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RESUMO

A infecgao por Streptococcus agalactiae do Grupo B (GBS) é um problema grave
para a saude publica. Os fatores de viruléncia sdo importantes para o sucesso da
infeccdo e, o metabolismo microbiano, € fundamental para a manutencao de tais
fatores, como por exemplo as proteinas transportadoras ABCs que tem como funcao
a nutricao bacteriana e excregao de exotoxinas. No presente estudo, caracterizamos
por espectrometria de massas, as proteinas ABCs do GBS. Para tal, nés separamos
as proteinas de membrana e citoplasmatica do GBS e analisamos a distribuigao
espacial e topologica destas proteinas. Nossos resultados mostraram que em
condicbes ideais de crescimento bacteriano a producdo das proteinas ABCs foi
direcionada para o transporte da maltose, glutamina e magnésio, e estes achados
podem contribuir para o desenvolvimento de vacinas e novas drogas
antimicrobianas.

Palavras-chave: Enzima. Fator de viruléncia. Gram positiva. Meningite.



ABSTRACT

Group B Streptococcus agalactiae (GBS) infection is a serious public health problem.
Virulence factors are important for the success of the infection, and microbial
metabolism is essential for the maintenance of these factors, such as the ABC
transport proteins, whose function is bacterial nutrition and excretion of exotoxins. In
the present study, we characterized by mass spectrometry the ABC proteins of GBS.
For this, we separated the GBS membrane and cytoplasmic proteins and analyzed
the spatial and topological distribution of these proteins. Our results showed that,
under ideal conditions of bacterial growth, the production of ABC proteins was
directed towards the transport of maltose, glutamine and magnesium, and these
findings may contribute to the development of vaccines and new antimicrobial drugs.

Keywords: Enzyme. Virulence factor. Gram positive. Meningitis
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1. INTRODUGAO

A meningite neonatal € uma doenca grave e estd associada a indices
elevados de mortalidade e morbidade em paises subdesenvolvidos e desenvolvidos
(WHO et al.,, 2019). O Streptococcus do Grupo B (GBS) é responsavel por dois
tercos dos 6bitos em recém-nascidos e sua acao no sistema nervoso central, leva ao
surgimento de danos teciduais, causando sequelas neurolégicas graves nos
pacientes (Tavares et al., 2022).

A capacidade de sobrevivéncia intracelular do GBS nos macrofagos do
hospedeiro e 0 uso desta célula para transpor a barreira hematoencefalica e infectar
as meninges € a base do processo fisiopatoldégico da meningite bacteriana, causada
por este patdégeno (Maisey and Doran, 2008). Esse processo € estreitamente
dependente dos fatores de viruléncia, incluindo a capsula de polissacarideo (CP), e
o0 uso de um arsenal enzimatico para a dismutagdo do superdxido e bloqueio da
atividade fagolisossémica do fagocito do hospedeiro (Eto et al., 2021).

Neste contexto, os fatores de viruléncia sdo dependentes do metabolismo
microbiano para a progressdo da infeccdo, e as proteinas transportadoras ABCs
desempenham um papel importante na sobrevivéncia do patégeno no hospedeiro e,
consequentemente, no sucesso da infecgao.

Posto isto, as proteinas transportadoras ABCs compreendem uma
superfamilia de proteinas conservadas evolutivamente que vao desde as bactérias
aos seres humanos (Dassa e Bouige, 2001). Essas proteinas transmembranares
utiizam a energia resultante da hidrélise de adenosina trifosfato (ATP) para
transportar uma variedade de moléculas através de membranas bioldgicas, incluindo
aminoacidos, acgucares, peptideos, lipideos, ions e drogas quimioterapéuticas
(Higgins, 1992). Uma de suas caracteristicas € o movimento das moléculas através
dessas transportadoras pode ser para dentro (importagdo) ou para fora (exportagéo,
secrecao) (Holland e Blight, 1999; Saurin et al., 1999).

As proteinas ABCs estdo envolvidas em muitos processos celulares. Em
sistemas procariotas, esses transportadores podem exportar substratos, como
drogas e antibitticos, ou mediar a absor¢ao de nutrientes essenciais (Sheps e Ling,
2007) como histidina, maltose, peptideos ou ribose (Ehrmann et al. 1998; Holland e
Blight, 1999).
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A maioria das transportadoras ABCs funcionam quase exclusivamente como
exportadoras, mediando o transporte de substratos do citosol para fora da célula ou
para organelas intracelulares (Saurin et al., 1999; Sheps e Ling, 2007). Alguns
transportadores ABCs encontradas em bactérias, fungos patogénicos e parasitos
estdo envolvidos na resisténcia a drogas antimicrobianas (Klokouzas et al., 2003;
Lage, 2003; McKeegan et al., 2004).

Finalmente, a capacidade de GBS em infectar varias espécies e se adaptar
aos diferentes mecanismos de defesa entre as diferentes espécies aquaticas ou
terrestres mostra a importancia de validar alvos moleculares que sejam promissores
para a terapéutica da meningite bacteriana causada por GBS. Portanto, o estudo
das proteinas ABCs podem fundamentar o desenvolvimento de novos
medicamentos sintéticos e biofarmacos com potencial de neutralizar o patégeno e

modular a resposta neuroinflamatoria sem a geragéo da resisténcia microbiana.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Identificar e caracterizar as proteinas ABCs transportadoras do Streptococcus

Agalactiae.

