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RESUMO

O géneraShigellaé responsavel pela disenteria bacilar ou shigefosma grave de diarreia
inflamatdria associada a taxas elevadas de mombidadnortalidade, principalmente em
criancas com idade inferior a cinco anos. Entrespecies do géner8, sonnepredomina em
locais mais desenvolvidos, enquaBtoflexnerié mais frequentemente observada em regides
menos desenvolvidas. Algumas bactérias, inclusdiegella, sdo capazes de produzir
substancias de natureza proteica ativas, especmeontra amostras filogeneticamente
relacionadas, denominadas bacteriocinas. A subiatéanfere vantagem ao organismo que a
produz, contribuindo na competicdo contra amosfas compartilham o mesmuabitat
Estudos prévios relataram a sintese de bacterg@onamostras d8. sonneisoladas de
espécimes fecais de criancas com diarreia agudaB&m Horizonte. O objetivo desta
investigacdo inclui a extragcdo, a purificacdo e amacterizacdo parcial de substancia
antagonista tipo bacteriocina produzida ®r sonnei A amostra deS. sonneiSS9 foi
submetida a precipitacdo proteica com sulfato déngmme o extrato intracelular precipitado
com 75% do sal foi purificado por meio de etapagiseciais de cromatografia liquida - troca
ibnica, gel filtragdo e fase reversa. As fracOes/@nientes da Ultima etapa de purificacdo
foram analisadas por espectrometria de massa, s#stdotadas substancias com diversas
massas moleculares, variando de 5 a 10 kDa, o ggeres a possibilidade de que a(s)

substéancia(s) antagonista(s) seja(m) microcina(s).

Palavras-chave: bacteriocirghigella sonneisubstancia antagonista.
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ABSTRACT

Shigellais associated with the etiopathogenesis of slugslla severe type of inflammatory
diarrhea responsible for high morbidity and motyatates mainly among children aged less
than five years. Whil&. sonneis the predominant species in developed agdtexneriis
frequently found in underdeveloped regions. Seveaateria are able to produce bacteriocins
proteinaceous substances that exhibit activity @ajpg against taxonomically related strains.
Bacteriocin production seems to represent a comngetadvantage against organisms that
share the same habitat. The production of baciesdzyS. sonnestrains isolated from fecal
specimens of children with diarrhea in Belo Horiohas already been reported. We aimed
to extract, purify, and partially characterize gmaistic substance(s) synthesized by.a
sonnei isolate. Following protein precipitation by employ ammonium sulfate the
intracellular fraction obtained at 75% salt satoratwas submitted to purification by
sequential steps of liquid chromatography — iomichange, gel filtration, and reverse phase.
Fractions collected from the last purification stepre submitted to mass spectrometry.
Substances with several molecular masses rangimm 5 to 10 kDa were detected,
suggesting the possibility that antagonistic sulistés) should be microcin(s).

Key-words: bacteriocin, Shigella sonnei antagonistic substance
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 ShigellaE ENTERITE AGUDA

O génerdshigella incluido na familia Enterobacteriaceae, € caristit por bastonetes
Gram negativos, imoveis, anaerobios facultativosapazes de fermentar a glicose. Séo
reconhecidas quatro espéciesStegellg S. boydij S. dysenteriaeS. flexnerie S. sonnei
gue incluem 18, 13, 15 e um sorotipo, respectivaen@iyogi, 2005).

O microrganismo € agente da shigelose ou disartbegilar, quadro de enterite aguda
associado a taxas elevadas de morbidade e mod@letdre criancas menores de cinco anos
(Farshadet al, 2006; Sousat al, 2010). Estimativas indicam a ocorréncia anuall5e
milhdes de casos da doenca, responsaveis por a@damente um milh&o de 6bitos, em
particular em paises em desenvolvimento (Pars6§)20

S. sonneiestd associada a cerca de 77% dos casos de shigels regides
desenvolvidas, que dispdem de tratamento de agaaeamento basico adequados. Ja nos
paises menos desenvolvidos, observa-se predomén® flexnerj seguida poiS. sonnei
(Talukder, 2006; Madiyarowet al, 2010). A doenca € altamente contagiosa, com dose
infectante de 10 a 100 células bacterianas. A ountgao se da, via de regra, pela rota
fecal-oral, através da ingestdo de agua e alimesdwotaminados (Farshaet al, 2006;
Souseet al.,2010).

Apos ter acesso ao hospedeiro, o microrganismemgaf os diversos mecanismos de
defesa expressos pelo mesmo, barreiras fisicasjaas e bioldgicas, atingindo, entdo, seu
orgao alvo. No intestino grosso, desencadeia aelklsig, doenca caracterizada pela
destruicdo das células epiteliais do célon, em miéoocia da resposta inflamatoria com
presenca de abscessos e ulceragbes, induzida mpedadd da mucosa pelas células
bacterianas (Parsot, 2005). O processo envolvas/&tapas, incluindo macropinocitose e
escape para o citoplasma, seguido por multiplicaggassagem para as células adjacentes e
células epiteliais mais profundas (Jennison & Vera@®4; Niyogi, 2005)Shigellainvade a
mucosa intestinal através das células M e, a seguiactéria penetra nos enterécitos pela
superficie basolateral dos mesmos e se dissemiaeallaente pela linha epitelial. O
microrganismo alberga um plasmidio de 230 kDa mesfnvel pela invasédo (Bando al.,
2010).



