quinoneoxi ‘ - ‘ Citoplasma
2 doreductase
AOAO090NC7 Deoxyribose- carbohydratecatabolicprocess Citoplasma
3 phosphatealdolase ;
(DERA) deoxyribonucleotidecatabolic
process;
deoxyribosephosphatecatabol
icprocess
AOAOQO9ONLF | Succinatedehydro tricarboxylicacidcycle Membrana
0 genaseiron- citoplasmatica
sulfursubunit
AOAO090NIB4 NAD- - Citoplasma
dependentepimera
se/dehydratasefam
ilyprotein
AOAO90ONGZ | Bis(5'-nucleosyl)- - Citoplasma
9 tetraphosphatase,
symmetrical
AOAO090NKQ Fe/S iron-sulfur cluster assembly; Citoplasma
0 biogenesisprotein proteinmaturation
NfuA
AOA090NCP ’ Glutaredoxin 2 ‘ cell redox homeostasis ‘ Citoplasma
8
AOAO90ONE8 Riboflavinsynthase - Citoplasma
1 alpha chain
AOAOQO9ONCF | Transcriptionalreg | phosphorelaysignaltransducti Citoplasma
5 ulatoryproteinRcsB on system,;
regulationoftranscription,
DNA-templated; transcription,
DNA-templated
AOAO9ONFF  Oligoribonuclease - Citoplasma
2
AOAO9ONDL | 3,4-dihydroxy-2- riboflavinbiosyntheticprocess Citoplasma
6 butanone 4-
phosphate

synthase (DHBP
synthase)
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I6HIL2 Ferredoxin, 2Fe-
2S type, ISC
system
AOAQ90ONCV | Preproteintransloc
4 asesubunit-
likeprotein
AOAO090ONNV  Thymidylatekinase
3
AOAO090ONC LexA repressor
W5
AOAO9ONB  Carbonicanhydras
W6 e
AOAOH9QSI NAD(P)H
4 nitroreductase
(Putativeoxidoredu
ctase)
AOAO090NCJ Transcriptional
0 repressor mprA
AOAQ90NI60 Outer-

membranelipoprot
eincarrierprotein
AOAO90ONC2 Regulatorofribonuc

2 leaseactivity A
AOAO90NAM | Chaperoneprotein
2 YcdY

AOAO090NND NADH-
3 guinoneoxidoreduc
tasechain E
AOAQ9ONET Peptidoglycan-
6 associatedlipoprot
ein
AOAO090ONHM G/U mismatch-
4 specific DNA
glycosylase
AOAO090NDZ dITP/XTP
7 pyrophosphatase

dTDPbiosyntheticprocess

DNA repair ; DNA replication;
negative
regulationoftranscription,
DNA-templated; SOS
response; transcription, DNA-
templated
carbonutilization

transcription, DNA-templated

cellular response to DNA
damagestimulus

base-excisionrepair, AP site
formation

nucleotidemetabolicprocess;
purinenucleosidetriphosphate
catabolicprocess

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Periplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Membrana

extracelular

Citoplasma

Citoplasma



https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006233
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006974
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006974
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AOAOILIT73

I6HBK9

I6HOT1

AOAO9ONGY
0
AOAO9ONHI6

AOAO90ONEK
4

AOAO90NEN
0

AOAO90ONEA
5

AOAO9ONLE
7

AOAO90NJ1
7

AOA1E3N1Y
3

AOAO90ONVP
2

AOAO90ONLU
7

AOAOH7HV
M7

AOAO90ONBI8

AOAO90NIUG

AOAO9ONMP
9

2-deoxy-D-
gluconate 3-
dehydrogenase

Outermembranepr
otein A

UPF0304
proteinYfbU

Peptidyl-prolylcis-
transisomerase
DcrBprotein

YedD

Lipoproteinspr

PTS system,
glucose-specific
[IA component
Deoxyuridine 5'-
triphosphate
nucleotidohydrolas
e (dUTPase)
Peptidyl-prolylcis-
transisomerase
(PPlase)
Elongationfactor
Tu (Fragment)