2.2. OBJETIVO ESPECIFICO
e Caracterizar por espectrometria de massas as proteinas ABCs associadas ao

transporte de aminoacidos do Streptococcus Agalactiae;

e Realizar um estudo estrutural e da drogabilidade destas proteinas;

e Apontar possiveis alvos moleculares para o uso em engenharia farmacéutica
e enzimatica;

e Registrar como produto técnico a patente dos resultados obtidos.

e Publicar como produto técnico em revista cientifica de alto impacto os dados

obtidos na pesquisa
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. STREPTOCOCCUS AGALACTIAE E SAUDE HUMANA

3.1.1. Manifestagoes Clinicas
O Streptococcus do Grupo B (GBS) reside como um comensal das vias

gastrointestinais e geniturinarias dos seres humanos, mantendo, porém, a
capacidade de causar infecgdes graves. Estas sao frequentemente de natureza
oportunista, afetando diferentes publicos — de idosos a imunocomprometidos -, e,
particularmente os neonatos, para os quais o GBS é uma causa relevante de
morbidade e mortalidade (HEATH; SCHUCHAT, 2007; SCHUCHAT, 1998).
Recentemente, foram também relatadas infecgdes em pacientes adultos saudaveis
(FUJITA et al., 2015; LI; CHEEMA; GOEL, 2016).

As sindromes mais comuns devido a doenca invasiva por GBS em adultos
sdo bacteremia sem foco e infec¢des de pele/tecidos moles (CHAIWARITH et al.,
2011; PHARES et al., 2008; TAZI et al., 2011), sendo a primeira frequentemente
caracterizada por apresentar estado mental alterado, calafrios e febre (EDWARDS;
BAKER, 2015).

A bacteremia também pode ocorrer secundaria a uma fonte focal de infeccéo,
como a bacteremia polimicrobiana, mais comumente com Staphylococcus aureus,
que pode ser observada em 26 a 45% dos casos (ESKANDARIAN et al., 2013;
JACKSON et al., 1995). Esta pode levar, também, a disseminagéo para as valvulas
cardiacas e progredir para o endocardio. A colonizagbes do endocardio resulta na
endocardite bacteriana, que pode por consequéncia, aumentar risco de embolizagao
(AMICO; CALVO; CORRAO, 2018; LERNER et al., 1977).

As infecc¢des de pele e tecidos moles atribuidas a GBS podem manifestar-se
como celulite, abscessos, infeccdo do pé, ou Uulceras de decubito (SENDI;
JOHANSSON; NORRBY-TEGLUND, 2008a). A diabetes mellitus € uma condigao
subjacente comum em doentes com infeccbes de GBS na pele e tecidos moles
(FARLEY et al., 1993). A fascite necrosante e a piomiosite atribuida a GBS é
ocasionalmente descrita (CAMUSET et al., 2015; JACKSON et al., 1995; SENDI;
JOHANSSON; NORRBY-TEGLUND, 2008Db).

A osteomielite aguda e crbénica atribuida ao GBS tem sido relatada em

recém-nascidos, criangas e adultos. A infecgdo pode surgir da inoculagéo direta de
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infeccdo da pele/tecidos moles sobrejacentes, ruptura da pele, como uma ulcera de
decubito, ou através de colonizacdo hematogénica (GARCIA-LECHUZ et al., 1999).

A artrite séptica devido a GBS é geralmente monoarticular, podendo haver
infeccdo em qualquer articulacdo, embora possa infectar multiplas articulagdes. No
entanto, as articulagbes normalmente afetadas incluem o joelho, tornozelo e ombro
(LOUTHRENOOQO et al., 2014; NOLLA et al., 2003).

Outro fato importante € que a artrite por GBS pode se desenvolver nas
articulagcdes protéticas, sendo que a maioria das infecgbes ocorre pelo menos 3
(trés) meses apds a instalacdo da protese. Em alguns casos, dependendo da
evolucdo do processo infeccioso das articulagbes protéticas por GBS pode ser,
necessaria, a remogao das proteses e terapia antimicrobiana local para um
tratamento bem-sucedido (CORVEC et al., 2011; SENDI et al., 2011; ZELLER et al.,
2009).

O GBS, concomitantemente com outros microrganismos, foi relacionado
também com quadros de pneumonia. Os resultados de exames de imagem podem
incluir infiltrados lobares unilaterais ou bilaterais (VERGHESE et al., 1982).
Deméncia, doengas neuroldgicas e fistulas traqueo-esofagicas estdo associadas a
evolugdo do quadro clinico de pneumonia por GBS (FARLEY, 1995a). A colonizagao
das vias aéreas por GBS é pouco frequente em doentes com fibrose cistica, e,
quando ocorre, ndo parece estar associada com a evolugdo do quadro clinico do
paciente nao interferindo com o prognostico desta doenca (SKOLNIK et al., 2017).

A meningite € uma manifestagdo mais grave da infeccdo por GBS e se
desenvolve concomitante a forma sistémica ou na fase de bacteremia. E pouco
comum em adultos, mas € uma manifestacdo comum em recém-nascidos (MADRID
et al., 2017). Os neonatos convalescentes a fase agudam da infeccdo por GBS,
podem, desenvolver sequelas cognitivas ou neuroldgicas significativas; 32 a 44%
dos neonatos sobreviventes a meningite por GBS tém uma deficiéncia de
desenvolvimento neuroldgico, e, 19% evoluem para quadros neurolégicos graves
(KOHLI-LYNCH et al., 2017; LIBSTER et al., 2012).