No decorrer da instalacdo e desenvolvimento dangéggesdo observados sinais e
sintomas que variam de diarreia moderada a disemeve e manifestacdes extraintestinais
como febre, vomito, desconforto abdominal e nauskas alguns casos, podem ocorrer
complicagBes neuroldgicas, como cefaleia, letargimfusdo mental, rigidez na nuca e
alucinacoes (Angeliret al, 2009).

A shigelose € um quadro, habitualmente, autolditaEntretanto, o emprego de
agentes antimicrobianos para tratamento de pasiertie disenteria reduz a duracdo da
doenca, a taxa de mortalidade associada a eleeganlp de excrecdo da bactéria. Tem sido
observada elevacdo das taxas de resisténcia asdeage@ amostras dghigellg decorrente
do uso inadequado das mesmas, 0 que tem acarretddodo da eficidcia da terapia
antimicrobiana. Um dos mecanismos de desenvolviondat resisténcia € a transferéncia
horizontal de fatores genéticos, especialmentemptieos R, transposons e integrons
(Madiyarovet al.,2010).

1.2 BACTERIOCINAS

Bacteriocinas sdo substancias antagonistas deematproteica sintetizadas por uma
ampla gama de bactérias, tanto Gram positivas cGmaon negativas. As bacteriocinas
conferem vantagem ao organismo produtor, pois eassintetizadas e liberadas, podem
eliminar espécies competidoras presentes no meabitahcontribuindo, em ultima analise,
para uma maior disponibilidade de nutrientes e@sfiéhangget al, 2008).

Além do papel relevante que as bacteriocinas deseinam na ecologia microbiana, as
substancias sdo apontadas como possiveis sulsst#osaantibioticos tradicionais e vém
sendo utilizadas na industria alimenticia, paraseoracdo de alimentos. Organismos
produtores de bacteriocinas podem, ainda, ser gyagos como probidticos (Jeziorowski &
Gordon, 2007; Belguesmiet,al; 2010;Smajs et al; 2010)

Diversas bacteriocinas sintetizadas por bacté@Gaam negativas, especialmente
Escherichia coli ja foram caracterizadas. Estas substancias agspgcialmente, sobre
bactérias taxonomicamente relacionadas, mas namasobre as células produtoras, que
expressam mecanismos de imunidade contra sua @iigteriocina. Na maioria das vezes,
séo codificadas por genes plasmidiais (Chastaal, 2005;Padillaet al, 2006;Cascales, 2007;
Line et al, 2008, Sousat al; 2010).



As bacteriocinas sintetizadas por enterobactfr@tem ser classificadas como colicinas, com peso
molecular variando entre 25 e 80 kDa, e microcimpge possuem peso molecular inferior a 10 kDa. As
microcinas podem ser divididas em classe |, comatdmm menor que 5 kDa, e classe Il, com peso maecul
entre 7 a 10 kDa (Dirigt al, 2004).

No que se refere a colicinas,ngracdo entre as mesmas e bactérias suscetiveigece da

seguinte maneira: a substancia liga-se a receptsgErificos na superficie celular, sendo, entaoslocada

até a membrana citoplasmatica ou o citoplasmanalnfiente, levando a alteracdes metabdlicas naacélub

(Chavan.et al; 2005, Zhanget al, 2008). Estudos demonstram umadedade de mecanismos
de agdo de colicinas. Assims alteracdes desencadeadas pelas mesmas inclusacior de
poros na membrana citoplasmética, inibicdo da sénte peptideoglicano, inibicdo da
sintese proteica pela clivagem do RNA ribossém&® du RNA transportador e degradacao
do DNA (Cascalest al, 2007).

A producdo de bacteriocinas ja foi descrita parasonneiS. flexnerie S. boydii
(Amako et al, 1978; Dhillonet al, 1982; Smard&t al, 1987; Horak, 1994; Smagt al,
1997; Tigyi et al, 2005; Padillaet al, 2006). Entretanto, estudos que objetivam a
caracterizacdo mais detalhada destas substanciasc#ssos.

Para melhor compreensdo do papel das bacterionamgelacdes ecoldgicas entre
bactérias, ensaios visando a avaliacdo das comdig@ais para expressdo da atividade
antagonista e referentes a produgdo da substéneitio, seguidos por etapas de extracao,
purificacdo e caracterizacdo sao fundamentais. Alénpromover o conhecimento basico
relativo ao tema, estudos com esta abordagem dentangatoriamente, preceder qualquer
proposta de aplicacdo pratica destas substancias. abordagem comumente empregada
inclui extragdo proteica por precipitagdo com dalfale amoénio seguida por etapas
sucessivas de cromatografia. Realiza-se a aval@gga@tividade apos cada uma das etapas e,
apos obtencdo da substancia purificada, a mesmaraeterizada no que se refere a
determinacdo da massa molecular e sequéncia deo&itdns (Apoldnioet al, 2007;
Ribeiro-Ribaset al, 2009; Sousat al.,2010).