Ecotin

S-
ribosylhomocystein
elyase
Phagecapsidprotei
n

Outermembranelip
oprotein

Universal stress
proteinfamilyprotei
n
Uncharacterizedpr
otein

phosphoenolpyruvate-
dependent sugar
phosphotransferase system
dUMPbiosyntheticprocess;
dUTPmetabolicprocess

proteinfolding

guorumsensing

response to stress

Citoplasma

Membrana
extracelular

Citoplasma

Citoplasma

Periplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Periplasma

Citoplasma

Membrana
extracelular

Citoplasma




155

AOA1S9K7J Universal stress response to stress Citoplasma
7 protein F
AOAO090NP6 Adenosine 5'- - Citoplasma
8 monophosphorami
dase
AOAOQ90ONGL 50S ribosomallargesubunitassemb Citoplasma
2 ribosomalprotein ly; translation
L20
AOAO090ONEZ Ribosome- primarymetabolicprocess Citoplasma
2 associatedfactor Y
AOAO090NI81 30S translation Citoplasma
ribosomalprotein
S21
AOAO090ONGM Thioredoxin cell redox homeostasis; Citoplasma
4 glycerolethermetabolicproces
S
AOAO90ONM9 ’ Proteintranslocase Membrana
5 subunitYajC citoplasmatica
AOAO090ONEG D-alanyl-D- serine-type D-Ala-D-Ala Membrana
0 alanineserine- carboxypeptidaseactivity citoplasmatica
typecarboxypeptid
ase
AOAOH8VKH ‘ DNA methylase ‘ - ‘ -
5

Tabela 18: Proteinas intracelulares comuns em meio LB e VC identificadas na cepa de
referéncia Shigella flexneri 5a M9OT.

ID Nomenclatura Processo celular Localizaca
o celular
AOAO090NJK 30S MRNA binding; rRNAbinding; Citoplasma
2 ribosomalprote structuralconstituent of ribosome
in S3
AOAO090NKS5 | Pyruvatedehyd pyruvatedehydrogenase (acetyl- Citoplasma
5 rogenase E1 transferring) activity
component

AOAO090N9S Aldehyde- acetaldehydedehydrogenase Citoplasma
5 alcoholdehydr (acetylating) activity;

ogenase alcoholdehydrogenase (NAD) activity;
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AOAO9ONAQ
0

I6HBQ5

AOAO090ONKM
4

AOAO90NI145

AOA235MRG
5

AOA127GGO
8

AOA1E2VGY
0

AOAO90NNF
4

AOAO90NAI6

AOAO090NDU
7
I6FIUO

AOAO09ONHN
9
AOAO9ONLQ
1

I6HEV4

Phosphoenolp

yruvatesynthas

e (PEP
synthase)
Formate

acetyltransfera

se

Acetyltransfera
secomponento

fpyruvatedehy

drogenasecom

plex
RNA
polymerase
sigma
factorRpoD
(Sigma-70)
Glycyl-radical

enzymeactivati

ngprotein
Isoleucine--
tRNAligase

DNA
polymerase

Chaperoneprot

einDnaK
(HSP70)

Chaperoneprot

einClpB
Exoribonuclea
se 2
Glycine--
tRNAligase
beta subunit
Elongationfact
or G (EF-G)
Elongationfact
or 4 (EF-4)

Phosphoenolp
yruvate-
proteinphosph
otransferase

metal ionbinding
ATP binding; metal ionbinding;
pyruvate, waterdikinaseactivity

carbohydratemetabolicprocess

glycolyticprocess

transcriptioninitiationfrombacterial-
type RNA polymerase promoter

isoleucyl-tRNAaminoacylation

3'-5' exonucleaseactivity; DNA
binding; DNA-directed DNA

polymeraseactivity; nucleotidebinding
ATP binding; unfoldedproteinbinding

ATP binding

exoribonuclease Il activity; RNA
binding
arginine-tRNAligaseactivity; ATP
binding; glycine-tRNAligaseactivity

GTPaseactivity; GTP binding;
translationelongationfactoractivity
GTPaseactivity; GTP binding
;ribosomebinding ;
translationelongationfactoractivity
phosphoenolpyruvate-dependent
sugar phosphotransferase system

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Membrana
citoplasmati
ca
Citoplasma
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AOAO9ONNT
5

AOAO90NB9
2

AOAO9ONFF
R

AOAO90NF8
6

AOAO90NOW
R

I6H9C9

AOA127GHK
8

AOAO90ONW
N2

AOAO9ONIL4

AOAO90NFJ
2

AOAO90NKB
.