Outra manifestagdo da doenca por GBS inclui infeccbes do sistema
génito-urinario. As infeccbes do trato urinario podem estar associadas a uma
variedade de sorotipos do GBS (ULETT et al.,, 2009). Nos homens, a GBS pode
estar associada & prostatite (FARLEY, 1995b; PEREZ-MORENO et al., 2017). A

infeccdo e presenca de bacteriuria causada por GBS nas mulheres durante a
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gravidez é um fator de risco para a colonizagdo maternal tardia e para a infecgéo
neonatal precoce (PEREZ-MORENO et al., 2017; VERANI; MCGEE; SCHRAG,
2010)

3.1.2. Infeccao por GBS em idosos
Nos Estados Unidos, Canada e Reino Unido, foram descritas taxas mais

elevadas de incidéncia de doencas invasivas de GBS entre pessoas com 65 anos ou
mais em comparagao com a populagdo adulta ndo-gravida em geral, e 0 mesmo
padrao epidémico é observado em multiplos paises europeus (FARLEY et al., 1993;
KOTHARI et al., 2009; LAMAGNI et al., 2013; PREVENTION, 2011; TRIVALLE et al.,
1998; TYRRELL et al., 2000).

As pessoas idosas e imunocomprometidas com doencgas subjacentes, tais
como diabetes mellitus e cancer, correm maior risco de doencas invasivas de GBS
(FARLEY; STRASBAUGH, 2001; KOTHARI et al., 2009; SKOFF et al., 2009). Outros
fatores de risco na populagdo idosa incluem, estar acamado por internagdes
hospitalares por longo periodo ou outras debilidades (KOTHARI et al., 2009;
LAMAGNI et al., 2013; TRIVALLE et al., 1998; TYRRELL et al., 2000).

Outro fato, consideravel, sdo as infecgdes do trato urinario em idosos que tem
manifestacdo acentuada, quando comparada a mulheres adultas gravidica ou nao
(HIGH; EDWARDS; BAKER, 2005).

3.1.3. Infecgoes por GBS e gestantes
O GBS é um microrganismo comensal sendo presente na flora microbiana

normal do trato gastrointestinal (Gl) de aproximadamente 60-80% das mulheres
(ALSHENGET!I et al., 2020; VERANI; MCGEE; SCHRAG, 2010). Desta forma, a
principal via de infeccao por GBS em neonatal é a transmissao vertical das maes
colonizadas, através da passagem e contaminagdo do neonato pela vagina durante
o parto normal (SCHRAG; VERANI, 2013; SHANE; STOLL, 2014; VERANI; MCGEE;
SCHRAG, 2010). A nivel mundial, a incidéncia da infecgado por GBS em gestantes é
estimada em 0,38 casos para cada 1.000 gestantes, com uma taxa de 0,2% de
casos fatais (HALL et al., 2017).

Outro fato importante, € que, gestantes colonizadas por GBS durante a

gravidez tém um risco relativamente maior de sofrerem parto prematuro em
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comparagao com as mulheres nao colonizagdo por GBS (BIANCHI-JASSIR et al.,
2017). Demais fatores de risco que incluem a idade e a raga, bem como o parto
prematuro (menos de 37 semanas), febre materna durante o parto (superior a 36°C),
e ruptura prolongada das membranas (superior a 18 horas) sdo também
caracteristicas de risco para o desenvolvimento da infeccdo por GBS (VERANI;
MCGEE; SCHRAG, 2010).

Em ressonancia, a colonizagdo por GBS tem uma incidéncia de 10-30% na
gravidez. Sem medidas preventivas, a infecgdo por GBS ocorre em 1% a 2% dos
recém-nascidos de maes com colonizagado por GBS (VERANI; MCGEE; SCHRAG,
2010). A maioria dos neonatos expostos ao GBS durante o parto tornam-se
colonizados e nao desenvolvem sinais ou sintomas da infecgdo. O feto € também
susceptivel a infeccdo ascendente no liquido amnidtico, com ou sem rotura de
membranas (VERANI; MCGEE; SCHRAG, 2010)

Além disso, a infeccdo materna por GBS é também responsavel por causar
endometrite, parto cesareo, infecgcdes de feridas pds-operatorias, pielonefrite, e
outras infecgdes ascendentes que resultam em sepse e pode provocar partos
prematuros(CAPE et al., 2013; ROMERO et al., 1989; ROUSE et al., 2004; TITA;
ANDREWS, 2010). A mastite materna e o abscesso mamario também podem ser
causados pelo estreptococo do grupo B materno (ARIAS-CAMISON, 2003; LE
DOARE; KAMPMANN, 2014).

3.1.4. Infecgoes por GBS e neonatos
A infecgdo neonatal por GBS, tem duas apresentagdes clinicas, que estao

diretamente relacionadas ao periodo em que ocorre a infeccdo do paciente. A
primeira forma é a precoce, que ocorre nos primeiros sete dias de vida, com a
transmissao durante o parto ou nascimento, pela passagem do recém-nascido pelo
trato genital colonizado ou por via ascendente, sendo essa a forma mais frequente e
que geralmente evolui para o quadro clinico de sepse, pneumonia, bacteremia ou
meningite bacteriana (COSTA; RICHTMAN; VACILOTO, 2001; MCKENNA; IAMS,
1998).

De acordo com o CDC, nos Estados Unidos, as estimativas da incidéncia da

doenca de inicio precoce variavam de 0,7 casos/1.000 nascidos vivos em 1997 a 0,2
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casos/1.000 nascidos vivos em 2020 (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2020; SCHRAG et al., 2016; STOLL et al., 2011).

A nivel mundial, essas estimativas por 1.000 nascidos vivos variam de Pais
para Pais, com incidéncias de 0,09 no Jap&o, 0,58 no Panama, 0,76 em Hong Kong,
0 a 1,5 na Africa do Sul, e 2,35 na Republica Dominicana, com uma estimativa
conjunta de 0,49 casos por 1.000 nascidos vivos (MADRID et al., 2017,
MATSUBARA et al., 2017; QUAN et al., 2016; RIVERA et al., 2015).