2 JUSTIFICATIVA

Os membros da familia Enterobacteriaceae saortsetGram negativos, que fazem
parte da microbiota indigena da maioria dos animaguindo os seres humanos. Alguns
destes organismos sdo agentes de doencas infegc@dee as quais merecem mencao
enterite infecciosa aguda e infeccdo do trato doné&estacam-se, como importantes
membros desta famili&scherichia coli Shigellg Salmonella entericeKlebsiella, Serratia,
EnterobacterProteuse Yersinia

O géneroShigella que inclui as espécies. sonneiS. flexneri S. dysenteriae S.
boydii, € responsavel pela disenteria bacilar ou shigelpsadro associado a taxas elevadas
de morbidade e mortalidade, principalmente em paisenos desenvolvidos. A doenca é
endémica, prevalente em todo o mundo e acometentaior frequéncia, criangas com até
cinco anos de idade. A transmissao ocorre, viedeyr pela rota fecal- oral, sendo o agente
veiculado por agua e alimentos. A dose infectanteai®&a, sugerindo desta forma, um
eficiente mecanismo de viruléncia.

Apds a contaminacao, as bactérias atravessanoaligéstivo em direcdo ao intestino
grosso, invadem a mucosa do colon. Os pacientes gfugelose apresentam diarreia
inflamatoria moderada ou grave, caracterizada gesequilibrio hidroeletrolitico intestinal,
com eliminacdo de fezes em pequeno volume, conteandoo, sangue e pus. Este
desequilibrio contribui para a eliminacdo do migemismo, como também para a
disseminagdo do mesmo.

Um importante mecanismo de competicdo microbiaggemlvolvido pelas bactérias,
como Shigellg € a producdo de substancias antagonistas dersasit@cteriocinas. Estas
substancias possuem fracdo proteica biologicamati@ que pode estar associada a
lipideos ou carboidratos. Sdo codificadas, na naidas vezes, por genes plasmidiais e
apresentam atividade bactericida ou bacteriostgtremlominantemente contra espécies
filogeneticamente relacionadas.

Tendo em vista que a shigelose é um problema e gadblica que afeta o mundo
inteiro, queS. sonneié um dos principais agentes etioldgicos da doemga,a bactéria é
capaz de produzir bacteriocinas, que estas sulmtgpodem desempenhar papel relevante
na viruléncia do microrganismo e que dados refesead assunto na literatura especializada

sao escassos, desenvolvemos este estudo, visartdbwo para o conhecimento do tema.



3.1

3.2

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Extrair, purificar e caracterizar parcialmenteausubstancia antagonista produzida por

S. sonnei

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Confirmar a expressao de antagonismaitro por uma amostra d& sonnei
Extrair e purificar uma substancia antagonistalpzida pela amostra & sonnei

Determinar a massa molecular da substancia amtaggurificada.



4 MATERIAL E METODOS

Este estudo faz parte de um projeto mais abraagene vem sendo desenvolvido
pelas equipes do Laboratério de Diagnostico Gemétle Doencas Infecciosas do
Departamento de Propedéutica Complementar da Falilde Medicina e do Grupo de
Trabalho Diagnostico Genético de Doencas Infecsiaka Laboratério de Microbiologia
Aplicada e do Laboratorio de Microbiologia Oral eakrobios, ambos do Departamento de

Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biologicasdos da UFMG.

4.1 AMOSTRAS BACTERIANAS

Duas amostras d& sonneidenominadas SS9 e SS12, foram empregadas nesgte es
como produtora de substancia antagonista e revelada expressdo do antagonismo,
respectivamente. Estas amostras pertencem a béaterido Laboratério de Diagnostico
Genético de Doencas Infecciosas/PRO/FM/UFMG e fdemtadas de espécimes fecais de
criancas com diarreia aguda atendidas no Hospifahtil Jodo Paulo II/FHEMIG, durante o
desenvolvimento do projeto de pesquisa intitulaBbtiologia da diarreia infecciosa aguda
em Belo Horizonte/MG e em Teresina/ Pl estudoiaire laboratorial”. As amostras vém
sendo mantidas em Brucella Brb#trescido de glicerol 10% em freezer -80°C.

A amostra SS9 foi selecionada entre nove amodtiasspécie capazes de produzir
substancias antagonistas por apresentar os haldsildgdo das amostras reveladoras
maiores e mais limpidos. SS12 foi escolhida aleatmnte entre sete amostrasSdesonnei
gue apresentaram sensibilidade a atividade antstgoeixpressa por todas as amostras
produtoras (Sousat al, 2010).

4.2 EXTRACAO DE PROTEINAS DA FRACAO INTRACELULAR

A amostra SS9 criopreservada foi submetida arégisjues consecutivos em Tryptic

Soy Agar (TSAJ e a cultura foi incubada a 37°C, em atmosferaetebinse, por 24 h.

! BBL, Sparks, MD, EUA
2 Difco, Sparks, MD, EUA



Colbnias obtidas do terceiro repique foram cultasaém 20 mL de Tryptic Soy Broth

(TSB)® e, apés incubacdo nas mesmas condicdes deswiitas, @ cultura bacteriana foi

vertida em 580 mL de TSB. Ap0s 12 h de incubac&uaterial foi centrifugado a 16.200 x

g, a 4°C, por 30 min. O sobrenadante foi descatanlgedimentoi lavado duas vezes em