NADH-
quinoneoxidor
eductasesubu

nit C/D (EC
1.6.5.11)

(NADH
dehydrogenas

e | subunit
C/D) (NDH-1
subunit C/D)

60
kDachaperonin
(GroELprotein)
(Protein
Cpn60)
ATP
synthasesubun
it alpha
ATP
synthasesubun
it beta
Aspartateamm
onia-lyase
Trigger factor
(TF)

Dihydrolipoylly
sine-
residuesucciny
ltransferaseco
mponentof 2-
oxoglutarate
dehydrogenas
ecomplex
Transcriptionte
rminationfactor
Rho
Inosine-5'-
monophosphat
e
dehydrogenas
e
Pyruvatekinas
e

Biotincarboxyl
ase

NAD binding; NADH dehydrogenase
(ubiquinone) activity; quinonebinding

ATP binding ;unfoldedproteinbinding

ATP binding ;proton-transporting ATP
synthaseactivity,
rotationalmechanism
ATP binding; proton-transporting ATP
synthaseactivity,
rotationalmechanism
aspartateammonia-lyaseactivity

peptidyl-prolylcis-
transisomeraseactivity

dihydrolipoyllysine-
residuesuccinyltransferaseactivity

ATP binding; helicaseactivity; RNA
binding; RNA-
dependentATPaseactivity
IMP dehydrogenaseactivity; metal
ionbinding; nucleotidebinding

ATP binding;
biotincarboxylaseactivity; metal
ionbinding

Membrana
intracelular

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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AOAO90NJY
0

AOAO090ONFQ
4

AOAO090NF5
3

AOAO90NAI3

AOAO9ONNH
5

I6GVN3

AOAO090NJC
3

AOAO90ONM2
1

AOAO9ONFC
6

AOAOI4UQE
6

AOAOQO9ONYI2

I6HCD9

AOAO090NW
R7

AOAO90NJ5
9

Glutamate--
tRNAligase

Probablecytos
olaminopeptid
ase
CTP synthase

Bifunctionalpro
teinHIAE

ABC
transporter
ATP-
bindingprotein
Enolase

Peroxiredoxinr
eductaseAhpF
subunit

Citratesynthas
e

Fumaratehydr
ataseclass |

Ketol-
acidreductoiso
merase(NADP

(+)) (KARI)
Glutaminesynt
hetase

Phosphoglycer
atekinase

Fructose-

bisphosphateal

dolase
DNA-directed
RNA

ATP binding; glutamate-
tRNAligaseactivity; tRNAbinding;
zincionbinding
aminopeptidaseactivity
;manganeseionbinding;
metalloexopeptidaseactivity
ATP binding; CTP synthaseactivity;
metal ionbinding
ATP binding; heptose-1-phosphate
adenylyltransferaseactivity; heptose
7-phosphate kinaseactivity;
phosphotransferaseactivity,
alcoholgroup as acceptor
ATPaseactivity ; ATP binding

glycolyticprocess

alkylhydroperoxidereductaseactivity;
electrontransferactivity;
flavinadeninedinucleotidebinding;
NAD binding; peroxidase activity;
peroxiredoxinactivity;

proteindisulfideoxidoreductaseactivity

citrate (Si)-synthaseactivity

4 iron, 4 sulfur cluster binding;
fumaratehydrataseactivity; metal
ionbinding
Isomeraseactivity; ketol-
acidreductoisomeraseactivity;
magnesiumionbinding;
nucleotidebinding
ATP binding; glutamate-
ammonialigaseactivity

ATP binding;
phosphoglyceratekinaseactivity

fructose-
bisphosphatealdolaseactivity;
zincionbinding

DNA binding; DNA-directed 5'-3' RNA

polymeraseactivity;

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Membrana
citoplasmati
ca

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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AOAO9ONYB
2

AOAO9ONXY
0

AOAO9ONFB
2

AOAOQ9ONFP
9

AOAO9ONHY
6

AOAO90ONKQ
8

AOAO9ONFE
7

I6HBB7

AOAO90ONKL
2

R4NJV1

AOAO9ONLB
0

AOAO9ONET
5

AOAO090NK9
5

polymerasesu
bunit alpha
(RNAP subunit
alpha)
2-amino-3-
ketobutyrate
coenzyme A
ligase (AKB
ligase)
Serinehydroxy
methyltransfer
ase
Aldose 1-
epimerase