A forma tardia afeta o recém-nascido de sete dias até 12 semanas de idade.
Sua transmissdo pode ser horizontal ou nosocomial e raramente vertical. As
manifestagbes clinicas mais comuns sado a meningite, bacteremia sem foco
aparente, a artrite séptica e raramente a onfalite e osteomielite (COSTA;
RICHTMAN; VACILOTO, 2001; MCKENNA; IAMS, 1998).

A nivel mundial, a incidéncia conjunta dessa apari¢ao é de 0,26 casos por
1.000 nascidos vivos (MADRID et al., 2017). Nos Estados Unidos, a incidéncia
estimada de é de 0,28 casos por 1.000 nados-vivos (BERARDI et al., 2013;
CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2020).

E necessario que o Brasil elabore uma politica publica de satde que incentive
a deteccdo precoce do GBS de maneira mais especifica, bem como sua tabulacao
nos canais de informacao de saude, pois, em virtude de sua dimensao continental

existem caracteristicas diferentes e singulares nas diversas regides do Brasil.

3.2. STREPTOCOCCUS AGALACTIAE E ANIMAIS

3.2.1. Infecgoes por GBS e animais aquaticos
A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € uma das mais importantes espécies

de peixe comercial a nivel mundial, sendo o terceiro mais produzido a nivel mundial
com mais de quatro milhdes de toneladas em 2020, gerando uma receita anual
milionaria (EL-SAYED, 2006; The State of World Fisheries and Aquaculture 2022,
2022).

Em contraste, as perdas econémicas devidas ao GBS na piscicultura mundial
foram de 40 milhdes de dolares anuais (LI et al., 2013), representando uma grande
ameacga para a industria da piscicultura, particularmente para a industria da tilapia
(MIAN et al., 2009).
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A meningite é uma manifestagdo clinica caracteristica na tilapia do Nilo
infectada com GBS.Os peixes infectados apresentam sinais clinicos neurologicos
graves, tais como natacdo erratica, exoftalmia, opacidade da cérnea, e 0 exame
histopatoldgico mostra uma meningite supurativa (Yl et al., 2019).

A principal via de transmissdo € horizontal pelo contato com peixes e/ou
alimentos contaminados, como também pelo contato indireto mediado pela agua dos
criadouros (LIM; WEBSTER, 2006). A bactéria é excretada pelas fezes dos peixes
infectados e pode permanecer viva na coluna de agua, aumentando a possibilidade
de transmissado fecal-oral (NGUYEN; KANAI; YOSHIKOSHI, 2002). Outra via € a
oral, por meio do canibalismo dos animais mortos ou moribundos, que leva a
propagacao da doenca (WONGSATHEIN, 2012).

Além de torna-las impréprias para consumo, a capacidade do GBS de infectar
multiplas espécies e de se adaptar aos diferentes mecanismos de defesa entre as
diferentes espécies aquaticas ou terrestres salienta a importancia de validar modelos
experimentais representativos utilizados para estudar este agente patogénico (ETO
et al., 2020).

Nota-se também que o GBS é um patégeno emergente em pisciculturas no
Brasil e que ja apresenta resisténcia a algumas drogas. Além disso, deve-se
ressaltar que a ocorréncia de tal infecgao numa piscicultura de produgéo de alevinos
pode representar a disseminagao do agente para varias regides do pais, por serem

vendidos para engorda e estarem assintomaticos (FIGUEIREDO et al., 2006).

3.2.2. Infecgoes por GBS e bovinos
O GBS € um dos principais patdgenos causadores da mastite bovina que se

desenvolve na glandula mamarias de vacas leiteiras, podendo, ser contagioso e
transmitida principalmente na hora da ordenha, se manifesta na maioria das vezes
na forma subclinica, dificultando a deteccdo e quando ndo observada e tratada,
pode infectar o rebanho por anos (TEIXEIRA; CASTRO; PEREIRA, 2017).

A mastite € definida como uma inflamagao da glandula mamaria que pode ser
causadas por mais de 130 agentes etioldgicos dentre os principais se destaca o
Staphylococcus aureus, Streptococci, e as Enterobacteriaceae (QUINN et al., 2013).

Essa patologia € frequentemente classificada como subclinica ou clinica,

dependendo de sua gravidade, contagio e ambiente a qual o animal reside, e por
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fim, com base nos agentes causadores (ANDREWS et al., 2008; QUINN et al.,
2013). As mastites causadas por estafilococos e estreptococos sao as mais comuns,
e, do ponto de vista economico, sdo as mais preocupantes (ANDERSEN et al.,
2003). Ademais, ele pode sobreviver por curtos periodos de tempo nas méaos, pegas
da maquina de ordenha e no epitélio do ubre, levando a sua propagacao durante a
ordenha (LAKEW; FAYERA; ALI, 2019).

Por fim, a mastite tem contribuido para a reducao na producao de leite e que
resulta em perdas econdmicas significativas para a industria leiteira (ERSKINE,
1992), através da reducdo do rendimento e qualidade do leite, custo de
medicamentos e tratamento veterinario, leite descartado e abate forgcado dos
animais (QUINN et al., 2013).