tampéo Tris-HCI 0,01 M, pH 7,2, centrifugado e vsgendido em 15 mL do mesmo
tampédo. A suspenséo foi sonicada a 50 W, por 1@scde 1 min, com intervalos de 30 s,
em banho de gelo. Para comprovacdo da lise ceiolal, uma aliquota da suspenséao
sonicada foi submetida a coloracdo pelo método rdenG o esfregaco foi examinado em
microscoépio 6ptico. A suspensao foi centrifugadd®@, por 30 min, a 16.200 x g € o
sobrenadante foi mantido em banho de gelo e sutbon&tprecipitacdo proteica por meio de
adicao lenta e constante de sulfato de amonio eam doncentracdes, 0-30 e 30-75% plv,
sob leve agitacao. Apoés centrifugacéo a 4°C, poniBQa 29.829 x g, os precipitados foram
ressuspendidos em tampao Tris-HCI 0,01 M, pH 7&st®forma, foram obtidas as fracdes
intracelulares C-30 e C-75. Com base em resultpsgos (Sousa, 2010), a fracdo C-75 foi

selecionada para o estudo.
4.2.1 DALISE DO EXTRATO PROTEICO

O extrato C-75 foi transferido para membrana comité de exclusdo de 12-16 kba
submetido a dialise contra dois litros de tampés-HACI 0,01 M, pH 7,2, em camara fria a
4°C, por 24 h, realizando-se trés trocas de tampate intervalo de tempo. O volume do
extrato foi medido e, em seguida, 0 mesmo foidiltr em membrana com poro de O,

aliguotado em tubos de microcentrifuga e armazeaa86°C.

4.2.2 DOSAGEM PROTEICA

A dosagem proteica da fracdo intracelular C-75réailizada segundo metodologia
descrita por Bradford (1976), que utiliza o coraBtmomassie Brilliant Blue G-250 como
ligante as proteinas presentes na amostra, desendol uma reacao de cor. A soroalbumina

bovina foi utilizada como padrao.

3 Difco
4 Viskase, Darien, IL, EUA
® Corning, Lowell, MA, EUA



4.2.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTAGONISTA DE C-75

Uma aliquota de 10L da fracdo C-75 foi gotejada sobre a superficierda placa de
TSA. A placa foi exposta a vapor de cloroférmio B min e, apds evaporagdo do
cloroférmio residual, a camada de TSA foi recobedi 3,5 mL de TSA semi-sélido (TSB
+ 0,7% de agar) acrescido de {0 de cultura da amostra reveladora em TSB. ApoOs
incubacdo a 37°C, por 24 h, em atmosfera de aambi@ leitura foi realizada pela
verificacdo da presenca ou auséncia de halos @e&édni da multiplicacdo da amostra
reveladora. Como controle, foi empregado Tris-HOILOM, pH 7,2, tampdao utilizado para a
diluicdo da fragcédo C-75.

4.2.4 TTULAGAO DA FRAGAO C-75

O extrato C-75 foi submetido a diluicdes seriagtasagua Milli-§® estéril e 1QuL de
cada diluicdo foram depositados sobre uma placdZ 3. ApOs exposicdo a vapor de
cloroférmio e evaporacéo do cloroformio residuaktés de antagonismo foram realizados
conforme descrito em 4.2.3. O titulo, definido comaeciproca da maior diluicdo que
resultou em um halo limpido de inibicdo da amoséeeladora, foi determinado. Em
seguida, a atividade antibacteriana foi calculada&xpressa em unidades arbitrarias
(UA).mL™?, empregando-se a férmula “UA = titulo x 1000 x v(uL)’, sendo v o volume

do extrato utilizado no ensaio (Batdetjal, 2006).

4.3 PURIFICACAO DO EXTRATO C-75

O extrato proteico C-75 foi purificado por etagaguenciais de cromatografia liquida,

conforme descrito a seguir.

4.3.1 (ROMATOGRAFIA EM COLUNA DE TROCA IONICAMONO Q

O extrato C-75 foi submetido a cromatografia aedriénica em coluna Mono Q™

5/50 GL Tricorn™ acoplada a sistemast protein liquid chromatographyFPLC). A

® Eppendorf, Molsheim, Franca
" GE Healthcare, Uppsala, Suécia



coluna foi previamente equilibrada com tampéao H@-0,02 M, pH 8,0, com um fluxo de
1,0 mL.min*. Para eluicdo da amostra, foi utilizado o mesmpéo acrescido de NaCl 1,0
M, em gradiente linear de 0-100%. Fracfes de 1,3ardm coletadas e liofilizadas (Everse
& Stolzenbach, 1971), ressuspendidas em agua ®fillestéril e testadas para avaliacdo da
atividade antagonista. As fragOes ativas foram stiolas a dosagem proteica e titulagéo,

conforme descrito nos itens 4.2.2 e 4.2.4, resgauoente.
4.3.2 ROMATOGRAFIA EM COLUNA DE TROCA IONICAMONO S

O pool das duas fragOes obtidas da cromatografia de ibooea em coluna Mono Q
gue geraram os maiores halos de inibicdo da amestetadora foi dialisado em membrana
com limite de exclusdo de 12-16 kDa contra tamm@tedo de sodio 0,02 M, pH 5,0, a 4°C,
por 24 h. Apés dialise, o material foi submetidoramatografia de troca ibnica em coluna
Mono S™ 5/50 GL Tricorn™ acoplada a sistema FPLC. A coluna foi previamente
equilibrada com o mesmo tampao utilizado na didi@® um fluxo de 1 mL.mih Para a
eluicdo da amostra, foi utilizado o mesmo tampaesatdo de NaCl 1,0 M, em gradiente

linear de 0-100%, sendo coletadas fracdes de 1,5 mL

4.3.3 GROMATOGRAFIA EM COLUNA DE GEL FILTRACAO

As duas fragOes obtidas da cromatografia de tiwga em coluna Mono Q que
geraram os maiores halos de inibicdo da amost@agera foram misturadas e pmol
gerado foi submetido a cromatografia em colunaxdtusdo molecular HR 10/30 Superose
12° acoplada a sistema FPLC. Como fase moével, fazatib o tampéo Tris-HCI 0,02 M, pH
8,0, com fluxo de 0,5 mL.mih sendo coletadas fracdes de 1,5 mL, que foramtoradas a
280 nm. Todo o ensaio cromatografico foi realizadtemperatura de aproximadamente
25°C. As fracdes foram liofilizadas, ressuspendierasagua Milli-J e testadas quanto a
expressdo de antagonismo. As fracOes ativas foranmetidas a dosagem proteica e

titulagcdo, como previamente descrito (itens 4.242e4, respectivamente).