‘ ProteinRecA

Ribosome-
bindingATPas
eYchF

UDP-N-
acetylglucosa
mine 1-
carboxyvinyltra
nsferase
Glyceraldehyd
e-3-
phosphatedeh
ydrogenase

| Transaldolase

Malatedehydro
genase

eprotein C
(Fragment)
Elongationfact
orTs (EF-Ts)

| Outermembran

Cysteinesynth
ase

ADP-L-
glycero-D-
manno-

proteindimerizationactivity

glycine C-acetyltransferaseactivity;

ligaseactivity;
pyridoxalphosphatebinding

glycinehydroxymethyltransferaseactiv

ity; methyltransferaseactivity;
pyridoxalphosphatebinding
aldose 1-epimerase activity;
carbohydratebinding

‘ DNA recombination, DNA repair.

ATPaseactivity; ATP binding; GTP

binding;
ribosomallargesubunitbinding;
ribosomebinding
UDP-N-acetylglucosamine 1-
carboxyvinyltransferase activity

NAD binding NADP binding;
oxidoreductaseactivity,

actingonthealdehydeoroxogroupofdon

ors, NAD or NADP as acceptor
sedoheptulose-7-phosphate:D-
glyceraldehyde-3-phosphate
glyceronetransferaseactivity
carbohydratemetabolicprocess;
malatemetabolicprocess;
tricarboxylicacidcycle
porinactivity

translationelongationfactoractivity

cysteinesynthaseactivity;
transferaseactivity

ADP-glyceromanno-heptose 6-
epimerase activity; NADP binding

Citoplasma

Citoplasma

Periplasma

‘ Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

extracelular

‘ Membrana

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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heptose-6-
epimerase
AOAO090NW2 Glycine--
3 tRNAligase
alpha subunit

AOAO090NAA  Phosphofructo

7 kinase
AOAO090NK ATP-
w1l dependent 6-
phosphofructo
kinase (ATP-
PFK)
AOAO90NKJ Rod shape-
9 determiningpro
teinmreB
AOAQO90ONL9 | Selenide,
6 waterdikinase
AOAO9ONKY  L-threonine 3-
2 dehydrogenas
e (TDH)
AOAO90NCJ PTS system,
5 mannose-
specific IIAB
component
AOAO090ONEA Ribosomal
6 RNA
smallsubunitm
ethyltransferas
eC
AOAQO90NN Chaperoneprot
W5 einDnaJ
AOAO9ONGM  Fructose-1,6-
3 bisphosphatas
eclass 1
(FBPaseclass
1)
AOA1E3MYP | Glutathione-
7 dependentredu
ctase
AOAQ9ONBT Branched-
2 chain-amino-
acidaminotran
sferase

(BCAT)

ATP binding; glycine- Citoplasma
tRNAligaseactivity
ATP binding; kinaseactivity; Citoplasma
phosphotransferaseactivity,
alcoholgroup as acceptor
6-phosphofructokinaseactivity; ATP | Citoplasma
binding; metal ionbinding
- Citoplasma
ATP binding; magnesiumionbinding; Citoplasma
selenide, waterdikinaseactivity
L-threonine 3-dehydrogenase activity; Citoplasma
zincionbinding
D-glucosamine PTS Citoplasma
permeaseactivity; protein-N(PI)-
phosphonhistidine-sugar
phosphotransferaseactivity
nucleicacidbinding; protein-glutamine  Citoplasma
N-methyltransferaseactivity; site-
specific DNA-methyltransferase
(adenine-specific) activity
ATP binding; Citoplasma
heatshockproteinbinding;
unfoldedproteinbinding;
zincionbinding
fructose 1,6-bisphosphate 1- Citoplasma
phosphatase activity;
magnesiumionbinding
- Citoplasma
L-isoleucine transaminase activity; L-  Citoplasma

leucine transaminase activity; L-
valine transaminase activity




161

AOAO9ONGY
4

AOAO9ONXW
6

AOA127GTL
3

AOAO090ONG9
4
AOAO090NDZ
2

AOAO9ONNV
6

AOAO090NGO ’
6

AOAO9ONDK
6

AOAO090NDS8
3

AOAOQO9ONIB5S

I6HOD3 ‘

AOA1S9JX4
5

AOAO90NCI1

50S
ribosomalprote
inL3
glutaminemeth
yltransferase
(L3 MTase)
4-hydroxy-
tetrahydrodipic
olinate
synthase
(HTPA
synthase)
Ribose-
phosphatepyro
phosphokinase
(RPPK)
Uncharacterize
dprotein
Glutathionesyn
thetase