3.2.3. Infecgoes por GBS e outros animais exéticos
O GBS desempenha um papel importante nas infecgdes bacterianas néo

apenas em bovinos, peixes e humanos. Dentro outros hospedeiros os elefantes em
zoolégicos de diferentes continentes apresentaram infecgbes por GBS com
manifestacdes clinicas graves (EISENBERG et al., 2017), bem como um relato de
caso do primeiro isolamento de GBS em lhamas, analisado a partir de um animal
provindo de uma fazenda de visitagdo que conta aproximadamente 200 camelideos
sul-americanos (lhamas, alpacas), juntamente com varios cavalos, galinhas,
coelhos, gatos e caes. Esta fazenda oferece servicos como trekking e atividades de
terapia com animais de estimacado, podendo justificar o meio de transmisséo
(TAVELLA et al., 2018).

Foi descrito também um caso de fascite necrosante por GBS em réptil, no
caso um crocodilo jovem de agua salgada. Embora esse problema continue sendo
uma condigdo clinica rara em humanos e animais, os criadores de répteis devem
estar cientes dessa nova e grave causa de morbidade e mortalidade, que
potencialmente tem predilegao por juvenis e ocorréncia em circunstancias de criagéo
intensiva (BISHOP et al., 2007).

Também se observou que o GBS foi responsavel por causar infeccdo com
sinais clinicos e mortalidade em ras-touro, semelhantes aqueles manifestados por
peixes (SILVA, 2020), sendo que com a valorizagdo da carne de ra no mercado

nacional na década de 80, muitos empreendedores rurais foram atraidos a
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investirem na criagdo desses animais (FEIX; ABDALLAH; FIGUEIREDO, 2006;
RODRIGUES et al., 2010), sendo entdo esta infecgdo caracterizada como mais um

perigo econdmico.

3.3 PROTEINAS ABCs
Os transportadores ABC (ATP-binding cassette) sdo uma categoria importante

de estruturas proteicas bacterianas associadas a membrana da célula, envolvidos na
importacdo ou exportagdo de uma vasta gama de substratos, incluindo
micronutrientes, acgucares, aminoacidos e peptideos, antibidticos, e peptideos
antimicrobianos (DURMORT; BROWN, 2015). A superfamilia dos transportadores
ABC compreende proteinas de membrana que efluem varios substratos através das
membranas (DEAN; MOITRA; ALLIKMETS, 2022).

Esse sistema pode ser dividido em trés categorias funcionais principais: os
importadores, os exportadores e a terceira categoria aparentemente ndo esta
envolvida no transporte, estando alguns membros envolvidos na tradu¢do do RNAm
e na reparagao do DNA (DAVIDSON et al., 2008).

Os importadores medeiam a absorgao de nutrientes em procariontes, sendo a
natureza dos substratos transportados muito ampla, incluindo mono e
oligossacarideos, ions organicos e inorganicos, aminoacidos, peptideos, sideréforos,
metais, cations poliaminicos, opinos e vitaminas. Os exportadores estdo envolvidos
na secrecao de varias moléculas, tais como peptideos, lipidos, drogas hidrofébicas,
polissacaridos, e proteinas, incluindo toxinas como a hemolisina (DAVIDSON et al.,
2008).

Os transportadores de ABC tém um grande impacto na fisiologia bacteriana, e
a sua disfuncao pode ter fortes efeitos deletérios. Enquanto alguns transportadores
de ABC sdo claramente dedicados a exportacdo de fatores de viruléncia, em
condicbes apropriadas muitos outros podem tornar-se importantes para a
viabilidade, viruléncia e patogenicidade.

Um exemplo é dado pelos sistemas de absorgao de ferro, reconhecidos como
importantes agentes de viruléncia (HENDERSON; PAYNE, 1994). Como o ferro
existe principalmente na forma insoluvel Fe3+ em condigdes aerodbicas, ele é
biologicamente disponivel no corpo e é quelatado por proteinas de ligagcéo ao ferro

de alta afinidade, como as transferrinas, lactoferrinas e ferritinas ou como
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componente de eritrocitos, como heme, hemoglobina ou hemopexina (KOSTER;
BRAUN, 1990).

Os agentes patogénicos sado capazes de retirar este mineral destas fontes,
segregando moléculas complexantes de alta afinidade chamadas sideroforos e
reabsorvendo-as como complexos ferro-sideroforos (KOSTER; BRAUN, 1990).

O conhecimento sobre as proteinas transportadoras ABC é de grande valor
para a agricultura sustentavel, o rendimento econémico, e a geragao de produtos de
alta qualidade, especialmente em condigbes de crescimento desfavoraveis
(BANASIAK; JASINSKI, 2022).

Outro exemplo de envolvimento na viruléncia é a operagao chvE-gguAB em
Agrobacterium tumefaciens, que codifica um importador de glicose e galactose
(CANGELOSI; ANKENBAUER; NESTER, 1990; KEMNER; LIANG; NESTER, 1997).
A ligagao do agucar ao ChvE desencadeia uma resposta de sinalizagdo que resulta
na expressao do gene da viruléncia. Finalmente, um aumento potencialmente letal
da forca osmodtica é contrabalancado pela ativagcdo de transportadores ABC
osmotossensivos que medeiam a absor¢cdo de solutos compativeis (POOLMAN;
SPITZER; WOQOD, 2004).

Para além da sua importancia no transporte, os sistemas ABC estao
envolvidos na regulacdo de varios processos fisiolégicos. Neste contexto, é
necessario distinguir claramente as fungdes reguladoras diretas dos efeitos indiretos

mediados através do substrato transportado.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. BACTERIA
A cepa de S. agalactiae (numero de acesso GenBank: MH359095.1) foi cultivada em

caldo de infusdo de cérebro e coragao (BHI) (Difco, Detroit, MI, EUA) a 28 °C com
agitacao por 48 h. O agar foi removido por centrifugagdo a 10.000 g por 10 min a 4
°C, e o pellet celular foi lavado com solugéo salina tamponada com fosfato (PBS)
0,15 M pH 7,2, quatro vezes e separacao da membrana e proteinas citoplasmaticas,

realizada de acordo com Fernandes e outros (2019).
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3.2. PROTEOMICA
As amostras foram analisadas em espectrometria de massa de alta resolugao.