8 GE Healthcare
° Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA



4.3.4 (ROMATOGRAFIA EM COLUNA DE FASE REVERSAC18

Duas fracOes ativas selecionadas entre aquelasmentes da cromatografia de gel
filtracdo com base no perfil cromatogréfico foratiizadas para confeccdo de ypuol e o
mesmo foi analisado em coluna DiscoVe618 5 pm (250 x 4,6 mif)acoplada a sistema
high-performance liquid chromatograpf{iPLC). A coluna foi previamente lavada com
solucdo B (acetonitrifd 80% v/v acrescida de &cido trifluoroacético (TEA),05% v/v em
agua Milli-3°) e equilibrada com solugéo A (TFA 0,05% viv emaililli-Q®). As fracdes
foram eluidas com as solucdes A e B, mantendo-séuxm de 60 mL.H, perfazendo-se
um gradiente linear de 0 a 100%, utilizando o sggydrograma: 0-10min 100% da solucéo
A, 10-40min 0-100% da solucéo B e 40-50min 100%alacéo B. A corrida foi monitorada
a 280 nm, com temperatura aproximada de 25°C. a&$és foram coletadas, liofilizadas e

ressuspendidas. As fracdes ativas foram submetidadlise por espectrometria de massa.
4.3.5 ROMATOGRAFIA EM COLUNA DE FASE REVERSAPEPTIDE C18

Uma fracdo selecionada entre aquelas geradasqmetaatografia de fase reversa em
coluna C18 foi submetida a cromatografia de fagersa em coluna Sepha¥ilPeptide C18
5um ST (150 x 4,6 mm) acoplada a sistema HPLC, seguino@smo protocolo descrito

no item 4.3.4.

4.4 AVALIACAO DA MASSA MOLECULAR DA FRACAO PURIFICADA

FracOes provenientes das etapas de cromatografimsg reversa (colunas C18 e
Peptide C18) foram solubilizadas em solucao de UHAG e adicionadas em uma matriz de
alfa-ciano-4-hidroxicinamico na propor¢cao de 1:1oi Flepositado 0,5 plL/poco, em
duplicata, em uma placa de aquisicdo de dados doDMATP AnchorChips384 x 600)*
que foi mantida a temperatura ambiente. Para detagdio das massas moleculares,
empregou-se o Autofléxlll MALDI-TOF/TOF*® operado no modo linear positivo. Para a

19 Supelco Analytical, Bellefonte, PA , EUA
" Merck, Rahway, NJ, EUA

12 sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA

13 Pharmacia Biotech

14 Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA

15 Bruker Daltonics
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calibrac&o linear foi utilizado o kit de calibragBimtein Calibration Standard 1f e para a
anélise dos dados foi empregado o progrBtea Analysir’.
A analise por espectrometria de massa foi reaizexlNUcleo de Estrutura e Funcao

de Biomoléculas do Instituto de Ciéncias BiolégidadJFMG.

18 Bruker Daltonics
17 Bruker Daltonics
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5 RESULTADOS

5.1 DOSAGEM PROTEICA DO EXTRATO BRUTO C-75

ApOs a extracao proteica de cultura da amdtrsonnelSS9 e dialise, obteve-se um
volume final de 11,5 mL do extrato bruto C-75. Asdgem proteica do material foi de 15,45

mg.mL™.

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTAGONISTA E TITULACAO DA FRACAO C-
75

A fragdo C-75 apresentou atividade inibitoria carst amostra SS12. O titulo de C-75
foi superior a 838.860.800 UA de atividade antibaaha.mC* (FIG. 1).

5.3 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE TROCA IONICA MONO Q

Foram coletadas 40 fracGes provenientes da crgnaditn em coluna de troca idnica
Mono Q, conforme observado no perfil cromatografiets. 2). Todas as fragdes coletadas
foram ativas contra a amostra reveladora. As fiadoe 2, correspondentes ao material que
nao interagiu com a coluna, produziram halos rdtielonaiores que aqueles observados para
as demais fracGes (FIG. 3), sendo selecionadasapai@¢cido em cromatografia catidnica
Mono S. Opool das fracdes 1 e 2, cujo volume foi de 400 apresentou concentracao
proteica de 61,8g. mL* e titulo de atividade antagonista de 1.677.72116@0nL™.

5.4 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE TROCA IONICA MONO S

O pool das fracdes 1 e 2 originadas da etapa préviaateatografia de troca iGnica

também ndo interagiu com a coluna Mono S, confgrate ser observado na FIG. 4.