Luciferase-
likemonooxyge
nase

UDP-glucose
4-epimerase
tRNA-
cytidine(32) 2-
sulfurtransfera
se
Enoyl-[acyl-
carrier-protein]
reductase
[NADH]
Peptidyl-
prolylcis-
transisomeras
e
D-galactose-
bindingperiplas
micprotein
50S
ribosomalprote
in L2
Acetyl-
coenzyme A

nucleicacidbinding; protein-glutamine
N-methyltransferaseactivity; site-
specific DNA-methyltransferase
(adenine-specific) activity

4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate
synthase

ATP binding; kinaseactivity;
magnesiumionbinding; ribose
phosphatediphosphokinaseactivity

transferaseactivity

glutathionesynthaseactivity; metal
ionbinding

monooxygenaseactivity;
oxidoreductaseactivity,
actingonpaireddonors,

withincorporationorreductionof

molecular oxygen
‘ galactose metabolicprocess

| ATP binding;

4 iron, 4 sulfur cluster binding; ATP
binding; magnesiumionbinding;
sulfurtransferaseactivity; tRNAbinding

enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase

(NADH) activity

peptidyl-prolylcis-
transisomeraseactivity

translation

acetyl-CoAcarboxylaseactivity; ATP
binding; transferase activity

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Periplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Membrana
citoplasmati
ca

Periplasma

Citoplasma

Citoplasma
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carboxylasecar
boxyltransfera
sesubunit
alpha

AOAO090ONIL | Fructosaminek
6 inasefamilyprot
ein

AOAO090NCIO 33 unfoldedproteinbinding Citoplasma
kDachaperonin

AOAO090NGX Acetyl- acetyl-CoAcarboxylaseactivity; ATP | Citoplasma
1 coenzyme A binding; transferase activity;

carboxylasecar zincionbinding

boxyltransfera

sesubunit beta

I6HI112 Probabletransc DNA binding Citoplasma
riptionalregulat
oryproteinYeb
C
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AOAO9ONGS
1

AOAO9ONLF
9

AOAO9ONC7
4

AOA235P5M
1

AOAO090NHM
5

AOAO90ONYJ
9

AOAO90NJP
2

AOAO90NJ4
5

M1XY95

AOAO90NIN2

AOAO90NGO
9

AOAO90ONKE
8

AOA1S9J0B
2

‘ ProteinFdhE ‘

Methionineami
nopeptidase
(MAP)

Phosphopento
mutase

Uncharacterize
dprotein

dTDP-4-
dehydrorhamn
osereductase

30S
ribosomalprote

in S2

30S

ribosomalprote
in S4

50S
ribosomalprote
in L3
Aminoglycosid
e O-
phosphotransf
eraseAPH(3")-
lla
50S
ribosomalprote
in L1
2,3-
bisphosphogly
cerate-
dependent
phosphoglycer
atemutase
Stringentstarva
tionprotein A

50S
ribosomalprote
in L4

metal ionbinding;
metalloaminopeptidaseactivity

magnesiumionbinding;
manganeseionbinding;
phosphopentomutaseactivity

dTDP-4-
dehydrorhamnosereductaseactivity

structuralconstituentofribosome

rRNAbinding
:structuralconstituentofribosome

rRNAbinding;
structuralconstituentofribosome

ATP binding; kinaseactivity;
phosphotransferaseactivity,
alcoholgroup as acceptor

rRNAbinding;
structuralconstituentofribosome;
tRNAbinding
2,3-bisphosphoglycerate-dependent
phosphoglyceratemutaseactivity

translation

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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AOAO9ONNL
8