Para isso, 100 ug de proteinas foram precipitadas em acetona por 1 h a — 20°C e
entdo a amostra foi centrifugada a 14.000 g por 5 min e o pellet ressuspenso em 100
ML de solugdo Ambic 50 mM (bicarbonato de sodio 50 mM). aménio 0,2 g/50 mL
H20 miliQ) e a reacdo incubada por 15 minutos a 99 °C. Em seguida, 3 pL da
solucao de reducgao (30 mg de DTT em 1 mL de 50 mM Ambic) foram adicionados e
a reagao incubada por 10 min a 37 °C. Depois disso, 20 uL da solugao de alquilagao
(55 mM de iodoacetamida (102 mg/10 mL de solugdo 50 mM AmBic) foi adicionado
e incubado por 10 min em temperatura ambiente e 125 pL da solugao de digestao
(tripsina diluida 1:20 em Solugdo Ambic 50mM) foi adicionada e a reagao incubada
por 16 horas a 37°C. Na etapa final, um volume de 200 pyL de amostras foi
adicionado a colunas de spin C18 (89870) e o procedimento foi conforme
recomendado pelo fabricante. Finalmente , as amostras contendo os peptideos
foram injetadas no espectrémetro de massas (Q-Exactive, Thermo) e, em seguida,
os peptideos foram identificados usando o Software = MaxQuant

(https://www.maxquant.org/maxquant/).

3.3. BIOINFORMATICA
Inicialmente, os arquivos FASTA relacionados as proteinas ABCs de S. agalactiae

foram adquiridos da plataforma de pesquisa UNIPROT (http://www.uniprot.org). Em
seguida, as proteinas identificadas na espectrometria de massas foram inseridas no
software Blast2GO, versao Free Trial (https://www.blast2go.com) e as proteinas
transportadoras ABCs foram classificadas segundo grupos funcionais, associados a
processos bioldgicos, fungdo molecular e celular componentes. Para construir a rede
de interagdo proteina-proteina (PPI) e separar funcionalmente as proteinas usando o
banco de dados STRING (https://string-db.org/cgi/).

3.4. ANALISES ESTATISTICAS
Os resultados serdao submetidos a analise de variancia e as médias comparadas

pelo teste de Tukey (P<0,05), ao nivel de significancia de 5% (Snedecor e Cochran
1974).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As proteinas transportadoras ABCs s3o uma categoria importante de
estruturas proteicas bacterianas associadas a membrana das células e sao
envolvidas na importacdo ou exportacdo de uma vasta gama de substratos,
incluindo micronutrientes, agucares, aminoacidos, antibidticos, e péptidos
antimicrobianos. (Durmort e Brown, 2015). Neste contexto, a investigacdo da
translocacdo espacial das proteinas ABCs transportadoras responsaveis pelo
metabolismo microbiano do Streptococcus do Grupo B, em condi¢des ideais de
crescimento tem um papel importante, e representa a chave para a descoberta de

novos farmacos com potencial antimicrobiano.

Dito isto, a identificagdo das proteinas ABCs associadas funcionalmente ao
transporte de aminoacidos, acucares e minerais, foi mais abundante, no extrato
protéico da membrana plasmatica (Figura 1a). Entretanto, quando a abundancia das
proteinas em cada extrato bacteriano sdo analisadas separadamente, observamos
que o metabolismo bacteriano em condi¢des ideais, parece ter direcionado sua
sintese proteica para produzir proteinas ABCs com fung¢ao de transporte de agucar
(Figura 1a-b), evidenciado pela identificacdo destas proteinas, em niveis elevados
no citoplasma e no extrato de membrana, principalmente a maltose/maltodextrin
ABC transporter (NP_688438.1), seguido da sugar ABC transporter ATP-binding
protein (NP_688914.1) e dentre as demais proteinas como, a ribose ABC transporter
periplasmic D-ribose-binding protein (NP_687150.1) e PTS system fructose specific
transporter subunit IIABC (NP_688344.1) cuja a abundancia foi significativa apenas

no extrato de membrana.
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Figura 1. Distribuicéo espacial das proteinas transportadoras ABCs do Streptococcus do Grupo B.
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Legenda: (a) Mapa de Calor mostra a abundancia de todas as proteinas ABCs identificadas em cada
extrato protéico: citoplasma (CPs) e membrana (MPs). (b) Mostra separadamente as ABCs
funcionalmente relacionadas ao transporte de aminoacidos predicado na versao teste pelo software
Blast2GO https://www.blast2go.com em (c) transporte de agucares e (d) minerais. Relativa expressao
(NIAF = Normalized lon Abundance Factor/ Fator de Abundancia de ions Normalizado.

Fonte: O Autor (2022)

Estudos in vitro mostraram a importancia do gene MalFGK2 que codifica a

proteina transportadora de maltose na manutengéo do estado fisiolégico bacteriano
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de Escherichia coli (Licht et al., 2019). Outro exemplo do envolvimento do transporte
de agucar nos mecanismos de viruléncia é o efeito do gene chvE-gguAB mapeado
na Agrobacterium tumefaciens, que codifica a proteina importadora de glicose e
galactose (Cangelosi, Ankenbauer e Nester, 1990; Kemner, Liang e Nester, 1997) e
a ligacdo do agucar ao ChvE desencadeia uma resposta de sinalizagdo que resulta

na expressao do gene da viruléncia (Poolman, Spitzer and Wood, 2004).