12



Figura 1

Expressao de atividade antagonista pelo extrataceiular da cultura dghigella sonnei
SS9precipitada com 75% de sulfato de amoénio (C-75jrece amostr&higella sonnei
SS12 e determinagéo do titulo de atividade inilaitdritulo superior a 838.860.800 unidades
arbitrarias de atividade antibacteriana/mL.

13
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Figura 2

Cromatografia de troca idnica da fragéo intraceldéacultura d&higella sonnesS9
precipitada com 75% de sulfato de amonio (C-75relmna Mono Q™ 5/50 GL Tricorn™
(GE Healthcare) equilibrada com tampéao Tris-HCROVM) pH 8,0, eluida em gradiente

linear de 0 a 1,0 M de NaCl no mesmo tamp&o, caroftle 1,0 mL mif,

leitura em Abs = 280 nm.
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Figura 3

Expressao de atividade antagonista pelas fracoesmentes da cromatografia de troca
ibnica em coluna Mono Q do extrato intracelulacdiura deShigella sonnesS9

precipitada com 75% de sulfato de amoénio (C-75jrecenamostr&higella sonnebS12.
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Figura 4

Cromatografia de troca idnica gool das fracdes 1 e 2 provenientes da cromatografia em
coluna anidnica (Mono Q). Coluna Mono S™ 5/50 Glcadm™ (GE Healthcare)
equilibrada com tampéao acetato de sdodio 0,02 M, pHEBIida em gradiente linear de 0 a 1,0

M de NaCl no mesmo tampéao com um fluxo de 1,0 mt'mieitura em Abs = 280nm.
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5.5 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE GEL FILTRACAO

O pool das fracdes 1 e 2 originadas da cromatografiacuma de troca ibnica Mono
Q foi submetido a cromatografia em coluna de fifia molecular Superose 12. Foram
coletadas 22 fracbes (FIG. 5), testadas quantividaate inibitéria contra a amostra SS12.
fracOes. Entre essas, as fracdes 9 e 10 gerarammas simétrico em relacdo as demais
(FIG. 5), sendo, assim, selecionadas para o es@gmol das fracbes 9 e 10 apresentou
volume, concentrac&o proteica e titulo de 00 25,5 ug.mL* e 51.200 UA de atividade

antagonista.mt, respectivamente.
5.6 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE FASE REVERSA C18
A partir do fracionamento dpool das fracbes 9 e 10 obtidas da cromatografia em

coluna de gel filtracdo em cromatografia de fasensa C18 foram obtidas 43 fraces (FIG.
6). As fracdes C3 a C13 apresentaram atividadé@aonid contraS. sonne5S12. O tempo de
retencdo e a porcentagem de eluicdo em relacd@tanddla das fragbes obtidas estdo
apresentados na TAB. 1.
5.7 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE FASE REVERSA PEPTIDEL8

A fracdo C6 (tempo de retencdo 34,03 min, porgemmeade acetonitrila 76%)
proveniente da coluna C18, submetida a cromat@geafi coluna Peptide C18, originou o
perfil cromatogréafico apresentado na FIG. 7.

5.8 ANALISE POR ESPECTROMETRIA DE MASSA

Os resultados da andlise por espectrometria deanties fracbes C3 a C13 obtidas a

partir da cromatografia de fase reversa C18 egt@santados nas FIG. 8 a 17 e na TAB. 1.

17
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Figura 5

Cromatografia de gel filtracdo gmol das fracdes 1 e 2 provenientes da cromatografia em
coluna Mono Q. Coluna de exclusdo molecular HRA&@perose 12 (Pharmacia Biotech),
fluxo de 0,5 mL mift, fase mével tamp&o Tris-HCI 0,02 M, pH 8,0, defiecgo eluato
monitorada em Abs = 280 nm.
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Figura 6

Cromatografia de fase reversa em coluna Disc6V@®8 5 um (250 x 4,6 mm) (Supelco Analytical)mml das fracdes 9 e 10 provenientes da
cromatografia de gel filtracdo. Coluna equilibradan solucdo A (TFA 0,05% v/v em &gua Milli2Re eluida em solucdo B (acetonitrila 80% v/v
acrescida de TFA 0,05% v/v em &gua Milff\@erfazendo o seguinte gradiente (linha verdd)dfin (solucdo A 100%); 10-40 min (solucdo B

de 0 a 100%); de 40-50 min (solucdo B 100%). Déiecip eluato monitorada a 280 nm (linha azul) er#8qlinha vermelha).
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Tabela 1

Massa molecular, tempo de retencao e porcentagecetienitrila das fragcbes C3 a C13
provenientes da cromatografia de fase reversa ema18.

Massas moleculares Tempo de retencéo Porcentagem de

Fracoes (Da) (minutos) acetonitrila a 80%

5.703,226
c3 6.407,748 31,36 67,02%
7.269,327

6.252,424
6.409,460
C4 7.269,327 32,76 71,80%
7.865,158
8.112,752

5.097,338
5.520,884
6.410,438
C5 7.271,672 33,06 72,80%
8.114,955
8.867,779
10.694,207

6.404,813
C6 7.267,763 34,03 76,00%
8.111,926

5.098,646
5.519,069
6.253,632
6.408,481
7.271,672
7.695,804
8.114,129
8.881,610

5.094,505
5.518,388
6.251,216
6.407,259
c8 7.267,763 36,71 84,80%
7.693,122
7.864,073
8.112,201
8.861,443

5.097,120
5.521,111
6.253,390
6.410,438
C9 7.273,758 37,49 87,40%
7.697,145
7.863,260
8.117,710
8.867,203

5.518,162
6.251,941
6.406,525
C10 7.271,672 38,30 90,10%
7.865,700
8.111,099
8.450,576

5.094,941
5.516,801
6.251,216
6.407,259
7.862,447
8.857,125

5.096,249
Ci2 5.518,162 40,30 96,70%
6.248,559

C13 A amostra nao voou 41,17 99,50%

Cc7 35,15 79,70%

Ci1 39,54 94,20%
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Figura 7

Cromatografia de fase reversa em coluna SepMaRéptide C18 5um ST (150 x 4,6 mm) (Pharmacia Bijtda fracdo 6 proveniente da
cromatografia de fase reversa em coluna C18. Calgniibrada com solucéo A (TFA 0,05% v/v em agulid® ©) e eluida em solucédo B
(acetonitrila 100% v/v acrescida de TFA 0,05% vtvagua Milli F) perfazendo o seguinte gradiente (linha verde):
0-10min (solucéo A 100%); 10-40 min (solucéo B de1D0%); de 40-50 min (solucéo B 100%).

Deteccédo do eluato monitorada a 280 nm (linha &RBB0 nm (linha vermelha).
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Figura 8

Espectrometria de massa da fracdo C3 provenierdedwmtografia de fase reversa em

coluna C18 dpool das fracdes 9 e 10 obtidas da cromatografia enmaale gel filtracao.
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coluna C18 dpool das fracdes 9 e 10 obtidas da cromatografia enmaale gel filtracao.
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Figura 10

Espectrometria de massa da fracdo C5 proveniertemdatografia de fase reversa em

coluna C18 dpooldas fragoes 9 e 10 obtidas da cromatografia enmaale gel filtracao.
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Espectrometria de massa da fracdo C6 proveniertedwmtografia de fase reversa em

coluna C18 dpool das fracdes 9 e 10 obtidas da cromatografia enmaale gel filtracao.
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Figura 12

Espectrometria de massa da fracdo C7 proveniertedwmtografia de fase reversa em
coluna C18 dpooldas fracdes 9 e 10 obtidas da cromatografia enmaale gel filtracéo.
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Figura 13

Espectrometria de massa da fracdo C8 provenierdedwmtografia de fase reversa em

coluna C18 dpooldas fracdes 9 e 10 obtidas da cromatografia enmaale gel filtracao.
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Figura 14

Espectrometria de massa da fracdo C9 provenierdedwmtografia de fase reversa em
coluna C18 dpooldas fracdes 9 e 10 obtidas da cromatografia enmaale gel filtracéo.
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Espectrometria de massa da fracdo C10 provenianteochatografia de fase reversa em

coluna C18 dpool das fracdes 9 e 10 obtidas da cromatografia enmaale gel filtracao.
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Figura 16

Espectrometria de massa da fracdo C11 provenianteochatografia de fase reversa em

coluna C18 dpooldas fracoes 9 e 10 obtidas da cromatografia enmaale gel filtracao.
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Figura 17

Espectrometria de massa da fragdo C12 provenianteochatografia de fase reversa em

coluna C18 dpooldas fracoes 9 e 10 obtidas da cromatografia enmaale gel filtracao.
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As fragbes C6, C7 e C8, eluidas em concentragdexetonitrila de 76,0%, 79,7% e
84,8%, originadas da cromatografia em coluna Pefiti8 ndo apresentaram sinal quando

submetidas a analise por espectrometria de massa.
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6 DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os representantes do gén&inigellasdo agentes etioldégicos da disenteria bacilar ou
shigelose, doenca que acomete aproximadamente ilfi@emde individuos anualmente em
paises menos desenvolvidos e estd associada adsengan milhdo de mortes, mais da
metade delas, de criancas. O microrganismo invadepitelio do intestino grosso,
desencadeando intensa resposta inflamatoria. Asfes@tdes clinicas mais comuns
incluem eliminacdo de fezes diarreicas acompanhadasio de muco e pus, febre, nduseas,
vomitos e célicas abdominais (Parsot, 2005; Pazbaal.,2005).

As amostras d8higellapodem produzir substancias de carater proteicordermdas
bacteriocinas. As bacteriocinas exibem atividadéibacteriana especialmente contra
amostras taxonomicamente relacionadas, desempenhaayokel relevante nas relagdes
ecoldgicas entre populacdes bacterianas (Reevég; Rlley & Gordonet al, 1999; Riley
& Wertz, 2002).

Em decorréncia de sua acdo antagonista, a afilizat® de bacteriocinas tem se
expandido. As substancias podem ser utilizadasomsecvacdo de alimentos ou como
antibidticos “ndo convencionais”, como uma altauzataos agentes antimicrobianos
classicos, aos quais muitas vezes as bactérigsgaemtam resisténcia. Amostras produtoras
de bacteriocinas podem também ser empregadas coimotros (Belguesmiat al, 2010).

A sintese de bacteriocinas ja foi observada pararshs enterobactérias, inclusive
Shigella(Cascale®t al, 2007). Existe relato de producao de colicinasShdtexneriativas
contraEscherichia colie Bacteroides fragiligsolados da microbiota intestinal de individuos
saudaveis (Padill@t al, 2004). Entretanto, a importancia ecologica detdsecinas no
ecossistema intestinal ainda ndo foi demonstradaateira conclusiva. Além da atividade
de S. flexnericontra bactérias da microbiota intestinal indigé&hdlexneripode ser inibida
pela acdo de membros desta microbiota, 0 que sugees bacteriocinas possam
desempenhar papel protetor da microbiota intesfihahtges, 1969).

Sousa e colaboradores (Sousa, 2010; Seush 2010) investigaram a expressao de
antagonismo por amostras 8kigellacontra membros da microbiota intestinal indigena e
contra outros grupos diarreiogénicos. Segundo deres) entre as fracbes proteicas
intracelulares, aquela precipitada com 75% de tauli@ amonio (C-75) exibiu atividade
inibitéria contra um namero maior de amostras @@as em comparacdo com as demais

fracOes proteicas ativas e apresentou o maiotude tie atividade antagonista.
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Extratos intracelulares ja foram utilizados cornesso por outros autores (Mirargta
al., 1993; Faria®t al, 1994; Apolonicet al, 2007; Lima et al., 2008; Ribeiro-Ribasal,
2009). Por estas razes, a fracéo foi selecionatags etapas posteriores da investigacao
conduzida anteriormente, bem como do presente estolusa e colaboradores (Sousa,
2010; Sousaet al, 2010) demonstraram a natureza proteica da sulmstd entao,
caracterizaram uma substancia antagonista presaritacdo C-75.

ApoOs cultivo da amostra SS9, a extracdo proteacaiehlizada por precipitacdo com
30% e 75% de sulfato de aménio. A seguir, C-75stdimetida a etapas sequenciais de
cromatografia, visando a purificacdo de substéaciagonista. Apds cromatografia de troca
ibnica em coluna Mono Q e teste de atividade dagés obtidas, 40 fracdes ativas foram
detectadas. As fracbes 1 e 2, que ndo se ligaraoluaa produziram halos limpidos e
maiores, bem como titulo de atividade antagonig&ado. Assim, as mesmas foram
selecionadas para emprego nas fases subsequesteesstado.

A proxima etapa de cromatografia proposta foi tambde troca idnica, porém,
empregando uma coluna catiénica (Mono S). O pendinatografico gerado foi igual aquele
obtido na cromatografia em coluna anibnica, o qudeacia o carater neutro do material
presente nas fracdes 1 e 2 coletadas a partira@atografia em coluna Mono Q. Apés
analise dos dados gerados pelas cromatografiasaeibnica, optamos por utilizar a coluna
Mono Q para a primeira etapa de purificacdo dataobg. Assim, @ool das fracbes 1 e 2
oriundas da cromatografia em coluna Mono Q foi sefimo a etapa subsequente de
purificacéo proteica.

Apés cromatografia em coluna de gel filtracdo mwler, 12 das 22 fracGes obtidas
apresentaram atividade antagonista contra a anresetdora. Entre elas, as fracées 9 e 10
foram selecionadas para a proxima etapa do estmdapgpesentarem titulo mais elevado e
perfil cromatografico mais favoravel.

A cromatografia de fase reversa em coluna C18ugd® fracbes, das quais 11
exibiram atividade antagonista. Nesta etapa, ndopdssivel a titulacdo da atividade
antibacteriana das fracdes devido a pequena gadetike amostra obtida.

A anadlise em espectrometria de massa revelousgmga de substancias com massas
moleculares distintas, variando de cerca de 5 kDED Em especial, foram observadas duas
substancias, uma com massa molecular de 6,4 kBameeem todas as fracdes exceto na
C12 e outra com massa de 7,2 kDa observadas m@ed$r&3 a C10. O dado pode sugerir
gue estas proteinas correspondam a substancig®uistas sintetizadas p8r sonneiCaso
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a hipotese seja confirmada, com base na massa utaletas substancias, as mesmas se
encaixariam na classe das microci(masx et al, 2004)

Devido ao perfil obtido na cromatografia de faseersa em coluna C18, a fracdo C6
foi submetida a cromatografia em coluna Peptide. @ &erfil cromatografico mostrou
varios picos, o que indica a presenca de substnoi@ massas moleculares diferentes na
fracdo C6. Este resultado € concordante com o mipda analise por espectrometria de
massa da fracdo C6 obtida da cromatografia deréagsgsa em coluna C18, que revelou a
presenca de trés substancias com massas distsasacdes C6, C7 e C8, eluidas em
concentracoes de 75 a 85% de acetonitrila na cogradia em coluna Peptide C18, foram
encaminhadas para andlise por espectrometria deanrasas, possivelmente em decorréncia
da quantidade pequena de material, ndo apresensarain

Os dados demonstram a necessidade de prosseguidmenénsaios, incluindo etapas
de cromatografia e sequenciamento da por¢gdo N+atppara melhor caracterizagdo das
substancias detectadas. Sugerem, ainda, a patsileiide que a amostra 8esonnelSS9
seja capaz de produzir diversas substancias amssgorde natureza proteica. De fato,
segundo Sousa (2010), amostrasSdesonneifrequentemente albergam genes responsaveis
pela sintese de mais de uma bacteriocina, tanioir@lcomo microcina. O fato pode
provavelmente ser explicado pela vantagem selejya a propriedade confira aos
organismos produtores.

Assim, a amostra d&. sonneiSS9 expressa antagonismo contra a amostra SS12,
aparentemente por meio da sintese de mais de ustgcia com atividade antibacteriana.
A continuagcdo desta investigacdo possibilitard dhaneconhecimento do fendémeno,

incluindo a caracterizacao da(s) substancia(spantsta(s) detectada(s).
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