AOAO090NJH
4

AOAO90NZ6
3

AOAO90NY9
8

AOAO90NB
w8

AOAO90NB6
3

AOAO090NFZ
1

AOAO90ONW
C6

AOAO090ONHQ
3

AOAO90NKJ
1

AOAO90NCA
6

AOAO90ONAU
5

Aerobicrespirat
ioncontrolprote
inarcA
Uracilphosphor
ibosyltransfera
se
Transcriptional
regulatoryprote
inphoP

Transcriptional
regulatoryprote
inompR
Ribose-5-
phosphateiso
merase A
Peptidyl-
prolylcis-
transisomeras
e
ATP
synthasegam
machain (ATP
synthase F1
sector
gammasubunit
) (F-
ATPasegamm
asubunit)
Succinatedehy
drogenaseiron-
sulfursubunit

Catabolite
gene activator

Toluenetransp
ort system
Ttg2D protein
Elongationfact
or P (EF-P)

3-methyl-2-
oxobutanoate
hydroxymethylt
ransferase (EC
2.1.2.11)
(Ketopantoate

DNA binding

GTP binding ;magnesiumionbinding;
uracilphosphoribosyltransferaseactivit

y
DNA binding

DNA binding

ribose-5-phosphateisomeraseactivity

peptidyl-prolylcis-
transisomeraseactivity

ATP binding; proton-transporting ATP
synthaseactivity,
rotationalmechanism

2 iron, 2 sulfur cluster binding; 3 iron,
4 sulfur cluster binding; 4 iron, 4
sulfur cluster binding;
electrontransferactivity; metal
ionbinding; succinatedehydrogenase
(ubiguinone) activity
DNA binding; DNA
bindingtranscriptionfactoractivity

translationelongationfactoractivity

3-methyl-2-oxobutanoate
hydroxymethyltransferaseactivity;
metal ionbinding;
methyltransferaseactivity

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Membrana
citoplasmati
ca

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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AOAO90ONXP
0

AOAO9ONYH
5

AOAO90ONFI1

AOAO90ONDL
0

AOAO9ONIE4

I6H2S9

AOAO9ONL?2
5

AOAO9ONLV
5

AOAOQO9ONIY3

AOAO90ONW
B6

AOAO9ONE9
1

AOAO90NJ5
2

AOAO9ONLF
6

hydroxymethylt
ransferase)
(KPHMT)
NIF3-related
protein

Triosephospha
teisomerase
(TIM) (TPI)
GTP
cyclohydrolase
1
Cystine-
bindingprotein

Peptidyl-
prolylcis-
transisomeras
e
Bacterialextrac
ellularsolute-
binding s, 3
familyprotein

Transcriptional
regulatoryprote
incpxR

Uridylatekinas
e (UK)

50S
ribosomalprote
in L5

Thiolperoxidas
e (Tpx)

Superoxidedis
mutase

50S
ribosomalprote
in L6
Ribosome-
recyclingfactor
(RRF)
(Ribosome-

triose-phosphateisomeraseactivity

GTP bindin; GTP cyclohydrolase |

activity; zincionbinding

ionotropicglutamate receptor activity

peptidyl-prolylcis-
transisomeraseactivity

ionotropicglutamate receptor activity

DNA binding

ATP binding; UMP kinaseactivity

rRNAbinding;
structuralconstituentofribosome;
tRNADbinding

thioredoxinperoxidaseactivity

metal ionbinding;
superoxidedismutaseactivity

rRNAbinding;
structuralconstituentofribosome

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Periplasma

Citoplasma

Periplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Periplasma

Periplasma

Citoplasma

Citoplasma
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releasingfactor

)

AO0A127GKI2 | Translationiniti
ationfactor IF-3
AOAO9ONYW  Transcriptionte
6 rmination/antit
erminationprot
einNusG
AOA090NGD ‘ Inorganicpyrop
8 hosphatase
AOAO090NWS8 UPF0234
2 proteinYajQ
AOAQO90ONX7 | Thioredoxin/gl
8 utathioneperox
idaseBtuE
AOAO090NFK ElaBprotein
8
AOA142H7J | Bacterioferritin
1
AOAOH9UKU Flavodoxin
6
AOAO90ONJP | Peptidedeform
9 ylase (PDF)
AOAO90ONCU Outermembran
9 eprotein
AOAOQ90NFX ATP
7 synthasesubun
it delta
AOAO90ONBG Single-
8 stranded DNA-
bindingprotein
(SSB)
AOAO090NLX ’Outermembran
4 eproteinOmpH
AOAO9ONX2  ATP synthase
0 B chain
AOAOQ090ONXC | Phosphohepto
0 seisomerase
AOAOQO90NP7 UPF0227
1 proteinYcfP
AOAO090NJL RNA
6 polymerase-
bindingtranscri
ptionfactorDks