Na sequéncia dos eventos, o metabolismo bacteriano parece ter direcionado
seu maquinario celular, primeiro para produzir energia ou neste contexto o transporte
de agucares e em seguida, direcionou esta energia para a produgédo de proteinas
com fungdo de transporte de aminoacidos, observado pela abundancia das
proteinas glutamine ABC transporter ATP-binding protein GInQ (NP_688461.1),
oligopeptide ABC transporter substrate-binding protein (NP_687184.1) e amino acid
ABC transporter ATP-binding protein (NP_687279.1) nos dois extratos proteicos
(MPs e CPs). Sendo a primeira mais abundante nos dois extratos bacterianos
(Figura 1a-c). Posto isto, o transporte de aminoacido é essencial para a produgao
de novas proteinas, principalmente aquelas envolvidas no proprio transporte e na
absorcdo de nutrientes, como as envolvidas nos fatores de viruléncia (Eitinger et al.,
2011). Dentre outras fungdes, as transportadoras ABCs estdo envolvidas na
secrecao de varias moléculas, tais como péptidos, lipidos, drogas hidrofébicas,
polisacaridos, e proteinas, incluindo exotoxinas como a hemolisina. (Davidson et al.
2008).

Finalmente, o transporte de minerais foi menos intenso, destacando apenas
as proteinas manganese ABC transporter manganese-binding adhesion lipoprotein
NP_688527.1, manganese ABC transporter ATP-binding protein (NP_688526.1) e
iron-compound ABC transporter iron-compound-binding protein (NP_688018.1). Este
resultado pode ser explicado pela ndo necessidade de absorcédo de Ferro ou outros
minerais (Handerson e Payne,1994). Como o ferro existe principalmente na forma
insoluvel Fe3+ em condi¢des aerodbicas, ele é biologicamente disponivel no sistema
organico, e € encontrado quelatado por proteinas de ligagdo ao ferro de alta
afinidade, como as transferrinas, lactoferrinas e ferritinas ou como componente de
eritrocitos, como o grupamento heme, da hemoglobina ou hemopexina (Koster e

Braun, 1990). Neste contexto, podemos presumir que em condigdes ideais de
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crescimento, sem estar dependente de nutrientes providos pelo hospedeiro, o
maquinario metabdlico do S. agalactiae direcionou suas vias metabdlicas para o
transporte de agucar e aminoacidos visando a producdo de proteinas celulares.
Ademais, o sistema de transporte bacteriano pode ser dividido em trés categorias
funcionais principais: importacéo de nutrientes e exportacdo de metabdlitos nocivos
tais como moléculas de antibidticos por exemplo, além da manutengao do controle
osmaotico e uma terceira categoria aparentemente envolvida na tradugdo do RNAm e
na reparagdo do DNA (Davidson et al. 2008). Provavelmente justificavel pela intensa

mitose bacteriana provida pelas condi¢des ideais de crescimento microbiano.

Quando analisamos a network das ABCs responsaveis pelo transporte de
agucares, aminoacidos e minerais (Figura 2a) observamos uma interacao fisica
entre este conjunto de proteinas, traduzindo a importéncia da interagdo sinérgica
dessas proteinas no transporte de nutrientes e na excregcao de metabdlitos. A
analise individual da network (Figuras 2b-c-d) mostrou com maior clareza a
dependéncia e necessidade do sinergismo dessas vias para o funcionamento
fisioldgico do metabolismo microbiano. Além disso, mostramos que a interrupgao

destas vias pode resultar em danos irreversiveis para o microrganismo.

27



Figura 2. Interagao proteina-proteina das ABCs transportadoras do Streptococcus do Grupo B.
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Legenda: (a) Interagcdo global entre todas as proteinas ABCs transportadoras identificadas e as
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Fonte: O Autor (2022)



As proteinas transportadoras ABCs tém um grande impacto na fisiologia
bacteriana, e a sua disfungédo pode acarretar efeitos deletérios irreversiveis na célula
bacteriana. Em acréscimo, o fato de que, algumas destas proteinas sao claramente
dedicadas a exportacdo dos fatores de viruléncia, e estes fatores sao

imprescindiveis para a viabilidade, viruléncia, e patogenicidade do microrganismo.
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Accession
NP_688428.1
NP_687172.1
NP_687279.1

NP_687326.1

NP_688601.1
NP_688461.1
NP_688460.1
NP_687188.1
NP_687222.1

NP_687186.1
NP_687184.1

Tabela 1. Identificagdo das proteinas ABCs associadas ao transporte de aminoacidos do Streptococcus do Grupo B.