A

translationinitiationfactoractivity

inorganicdiphosphataseactivity;
magnesiumionbinding

glutathioneperoxidaseactivity;
peroxiredoxinactivity

ribosomebinding

ferricironbinding; ferroxidaseactivity
electrontransferactivity; FMN binding

metal ionbinding;
peptidedeformylaseactivity

proton-transporting ATP
synthaseactivity,
rotationalmechanism
single-stranded DNA binding

unfoldedproteinbinding

hydrogeniontransmembranetransport
eractivity; hydrolaseactivity

carbohydratederivativebinding; D-
sedoheptulose 7-phosphate
iIsomeraseactivity; zincionbinding

zincionbinding

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
Citoplasma

Periplasma

Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma

Membrana
extracelular

Membrana

Citoplasma

Periplasma
Membrana
citoplasmati

ca
Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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AOAO090NWS8
6

AOAO9ONEF
2

AOAO090NCH
2
AOAO9ONL7
5

AOAO090NP6
1

AOAO9ONYB
8

AOAOA6GZZC
1

AOAO9ONIY8

AOAO90NIX9

AOAO90ONF3
8

AOAOI1YRX1

AOAO90NI38

AOAO9ONY7
7

AOAO90ONCR
5

ATP-
dependent
protease
subunitHsIV
DNA
protectiondurin
gstarvationprot
ein
Shikimatekinas
el
Transcriptionel
ongationfactor
GreA
(Transcriptclea
vagefactorGre
A)
Acylcarrierprot
ein (ACP)
Biotincarboxylc
arrierproteinof
acetyl-
CoAcarboxylas
e
Proteintranslati
onelongationfa
ctor Tu (EF-
TU)
30S
ribosomalprote
in S5
50S
ribosomalprote
in L16
Outermembran
eprotein X

50S
ribosomalprote
in L13
50S
ribosomalprote
in L10
Ferricuptakere
gulationprotein

Leucine-
responsivereg
ulatoryprotein

metal ionbinding; threonine-
typeendopeptidaseactivity

DNA binding; ferricironbinding;
oxidoreductaseactivity, oxidizing
metal ions
ATP binding; magnesiumionbinding;
shikimatekinaseactivity
DNA binding; RNA

polymerasebinding;
translationelongationfactoractivity

acylcarrieractivity

acetyl-CoAcarboxylaseactivity

GTPaseactivity; GTP binding;

translationelongationfactoractivity

rRNAbinding;

structuralconstituentofribosome

rRNAbinding;
structuralconstituentofribosome;
tRNAbinding

structuralconstituentofribosome

ribosomebiogenesis; translation

transcription, DNA-templated

transcription, DNA-templated

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Membrana
extracelular

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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AOAO9O0NIV5 Thioredoxinper

oxidase
AOAO090ONNE ‘Acetyltransfera
5 se
AOAO90ONCQ Ferritin
3
AOAOQO90ONEM | Xanthinephosp
8 horibosyltransf
erase
AOAO090ONA5  Osmoticallyind
1 uciblelipoprotei
nE
AOAO090NNG 30S
2 ribosomalprote
in S6
AOAO090NJL 50S
7 ribosomalprote
in L17

AOAO09ONWY ’ Lipoprotein
8

AOAO090NXH Peptidyl-
5 prolylcis-
transisomeras
e
AO0A236Q99 50S
4 ribosomalprote
in L15
AOAO90NA3 DNA-
3 bindingprotein
AOAO090NJ4 50S
7 ribosomalprote
in L22
AOAO090NIZ2 30S
ribosomalprote
in S13
QOT1S7 Autonomousgl
ycyl radical
cofactor
AOAO90ONMD  6,7-dimethyl-8-
1 ribityllumazine
synthase
AOAO090NW1 10
7 kDachaperonin
(GroESprotein)
(Protein
Cpn10)
AOAO090ONDK 30S