Description

amino acid ABC transporter amino
acid-binding protein

amino acid ABC transporter amino
acid-binding protein/permease

amino acid ABC transporter ATP-binding
protein

amino acid ABC transporter permease

amino acid ABC transporter
substrate-binding protein

glutamine ABC transporter ATP-binding
protein, GInQ

glutamine ABC transporter
glutamine-binding protein/permease
oligopeptide ABC transporter
ATP-binding protein

oligopeptide ABC transporter
oligopeptide-binding protein
oligopeptide ABC transporter permease

oligopeptide ABC transporter
substrate-binding protein

Coverage
12,31
12,98
27,30

4,12

22,81
33,74
19,26
11,29
1,85

6,71
32,12

Unique
Peptides
2

4

10

12

Score
MP
1773,2
2
2126,8
4
3533,8
2
198,03

1613,0
7
4720,2
2
3638.,8
1
1313,9
9
186,21

673,50
8604,3
7

Coverage
MP
12,31
12,98
27,30

4,12

22,81
33,74
19,26
11,29
1,85

6,71
32,12

PSM
MP
6

28

Score
Cp

503,46

617,36

Coverage
Cp
0,00
0,00
0,00

0,00

0,00
12,20
0,00
0,00
0,00

0,00
2,54

PSM
Ccp

AAs

268

516

381

267
285

246

727

310

542

343
551

MW
[kDa]
28,9
57,2

43,0

61,0

37,3
60,5

NSAF MP*
0,048
0,0291
0,0577

0,0075

0,0351
0,1301
0,0344
0,0323
0,0018

0,0146

0,0889

NSAF CP*

0,01626016
0
0
0

0
0,007259528

Legenda: Proteinas de Membrana (MPs) e citoplasmatica (CPs); AAs = aminoacidos; NIAF = Normalized lon Abundance Factor/ Fator de Abundancia de

fons Normalizado; (*) representa a média de trés réplicas.

Fonte: O Autor (2022)
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Accession
NP_688439.1

NP_688438.1

NP_687152.1

NP_687150.1

NP_688914.1
NP_687070.1
NP_688344.1

NP_688681.1

Tabela 2. Identificagdo das proteinas ABCs associadas ao transporte de agucares do Streptococcus do Grupo B.

Description

maltose ABC transporter
permease
maltose/maltodextrin ABC
transporter
maltose/maltodextrin-binding
protein

ribose ABC transporter
ATP-binding protein

ribose ABC transporter
periplasmic D-ribose-binding
protein

sugar ABC transporter
ATP-binding protein

sugar ABC transporter
sugar-binding protein

PTS system fructose specific
transporter subunit IABC
PTS system transporter subunit
IHABC

Coverage

Unique
Peptides
1

20

Score
MP
194,21

23504,
01

803,08

5356,9
8

8978,7
9
402,86

9925,3
3
204,35

Coverage
MP
3,29

60,00

PSM
MP
1

74

36

36

Score
Ccp

3616,6

4020,4

123,47

Coverage
Ccp
0,00

33,25

0,00

0,00

24,14

PSM
Ccp

15

AAs

456

415

492

322

377

438

654

639

MW
[kDa]
50,7

45,2

54,9

34,0

0,1
488
67,6

67,5

NSAF MP*
0,0044

0,3133

0,0122

0,1087

0,1565
0,0046
0,0841

0,0031

NSAF CP*
0

0,0554

0,0716

0,0015

0

Legenda: Proteinas de Membrana (MPs) e citoplasmatica (CPs); AAs = aminoacidos; NIAF = Normalized lon Abundance Factor/ Fator de Abundancia de

fons Normalizado; (*) representa a média de trés réplicas.

Fonte: O Autor (2022)

Accession

NP_688018.1
NP_688526.1

NP_688527.1

NP_687564.1

Tabela 3. Identificagdo das proteinas ABCs associadas ao transporte de minerais do Streptococcus do Grupo B.

Description

iron-compound ABC transporter

iron-compound-binding protein
manganese ABC transporter
ATP-binding protein
manganese ABC transporter
manganese-binding adhesion
liprotein

zinc ABC transporter
substrate-binding protein

Coverage

Unique
Peptides

Score
MP

261,44
613,40

1748,5
5

Coverage
MP

PSM
MP

Score
Ccp

128,88

189,11

Coverage
cp

2,57

PSM
(0

AAs

342

238

308

506

MW
[kDa]

NSAF MP*

0,0058
0,021

0,039

0

NSAF CP*

0,0029

0,004

Legenda: Proteinas de Membrana (MPs) e citoplasmatica (CPs); AAs = aminoacidos; NIAF = Normalized lon Abundance Factor/ Fator de Abundancia de

fons Normalizado; (*) representa a média de trés réplicas.

Fonte: O Autor (2022).



6. CONSIDERAGOES FINAIS

Tendo em vista, que o Streptococcus agalactiae € um patdégeno de grande
periculosidade para saude humana e animal. Principalmente, para a medicina
neonatal devida ao alto indice de mortalidade e morbidade, gerada pela infecgédo do
sistema nervoso central dos neonatos, além das consequéncias geradas pelas

sequelas neuroldgicas graves em pacientes convalescentes.

Tendo em vista que a base terapéutica desta enfermidade € direcionada para
o uso de antibidticos que por sinal tende a ter efeitos colaterais pronunciados no
hospedeiro e a geragao da resisténcia bacteriana. Podemos enfatizar, a importancia
da busca constante de métodos profilaticos e terapéuticos mais eficazes para o
sucesso no tratamento desta enfermidade. Dentre estes fatos, o metabolismo
microbiano € necessario para a producao dos fatores de viruléncia, assim, o estudo
do metabolismo microbiano se torna imprescindivel para a descoberta de novos

farmacos e imunogenos.

Por fim, nosso estudo conclui que o S. agalactiae em condi¢des ideais de
crescimento, opera seu metabolismo de forma a direcionar estrategicamente a
sintese de proteinas ABCs para o transporte de acucares, fornecendo subsidio
metabdlico para a producdo de novas proteinas responsaveis pela importagao de
aminoacidos. Tal fato, em conjunto com o mapeamento da abundancia e a
translocacao espacial destas proteinas para a membrana plasmatica, nos direciona
a explorar estas proteinas como possiveis alvos moleculares para a terapéutica

desta enfermidade.
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