3 ribosomalprote

peroxidaseactivity;
peroxiredoxinactivity
N-acetyltransferaseactivity

ferricironbinding

magnesiumionbinding;

xanthinephosphoribosyltransferaseac

tivity

rRNAbinding;
structuralconstituentofribosome

structuralconstituentofribosome

peptidyl-prolylcis-
transisomeraseactivity

translation

DNA binding;
proteindimerizationactivity
rRNAbinding;
structuralconstituentofribosome

rRNAbinding;
structuralconstituentofribosome;
tRNAbinding

catalyticactivity

6,7-dimethyl-8-ribityllumazine

synthaseactivity; transferase activity

ATP binding

structuralconstituentofribosome

Citoplasma
Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Periplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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AOAO90ONHZ
6

AOAO9ONDP
8

AOAO090NJ5
0

AOAO9ONLA
3

AOAO90NXI9

AOAO9ONYK
0

AOAO9ONG2
0

AOAO090ONJIM
6

AOAO90NJN
6

AOAO90ONLO
0

AOAO090NM5
8
AOAO9ONYG
5

AOAO9ONKH
0

AOAO90ONDG
2

AOAO90NYO
0

in S16

50S
ribosomalprote
in L11
50S
ribosomalprote
in L19
50S
ribosomalprote
inL14
3-hydroxyacyl-
[acyl-carrier-
protein]
dehydrataseFa
bz
ElaBprotein

UPF0325
proteinYaeH

Integration
host
factorsubunit
alpha (IHF-
alpha)
30S
ribosomalprote
in S10
30S
ribosomalprote
in S8
30S
ribosomalprote
in S9
DNA-
bindingprotein
Translationiniti
ationinhibitor

Rhodanese-
relatedsulfurtra
nsferase
Translationiniti
ationinhibitor

30S
ribosomalprote
in S11

translation
translation
rRNAbinding;

structuralconstituentofribosome

3-hydroxyoctanoyl-[acyl-carrier-
protein] dehydrataseactivity

ribosomebinding

DNA binding

structuralconstituentofribosome;
tRNADbinding

rRNAbinding;
structuralconstituentofribosome

structuralconstituentofribosome
DNA binding;

proteindimerizationactivity

transferaseactivity

rRNAbinding;
structuralconstituentofribosome

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
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AOAO090NGX 30S rRNAbinding; Citoplasma
7 ribosomalprote structuralconstituentofribosome
in S20

AOAO090ONIM 50S structuralconstituentofribosome Citoplasma
2 ribosomalprote
in L7/L12

AOAO90ONNB 30S rRNAbinding; Citoplasma
7 ribosomalprote structuralconstituentofribosome
in S18

AOAO90ONN7 RNA- RNA binding Citoplasma
4 bindingprotein
Hfq

AOAO090NDK 30S structuralconstituentofribosome Citoplasma
3 ribosomalprote
in S16
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AOAO9ONLE
9

AOAO90NXA
1

AOAO9ONEE
0

AOAO90NF1
2

AOAO90NLH
4

AOAO090NW
R1
AOAO9ONI9T
6

AOAO90ONGC
6

AOAO90NDE
3
AOAO9ONNF
1

D6BHV6

DNA-directed
RNA
polymerasesu
bunitomega
(RNAP
omegasubunit)

Major
outermembran
elipoprotein
Glutaredoxin

DNA-
bindingprotein
HU
50S
ribosomalprote
in L28
Coldshockprot
ein
Surface
presentationof
antigensprotei
nspak
Butirosinbiosy
nthesisprotein
BtrG
Translationiniti
ationfactor IF-1
30S
ribosomalprote
in S15
Cys-
tRNA(Pro)/Cys
-tRNA(Cys)
deacylase

DNA binding; DNA-directed 5'-3' RNA
polymeraseactivity

2 iron, 2 sulfur cluster binding;
electrontransferactivity; metal
ionbinding;
proteindisulfideoxidoreductaseactivity
DNA binding

structuralconstituentofribosome

DNA binding

ribosomebinding; rRNAbinding;

translationinitiationfactoractivity
rRNAbinding;

structuralconstituentofribosome

aminoacyl-tRNAeditingactivity;
lyaseactivity

Citoplasma

Membrana
extracelular

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma




