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acrescida de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada
com solucdo A (TFA 0,05 % v/v em &agua Milli-Q®). Fracdes
eluidas com as solucdes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h,
perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucéo A,
10-40 min 0-100 % da solucéao B e 40-50 min 100 % da solucao
B. A corrida foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto),
com temperatura aproximada de 25 °C. As fracdes 26 a 39
apresentaram atividade antagonista e as fragcdes 26 (eluida com
50 % solucdo B) a 33 (eluida com 77 % solugdo B) foram
encaminhadas para cromatografia em coluna Supelcosil™.

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa do pool GF3
(fragOes 7 a 9 da cromatografia de gel filtracdo). Coluna Poros®
(Life Technologies) eluida com solucdo B (acetonitrila 100 % v/v
acrescida de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada
com solucdo A (TFA 0,05 % v/v em agua Milli-Q®). Fracdes
eluidas com as solugdes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h,
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perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solugéo A,
10-40 min 0-100 % da solucéo B e 40-50 min 100 % da solucao
B. A corrida foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto),
com temperatura aproximada de 25 °C. As fracdes 25 a 39
apresentaram atividade antagonista e as fragdes 25 (eluida com
50 % solucdo B) a 36 (eluida com 86 % solucdo B) foram
encaminhadas para cromatografia em coluna Supelcosil™.

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fragdo 10 da
cromatografia de gel filtracdo. Coluna Poros® (Life
Technologies) eluida com solucdo B (acetonitrila 100 % viv
acrescida de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada
com solucdo A (TFA 0,05 % v/v em &agua Milli-Q®). Fracdes
eluidas com as solucdes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h,
perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solugéo A,
10-40 min 0-100 % da solucéao B e 40-50 min 100 % da solucao
B. A corrida foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto),
com temperatura aproximada de 25 °C. As fragbes 26 a 36
apresentaram atividade antagonista e as fracdes 26 (eluida com
50 % solucdo B) a 34 (eluida com 79 % solucdo B) foram
encaminhadas para cromatografia em coluna Supelcosil ™.

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fragdo 11 da
cromatografia de gel filtracdo. Coluna Poros® (Life
Technologies) eluida com solucdo B (acetonitrila 100 % viv
acrescida de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada
com solucdo A (TFA 0,05 % viv em agua Milli-Q®). Fracdes
eluidas com as solucdes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h,
perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucéo A,
10-40 min 0-100 % da solucéao B e 40-50 min 100 % da solucao
B. A corrida foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto),
com temperatura aproximada de 25 °C. As fra¢des 25 (eluida
com 50 % solucdo B) a 33 (eluida com 76 % solucédo B)
apresentaram atividade antagonista e foram encaminhadas para
cromatografia em coluna Supelcosil™.

Atividade antagonista das fragOes originadas da cromatografia
em coluna de fase reversa Supelcosil™ [origem: fracdo 26 da
cromatografia de fase reversa Poros® - origem: fracdo 10 da
cromatografia de gel filtracdo - pool TI (fracbes 1 a 7) da
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cromatografia de troca ibnica - extrato intracelular deShigella
sonnei SS9 precipitado a 75% de sulfato de amonio] contra a
amostra indicadora S. sonnei SS12.

Perfil de fragmentagcdo da proteina ativa com massa molecular
de 7.279,134 Da.

Perfil de fragmentacéo da proteina ativa com massa molecular
de 7.279,134 Da.

Atividade antagonista das fragcbes com massa molecular de 3 a
10 kDa e superior a 10 kDa recuperadas do processo de
ultrafiltracdo do extrato intracelular de Shigella sonnei SS9
precipitado a 75% de sulfato de amdénio contra a amostra
indicadora S. sonnei SS12.

Perfil proteico de extratos proteicos de Shigella sonnei SS9 -
extratos C-30 e C-75 (precipitados em 30 % e 75 % de sulfato
de amonio, respectivamente); pool Tl (fracbes 1 a 7 da
cromatografia de troca ibnica); pools GF1, GF2 e GF3, F10 e
F11 (fragbes 2 a 4; 5e 6; e 7 a 9, respectivamente e fragbes 10
e 11 da cromatografia de gel filtracdo). P, Padrdo de massa
molecular (Page Ruler Unstained Broad Range Protein Ladder,
Thermo Scientific).

Teste de atividade in situ de extratos proteicos de Shigella
sonnei SS9 contra S. sonnei SS12 - extratos C-30 e C-75,
precipitados em 30 % e 75 % de sulfato de amonio,
respectivamente; pool TI, fragcbes 1 a 7 da cromatografia de
troca ibnica; pools GF1, GF2 e GF3, F10 e F11, fracbes 2 a 4; 5
e 6, e 7 a 9, respectivamente e fracbes 10 e 11 da
cromatografia de gel filtragdo; U3-10 e U>10, fracbes obtidas
por ultrafiltracdo com substancias de massa molecular entre 3 e
10 kDa e superior a 10 kDa, respectivamente. P, Padréo de
massa molecular (Spectra™Multicolor Broad Range Protein
Ladder, Fermentas).

Avaliacdo da concentracao inibitéria minima de Shigella sonnei
SS9 contra S. sonnei SS12. a) extrato proteico intracelular
precipitado a concentracdo de 30 % de sulfato de aménio; b)
extrato proteico intracelular precipitado a concentracdo de 75 %
de sulfato de amoénio; c) pool Tl (fracbes 1 a 7 da cromatografia
de troca idnica); d) pool GF1 (fracbes 2 a 4 da cromatografia de
gel filtracdo; e) pool GF2 (fragbes 5 e 7 da cromatografia de gel
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ANEXO

13

14

filtracdo); f) pool GF3 (fracdes 7 a 9 da cromatografia de gel
filtracdo); g) fracdo 10 da cromatografia de gel filtracdo; h)
fracdo 11 da cromatografia de gel filtragdo; UA/mL, unidades
arbitrarias de atividade antagonista/mL; C1-, controle negativo
1; C2-, controle negativo 2; C+, controle positivo.

Cinética de acao dos extratos C-30, C-75 e pool Tl (fragbes 1 a
7) da cromatografia em coluna de troca iGnica. Amostra
reveladora: S. sonnei SS12.

Perfis cromatogréficos das fragbes provenientes da
cromatografia de fase reversa em coluna Supelcosil™

Perfil cromatogréfico em coluna de fase reversa do pool FR1
(fracdes 25 e 26 da coluna Poros®). Coluna Supelcosil™
(Sigma) eluida com solucao B (acetonitrila 100 % v/v acrescida
de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com
solucdo A (TFA 0,05 % v/v em agua Milli-Q®). Fracdes eluidas
com as solucbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h,
perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucéo A,
10-40 min 0-100 % da solucéao B e 40-50 min 100 % da solucao
B. A corrida foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto),
com temperatura aproximada de 25 °C. As fracdes 34 a 38
apresentaram atividade antagonista. Em analise por
espectrometria de massas, a fracdo 35 apresentou duas
massas moleculares.

Perfil cromatogréfico em coluna de fase reversa do pool FR2
(fracdes 27 a 29 da coluna Poros®). Coluna Supelcosil™
(Sigma) eluida com solugéo B (acetonitrila 100 % v/v acrescida
de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com
solucdo A (TFA 0,05 % v/v em agua Milli-Q®). Fracdes eluidas
com as solucbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h,
perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucéo A,
10-40 min 0-100 % da solucéao B e 40-50 min 100 % da solucao
B. A corrida foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto),
com temperatura aproximada de 25 °C. As fracOes 24 e 33 a 38
apresentaram atividade antagonista. Em analise por
espectrometria de massas, as fracdes 24 e 33 apresentaram
duas e as fragbes 37 e 38 apresentaram trés massas
moleculares.
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Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fracao 26 da
coluna Poros®. Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com solugéo
B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de acido trifluoroacético
(TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucao A (TFA 0,05 % v/ivem
agua Milli-Q®). Fracbes eluidas com as solugdes A e B,
mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear
de 0 a 100 % (linha verde), utilizando o seguinte programa: 0-10
min 100 % da solugéo A, 10-40 min 0-100 % da solugéo B e 40-
50 min 100 % da solucéo B. A corrida foi monitorada a 220 nm
(rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C.
As fracbes 32 a 39 apresentaram atividade antagonista. Em
analise por espectrometria de massas, as fracbes 36, 37 e 38
apresentaram quatro, duas e trés massas moleculares,
respectivamente.

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fracao 27 da
coluna Poros®. Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com solucéo
B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de &cido trifluoroacético
(TFA) 0,05 %) e equilibrada com solugéo A (TFA 0,05 % v/v em
agua Milli-Q®). Fracbes eluidas com as soluces A e B,
mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear
de 0 a 100 % (linha verde), utilizando o seguinte programa: 0-10
min 100 % da solucéo A, 10-40 min 0-100 % da solucédo B e 40-
50 min 100 % da solugéo B. A corrida foi monitorada a 220 nm
(rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C.
As fragbes 33 a 39 apresentaram atividade antagonista. Em
analise por espectrometria de massas, as fracdes 38 e 39
apresentaram trés e quatro massas moleculares,
respectivamente.

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fracao 28 da
coluna Poros®. Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com solucéo
B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de acido trifluoroacético
(TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucao A (TFA 0,05 % v/ivem
agua Milli-Q®). Fracbes eluidas com as soluces A e B,
mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear
de 0 a 100 % (linha verde), utilizando o seguinte programa: 0-10
min 100 % da solugéo A, 10-40 min 0-100 % da solugéo B e 40-
50 min 100 % da solugéao B. A corrida foi monitorada a 220 nm
(rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C.
As fragcOes 33 a 39 apresentaram atividade antagonista. Em
analise por espectrometria de massas, as fracdes 37 e 38
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apresentaram trés e uma (7.377.969 Da) massas moleculares,
respectivamente.

Perfil cromatogréfico em coluna de fase reversa do pool FR3
(fracdes 29 e 30 da coluna Poros®). Coluna Supelcosil™
(Sigma) eluida com solugéo B (acetonitrila 100 % v/v acrescida
de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com
solucdo A (TFA 0,05 % v/v em agua Milli-Q®). Fracdes eluidas
com as solugcbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h,
perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucéo A,
10-40 min 0-100 % da solucéao B e 40-50 min 100 % da solucao
B. A corrida foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto),
com temperatura aproximada de 25 °C. As fragbes 32 a 39
apresentaram atividade antagonista. Em analise por
espectrometria de massas, as fracdes 32 e 37 apresentaram
trés e as fragOes 38 e 39 duas massas moleculares.

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa do pool FR4
(fracdes 31 a 33 da coluna Poros®). Coluna Supelcosil™
(Sigma) eluida com solugéo B (acetonitrila 100 % v/v acrescida
de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com
solucdo A (TFA 0,05 % v/v em agua Milli-Q®). Fracdes eluidas
com as solucbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h,
perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucéo A,
10-40 min 0-100 % da solucéao B e 40-50 min 100 % da solucao
B. A corrida foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto),
com temperatura aproximada de 25 °C. As fragbes 33 a 38
apresentaram atividade antagonista. Em analise por
espectrometria de massas, as fragOes 33, 37 e 38 apresentaram
duas, trés e quatro massas moleculares, respectivamente.

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fracao 25 da
coluna Poros®. Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com solugéo
B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de &cido trifluoroacético
(TFA) 0,05 %) e equilibrada com solugéo A (TFA 0,05 % v/v em
agua Milli-Q®). Fracbes eluidas com as solucdes A e B,
mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear
de 0 a 100 % (linha verde), utilizando o seguinte programa: 0-10
min 100 % da solug&o A, 10-40 min 0-100 % da solucéo B e 40-
50 min 100 % da solugéao B. A corrida foi monitorada a 220 nm
(rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C.
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As fragOes 33 a 39 apresentaram atividade antagonista. Em
andlise por espectrometria de massas, as fracbes 33, 34, 37 e
39 apresentaram quatro, trés, quatro e trés massas
moleculares, respectivamente.

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fracdo 26 da
coluna Poros®. Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com solugéo
B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de &cido trifluoroacético
(TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucao A (TFA 0,05 % v/ivem
agua Milli-Q®). Fracbes eluidas com as soluces A e B,
mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear
de 0 a 100 % (linha verde), utilizando o seguinte programa: 0-10
min 100 % da solucéo A, 10-40 min 0-100 % da solucédo B e 40-
50 min 100 % da solugéo B. A corrida foi monitorada a 220 nm
(rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C.
As fracbes 30 a 40 apresentaram atividade antagonista. Em
analise por espectrometria de massas, as fracdes 30, 31, 32, 35
e 40 apresentaram duas, uma (7.235.679 Da), trés, trés e
guatro massas moleculares, respectivamente.

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fracao 27 da
coluna Poros®. Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com solugéo
B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de acido trifluoroacético
(TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucao A (TFA 0,05 % v/ivem
agua Milli-Q®). Fracbes eluidas com as soluces A e B,
mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear
de 0 a 100 % (linha verde), utilizando o seguinte programa: 0-10
min 100 % da solugéo A, 10-40 min 0-100 % da solugéo B e 40-
50 min 100 % da solugéo B. A corrida foi monitorada a 220 nm
(rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C.
As fracbes 32 a 39 apresentaram atividade antagonista. Em
analise por espectrometria de massas, as fracbes 32, 34, 35 e
39 apresentaram duas, trés, quatro e duas massas moleculares,
respectivamente.

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fragdo 28 da
coluna Poros®. Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com solugéo
B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de acido trifluoroacético
(TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucao A (TFA 0,05 % v/ivem
agua Milli-Q®). Fracbes eluidas com as soluces A e B,
mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear
de 0 a 100 % (linha verde), utilizando o seguinte programa: 0-10
min 100 % da solugcéo A, 10-40 min 0-100 % da solugéo B e 40-
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50 min 100 % da solugéao B. A corrida foi monitorada a 220 nm
(rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C.
As fragcbes 32 a 39 apresentaram atividade antagonista. Em
analise por espectrometria de massas, as fracbes 32, 38 e 39
apresentaram duas, trés e uma (10.761.097 Da) massas
moleculares, respectivamente.

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa do pool FR5
(fracdes 29 e 30 da coluna Poros®). Coluna Supelcosil™
(Sigma) eluida com solugéo B (acetonitrila 100 % v/v acrescida
de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com
solucdo A (TFA 0,05 % v/v em agua Milli-Q®). Fracdes eluidas
com as solucbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h,
perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucéo A,
10-40 min 0-100 % da solucao B e 40-50 min 100 % da solucao
B. A corrida foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto),
com temperatura aproximada de 25 °C. As fragbes 32 a 38
apresentaram atividade antagonista. Em analise por
espectrometria de massas, as fracbes 32, 34, 35, 37 e 38
apresentaram uma (7.338.008 Da), quatro, quatro, quatro e trés
massas moleculares, respectivamente.

Perfil cromatogréfico em coluna de fase reversa do pool FR6
(fracdes 31 e 32 da coluna Poros®). Coluna Supelcosil™
(Sigma) eluida com solugéo B (acetonitrila 100 % v/v acrescida
de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com
solucdo A (TFA 0,05 % v/v em agua Milli-Q®). Fracdes eluidas
com as solucbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h,
perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucéo A,
10-40 min 0-100 % da solucéao B e 40-50 min 100 % da solucao
B. A corrida foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto),
com temperatura aproximada de 25 °C. As fragdes 30 a 38
apresentaram atividade antagonista. Em analise por
espectrometria de massas, as fragdes 30, 32 e 38 apresentaram
duas, uma (7.341.498 Da) e quatro massas moleculares,
respectivamente.

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa do pool FR7
(fragcbes 33 a 36 da coluna Poros®). Coluna Supelcosil™
(Sigma) eluida com solucéao B (acetonitrila 100 % v/v acrescida
de é&cido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com
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solucdo A (TFA 0,05 % v/v em agua Milli-Q®). Fracdes eluidas
com as solugcbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h,
perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucéo A,
10-40 min 0-100 % da solucéao B e 40-50 min 100 % da solucao
B. A corrida foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto),
com temperatura aproximada de 25 °C. As fracdes 29 a 37
apresentaram atividade antagonista. Em analise por
espectrometria de massas, as fragbes 31, 32, 33, 35 e 36
apresentaram duas, duas, trés, trés e quatro massas
moleculares, respectivamente.

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fragédo 26 da
coluna Poros®. Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com solugéo
B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de &cido trifluoroacético
(TFA) 0,05 %) e equilibrada com solugé&o A (TFA 0,05 % v/v em
agua Milli-Q®). Fracbes eluidas com as soluces A e B,
mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear
de 0 a 100 % (linha verde), utilizando o seguinte programa: 0-10
min 100 % da solucéo A, 10-40 min 0-100 % da solucédo B e 40-
50 min 100 % da solugéo B. A corrida foi monitorada a 220 nm
(rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C.
As fragbes 30 a 38 apresentaram atividade antagonista. Em
andlise por espectrometria de massas, as fracdes 30, 34 e 38
apresentaram trés, uma (7.279.134 Da) e quatro massas
moleculares, respectivamente.

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fracao 27 da
coluna Poros®. Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com solugéo
B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de &cido trifluoroacético
(TFA) 0,05 %) e equilibrada com solugéo A (TFA 0,05 % v/v em
agua Milli-Q®). Fracbes eluidas com as solucdes A e B,
mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear
de 0 a 100 % (linha verde), utilizando o seguinte programa: 0-10
min 100 % da solucéo A, 10-40 min 0-100 % da solucédo B e 40-
50 min 100 % da solucéo B. A corrida foi monitorada a 220 nm
(rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C.
As fragbes 30 a 38 apresentaram atividade antagonista. Em
analise por espectrometria de massas, as fracbes 30, 35 e 36
apresentaram duas massas moleculares.

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa do pool FR8
(fracbes 28 e 29 da coluna Poros®). Coluna Supelcosil™
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(Sigma) eluida com solucéo B (acetonitrila 100 % v/v acrescida
de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com
solucdo A (TFA 0,05 % v/v em agua Milli-Q®). Fracdes eluidas
com as solucbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h,
perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucéo A,
10-40 min 0-100 % da solucéao B e 40-50 min 100 % da solucao
B. A corrida foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto),
com temperatura aproximada de 25 °C. As fragbes 30 a 38
apresentaram atividade antagonista. Em analise por
espectrometria de massas, as fracbes 30, 33, 36, 37 e 38
apresentaram trés, quatro, trés, trés e trés massas moleculares,
respectivamente.

Perfil cromatogréfico em coluna de fase reversa do pool FR9
(fracdes 30 a 34 da coluna Poros®). Coluna Supelcosil™
(Sigma) eluida com solugéo B (acetonitrila 100 % v/v acrescida
de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com
solucdo A (TFA 0,05 % v/v em agua Milli-Q®). Fracdes eluidas
com as solucbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h,
perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucéo A,
10-40 min 0-100 % da solucéao B e 40-50 min 100 % da solucao
B. A corrida foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto),
com temperatura aproximada de 25 °C. As fragbes 30 a 38
apresentaram atividade antagonista. Em analise por
espectrometria de massas, as fragcdes 30 e 32 apresentaram
uma (7.877.274 Da) e duas massas moleculares,
respectivamente.

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fracao 25 da
coluna Poros®. Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com solucéo
B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de acido trifluoroacético
(TFA) 0,05 %) e equilibrada com solugéo A (TFA 0,05 % v/v em
agua Milli-Q®). Fracbes eluidas com as solucdes A e B,
mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear
de 0 a 100 % (linha verde), utilizando o seguinte programa: 0-10
min 100 % da solug&o A, 10-40 min 0-100 % da solucéo B e 40-
50 min 100 % da solugao B. A corrida foi monitorada a 220 nm
(rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C.
As fragcOes 33 a 38 apresentaram atividade antagonista. Em
analise por espectrometria de massas, as fracbes 33, 34 e 35
apresentaram trés, quatro e quatro massas moleculares,
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33
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35

respectivamente.

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fragédo 27 da
coluna Poros®. Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com solugéo
B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de acido trifluoroacético
(TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucao A (TFA 0,05 % v/ivem
agua Milli-Q®). Fracbes eluidas com as soluces A e B,
mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear
de 0 a 100 % (linha verde), utilizando o seguinte programa: 0-10
min 100 % da solugéo A, 10-40 min 0-100 % da solugéo B e 40-
50 min 100 % da solugéo B. A corrida foi monitorada a 220 nm
(rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C.
As fracbes 33 a 38 apresentaram atividade antagonista. Em
analise por espectrometria de massas, as fracbes 33 e 37
apresentaram quatro e trés massas moleculares,
respectivamente.

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa do pool FR10
(fracdes 28 e 29 da coluna Poros®). Coluna Supelcosil™
(Sigma) eluida com solugéo B (acetonitrila 100 % v/v acrescida
de &cido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com
solucdo A (TFA 0,05 % v/iv em agua Milli-Q®). Fracdes eluidas
com as solucbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h,
perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solugéo A,
10-40 min 0-100 % da solucéao B e 40-50 min 100 % da solucao
B. A corrida foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto),
com temperatura aproximada de 25 °C. As fragbes 30 a 38
apresentaram atividade antagonista. Em analise por
espectrometria de massas, as fracbes 30, 31, 33, 34 e 38
apresentaram duas, duas, quatro, trés e trés massas
moleculares, respectivamente.

Espectros de massas das fracbes provenientes da
cromatografia de fase reversa em coluna Supelcosil™

Espectro de massas em matriz &cido sinapinico da fracdo 35:
massas moleculares de 10.123,861 e 24.552,340 Da [origem:
cromatografia de fase reversa Supelcosil™ - pool FR1 (fracdes
25 e 26 da cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF1
(fracbes 2 a 4 da cromatografia de gel filtracdo - pool Tl (fracbes
1 a 7 da cromatografia de troca ionica)].

209

210

211

212

213

XXViii



36

37

38

39

40

41

Espectro de massas em matriz super DHB da fracdo 24:
massas moleculares de 6.410,649 e 9.535,329 Da [origem:
cromatografia de fase reversa Supelcosil™ - pool FR2 (fracdes
27 e 29 da cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF1
(fracOes 2 a 4 da cromatografia de gel filtracao - pool Tl (fragbes
1 a 7 da cromatografia de troca idnica)].

Espectro de massas em matrizes acido sinapinico e super DHB,
respectivamente, da fragdo 33: massas moleculares de
10.122,652 e 20.372,986 Da [origem: cromatografia de fase
reversa Supelcosil™ - pool FR2 (fracbes 27 e 29 da
cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF1 (fracées 2 a
4 da cromatografia de gel filtracdo - pool Tl (fracbes 1 a 7 da
cromatografia de troca ibnica)].

Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracdo 37:
massas moleculares 7.842,672 e 9.396,826 Da [origem:
cromatografia de fase reversa Supelcosil™ - fracdo 26 da
cromatografia de fase reversa Poros® - pool GF2 (fracdes 5 e 6
da cromatografia de gel filtracdo - pool Tl (fracdes 1 a 7 da
cromatografia de troca ibnica)].

Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracdo 38:
massa molecular 7.377,969 Da [origem: cromatografia de fase
reversa Supelcosil™ - fracdo 28 da cromatografia de fase
reversa Poros®) - pool GF2 (fragdes 5 e 6 da cromatografia de
gel filtracdo) - pool Tl (fracdes 1 a 7 da cromatografia de troca
iGnica)].

Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracdo 38:
massas moleculares 7.377,502 e 7.811,587 Da [origem:
cromatografia de fase reversa Supelcosil™ - pool FR3 (fracdes
29 e 30 da cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF2
(fracBes 5 e 6 da cromatografia de gel filtracdo - pool Tl (fracGes
1 a 7 da cromatografia de troca ionica)].

Espectro de massas em matriz &cido sinapinico da fracdo 39:
massas moleculares 7.378,750 e 9.243,296 Da [origem:
cromatografia de fase reversa Supelcosil™ - pool FR3 (fracées
29 e 30 da cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF2
(fracbes 5 e 6 da cromatografia de gel filtracdo - pool Tl (fracbes
1 a 7 da cromatografia de troca idnica)].
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Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracdo 33:
massas moleculares 6.817,719 e 10.645,063 Da [origem:
cromatografia de fase reversa Supelcosil™ - pool FR4 (fracdes
31 a 33 da cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF2
(fracbes 5 e 6 da cromatografia de gel filtracao - pool Tl (fragbes
1 a 7 da cromatografia de troca idnica)].

Espectro de massas em matriza-ciano-4-hidroxicinamico da
fracdo 30: massas moleculares 5.633,748 e 6.401,964 Da
[origem: cromatografia de fase reversa Supelcosil™- fracdo 26
da cromatografia de fase reversa Poros® -pool GF3 (fracdes 7 a
9 da cromatografia de gel filtracdo - pool Tl (fracfes 1 a 7 da
cromatografia de troca ibnica)].

Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracdo 31:
massa molecular 7.235,679 Da [origem: cromatografia de fase
reversa Supelcosil™- fracdo 26 da cromatografia de fase
reversa Poros®) - pool GF3 (fracdes 7 a 9 da cromatografia de
gel filtracdo) - pool Tl (fracdes 1 a 7 da cromatografia de troca
iGnica)].

Espectro de massas em matrizes acido sinapinico e super DHB,
respectivamente, da fracdo 32: massas moleculares 7.312,276
e 26.344,106 Da [origem: cromatografia de fase reversa
Supelcosil™- fracdo 27 da cromatografia de fase reversa
Poros® -pool GF3 (fracdes 7 a 9 da cromatografia de gel
filtracdo - pool Tl (fracdes 1 a 7 da cromatografia de troca
iGnica)].

Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracdo 32:
massas moleculares 7.331,113 e 22.113,503 Da [origem:
cromatografia de fase reversa Supelcosil™- fracdo 28 da
cromatografia de fase reversa Poros® - pool GF3 (fragces 7 a 9
da cromatografia de gel filtracdo - pool Tl (fracdes 1 a 7 da
cromatografia de troca idnica)].

Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracdo 39:
massa molecular 10.761,097 Da [origem: cromatografia de fase
reversa Supelcosil™- fracdo 28 da cromatografia de fase
reversa Poros® -pool GF3 (fracdes 7 a 9 da cromatografia de gel
filtracdo - pool Tl (fragbes 1 a 7 da cromatografia de troca
iGnica)].
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Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracdo 32:
massa molecular 7.338,008 Da [origem: cromatografia de fase
reversa Supelcosil™- pool FR5 (fracbes 29 e 30 da
cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF3 (fracbes 7 a 9
da cromatografia de gel filtracdo - pool Tl (fracdes 1 a 7 da
cromatografia de troca ibnica)].

Espectro de massas em matriz &cido sinapinico da fracdo 30:
massas moleculares 5.938,576 e 6.423,931 Da [origem:
cromatografia de fase reversa Supelcosil™ - pool FR6 (fracdes
31 e 32 da cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF3
(fracBes 7 a 9 da cromatografia de gel filtracdo - pool Tl (fracbes
1 a 7 da cromatografia de troca idnica)].

Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracdo 32:
massa molecular 7.341,498 Da [origem: cromatografia de fase
reversa Supelcosil™ - pool FR6 (fracbes 31 e 32 da
cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF3 (fracbes 7 a
9 da cromatografia de gel filtracdo - pool Tl (fracBes 1 a 7 da
cromatografia de troca idnica)].

Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracdo 31.:
massas moleculares de 7.279,485 e 7.485,706 Da [origem:
cromatografia de fase reversa Supelcosil™ - pool FR7 (fracdes
33 a 36 da cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF3
(fracBes 7 a 9 da cromatografia de gel filtracdo - pool Tl (fracGes
1 a 7 da cromatografia de troca ionica)].

Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracdo 32:
massas moleculares de 7.340,294 e 7.547,522 Da [origem:
cromatografia de fase reversa Supelcosil™ - pool FR7 (fracdes
33 a 36 da cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF3
(fracOes 7 a 9 da cromatografia de gel filtracdo - pool Tl (fragbes
1 a 7 da cromatografia de troca ionica)].

Espectro de massas em matriz &cido sinapinico da fracdo 34:
massa molecular de 7.279,134 Da [origem: cromatografia de
fase reversa Supelcosil™ — fracdo 26 da cromatografia de fase
reversa Poros® - fracdo 10 da cromatografia de gel filtracdo -
pool Tl (fracdes 1 a 7 da cromatografia de troca ibnica)].

Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracdo 30:
massas moleculares de 6.262,065 e 7.896,821 Da [origem:
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cromatografia de fase reversa Supelcosil™ — fracdo 27 da

cromatografia de fase reversa Poros® - fracdo 10 da
cromatografia de gel filtracdo - pool Tl (fracbes 1 a 7 da
cromatografia de troca ibnica)].

Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracdo 35:
massas moleculares de 20.721,109 e 24.709,552Da [origem:
cromatografia de fase reversa Supelcosil™ — fracdo 27 da
cromatografia de fase reversa Poros® - fracdo 10 da
cromatografia de gel filtracdo - pool Tl (fracbes 1 a 7 da
cromatografia de troca idnica)].

Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracdo 36:
massas moleculares de 20.721,109 e 24.728,435 Da [origem:
cromatografia de fase reversa Supelcosil™ - fracdo 27 da
cromatografia de fase reversa Poros® - fracdo 10 da
cromatografia de gel filtracdo - pool Tl (fragcbes 1 a 7 da
cromatografia de troca idnica)].

Espectro de massas em matriz &cido sinapinico da fracdo 30:
massa molecular de 7.877,274 Da [origem: cromatografia de
fase reversa Supelcosil™-pool FR9 (fraces 30 a 34 da
cromatografia de fase reversa Poros®) - fracdo 10 da
cromatografia de gel filtracdo - pool Tl (fragcbes 1 a 7 da
cromatografia de troca idnica)].

Espectro de massas em matriz &cido sinapinico da fracdo 32:
massas moleculares de 8.126,979 e 10.153,323 Da [origem:
cromatografia de fase reversa Supelcosil™ - pool FR9 (fracdes
30 a 34 da cromatografia de fase reversa Poros®) - fracédo 10 da
cromatografia de gel filtracdo - pool Tl (fragcbes 1 a 7 da
cromatografia de troca ibnica)].

Espectro de massas em matriz a-ciano-4-hidroxicinamico da
fracdo 30: massas moleculares de 5.664,785 e 6.261,465 Da
[origem: cromatografia de fase reversa Supelcosil™ - pool
FR10 (fracbes 28 e 29 da cromatografia de fase reversa Poros®)
- fracdo 11 da cromatografia de gel filtracéo - pool Tl (fracdes 1
a 7 da cromatografia de troca iénica)].

Espectro de massas em matriz a-ciano-4-hidroxicindmico da
fracdo 31: massas moleculares de 5.663,668 e 6.615,865 Da
[origem: cromatografia de fase reversa Supelcosil™- pool FR10
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61

62

63

(fracBes 28 e 29 da cromatografia de fase reversa Poros®) -
fracdo 11 da cromatografia de gel filtracéo - pool TI (fracbes 1 a
7 da cromatografia de troca ionica)].

Perfil cromatografico e espectros de massas das fracdes
provenientes da recromatografia de fase reversa em coluna
Supelcosil™

Perfil cromatografico da recromatografia em coluna de fase
reversa da fracédo 35 da coluna Supelcosil™™ [origem: fracdo
25 da fase reversa Poros® - pool GF1 (fracbes 2 a 4) da gel
filtracdo - pool TI (fracbes 1 a 7) da troca ibnica]. Coluna
Supelcosil™™ (Sigma) eluida com solucdo B (acetonitrila 100
% v/v acrescida de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e
equilibrada com solugdo A (TFA 0,05 % viv em agua Milli-Q®).
FracOes eluidas com as solu¢cdes A e B, mantendo-se fluxo de
60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha
verde), utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da
solugéo A, 10-40 min 0-100 % da solucao B e 40-50 min 100 %
da solucdo B. A corrida foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280
nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. Foram
coletadas 5 fracdes/min, v = 200 pL. Todas as subfracbes
obtidas a partir das fracbes 34, 35 e 36 (representadas na
figura) apresentaram atividade antagonista, exceto a fracéo
36.5.

Espectro de massas em matriz &cido sinapinico da fracao 34.2:
massas moleculares de 24.651,918 e 30.860,792 Da [origem:
recromatografia de fase reversa Supelcosil™ - fracdo 35 da
cromatografia de fase reversa Supelcosil™ - fracdo 25 da
cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF1 (fracbes 2 a 4
da cromatografia de gel filtracdo) - pool Tl (fracbes 1 a 7 da
cromatografia de troca ibnica)].

Espectro de massas em matriz &cido sinapinico da fracado 34.3:
massas moleculares de 24.670,801 e 30.835,656 Da [origem:
recromatografia de fase reversa Supelcosil™ - fracdo 35 da
cromatografia de fase reversa Supelcosil™ - fracdo 25 da
cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF1 (fracbes 2 a 4
da cromatografia de gel filtracdo) - pool Tl (fracbes 1 a 7 da
cromatografia de troca ibnica)].
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LISTA DE ABREVIATURAS

Arp2/3 Actin-Related Proteins 2/3

ATCC American Type Culture Collection
AU Unidade arbitraria de bacteriocina
BHI Brain heart infusion

BLAST Basic Local Alignment Tool

BSA Soro albumina bovina
CBM Concentragao bactericida minima
Cdc42 Cell division control protein 42 homolog
CH,4 Metano
CIM Concentracdo inibitéria minima
CO; Dioxido de carbono
C-30 Ext[at'o proteico intracelular precipitado com 30% de sulfato de
aménio
C-75 Ext[at_o proteico intracelular precipitado com 75% de sulfato de
amonio
Da Dalton
DNA Acido desoxirribonucleico
ELISA Ensaio imunossorvente ligado a enzima
EPEC E.coli enteropatogénica
ESI Eletrospray
FAO Organizacgao de Alimentos e Agricultura

FHEMIG  Fundacao Hospitalar do Estado de Minas Gerais
FPLC Fast protein liquid chromatography

FT-ICR Fourier transform ion cyclotron resonance
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HCI
HFBA
HIV
HPLC
Ha

IcsA

kDa
LPS
MALDI
Mcc
MS/MS
MRS
MRSA
m/z
NaCl

OMS

Acido cloridrico

Heptafluorbutirico

Virus da imunodeficiéncia humana
High-performance liquid chromatography
Hidrogénio molecular

Invasion cellular spread

Imunoglobulina A

Imunoglobulina G

Interleucina

Antigeno plasmidial de invasao A
Antigeno plasmidial de invasdo B
Antigeno plasmidial de invasdo C
Inositol phosphate phosphatase
Kilobase

Kilodalton

Lipopolissacarideo

Matrix assisted laser desorption ionization
Microcina

Espectro de fragmentacéo

deMan, Rogosa e Sharpe
Staphylococcus aureus resistente a meticilina
Massa/carga

Cloreto de sodio

Organizacao Mundial de Saude
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PCR Reacao de polimerizacdo em cadeia

PITC Fenil-isotiocianato

PMN Células polimorfonucleares

PTH Feniltiohidantoina

Rac 1 Ras-relacionada ao substrato C3 da Toxina botulinica 1
Ry Mobilidade relativa

RhoGTPase Proteina que participa da transducao de sinal
RNA Acido ribonucleico
RPC Cromatografia de fase reversa

SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sédio

Src Proteina quinase

SS9 Shigella sonnei produtora de substancia antagonista
SS12 Shigella sonnei sensivel a expressédo antagonista
TFA acido trifluoroacético

TOF Time-of-flight
Tris Tris (hidroximetil) aminometano
TSA Tryptic Soy Agar

TSB Tryptic Soy Broth

TTC Cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazolio
T3SS Sistema de secrecao tipo Il
UFC Unidade formadoras de col6nia
uv Ultravioleta
VRE Enterococcus resistente a vancomicina
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RESUMO

Shigella, género incluido na familia Enterobacteriaceae, é responsavel pela
disenteria bacilar ou shigelose, forma grave de doenca diarreica de natureza
inflamatéria. O quadro acomete, principalmente, criancas com idade inferior a
cinco anos que vivem em paises menos desenvolvidos, em decorréncia de
condicbes de higiene e saneamento basico inadequadas. Bacteriocinas sao
substancias com atividade antibacteriana, produzidas por uma gama ampla de
microrganismos, inclusive Shigella. Uma amostra de Shigella sonnei (SS9) isolada
de espécime fecal de crianca com diarreia aguda, sabidamente produtora de
substancia antagonista, foi selecionada para o estudo. FracBes proteicas
intracelulares foram precipitadas a concentracées de 30 % (C-30) e 75 % (C-75)
de sulfato de amoénio. C-75 foi submetido a etapas sequenciais de cromatografia,
que permitiram a obtencdo de uma fracdo ativa purificada e outras fracoes
parcialmente purificadas. A massa molecular da fracdo ativa purificada,
determinada por espectrometria de massas, foi de 7,2 kDa e a comparacédo da
sequéncia parcial de aminoacidos com proteinas depositadas nos bancos de
dados BLAST e BACTIBASE revelou a deteccdo uma nova bacteriocina. A
substancia enquadra-se na definicdo de microcina, classe de bacteriocina ainda
nao descrita para Shigella. SS9 expressou atividade especialmente contra
amostras filogeneticamente relacionadas. As analises por SDS-PAGE e teste de
atividade in situ evidenciaram a produ¢édo de mais de uma substancia antagonista.
Os ensaios para determinacdo da CIM e CBM confirmaram os resultados dos
testes para avaliacdo do modo de acdo da(s) substancia(s) antagonista(s),
demonstrando acdo bactericida de SS9. Em conjuntos, os dados sugerem a
sintese de mais de uma colicina e microcina, habilidade que pode conferir a
amostra de S. sonnei vantagem seletiva tanto contra outras bactérias
diarreiogénicas como contra membros da microbiota intestinal indigena,

representando, assim, um fator de viruléncia para o organismo.

Palavras-chave: Shigella sonnei, bacteriocinas, microcinas, diarreia aguda.
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ABSTRACT

Shigella is the etiologic agent of shigellosis a severe type of inflammatory diarrhea.
The disease is prevalent mainly among children aged up to five years that live in
underdeveloped countries as a result from poor hygiene and sanitation.
Bacteriocins are antibacterial proteinaceous substances synthesized by a wide
range of bacteria including Shigella. A Shigella sonnei isolate (SS9) obtained from
fecal specimen of a child with acute diarrhea previously tested for bacteriocin
expression was selected for this study. Proteic intracellular fractions precipitated at
30 % (C-30) and 75 % (C-75) of ammonium sulfate were obtained. C-75 was
submitted to sequential steps of chromatography that resulted in one purified
fraction and some partially purified fractions. The molecular mass of the active
fraction as determined by mass spectrometry was 7.2 kDa. The partial amino acid
sequence of the substance was analyzed by using BLAST and BACTIBASE
databases. The results showed that it corresponds to a new bacteriocin. The
antagonistic substance corresponds to a microcin a class of bacteriocins not
described for Shigella yet. SS9 expressed antagonistic activity mainly against
taxonomically related strains. SDS-PAGE and in situ antagonistic activity test
demonstrated that SS9 is able to synthesize more than one antagonistic
substance. The evaluation of CIM and CBM as well as of the mode of action of the
antagonistic substance(s) showed that SS9 exhibited bactericidal activity. Taken
together our data suggest the expression of more than one colicin and microcin. It
is reasonable to hypothesize that this ability may contribute to the virulence of S.
sonnei helping in the competition against other enteropathogens or members of

the intestinal microbiota.

Keywords: Shigella sonnei, bacteriocins, microcins, acute diarrhea.
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11 MICROBIOTA INTESTINAL INDIGENA

1.1.1 COLONIZACAO E ESTABELECIMENTO DA MICROBIOTA INTESTINAL
INDIGENA

No interior do utero, o feto & estéril. A partir do nascimento, o recém-
nascido entra em contato com uma gama ampla de microrganismos, que, entao,
podem colonizar o hospedeiro, por periodos de tempo curtos ou de maneira mais
estavel, até o estabelecimento da microbiota indigena (Doré & Corthier, 2010;
Tiihonen et al., 2010; Reid et al., 2011). Habitualmente, a mée €é a principal fonte
de microrganismos, seguida pelo ambiente, enfermeiros, médicos, familiares e
alimentos. A aquisicdo da microbiota é influenciada por diversos fatores, entre
eles, tipo de parto (normal ou cesariana), necessidade ou n&o de cuidados
especiais, como isolamento em estufa, tipo de alimentacdo (amamentacdo ou
férmula), procedimentos de higiene e administracdo de drogas antimicrobianas
(Nicoli & Vieira, 2004; Tsukumo et al., 2009; Dominguez-Bello et al., 2010; Doré &
Corthier, 2010).

De maneira geral, nas primeiras 12 horas ap0s o nascimento, bactérias
anaerobicas facultativas, como Escherichia coli e Enterococcus faecalis, sdo as
primeiras a colonizar o intestino, atingindo um nivel de dominancia nas fezes de
10°-10*° UFC/g. Logo apds o terceiro dia de vida, os niveis de oxigénio no
intestino diminuem e, consequentemente, esta comunidade bacteriana também
regride, dando lugar para as bactérias anaerdbias obrigatorias, especialmente
Bifidobacterium, Bacteroides, Eubacterium e Clostridium. Aos dois anos de vida, a
microbiota intestinal j& se assemelha aquela observada em um individuo adulto
(Nicoli & Vieira, 2004; Brandt et al., 2012), permanecendo relativamente estavel
até a terceira idade. Nesta fase, comeca a sofrer alteragBes significativas,
influenciada por diversos fatores, destacando-se as deficiéncias do sistema
imunoldgico (Tiihonen et al., 2010).

Durante a vida, a microbiota intestinal € modulada por fatores externos,
como alimentagcéo e uso de antimicrobianos. Embora muitas vezes necessaria, a

antibioticoterapia ndo € especifica, atuando, também, contra a microbiota
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indigena. Quando o individuo é tratado com dose Unica de uma droga
antimicrobiana via oral, ela afeta a microbiota intestinal por até quatro semanas.
Entdo, ha uma tendéncia ao restabelecimento da sua composi¢cdo qualitativa e
quantitativa (Vrieze et al.,, 2010). No entanto, o0 uso indiscriminado de
antimicrobianos pode levar a uma perturbacdo profunda da microbiota,
resultando, inclusive, na eliminacdo de alguns téxons e permitindo o
estabelecimento ou aumento da densidade populacional de organismos
resistentes, inclusive bactérias patogénicas. Além disto, marcadores de
resisténcia podem ser transferidos para membros da microbiota indigena,
favorecendo o processo de disseminacdo da resisténcia a antimicrobianos
(Clemente et al., 2012).

1.1.2 O SER HUMANO E A SUA MICROBIOTA

O individuo adulto é constituido por 10'* células, sendo apenas 10%
destas do proprio organismo. Os 90% restantes correspondem aos
microrganismos que constituem a microbiota indigena, extremamente
diversificada, inclusive do ponto de vista genético. O peso desta microbiota €, em
média, de 1,2 kg e sua atividade metabdlica equivale a do figado humano (Nicoli
& Vieira, 2004; Foxman et al., 2008; Tsukumo et al., 2009).

O corpo humano é praticamente todo colonizado pela microbiota indigena
e acredita-se que esta populacdo microbiana coevoluiu com o hospedeiro. O
epitélio intestinal de um individuo adulto mede cerca de 300 a 400 m? e é o 6rgéo
mais densamente colonizado por uma diversidade imensa de microrganismos. O
contato fisico entre 0 hospedeiro e a microbiota intestinal ocorre na superficie do
epitélio, na camada espessa de muco e nas criptas epiteliais (Neish, 2009; Doré &
Corthier, 2010; Garrett et al., 2010; Sekirov et al., 2010). A microbiota presente no
[imen intestinal difere daquela encontrada na camada de muco que, por sua vez,
também difere da observada nas imediac¢des do epitélio intestinal.

A microbiota intestinal indigena é composta, predominantemente, por

bactérias. Também estdo presentes Archaea, leveduras, fungos filamentosos,

protozoarios e virus (Breitbart et al., 2008; Foxman et al., 2008; Leser & Molbak,
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2009; Virgin et al., 2009; Sekirovet al., 2010; Reid et al., 2011). A comunidade
microbiana do intestino alberga pelo menos 150 vezes mais genes do que o
encontrado no genoma humano, ou seja, no microbioma intestinal sao
observados 3,3 milhdes de genes nao redundantes (Shen et al., 2013). O célon é
o O6rgdo mais densamente colonizado, abrigando, em média, 70% de toda a
microbiota indigena (Sekirovet al., 2010).

O sequenciamento do rDNA 16S de material fecal revelou a presenca de
uma comunidade microbiana complexa, constituida de 100 trilhGes de células
bacterianas e Archaea distribuidas em mais de 1.000 espécies. A comunidade
bacteriana dominante pertence aos filos Actinobacteria, Proteobacteria,
Verrucomicrobia e, em especial (> 90 %), Firmicutes (Gram positivo) e
Bacteroidetes (Gram negativo). No filo Firmicutes, merecem destaque
Ruminococcus, Clostridium, Lactobacillus, Eubacterium, Faecalibacterium e
Roseburia. JA no filo Bacteroidetes, Bacteroides, Prevotella e Xylanibacter
merecem mencao. Os grupos bacterianos menos prevalentes sdo Cyanobacteria,
Fusobacteria, Lentisphaerae e Spirochaetes. No que se refere a Archaea, ha
predominancia do filo Euryarchaeota (Sekirov et al., 2010; Tremaroli & Backhed,
2012).

Bactérias anaerobicas obrigatorias sdo mais abundantes, seguidas pelas
anaerobias facultativas e, por ultimo, pelas bactérias aerébias. Isto se deve, entre
outros fatores, a reducéo dos niveis de oxigénio no érgao (Neish, 2009; Tsukumo
et al., 2009; Sekirov et al., 2010).

Desta maneira, a populacdo microbiana difere qualitativamente e
guantitativamente ao longo das regifes do trato gastrointestinal. O estdbmago
apresenta pH acido, fator que contribui para a baixa diversidade e densidade
microbiana. Nesta regido, a carga bacteriana é baixa (10 bactérias/mL de
conteudo) (Sekirov et al., 2010), sendo isoladas, principalmente, bactérias Gram
positivas, como Streptococcus e Lactobacillus (Dunne, 2001).

A medida que se desloca para a porcdo mais distal do trato
gastrointestinal, observa-se elevacdo do pH e da carga microbiana. O intestino
delgado (duodeno, jejuno e ileo) € constituido por tecido epitelial colunar simples
com vilosidades e microvilosidades e recoberto por uma camada de muco. No

duodeno, jejuno e ileo, a densidade bacteriana é de 103 10* e 10’ bactérias/mL
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de conteudo, respectivamente. Predominam Bacillus, Streptococcaceae,
Actinobacteria, Actinomycinaeae e Corynebacteriaceae. O intestino grosso (ceco,
colon, reto e canal anal) apresenta pH proximo da neutralidade. O cdllon é
colonizado por 10'? bactérias/mL de contetdo, com predominancia da classe
Bacteroidetes e da familia Lachnospiraceae, pertencentes ao filo Firmicutes
(Leser & Molbak, 2009; Tsukumo et al., 2009; Sekirov et al., 2010; Tiihonen et al.,
2010).

As bactérias encontradas no lumen intestinal geralmente ndo tém acesso
a camada de muco e ao epitélio intestinal. Entretanto, Clostridium, Lactobacillus e
Enterococcus sdo encontradas no limen, na camada de muco e nas criptas
epiteliais do intestino delgado. No liumen, estdo presentes, também, Bacteroides,
Bifidobacterium, membros da familia Enterobacteriacea e Ruminococcus (Sekirov
et al., 2010).

1.1.3 RELACAO MUTUALISTICA ENTRE A MICROBIOTA INTESTINAL
INDIGENA E O HOSPEDEIRO

A microbiota indigena coevolui a milhdes de anos com o hospedeiro,
produzindo um vinculo necessario, que, na maioria das vezes, € benéfico para
ambos. Em seres humanos, especialmente no intestino, estas interacées sao
extremamente relevantes. A microbiota indigena desempenha inimeras funcdes
essenciais ao longo de toda a nossa vida (Doré & Corthier, 2010).

Os membros da microbiota residente desempenham papel importante na
imunomodulagédo, tanto em nivel local como sistémico. Observa-se que, em
animais isentos de germes, as estruturas linfoides locais e sistémicas ficam
comprometidas, o baco e os linfonodos sédo mal formados, ocorre hipoplasia de
placas de Peyer e diminuicdo do namero de linfonodos maduros, o numero de
células no plasma produtoras de IgA é reduzido, bem como 0s niveis de IgA e
IgG, além de irregularidade na producéo de citocinas. A inoculacdo de bactérias
consideradas membros da microbiota indigena, como Bacteroides fragilis e
Lactobacillus, reverte diversos destes efeitos. Também ja foi demonstrado que a

administracdo de peptideoglicano de bactérias Gram negativas induz a formacéo
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de foliculos linfoides. Estes dados demonstram a importancia da microbiota
indigena para o desenvolvimento do sistema imune (Sekirov et al., 2010).

Deve-se ressaltar, entretanto, que a microbiota indigena intestinal poderia
estimular uma resposta imune local e sistémica exacerbada. Para controlar esta
resposta, o corpo humano conta com uma barreira fisica entre a massa
microbiana e as células epiteliais, a modificacdo da porcdo antigénica da
microbiota, que a torna menos imunogénica, e a modificacdo fenotipica das
células do sistema imuntario residente, tornando-as mais tolerantes a microbiota
residente (Sekirov et al., 2010).

A defesa contra microrganismos exégenos potencialmente patogénicos,
além de ser exercida pelos sistemas de defesa do proprio hospedeiro, também é
funcdo da microbiota indigena. No intestino, 0s microrganismos residentes
secretam substancias antimicrobianas (como bacteriocinas, acidos graxos de
cadeia curta, peroxido de hidrogénio, antibiéticos, &cido lactico e &cido acético) e
também estimulam o hospedeiro a secretar defensinas, que impedem ou
dificultam a instalacdo de microrganismos exdgenos, auxiliam a homeostase e o
desenvolvimento intestinal. A microbiota também atua como uma barreira fisica,
devido a enorme densidade populacional e a ligagdo de muitos destes
microrganismos a receptores da mucosa. Para conseguir se instalar, um
microganismo deve driblar esta barreira, suportar a pressao reduzida de oxigénio,
resistir a acdo dos compostos antimicrobianos sintetizados e competir com a
microbiota por espaco e nutrientes (Cursino et al.,, 2006; Foxman et al., 2008;
Barbosa & Rescigno, 2010; Sekirov et al., 2010; Zimmer et al., 2012).

Além de defender o hospedeiro contra possiveis organismos patogénicos,
a microbiota do intestino também fornece vitaminas e aminoacidos essenciais ao
hospedeiro. No entanto, niveis de biomassa elevados podem levar a deficiéncias
na absorcdo de nutrientes. Para controlar a populacdo microbiana, o corpo
humano apresenta uma série de mecanismos, entre eles o peristaltismo intestinal
(Leser & Molbak, 2009; Walter & Ley, 2011). Naturalmente, alguns compostos
alimentares, como carboidratos mais complexos e polissacarideos de plantas, ndo
sdo degradados no intestino delgado, sendo encaminhados ao intestino grosso,
onde sao utilizados como nutrientes pela microbiota. Neste ambiente, os

organismos residentes fermentam carboidratos, produzindo CO,, H,, CH,4 e acidos
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graxos de cadeia curta, principalmente acetato, propionato e butirato, fornecendo
energia ao hospedeiro, modulando a inflamacéo, auxiliando na cicatrizagao de
feridas e auxiliando na motilidade intestinal (Leser & Molbak, 2009; Tremaroli &
Béackhed, 2012).

Numa relagdo mutualistica, os beneficios s&o muatuos. Assim, a microbiota
intestinal também se beneficia, em especial, obtendo do hospedeiro nutrientes e
habitat (Neish, 2009).

As contribuicdes da microbiota intestinal saudavel ndo sdo restritas ao
orgdo colonizado. Ela também auxilia no desenvolvimento cardiovascular e do
sistema nervoso, atua no eixo hipotalamo-hipo6fise-adrenal, influenciando o
individuo na resposta ao estresse, interfere na regulacdo do humor, do

comportamento e do apetite (Sekirov et al., 2010).

1.1.4 EFEITOS NEGATIVOS DA MICROBIOTA INTESTINAL

E importante lembrar o caréater anfibiéntico da microbiota indigena. Assim,
a presenca de uma microbiota intestinal desequilibrada influencia negativamente
a saude do hospedeiro. Podem ser citados, por exemplo, propensao a obesidade,
producdo de substancias carcinogénicas como as nitrosaminas, doencas
cardiovasculares, autismo, doencas no figado, fibromialgia, alergia, diabetes,
pancreatite, doenca inflamatéria intestinal, esteatose hepética, febre familiar do
Mediterraneo e encefalopatia hepéatica minima (Foxman et al., 2008; Doré &
Corthier, 2010; Sekirov et al., 2010).

O aumento do numero de pessoas acima do peso ou obesas € crescente,
de forma que a obesidade é, atualmente, considerada problema de saude publica.
Nos Estados Unidos e na Europa Ocidental, respectivamente, 71 % e 65 % dos
homens e 62 % e 56 % das mulheres estdo acima do peso ou obesos (Donohoe
et al.,, 2014). Diversos esforcos estdo sendo empregados na tentativa para
diminuir a incidéncia de obesidade na populacdo mundial e a microbiota intestinal
pode ser uma aliada nesta conquista. Por outro lado, deve-se ressaltar que, em
populacdes com baixa disponibilidade de alimentos, a acdo da microbiota pode

contribuir para a obtenc&o de energia pelo hospedeiro.
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Estudos em modelos animais e dados obtidos em seres humanos
demonstraram que individuos obesos apresentam uma maior populacdo de
bactérias do filo Firmicutes e uma menor populacéo do filo Bacteroides (Dibaise et
al., 2008; Raoult., 2008; Tsukumo et al., 2009; Tremaroli & Backhed, 2012). Desta
forma, a microbiota intestinal pode atuar de maneira negativa em populacées com
grande disponibilidade de alimento, levando os individuos a obesidade.

A esteatose hepatica, acumulo de triglicerideos nas células do figado,
também pode estar associada a microbiota indigena, como mencionado. Colina,
importante componente da membrana celular, é adquirida através da ingestédo de
ovos e carne vermelha, além de ser sintetizada pelo hospedeiro. Ela & importante
para o metabolismo de lipidios e sintese de lipopoliproteinas no figado. Niveis
baixos desta substancia estdo associados com desequilibrio da ecologia
microbiana e esteatose hepatica em camundongos e seres humanos. Observa-se,
em amostras fecais de individuos com esteatose hepética, menor propor¢édo de
Gammaproteobacteria e nivel mais elevado de Erysipelotrichi. A atividade
enzimatica do hospedeiro e microbiana atua na transformacdo da colina em
metilaminas toxicas. Assim, a timetilamina que € produzida pelos microrganismos
intestinais é metabolizada no figado, sendo transformada em N-Oxido de
trimetilamina. A transformac&o diminui a disponibilidade de colina, o que pode
levar a esteatose hepatica ndo alcodlica em camundongos. Ainda, niveis de N-
oxido de trimetilamina e de seus metabdlitos no plasma estdo correlacionados a
doencas cardiovasculares (Tremaroli & Backhed, 2012).

A inflamacdo dos tecidos adiposos esta relacionada com obesidade,
resisténcia a insulina e diabetes tipo 2. Uma dieta rica em lipidios modula a
populacdo microbiana intestinal levando a reducdo de bifidobactérias e elevacao
de bactérias Gram negativas, que, em ultima analise, leva ao aumento de LPS no
plasma, ganho de peso corporal, aumento de triglicerideos no figado e diabetes.
Desta forma, a microbiota intestinal pode afetar o metabolismo do hospedeiro,
levando a inflamacéo do tecido adiposo (Cani & Delzenne, 2007; Vrieze et al.,
2010; Tremaroli & Backhed, 2012).

Ainda, a microbiota intestinal juntamente com o sistema imune inato pode
levar a predisposicdo ao desenvolvimento de diabetes tipo 1. Criangas com

elevado risco genético de desenvolver a doenca apresentam diferencas na
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composicdo da microbiota intestinal, menor diversidade microbiana ao longo do
tempo e maior abundancia relativa de Bacteroides ovatus e linhagem de
Firmicutes CO19 (Clemente et al., 2012).

1.2 ENTERITE INFECCIOSA AGUDA

O tecido epitelial do intestino possui capacidade de renovacao celular
acelerada, que, juntamente com a integridade tecidual, as bactérias residentes e a
resposta imune inata, atua como barreira contra microrganismos exogenos
(Ogawa et al., 2008; Garrett et al., 2010; Kim et al., 2010). O intestino, em
condi¢cdes normais, absorve, diariamente, cerca de oito a nove litros de fluidos,
dos quais, aproximadamente, 100 a 200 mL séo eliminados nas fezes (Hodges &
Gill, 2010). Quando um microrganismo enteropatogénico é capaz de driblar as
defesas do hospedeiro e colonizar o intestino, desenvolve-se o quadro
denominado enterite infecciosa aguda (Ogawa et al., 2008; Pawlowski et al.,
2009).

A principal manifestacdo clinica da doenca € a diarreia, caracterizada pelo
aumento do volume fecal e do numero de evacuacdes e pela perda de
consisténcia das fezes, que podem ou ndo conter sangue, muco e pus (Hodges &
Gill, 2010; Ministério da Saude, 2012). Sinais e sintomas como nausea, vomito,
febre e dor abdominal podem ser observados. O curso da doenca é autolimitado,
durando, habitualmente, de dois a 14 dias (Ministério da Saude, 2012).

A doenca diarreica tem taxas de morbidade e mortalidade mais elevadas
entre criancas com idade inferior a cinco anos, que vivem em paises menos
desenvolvidos, o que ndo descarta sua ocorréncia em todo o mundo. Isto se da,
principalmente, devido a falta de agua potavel, mas condicbes de higiene,
saneamento basico precéario, desnutricdo e cuidados médicos ineficientes
(Podewils et al., 2004; Schroeder & Hilbi, 2008; Bonkoungou et al., 2013).
Individuos imunocomprometidos, como aqueles infectados por HIV, apresentam
maior chance de instalagéo do quadro diarreico e de duracdo mais prolongada da
doenca (Podewils et al., 2004; Pawlowski et al., 2009).
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A doenca diarreica pode ter carater ndo infeccioso ou infeccioso. A
enterite infecciosa pode ser de natureza nao inflamatoéria (aquosa) ou inflamatoria.
A diarreia aquosa acomete, caracteristicamente, o intestino delgado, levando ao
aumento da secrecao de cloretos, diminuicdo da absorcédo de sodio e aumento da
permeabilizagdo da mucosa. Os agentes etiolégicos mais comumente associados
ao quadro séo Escherichia coli enterotoxigénica, E. coli enteropatogénica e Vibrio
cholerae. Destacam-se, ainda, Rotavirus, principal agente diarreiogénico em todo
o mundo e Norovirus, além dos protozoarios Giardia lamblia, Isospora belli e
Cryptosporium parvum (Lima, 2004; Sogayar & Guimaraes, 2004; Navaneethan &
Gianella, 2008; Pawlowski et al., 2009; Hodges & Gill, 2010).

A diarreia inflamatéria acomete, preferencialmente, o ileo e o colon, com
presenca de leucdcitos nas fezes, estando associada a microrganismos
citotoxigénicos ou invasivos. As bactérias de maior importancia na génese do
processo sao Shigella, Salmonella, Campylobacter, Yersinia, Clostridium difficile,
E. coli enteroinvasora, E. coli enteroagregativa e o protozoario Entamoeba
histolytica (Podewils et al., 2004; Silva & Gomes, 2004; Navaneethan & Gianella,
2008; Pawlowski et al., 2009; Reis & Horn, 2010).

Os agentes diarreiogénicos dispdem de uma série de mecanismos
sofisticados, que constituem seu conjunto de habilidades de viruléncia, que
favorecem a colonizacdo e a agressdo ao hospedeiro. Estes agentes devem ser
capazes de contornar as defesas nédo especificas do hospedeiro, resistindo a
acidez estomacal, ao peristaltismo intestinal, ao ambiente anaer6bio, a
descamacdo das células mucosas, ao muco intestinal e a acdo de substancias
antibacterianas, como bacteriocinas. Eles devem, ainda, possuir receptores
especificos que possibilitem a adesdo as células epiteliais do intestino, além da
capacidade de colonizar a célula alvo. Esta colonizacdo pode ser invasiva ou nao,
dependendo das caracteristicas de cada agente (Reis & Horn, 2010).

Pacientes com formas mais graves de doenca diarreica devem ser
encaminhados a centros de salde e hospitais, para diagnostico do agente
etiolégico da doenca e tratamento. O profissional deve realizar uma anamnese
detalhada, obtendo, entre outras, informacdes relativas a idade do paciente,
duracdo do episodio de diarreia, caracteristicas das fezes, frequéncia e volume

das evacuacgdes, associacdo com outras manifestacdes clinicas, local e condi¢bes
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de residéncia, viagens recentes a locais endémicos, utilizacdo de medicamentos,
histérico de outras doencas relacionadas ou que possam interferir no curso da
doenca diarreica, alergia alimentar, hipertensdo arterial sistémica, doencas
cardiacas e hepaticas e desidratacdo (Ministério da Saude, 2009). Apoés
avaliacdo, a amostra fecal do paciente é coletada e encaminhada adequadamente
ao laboratdrio, com vistas ao diagndstico etiologico do processo.

O diagnostico das doencas entéricas de origem bacteriana € baseado na
observacdo macro e microscopica das colbnias cultivadas em meio de cultura
seletivo e diferencial, somado a ensaios bioquimicos e soroldgicos, os ultimos,
atualmente, pouco relevantes, investigacdo da suscetibilidade da bactéria a
drogas antimicrobianas e investigacao de fatores de viruléncia ou toxinas quando
ha presenca de surtos. Embora pouco utilizados na rotina, PCR também pode
contribuir de forma importante na determinacdo do agente etiologico (Niyogi,
2005; Pawlowski et al., 2009).

A investigacao etioldgica de quadros associados a parasitas baseia-se na
observacdo microscopica do agente etioldogico e de ovos do parasita. ELISA
também pode ser empregado, como na investigacdo de Giardia e
Cryptosporidium, além da andlise utilizando PCR, que é uma técnica sensivel,
porém raramente empregada na rotina clinica (Pawlowski et al., 2009).

A identificacdo de virus entéricos, como Rotavirus, pode ser conduzida
por ELISA e aglutinacdo de latex. Entretanto, quando ha ocorréncia de surtos
envolvendo, por exemplo, Norovirus, técnicas de genética molecular podem ser
empregadas (Pawlowski et al., 2009).

Para o tratamento de pacientes com doenca diarreica aguda, €
necessario observar se 0 paciente apresenta sinais de desidratacdo e
desequilibrio eletrolitico, manifestacbes que podem levar ao 6Obito. A terapia de
reidratacdo varia de acordo com a gravidade da doenca. E recomendada, na
maioria dos casos, a administracdo de cha, suco, solucéo de sais de reidratacao
oral e soro caseiro. Para lactantes, utiliza-se o leite materno e, para pacientes
com formas mais graves da doenca, indica-se reidratacdo venosa.
Antibioticoterapia é recomendada apenas em casos especificos (Niyogi, 2005;
Ministério da Saude, 2009).
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Como mencionado, a doenca diarreica aguda relaciona-se a condi¢des
socioeconémicas e culturais precarias. Fatores como falta de &gua potavel e
tratamento inadequado de esgoto sdo determinantes para a maior prevaléncia do
quadro nas regides menos favorecidas do planeta. Assim, estratégias efetivas
para prevencdo da doenca incluem medidas socioeducativas que orientem
procedimentos de higiene adequados, bem como ressaltem a importancia da

amamentacao de criancas com idade inferior a dois anos (Niyogi, 2005).

1.3 Shigella

1.3.1 CONSIDERACOES GERAIS

Em 1897, Kiyoshi Shiga trabalhou em um surto de disenteria no Japéao.
Ele estudou amostras fecais de 36 pacientes, isolando, a partir das mesmas, um
bastonete Gram negativo, capaz de fermentar a dextrose, indol e manitol negativo
(Niyogi, 2005; Sasakawa, 2010). O pesquisador demonstrou que 0 microrganismo
era inativado pelo soro dos pacientes que apresentaram quadro de diarreia e que
era capaz de produzir toxina, posteriormente denominada toxina Shiga (Niyogi,
2005). Nos anos seguintes, os pesquisadores Flexner, Boyd e Sonne observaram
bactérias similares e, na edicdo de 1930 do Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology, o género foi nomeado Shigella (Niyogi, 2005; Sasakawa, 2010). Em
1940, foi proposta a classificacdo das amostras de Shigella em quatro espécies,
S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii e S. sonnei (Beld & Reubsaet et al., 2011).

Membro do filo Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, ordem
Enterobacteriales, familia Enterobacteriaceae, o género Shigella é constituido por
bastonetes Gram negativos, anaerdbios facultativos, imoveis, ndo capsulados e
incapazes de fermentar a lactose (World Health Organization, 1999; Jennison &
Verma; 2004; Niyogi, 2005; Phalipon & Sansonetti, 2007; Vinh et al., 2009;
Marteyn et al., 2012 ). Nao expressam adesinas conhecidas e nao formam
biofilme (Carayol & Nhieu, 2013). As espécies podem ser distinguidas com base

em provas bioquimicas e soroldgicas. S. sonnei, S. flexneri, S. dysenteriae e S.
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boydii sdo também conhecidas como sorogrupos A, B, Ce D eiincluem 1, 14, 15 e
20 sorotipos, respectivamente (Marteyn et al., 2012). Os sorotipos sao
identificados com base em variacbes do antigeno O, que é componente do
lipopolissacarideo presente na membrana externa da bactéria. S. sonnei
apresenta reagao positiva para (3-D-galactosidase e ornitina descarboxilase, o que
a difere das demais espécies do género (World Health Organization, 1999; Niyogi,
2005; Phalipon & Sansonetti, 2007; Vinh et al., 2009; Marteyn et al., 2012; Khan et
al., 2014).

1.3.2 ENTERITE INFECCIOSA AGUDA ASSOCIADA A Shigella

Shigella é agente da disenteria bacilar ou shigelose, um importante
problema de salde publica, principalmente em paises menos desenvolvidos.
Anualmente, a doenca acomete cerca de 165 milhdes de individuos em todo o
mundo, com uma taxa de 14.000 Obitos, a maioria, de criancas (Parsot, 2005;
Sousa et al., 2010; Dickenson et al., 2013; Joh et al., 2013; Khan et al., 2014).
Acredita-se que a estimativa pode estar subestimada, uma vez que, muitas vezes,
0 paciente ndo procura ou hao consegue atendimento médico, especialmente, em
paises menos desenvolvidos, e ainda que atendido, com frequéncia a
investigacao etioldgica nédo é realizada (Joh et al., 2013).

A dose infectante do organismo € baixa, sendo necessarios apenas 10 a
100 células bacterianas para o estabelecimento da doenca, que acomete,
exclusivamente, seres humanos e primatas ndo humanos, Unicos reservatérios
conhecidos do microrganismo (Jennison & Verma, 2004; Niyogi, 2005; Shim et al.,
2007; Sasakawa, 2010; Mokhtari et al., 2012; Carayol & Nhieu, 2013; Kim et al.,
2013). A transmissao ocorre principalmente pela rota fecal-oral, via ingestdo de
agua e alimentos contaminados. Também pode ocorrer transmissdo pessoa-
pessoa. A aglomeragdo, como aquela observada em creches, asilos e
penitenciarias, favorece a disseminacdo da doenca. Ainda, a mosca Musca
domestica é considerada vetor do microrganismo (Jennison & Verma, 2004,
Niyogi, 2005; Mokhtari et al., 2012; Nygren et al., 2012; Barry et al., 2013; Joh et
al., 2013; Kim et al., 2013; Khan et al., 2014).
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Criangas com idade inferior a cinco anos sdo mais suscetiveis a shigelose
(Carayol & Nhieu, 2013; Kim et al., 2013). Nunes et al. (2012) observaram que,
em areas endémicas, a prevaléncia da doenca era maior em criancas com faixa
etaria de 6 a 24 meses, provavelmente, porque nesta faixa etaria a microbiota
esta sendo implantada e, portanto, ndo atua de forma efetiva na protecdo contra o
patbgeno. E ainda, nos primeiros seis meses de vida, a crianca recebe leite
materno, fator protetor, além de fica mais confinada ao lar. Apés esta idade, a
crianga, com o sistema imunoldgico ainda imaturo, passa a ter maior contato com
0 organismo. Consequentemente, desenvolve a doenca mais comumente, até
obter imunidade contra o microrganismo enteropatogénico que circula na regiéo.

Quando infectado por Shigella, o individuo pode apresentar desde diarreia
aguosa leve, que dura cerca de 5 a 7 dias, até um quadro grave de diarreia
inflamatoéria, com abcessos e ulceragBes na mucosa, caracterizado por célicas
abdominais, anorexia, vomitos, febre e fezes mucossanguinolentas contendo
eritrocitos e células polimorfonucleares (Niyogi 2005; Phalipon & Sansonetti,
2007; Nygren et al.,, 2012; Marteyn et al., 2012; Carayol & Nhieu, 2013). Nos
casos de diarreia aqguosa causada por Shigella, observa-se a atuacdo de
enterotoxinas no jejuno. Ja a diarreia mucossanguinolenta € resultante da
capacidade do microrganismo de invadir e se multiplicar no epitélio do célon e
reto, provocando uma resposta inflamatdria importante. Existem relatos de
pacientes que para os quais foram observados mais de 20 episddios evacuatérios
por dia (Barry et al., 2013).

Criancas desnutridas estdo mais sujeitas a reinfeccdo, o que pode
comprometer seu desenvolvimento. Individuos imunocomprometidos, como
pacientes HIV positivos, tendem a apresentar quadros mais graves, diarreia
recorrente ou persistente e, inclusive, bacteremia (Niyogi, 2005; Parsot, 2005;
Phalipon & Sansonetti, 2007; Sasakawa, 2010; Nygren et al., 2012). Podem haver
complicacbes como perfuracbes intestinais, sindrome hemolitico-urémica,
pneumonia, convulsdes, encefalopatias e septicemia (Jennison & Verma, 2004;
Marteyn et al., 2012; Barry et al., 2013).

S. flexneri, S. sonnei e S. dysenteriae tipo 1 sdo 0s principais agentes da
shigelose, enquanto que a ocorréncia de S. boydii ndo é relatada com frequéncia

e restringe-se ao subcontinente indiano. S. dysenteriae tipo 1 € mais comum no
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sul da Asia e no sul do Saara, sendo produtora da citotoxina denominada shiga,
relacionada a evolugdo para sindrome hemolitico-urémica, complicacdo grave da
doenca diarreica. Historicamente, S. sonnei € predominantemente encontrada em
paises industrializados e S. flexneri, observada mais comumente em regifes
menos desenvolvidas (Podewils et al., 2004; Sur et al.,, 2004; Niyogi, 2005;
Phalipon & Sansonetti, 2007; Nunes et al.,, 2012; Nygren et al., 2012; Barry et
al.,2013). Atualmente, S. sonnei emergiu como um problema em todo o mundo,
sendo responsavel por muitos casos de shigelose em paises menos
desenvolvidos, provavelmente devido a melhoria da qualidade de vida destas
populacdes (Holt et al., 2012).

As razdes para o predominio de S. sonnei e S. flexneri em regides mais e
menos desenvolvidas, respectivamente, ainda ndo sao completamente
esclarecidas. Uma possivel explicacdo para a baixa frequéncia de diarreia
associada a S. sonnei em regides menos desenvolvidas € a possibilidade de o
LPS de Plesiomonas shigelloides sorotipo 17, idéntico ao de S. sonnei, conferir
imunizagdo cruzada contra S. sonnei. P. shigelloides também é uma
enterobactéria, encontrada, principalmente, em aguas nao tratadas de ambientes
tropicais. Como em paises menos desenvolvidos, o consumo de 4gua néo tratada
€ relativamente comum, a ingestdo de P. shigelloides poderia conferir protecéo
contra infec¢d@o por S. sonnei. De fato, em um estudo realizado em aguas naturais
em Bangladesh, evidenciou-se a presenca de 100 UFC/mL de P.shigelloides
durante todo o ano. Assim, se um individuo consome 1 L desta &gua por dia, a
carga microbiana seria de 10° UFC, suficiente para atuar como uma vacina
natural, imunizando o individuo contra S. sonnei. Como o desenvolvimento
econdbmico envolve a melhoria da qualidade da agua, permitindo o acesso da
populacdo a agua tratada, a ingestdo de P. shigelloides seria interrompida e,
consequentemente, a populacao voltaria a ser suscetivel a S. sonnei (Sayeed et
al., 1992; Sack et al., 1994).

Ainda, alguns estudos demonstram que S. sonnei surgiu na Europa, a
partir de um ancestral comum, ha cerca de 500 anos. A partir dai, teria se
disseminado entre os continentes a poucas décadas. O fato pode, também,
explicar a predominancia da bactéria em alguns paises (Holt et al., 2012; Holt et
al., 2013).
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Nos Estados Unidos, estudos demonstram que S. sonnei € 0 agente de
mais de 70 % dos casos de shigelose. H& padrdo sazonal, com maior nimero de
casos de junho a outubro (verdo-outono) e menor numero de dezembro a janeiro
(inverno) (Joh et al., 2013). Na Coréia, a frequéncia da espécie é de 65 % e o
periodo de maior incidéncia € o verdo (Kim et al., 2013). No Brasil, hd maior
prevaléncia de S. sonnei nas regides mais desenvolvidas, como no Sudeste,
enquanto S. flexneri & mais frequente nas regides menos favorecidas
economicamente, como no Nordeste do Pais (Sousa et al., 2010).

Em Belo Horizonte, Minas Gerais, S. sonnei € responsavel por quase 90
% dos casos da doenca, observada, principalmente, no verdo e no outono. Em
Teresina, Piaui, o agente etiolégico predominante é S. flexneri (cerca de 80 %),
com maior prevaléncia nos meses chuvosos. O aumento do numero de casos de
shigelose nestes periodos sazonais pode ser explicado pela pratica recreativa em
adguas contaminadas com o patdgeno ou pelo contato com 4gua contaminada
devido ao periodo chuvoso (Nunes et al.; 2012; Sousa et al., 2013 b).

Casos menos graves de shigelose podem ser tratados com hidratacéo por
via oral e alimentacdo balanceada. Entretanto, sugere-se antibioticoterapia com o
intuito de se reduzir a duracdo e a gravidade do quadro, além de limitar a
disseminacgdo da bactéria (Nunes et al., 2012; Khan et al., 2014).

Resisténcia a drogas antimicrobianas, inclusive perfil de resisténcia
multipla, vem sendo descrito para Shigella. A caracteristica esta relacionada a
habitos da populagcdo em relagdo ao consumo abusivo do medicamento e a
localizacdo geografica, e pode dificultar a abordagem terapéutica em
determinadas situacfes. Taxas de resisténcia a drogas mais elevadas sao,
usualmente, descritas para paises em desenvolvimento. Na Asia, por exemplo,
sao observadas taxas elevadas de resisténcia a ciprofloxacina, considerada droga
de escolha para tratamento de pacientes com shigelose. No Brasil, o Ministério da
Saude preconiza a utilizacdo do sulfametoxazol-trimetoprim como droga de
escolha. Entretanto, em diferentes regides do Pais, a elevacdo das taxas de
resisténcia ao antimicrobiano tem sido relatada. Como segunda opcao
terapéutica, recomenda-se o0 emprego de quinolonas, contraindicada para
gestantes e criancas (Marteyn et al., 2012; Nunes et al., 2012; Sousa et al.; 2012;
Barry et al.,2013; Khan et al., 2014).
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A Organizagdo Mundial de Saude estimula o desenvolvimento de vacina
contra a shigelose. Entretanto, esta € uma tarefa dificil, inclusive pela falta de um
modelo animal que simule a doenca diarreica que acomete o0 ser humano.
Modelos alternativos, como pneumonia por inoculacdo intranasal em
camundongos e ceratoconjutivite por infeccdo ocular em cobaias tém sido
propostos. Apenas em macacos, é possivel o desenvolvimento experimental da
disenteria bacilar tipica (Shim et al., 2007).

Em razdo da discusséo relativa a similaridade entre o LPS de S. sonnei e
P. shigelloides, o organismo tem sido considerado candidato a vacina. Alguns
resultados ja obtidos reforcam esta possibilidade (Sayeed et al., 1992). Outras
pesquisas utilizaram linhagens vivas atenuadas de Shigella e moléculas
glicoconjugadas. Ainda, o The Global Enteric Multicenter Study (GEMS) e dados
da literatura sugerem o desenvolvimento de vacina quadrivalente para o género,
contendo a linhagem atenuada ou antigenos de S. sonnei e S. flexneri 2a, 3a e 6,
que atuaria contra cerca de 65% das linhagens circulantes. Ha, também, a
sugestdo de inclusdo de S. dysenteriae tipo 1, com o intuito de prevenir uma

possivel pandemia no futuro (Barry et al., 2013).

1.3.3 ESTRATEGIAS DE VIRULENCIA DE Shigella

A biologia de Shigella, incluindo sua forma de sobrevivéncia no ambiente,
ainda ndo esta completamente esclarecida. Para conseguir estabelecer a infecéo,
a bactéria deve ser capaz de sobreviver a condicfes variadas de temperatura,
osmolaridade, pH e tensdo de oxigénio. Para isto, ela dispde de um grande
plasmidio de viruléncia, que a auxilia na adaptacédo fisiolégica, no processo de
invasdo e na disseminacao (Porter & Dorman, 1994; Marteyn et al., 2012; Carayol
& Nhieu, 2013). A expressdo dos genes de viruléncia depende de diversos
estimulos. Assim, 0s genes séo ativados quando seus produtos sdo necessarios e
permanecem reprimidos quando eles ndo serdo utilizados. O mesmo ocorre com
0 gene associado a invaséo, expresso apenas no interior do hospedeiro (Porter &
Dorman, 1994).
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No ambiente, em temperatura em torno de 25 a 30 °C, os genes de
viruléncia ndo séo expressos; o repressor H-NS inibe o regulador transcricional
VirF que, por sua vez, inibe VirB, que controla a expresséao do 6peron que codifica
0s genes de viruléncia. Em contrapartida, em temperatura corporea, o repressor
H-NS é incapaz de inibir VirF, permitindo a expressdo de um conjunto de genes
de viruléncia (Marteyn et al., 2012). Também a osmolaridade controla a expressao
da viruléncia de Shigella. Por exemplo, em ambientes com baixa osmolaridade
(dgua doce, por exemplo), o gene de viruléncia permanece reprimido. Em
ambiente de alta osmolaridade, o repressor H-NS néo inibe VirF que, por sua vez,
ativa a expressao dos genes de viruléncia ipaS, icsA e mxiC (Porter & Dorman,
1994; Marteyn et al., 2012; Carayol & Nhieu, 2013).

Shigella tem acesso ao hospedeiro via ingestdo de alimentos ou agua
contaminados. A bactéria atravessa o tubo digestivo, deslocando-se em direcéo
as células M das placas de Peyer do colon, pelas quais o organismo tem tropismo
(Corr et al.,, 2007). Durante o trajeto, resiste ao pH extremamente acido do
estbmago, pela ativacdo de RpoS (fator sigma S da RNA polimerase), que
controla a expresséo de hdeAB. Este codifica as proteinas tipo chaperonas HDEA
e HDEB, que medeiam a resisténcia bacterina a valores baixos de pH (Marteyn et
al., 2012; Carayol & Nhieu, 2013). A seguir, o pH atinge valores préximos a
neutralidade no intestino delgado, chegando a levemente alcalino no intestino
grosso. O potencial redox sobe de -150 mV para -250 mV nos sitios mencionados
(Marteyn et al., 2012; Zimmer et al., 2012).

No que se refere a resisténcia a concentracfes baixas de oxigénio, como
observado no intestino, uma das estratégias utilizadas por Shigella € a ativacéo
do regulador trascricional RNF, que controla as mudancas metabdlicas
necessarias para a sobrevivéncia da bactéria em condi¢cdes anaerdbias (Marteyn
et al., 2012; Carayol & Nhieu, 2013).

Shigella coloniza o 6rgéo alvo e atravessa a espessa camada de muco. O
mecanismo ainda ndo estd bem elucidado, mas, propde-se que a bactéria tem a
capacidade de desorganizar e romper esta camada. Os processos de adeséo e
invasdo da célula M sao iniciados através da sintese de algumas proteinas
estruturais e efetoras. O sistema de secrecao tipo Ill, que possui um formato tipo

seringa, é codificado por um grande Operon, de cerca de 20 a 40 kb, inserido em
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uma ilha de patogenicidade presente no plasmidio de viruléncia (Farfan et al.,
2011; Marteyn et al., 2012). O regulador transcricional MxIE ativa especificamente
a expressao de um conjunto de efetores (ospB, ospC1, ospE2, ospF, virA e ipaH)
que, por sua vez, ativa o T3SS. Assim, ocorre 0 contato direto entre Shigella e a
célula M do hospedeiro (Reis & Horn; 2010; Marteyn et al., 2012; Dickenson et al.,
2013).

T3SS secreta as proteinas IpaB e IpaC que interagem com a membrana
celular do hospedeiro, formando poros (Reis & Horn; 2010; Dickenson et al.;
2013). IpaC ativa Cdc42 que, por sua vez, ativa Rac 1, que induz a elongacéo de
filop6dio e lamelopddio. IpaC também ativa RhoGTPase e, juntamente com a
tirosina kinase Src, ativa cortactina, o que leva a reorganizacao dos filamentos de
actina do hospedeiro. A despolimerizacdo dos microtubulos é ativada por VirA,
que atua em RhoGTPase. IpaA interage com a proteina de adesao vinculina,
induzindo a despolimerizacédo de actina. IpgD, secretado por T3SS, desacopla a
membrana plasmatica do citoesqueleto de actina, levando a extensdo da
membrana. Ocorre, entdo, rearranjo dos microtubulos, levando a inducdo da
macropinocitose bacterina pela membrana apical da célula M (Reis & Horn; 2010).

Em seguida, Shigella é exocitada pela membrana basal da célula M para
0s macrofagos residentes, que sintetizam moléculas antimicrobianas. Para
escapar destas substancias, Shigella utiliza o magnésio para ativar PhoP/PhoQ,
que ativa a transcricdo de genes de viruléncia, impedido a atuagdo das
substancias antimicrobianas contra Shigella (Moss et al.; 2000; Marteyn et al.;
2012).

A apoptose do macrofago é induzida pela ativagdo da caspase |, que ativa
a maturacao e liberacdo das interleucinas IL-1, IL-1 B e IL18, levando a inducéo
da resposta inflamatéria e o recrutamento das células polimorfonucleares para o
local da infeccdo. O processo de morte dos macréfagos ocorre, em média, quatro
horas ap6s a infeccdo. Com a apoptose dos macrofagos, o microrganismo
consegue escapar e induz a liberagdo de IL-8 nas células epiteliais, o que
desencadeia uma intensa resposta inflamatéria e recruta células
polimorfonucleares (PMN) para as areas subepiteliais. As PMN migram para o
revestimento epitelial, indo ao encontro do patégeno no lumen. O influxo das PMN

rompe as jungdes intracelulares, comprometendo a integridade do epitélio celular
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e, assim, favorecendo a entrada de Shigella do lGmen para a submucosa e vice-
versa. Este mecanismo independente de Célula M leva a disseminagédo local do
microrganismo (Jennison & Verma, 2004; Shim et al., 2007; Schroeder & Hilbi,
2008; Ogawa et al., 2008; Sasakawa, 2010).

Outro mecanismo de disseminacdo de Shigella apds a apoptose do
macréfago ocorre pela adesdo da bactéria a porcdo basolaretal das células
epiteliais e secrecdo de proteinas através de T3SS. IpaC polimeriza actina da
célula epitelial, IpgD dissocia a membrana plasmatica do citoesqueleto de actina,
VirA desestabiliza os microtibulos e IpaA, juntamente com a vinculina,
despolimeriza a actina. Shigella, entdo, € engolfada pelas projecdes celulares.
Dentro do vacuolo, a bactéria secreta IpaB e IpaC, que promovem a lise e
liberacdo da bactéria no citoplasma, onde ela se multiplica. A proteina IcsA,
também conhecida como VirG, ativa a proteina do hospedeiro N-WASP e o
complexo Arp2/3, que se acumulam em um dos polos da célula, promovendo a
polimerizacdo de um filamento de actina na extremidade bacteriana. A cauda de
actina fornece propulsdo a bactéria através do citoplasma. Quando Shigella
encontra a membrana plasmatica, ocorre aumento da forca de contato. As
membranas sdo lisadas pelas interacdes das proteinas IpaB e IpaC, liberando
Shigella para o interior da célula adjacente. Assim, o patdégeno dissemina-se
lateralmente e, também, fica protegido das defesas extracelulares do hospedeiro,
mostrando que a disseminacdo lateral é um importante mecanismo de
patogénese da bactéria (Jennison & Verma, 2004; Shim et al., 2007; Schroeder &
Hilbi, 2008; Ogawa et al., 2008; Sasakawa, 2010; Ireton, 2013 ).

1.4 BACTERIOCINAS

1.4.1 CONSIDERACOES GERAIS

O primeiro relato da inibicdo bacteriana por uma substancia antagonista

produzida por bactéria foi feito em 1877 por Pasteur e Joubert. Os pesquisadores

58



10

15

20

25

30

observaram a inibicdo de Bacillus anthracis por uma amostra de E. coli isolada da
urina (Rea et al., 2011). Mais tarde, Gratia, em 1925, identificou uma substancia
termolabil em cultura de E. coli V, capaz de atuar contra E. coli S, a qual
denominou colicina V e, hoje, é conhecida como microcina V (Gillor et al., 2009).

Posteriormente, outras substancias aparentemente similares foram
descritas para Varias espécies bacterianas, tanto incluidas na familia
Enterobacteriaceae, como em outros grupos. Entdo, Jacob et al. (1952)
propuseram o termo bacteriocina, que passou a ser utilizado com mais fequéncia
a partir dos estudos de Tagg et al. (1976) e Klaenhammer (1988). Os autores
pesquisaram, em especial, substancias proteicas com atividade biol6gica
principalmente contra amostras filogeneticamente relacionadas (Daw & Falkiner,
1996; Rea et al., 2011; Rebuffat, 2011a).

Algumas diferencas entre os antibiéticos classicos e as bacteriocinas
podem ser relatadas. As bacteriocinas sao sintetizadas pela maquinaria
ribossomal, apresentam espectro de acdo mais limitado, atuando, mais
frequentemente, contra espécies geneticamente préximas a linhagem produtora, e
sdo ativas em concentracbes muito baixas, na faixa de nanomolar. J& os
antibiéticos classicos sao sintetizados por enzimas, atuam, habitualmente, contra
uma gama mais ampla de bactérias, demonstrando extenso espectro de acéao, e
sdo ativas em concentracfes superiores, em geral, concentracdes micromolares
(Nes, 2011; Rebuffat, 2011a; Rebuffat, 2012).

A sintese de bacteriocinas € uma habilidade bastante disseminada entre
Eubacteria e Archaebacteria. E comum a expresséo de mais de uma bacteriocina,
ja tendo sido relatada a sintese de dezenas ou até mesmo centenas de tipos
diferentes deste agente antagonista por uma mesma espécie (Riley, 2011).

Sabe-se que estas proteinas bioativas constituem um grupo bastante
diversificado no que se refere a massa molecular, alvo microbiano, modo de acao,
liberacdo e mecanismos de imunidade. Elas sdo capazes de reconhecer e
interagir com receptores especificos presentes na superficie da célula alvo,
possibilitando a penetracdo para o meio intracelular. Entdo, as bacteriocinas
interferem na estrutura e biossintese da parede celular, provocam a degradacéo
inespecifica do DNA, inibem a sintese proteica ou levam a formagéo de poros e a

permeabilizacdo da membrana celular (Gillor et al., 2009; Sousa et al., 2010;
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Majeed et al., 2011; Rebuffat, 2011b; Reid et al., 2011; Riley, 2011; Bakkal et al.,
2012).

As bacteriocinas exercem papel relevante nas relacdes inter e
intraespecificas, influenciando a diversidade microbiana, e podem representar
fator de viruléncia importante para a bactéria produtora (Gillor et al., 2009; Smajs
et al., 2010; Majeed et al., 2011; Rebuffat, 2011b; Bakkal et al., 2012; Smajs et al.,
2012). Em estudo que investigou 411 amostras de E. coli isoladas de pacientes
com infeccao intestinal, observou-se que 55% delas produziam bacteriocinas,
sugerindo que a caracteristica facilitaria a colonizacdo deste ambiente. Em
contrapartida, a substancia pode atuar como arma de defesa de bactérias
endogenas, protegendo o hospedeiro contra o estabelecimento de amostras
exdgenas potencialmente patogénicas (Smajs et al., 2010; Smajs et al., 2012).

Por razbes histéricas ou econdmicas, colicinas produzidas por
enterobactérias e bacteriocinas sintetizadas por bactérias do acido latico sédo as
mais bem estudadas (Rebuffat, 201la). Para contribuir para o melhor
conhecimento  destas  substdncias, um banco de dados online
(http://bactibase.pfba-lab-tun.org), denominado BACTIBASE, foi criado. Entre
outras, estdo disponiveis informacdes relativas a caracteristicas fisico-quimicas,
estruturais e microbiolégicas das mesmas (Nishie et al., 2012; Hammami et al.,
2013).

1.4.2 BACTERIOCINAS PRODUZIDAS POR BACTERIAS GRAM POSITIVAS

Bactérias Gram positivas sintetizam bacteriocinas semelhantes aos
peptideos antimicrobianos produzidos pelos eucariotos. As substancias
apresentam carater catibnico e anfifilico. Sdo muito abundantes e diversificadas,
codificadas, mais comumente, por genes plasmidiais, podendo também ser
codificadas por genes localizados em cromossomos e transposons (Riley &
Wertz, 2002; Gillor et al., 2009; Bakkal et al., 2012). Apresentam um amplo
espectro de acao. Por exemplo, bacteriocinas produzidas por Enterococcus, sé&o
ativas contra bactérias Gram positivas, como Staphylococcus, e bactérias Gram

negativas, como Campylobacter e Salmonella (Belguesmia et al., 2010).
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Diferentemente das colicinas, a sintese de bacteriocinas ndo é um evento
letal para as bactérias Gram positivas. Isto se deve aos mecanismos de
transporte utilizados para liberagdo das substancias. Algumas células apresentam
um sistema de transporte especifico para bacteriocinas enquanto outras possuem
a via de exportacao sec-dependente (Riley & Wertz, 2002).

As bacteriocinas sintetizadas por bactérias Gram positivas podem ser
divididas em quatro grupos. A classe | inclui os lantibiéticos, grupo bastante
estudado. Algumas caracteristicas relevantes deste grupo podem ser citadas. Os
lantibidticos apresentam massa molecular inferior a 5 kDa, possuem
aproximadamente 19 a 38 aminoacidos, sao sintetizados a nivel ribossomal,
sofrem modificagdes pds-traducionais e apresentam os aminoacidos lantionina e
B-metil lantionina, os quais formam multiplas estruturas em anéis, contribuindo
para a resisténcia ao calor, a acdo proteolitica, a uma ampla faixa de pH e a
oxidacdo (Nishie et al., 2012).

Os lantibidticos apresentam amplo espectro de acdo contra bactérias
Gram positivas e podem ser divididos em subgrupos. Os lantibi6ticos tipo A, como
a nisina, sdo moléculas carregadas positivamente, que atuam formando poros nas
células sensiveis e impedindo a sintese correta do peptideoglicano. Os
lantibidticos do tipo B, como a mersacidina, atuam na sintese da parede celular.
Uma terceira subclasse € composta por dois peptideos lantibioticos, um que se
assemelha ao lantibiético do tipo B e outro ao do tipo A, atuando tanto na
formacdo de poros na célula alvo, como na desorganizacdo da sintese do
peptideoglicano (Garneau et al., 2002; Gillor et al., 2009; Lohans & Vederas;
2012; Nishie et al., 2012; Balciunas et al., 2013)

Na classe Il, estdo incluidas bacteriocinas estaveis ao calor, com massa
molecular inferior a 10 kDa, formadas por aminoacidos ndo modificados,
sintetizadas, principalmente, por bactérias do acido latico. Atuam na
permeabilizacdo da membrana citoplasmatica, o que acarreta extravasamento do
contetdo celular. Esta classe divide-se em trés subclasses, lla, IIb e lic. As
bacteriocinas da subclasse lla contém aminoacidos modificados préximo a regiao
N-terminal e agem formando poros na membrana. Apresentam grande atividade
contra Listeria monocytogenes. Os principais representantes sdo a pediocina, a

sakacina A e a leucocina A. A subclasse llIb inclui bacteriocinas formadas por dois
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peptideos ativos que, separadamente, sdo inativos. Representantes desta
subclasse séo a plantaricina e a lactacina F. Bacteriocinas que apresentam uma
ligacdo covalente entre a porcdo N-teminal e C-terminal, resultando em uma
estrutura ciclica, sdo agrupadas na subclasse llc. S&o produzidas por células com
secrecdo sec-dependente; um exemplo é a lactococcina (Garneau et al., 2002;
Rea et al., 2011; Nishie et al., 2012; Balciunas et al., 2013).

Na classe lll, enquadram-se bacteriocinas com massa molecular superior
a 30 kDa, sensiveis ao calor, que promovem a lise da parede celular da bactéria
alvo. A porcédo N-terminal € homologa a um endopeptideo envolvido na sintese da
parede celular e a por¢cdo C-terminal reconhece a célula alvo. Como exemplos,
citam-se a helveticina J e a millericina B. A classe IV agrupa bacteriocinas
complexas, compostas por uma associacdo de proteinas com lipidios ou
carboidratos (Garneau et al., 2002; Rea et al., 2011; Lohans & Vederas; 2012;
Nishie et al., 2012; Balciunas et al., 2013). Entretanto, alguns pesquisadores
sugerem que estas moléculas presentes nas bacteriocinas da classe IV seriam
apenas artefatos de purificacdo e a classe IV ndo representaria uma classe
diferente de bacteriocina (Cleveland et al., 2001; Balciunas et al., 2013).

As bacteriocinas caracteristicas de bactérias Gram positivas séo
sintetizadas como um pré-peptideo inativo, que € transportado pela superficie da
célula produtora durante a fase de crescimento exponencial, sendo clivado
enzimaticamente para tornar-se ativo (Balciunas et al., 2013).

Assim, as bacteriocinas de classe | sdo codificadas por um conjunto de
genes, quais sejam, o gene estrutural, que codifica uma pré-bacteriocina; um
gene que codifica uma proteina acessOria responsavel pelo processamento
proteolitico do peptideo lider; um gene que codifica as proteinas do sistema de
transporte ABC; um gene associado a regulacdo e um gene responsavel pela
imunidade, que protege a célula produtora contra a sua prépria bacteriocina. A
pré-bacteriocina inativa contém uma extremidade N-terminal ou peptideo lider
acoplado a uma porcdo C-terminal do pré-peptideo. O pré-peptideo € modificado,
iniciando a maturacéo do peptideo ativo. O peptideo lider é clivado pela protease
antes ou apoés a translocacao pelo sistema ABC. Por fim, a bacteriocina ativa &
liberada (Dicks et al., 2011).
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No que se refere a bacteriocinas de classe Il, o conjunto de genes
relacionados a expressdo de bacteriocinas € semelhante ao descrito para a
classe I. Observa-se um gene estrutural, um gene de imunidade, um gene que
codifica as proteinas acessoOrias e um gene para a producdo das proteinas do
sistema de transporte ABC. O pré-peptideo codificado pelo gene estrutural
contém um peptideo lider que é clivado pela protease, tornando-o ativo (Dicks et
al., 2011).

Foi demonstrado que algumas bacteriocinas produzidas por bactérias
Gram positivas agem como moléculas autoindutoras, capazes de regular a sua
propria expressao, atuando como mediadores de quorum sensing. Este
comportamento influéncia na simbiose, viruléncia, formacdo de biofilmes e
competicao (Majeed et al., 2011; Rebuffat, 2011b).

1.4.3 BACTERIOCINAS PRODUZIDAS POR BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

As bactérias Gram negativas sdo capazes de produzir bacteriocinas com
atividade bactericida ou bacteriostatica. Merecem destaque as bacteriocinas
sintetizadas por membros da familia Enterobacteriaceae, as mais bem estudadas
do grupo, em especial, bacteriocinas produzidas por E. coli, as primeiras a serem
investigadas. As bacteriocinas expressas por Enterobacteriaceae sao
denominadas colicinas e microcinas. Alguns autores empregam o0 termo
bacteriocinas tipo colicina para as substancias proteicas com espectro de acao
restrito, como piocinas, pesticinas e klebicinas, que séo sinterizadas por outras
bactérias Gram negativas como Pseudomonas, Yersinia pestis e Klebsiella

pneumoniae, respectivamente (Rebuffat, 2011a; Bakkal et al., 2012).

1.4.3.1 COLICINAS E BACTERIOCINAS TIPO COLICINAS

Colicinas séo bacteriocinas produzidas por enterobactérias que possuem
massa molecular de 25 a 80 kDa, podendo ser codificadas por plasmideos e
cromossomos (Riley 2009). O gene que codifica a sintese de colicinas esta

localizado em um Gperon, que contém mais dois genes, associados a expressao
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da proteina de imunidade, que protege a célula produtora da sua propria colicina,
e a promocgao da lise celular, para liberacdo da colicina no ambiente. (Riley 2009;
Rebuffat, 2011a)

A producdo de colicinas € mediada pelo sistema SOS, ativado,
principalmente, em momentos de estresse celular (Riley & Wertz, 2002; Rebuffat,
2011a; Riley, 2011; Grinter et al., 2012). O sistema SOS € composto pelas
proteinas RecA e Lex A. Lex A € um repressor transcricional, que impede a
sintese da bacteriocina. Em condicdes de estresse, como na escassez de
nutrientes ou em densidades populacionais elevadas, rec A é ativado, levando a
expressdo de Rec A. Este, por sua vez, liga-se a Lex A, promovendo, assim, a
producéo da colicina (Bakkal et al., 2012).

As colicinas séo classificadas de acordo com seu alvo/mecanismo de
acao. O primeiro grupo age no DNA e RNA, atuando como nuclease, 0 segundo
desestabiliza a membrana citoplasmética, por meio da formacao de poros, e o
terceiro age sobre o peptideoglicano (Corsini et al.,, 2010; Sousa et al., 2010;
Rebuffat, 2011a). Como exemplos, as colicinas E2, E7, E8 e E9 e as piocinas S1,
S2 e S3 possuem atividade de DNase; as colicinas E5 e D, a klebicina D e a
piocina S4 atuam como tRNases; as colicinas E3, E4 e EG6, a cloacina DF13 e a
klebicina C agem como rRNAses; as colicinas A, B, la, Ib, K, N, U, S4, E1, 5 e 10,
as alveicinas A e B, a marcescina 28b e a piocina S5 atuam na formacao de
poros; e a colicina M inibe a biossintese de mureina (Rebuffat, 2011a; Braun &
Patzer, 2013).

Para atuar no alvo bacteriano, as colicinas precisam reconhecer e se ligar
de forma especifica aos receptores celulares, os quais sdo responsaveis pela
captacdo de nutrientes essenciais, como o receptor BtuB para vitamina B12, os
receptores para sideroforo FhuA, FepA, Cir e Fiu, o receptor para nucleosideo Tsx
e 0s canais de porinas. O processo de translocacdo pode variar entre as
bacteriocinas. Os receptores utilizados para o reconhecimento celular estéo
acoplados aos sistemas de membranas Tol e Ton presentes na membrana
interna, fornecendo energia para o processo (Rebuffat, 2011la; Zamaroczy &
Chauleau 2011; Braun & Patzer, 2013). Colicinas do grupo A utilizam o sistema

de membrana Tol (proteinas TolA, TolQ, TolR eTolB) e colicinas do grupo B
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fazem uso do sistema de transporte Ton (proteinas TonB, ExbB e ExbD) (Braun &
Patzer, 2013).

Colicinas e bacteriocinas tipo colicinas sdo proteinas ndo modificadas,
sensiveis a proteases, que apresentam trés dominios funcionais, quais sejam: um
dominio central, responsavel pelo reconhecimento dos receptores especificos na
superficie da célula alvo, uma porcdo N-terminal, responsavel pela translocagéo
da proteina através da membrana citoplasmatica e da parede celular, direcionado-
a seu alvo de acédo, e uma porcao C-terminal, que atua no alvo celular, sendo
responsavel pela regido de imunidade (Cascales et al., 2007; Gillor et al., 2009;
Rebuffat, 2011b), os quais ndo sdo observados nas bacteriocinas das bactérias

do acido latico e nas microcinas (Rebuffat, 2011b; Zamaroczy & Chauleau 2011).

1.43.2 MICROCINAS

Microcinas, termo cunhado por Asensio et al. (1976), sdo substancias
antagonistas de baixa massa molecular (< 10 kDa), resistentes a proteases,
sintetizadas principalmente por E. coli (Duquesne et al., 2007; Rebuffat, 2011a;
Rebuffat, 2012; Severinov & Nair; 2012). Embora tenham sido descritas a mais de
trés décadas, as substancias ainda sdo pouco estudadas. Até o momento, apenas
15 microcinas foram descritas, das quais oito foram isoladas e caracterizadas do
ponto de vista estrutural (Duquesne et al., 2007; Rebuffat, 2012; Zschuttig et al.,
2012).

As microcinas sdo produzidas, preferencialmente, na fase estacionéria do
crescimento bacteriano, sédo sollveis em solventes organicos, resistentes a uma
ampla faixa de pH e temperatura e a algumas proteases e nao sao induzidas pelo
sistema SOS (Duquesne et al., 2007; Corsini et al., 2010).

Além disso, elas tém sua producao estimulada por condi¢des de estresse,
como caréncia de nutrientes e oxigénio, atuam como potentes agentes
antibacterianos mesmo em doses muito baixas e ndo agem sobre a linhagem
produtora. Esta resisténcia da linhagem produtora parece ser observada durante
a fase exponencial de crescimento bacteriano, sendo expressa
independentemente da producdo da microcina (Duquesne et al., 2007; Rebuffat,
2011a; Rebuffat, 2011b; Severinov et al., 2011).
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Estas substancias bioativas sdo codificadas por um conjunto de genes,
geralmente, quatro, carreados por plasmidios ou cromossomos. Um gene
estrutural que codifica os precursores das microcinas, um gene adjacente que
codifica os fatores de imunidade e dois genes responsaveis pela secrecdo das
proteinas (Duquesne et al., 2007; Rebuffat, 2011b).

A classificacdo das microcinas leva em consideragdo trés critérios:
presenca, natureza e localizacdo das modificagdes pos-traducionais, organizacao
do conjunto de genes e sequéncia do peptideo lider (Rebuffat, 2011a). A classe |
(microcinas B17, C7-C51 e J 25) abriga substancias com massa molecular inferior
a 5kDa, que passam por drasticas modificacdes poés-traducionais, levando a
estruturas tais como tiazol e anéis azdlicos. A classe Il é representada por
peptideos com massa molecular de 5 a 10 kDa, agrupados em duas subclasses.
Na subclasse lla, sdo incluidas microcinas codificadas por plasmidios, que nao
sofrem modificacdes pds-traducionais, exceto adicdo de uma ligacdo dissulfeto.
Nesta subclasse, citam-se as microcinas L e V. A subclasse IIb é constituida
pelas microcinas lineares codificadas por cromossomos, que nao possuem
ligagbes dissulfeto, apresentam uma regido C-terminal conservada rica em serina
e carream partes tipo sideroforo. Séo incluidas nesta subclasse as microcinas
E492, M, H47 e 147 (Desriac et al., 2010; Rebuffat, 2011a; Severinov et al., 2011,
Vassiliadis et al., 2011; Rebuffat; 2012).

Assim como as colicinas, as microcinas utilizam receptores celulares ou
porinas para interagir com a célula alvo. Os receptores sdo responsaveis pela
aguisicdo de nutrientes essenciais para a bactéria, tal como, 0s receptores
sideroforos (FhuA, FepA, Cir e Fiu) utilizados para a aquisicdo de ferro,
sequestrados pelas microcinas J25, L, V, E492, M, H47 e 147, ou a porina OmpF,
utilizada pelas microcinas B17 e C7-C51. Geralmente, o processo de translocacao
da microcina envolve o complexo TonB-ExbB-ExbD. O sistema utiliza a forga
préton motiva da membrana citoplasmatica para a transducao de energia para a
membrana externa e receptores, fornecendo, assim, energia necessaria para a
internalizagcdo da microcina. As microcinas B17 e J25 também utilizam a proteina
SbmA e a microcina C7-C51 requer o sistema de transporte ABC, ambos
presentes na membrana citoplasmatica (Rebuffat, 2011a ; Severinov et al., 2011,
Rebuffat; 2012).
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No interior celular, as microcinas atuam em regides importantes da célula
bacteriana. Assim, as microcinas B17 inibe a DNA girase, a microcina C7-C51
atua inibindo a sintese de Asp-tRNA, bloqueando a sintese proteica no momento
da traducdo, e a microcina J25 atua na cadeia respiratoria e inibe a RNA
polimerase. As microcinas de classe Il atuam na membrana citoplasmética ou em
seus compostos, como a microcina H47, que atua no canal de protons da ATP
sintetase, e as microcinas E492 e V, que promovem a permeabilidade da
membrana citoplasmatica (Rebuffat, 2011a; Rebuffat, 2012; Cotter et al., 2013).

Ao contrério das células que sintetizam colicinas, as células produtoras de
microcinas sao capazes de produzir a toxina continuamente, sem a perda da
viabilidade celular, o que se deve ao sistema de transporte da substancia através
das membranas da célula produtora (Severinov et al., 2011).

Apesar de pertencerem a grupos diferentes, as microcinas e as
bacteriocinas produzidas por bactérias do acido lactico apresentam algumas
caracteristicas em comum, como massa molecular inferior a 10 kDa, estabilidade
em altas temperaturas e pH extremos, resisténcia a algumas proteases, carater
hifrofébico, presenca de modificagBes pos-traducionais e estrutura tridimensional
compacta (Duquesque et al., 2007;Rebuffat, 2011b). Ainda, ambos os grupos séo
sintetizados como um peptideo precursor inativado, um peptideo lider que é
clivado na ligacao glicina-glicina ou glicina-alanina pelo sistema de transporte
ABC, levando a maturacdo e exportacdo da substancia antagonista, com excecéo
da microcina C7-C51, que utiliza bombas de efluxo para secrecao (Rebuffat,
2011b). Alguns autores relataram a possibilidade de que microcinas ativas
contenham o peptideo lider (Gilson et al., 1987; Gaggero et al., 1993; Pons et al.,
2004).

1.4.4 BACTERIOCINAS PRODUZIDAS POR ARCHAEA
Archaea compdem o terceiro dominio dos seres vivos. Elas se

caracterizam por habitarem ambientes extremos. Membros deste grupo sao

capazes de produzir substancias proteicas tipo bacteriocinas denominadas
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arqueocinas. Estas inibem outros microrganismos filogeneticamente relacionados,
mas, também, ha relatos de atividade contra eubactérias (Ellen et al., 2011).

Francisco Rodriguez-Valera, em 1982, foi o primeiro a descrever uma
substéancia tipo bacteriocina produzida por Archaea. A amostra era halofilica e,
entdo, a substancia foi denominada halocina S8 (Price & Shand, 2000; Riley &
Wertz, 2002; Mei et al., 2008; Ellen et al., 2011). As halocinas séo sintetizadas no
nivel de ribossomos, principalmente, no final da fase exponencial e na fase
estacionaria. A habilidade confere vantagem seletiva a amostra produtora,
importante em situacdes de estresse, como na escassez de nutrientes (Riley &
Wertz, 2002).

Algumas halocinas séo originadas de grandes proteinas precursoras, que
sdo processadas formando polipeptideos biologicamente ativos (Mei et al., 2008;
Ellen et al.,, 2011). Sua massa molecular varia de 4 a 35 kDa. Como as
microcinas, as halocinas com massas moleculares menores sdo demoninadas
microhalocinas, como € o caso da S8 (Price & Shand., 2000; Ellen et al., 2011).
As halocinas sdo codificadas por um plasmidio grande e apresentam alta
resisténcia, podendo ser dessalinizadas, submetidas a fervura e solventes
organicos e armazenadas a 4 °C por periodos prolongados (Riley & Wertz, 2002;
Riley, 2009). O espectro de acédo varia entre diferentes halocinas. Por exemplo, a
halocina H4 possui um estreito espectro de acdo, enquanto a halocina A4
podendo atuar contra amostras termoaciddfilas, como Crenarchaea (Ellen et al.,
2011).

Membros do género Sulfolobus multiplicam-se em temperaturas de 65 a
85 °C e pH de 2 a 4. Algumas linhagens de Sulfolobus islandicus produzem uma
arqueocina denominada sulfolobicina, com massa molecular de 20 kDa, ativa
contra amostras relacionados (Ellen et al., 2011). Esta atividade esta associada a
membrana, 0 que indica que a substancia antagonista ndo € liberada da célula
produtora (Bakkal, et al., 2012).
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15 PURIFICACAO DE BACTERIOCINAS

A purificacdo de bacteriocinas ndo € uma tarefa facil e nem de baixo
custo. No entanto, o uso biotecnolégico das substancias motiva os pesquisadores
a investigar tais compostos. As bacteriocinas sintetizadas por bactérias
produtoras de acido lactico sdo as mais bem estudadas, devido a aplicabilidade
das mesmas na conservacdo de alimentos, uma vez que 0 uso de drogas
antimicrobianas convencionais nestes produtos ndo é permitido. O uso de
bacteriocinas na conservacdo de alimentos pode ser feito pela inoculacdo da
bactéria produtora no alimento ou pela adicdo da bacteriocina purificada ou
sintética (Saavedra & Sesma, 2011).

Varias estratégias tém sido empregadas para a purificacdo destas
substancias com propriedades antagonistas. Habitualmente, a extracao proteica
de bacteriocinas produzidas por bactérias Gram positivas € realizada a partir do
sobrenadante da cultura da célula bacteriana, enquanto a extracdo proteica de
colicinas e microcinas € frequentemente, feita empregando-se o meio intracelular,
apos a lise bacteriana, e 0 meio extracelular. Para a extracdo do peptideo ou
proteina, sdo empregadas diversas metodologias, como precipitacdo com sulfato
de amoénio, extracdo acida, extracdo com solvente organico, como etanol ou
acetona, e concentracdo a vacuo por ultrafiltracdo (Herschman & Helinski, 1967;
Muriana & Klaenhammer, 1991; Farias et al., 1994; Fath et al., 1994; Pingitore et
al., 2007; Mercato et al., 2008; Ribeiro-Ribas et al., 2009; Moreira, 2011;
Saavedra & Sesma, 2011; Oliveira, 2013; Sousa et al., 2013).

A préxima etapa para a obtencdo da substancia purificada, habitualmente,
é feita pelo emprego de técnicas cromatograficas, podendo ser utilizadas as
cromatografias de troca idnica, gel filtracdo e fase reversa (Saavedra & Sesma,
2011). A escolha do método cromatografico, incluindo o tipo de estratégia de
separacdo e as caracteristicas da coluna, depende das propriedades do material
a ser cromatografado.

De uma maneira geral, a cromatografia liquida é baseada na distribuicdo
diferenciada de solutos entre a fase mével, constituida por um eluente, e a fase

estacionaria, composta por resina ou silica, que preenche a coluna. As
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substancias separadas pelos processos cromatograficos sdo detectadas por
detectores (UV, amperométrico e outros) localizados logo apés o final da coluna,
e sao registradas em forma de picos pelo sistema de registro (Silva Jr., 2004a).

A cromatografia em coluna de troca ibnica tem como principio a
separacao das substancias pela interacao da carga de um trocador idbntico com a
carga superficial liquida da proteina ou peptideo contido no pool. A eluicdo das
substancias pode ficar a cargo de um gradiente linear salino, tal como o NacCl.
Estes ions competem com a proteina por sitios de ligacdo na fase estacionaria.
Assim, 0 material que possui carga liquida igual a da fase estacionaria (trocador
ibntico) ou carga liquida neutra ndo serd capaz de interagir com o trocador, sendo
eluido antes do gradiente salino. O material que interagiu fracamente com a fase
estacionaria sera eluido com uma concentracdo salina menor, se comparada ao
material fortemente ligado a ela. H& dois tipos de trocadores idnicos, o trocador
cationico, que troca cationtes, e o trocador aniontico, que troca aniontes (Silva Jr.,
2004b).

A cromatografia de gel filtracdo também é conhecida como cromatografia
por exclusdo, por peneiragdo molecular, permeacgédo em gel e filtragdo molecular.
Esta técnica é fundamentada na separacdo das substancias pela sua massa
molecular. A coluna é constituida por um gel composto de macromoléculas
porosas, ndo carregadas, que apresentam ligacdes cruzadas com afinidade pelo
eluente, mas incapaz de se solubilizar nele. O eluente ocupa o espaco interno dos
poros e externo das macromoléculas e carreia as substancias a serem separadas.
Proteinas com massas moleculares maiores sdo eluidas primeiro, por percorrer
um caminho menor, devido a sua incapacidade de entrar nos poros das
macromoléculas. Por outro lado, proteinas com massas moleculares menores ou
peptideos serdo eluidos por ultimo, por serem capazes de penetrar nos poros das
macromoléculas. Sao disponiveis no mercado diversas colunas com diferentes
faixas de fracionamento proteico. Assim, variando a matriz do gel é possivel
separar substancias com massas moleculares inferiores a 1 kDa até substancias
com massas moleculares muito elevadas (Silva Jr., 2004b; Rothschild, 2006).

A cromatografia de fase reversa (RPC) tem como principio a separagcao
pela adsorcdo diferenciada de peptideos ou proteinas a fase estacionaria e a

dissorcdo seletiva pela fase movel. A fase estacionéria preenche a coluna e é
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constituida por silica ou resina organica contendo grupamentos apolares como
fenil, butil, octanoil ou octadecil. A fase mével elui as substancias por possuir um
gradiente crescente de concentracdo de um solvente organico como acetonitrila,
isopropanol, metanol e outros. Assim, as proteinas ou peptideos polares serdo
eluidos com uma menor concentracdo de solvente organico, enquanto as
substancias mais apolares serdo eluidas com uma maior concentracdo de tal
solvente. Habitualmente, utiliza-se a acetonitrila como fase moével, uma vez que
ela é mais hidrofébica do que os grupamentos amino e carboxila encontrados no
material proteico. Frequentemente, sdo adicionados aos eluentes &cidos
organicos, tais como acido trifluoacético (TFA) ou heptafluorbutirico (HFBA), que
conduzem as proteinas para um pH que neutraliza a ionizacdo de suas
carboxilas, neutraliza a carga positiva dos grupamentos basicos das proteinas tipo
amino, guanidino e imidazol, ou evita a ionizacdo de grupamentos silanois livre da
matriz (Silva Jr., 2004b).

ApoOs a obtencdo da proteina ou peptideo purificado pelos processos
cromatograficos, estes podem ser analisados por espectrometria de massas. A
técnica permite a deteccdo de pequenas quantidades de analito, distingue
substancias diferentes com o mesmo tempo de retencdo, identifica a massa
molecular da substancia purificada e determina a sua sequéncia de aminoacidos
(Harris, 2005).

A identificagdo da massa molecular e a sequéncia de aminoacidos de
uma proteina purificada podem ser facilitadas ap6s a digestdo enzimatica pela
clivagem em pontos especificos da proteina resultando em um conjunto de
peptideos que sdo analisados por espectrometria de massas. Os espectrometros
de massas sdo mais eficientes para obter informacdes estruturais de peptideos
contendo até 20 aminoacidos. No entanto, alguns equipamentos, como o FT-ICR
(Fourier-transform ion cyclotron resonance, sao capazes de identificar a massa
molecular e a sequéncia primaria parcial da proteina analisada sem a clivagem
proteolitica (Cantu et al., 2008).

O espectrometro de massas é composto por uma fonte de ions como o
Eletrospray (ESI) ou Matrix-Assisted Desportion lonization (MALDI), um
analisador de massas como os ions-traps (tridimensionais e lineares), time-of-

flight (TOF), Fourier-transform ion cyclotron resonance (FT-ICR) e orbitrap; um

71



10

15

20

25

30

detector e um sistema de aquisicdo de dados. Inicialmente, a amostra é
encaminhada para a fonte de ions que € capaz de ionizar a substancia,
transferindo-a para o estado gasoso sem a perda da estrutura polipeptidica. Os
ions sdo acelerados por um campo elétrico e direcionados para o analisador de
massa que contém um campo magnético e separa os ions de acordo com a sua
relagdo massa-carga (m/z). Os ions sdo encaminhados ao detector que
transforma a corrente de ions em uma cascata de elétrons, que sédo, entao,
encaminhados ao sistema de aquisicdo de dados, gerando um espectro contendo
a massa molecular da substancia purificada (Harris, 2005; Cantu et al., 2008).

Varias estratégias tém sido desenvolvidas para o sequenciamento de
aminoacidos de uma proteina ou peptideo, como 0 sequenciamento por
espectrometria de massas e a degradacdo de Edman. No primeiro,
habitualmente, sdo utilizados os equipamentos conjugados, como o ESI com triplo
quadripolo ou com quadripolo e um analisador TOF (Q-TOF) ou equipamentos
com fonte de ionizacdo MALDI contendo dois analisadores de massas TOF TOF
(MALDI-TOF-TOF). A analise ocorre pela introducdo do peptideo purificado ou
dos peptideos obtidos por digestdo enzimatica da proteina purificada no aparelho.
Cada peptideo € acelerado em uma camara de colisdo contendo gés inerte como
argonio, nitrogénio ou hélio. Colisdes entre o gas inerte e as moléculas de ion
peptidico resultam na fragmentacdo da cadeia polipeptidica, que € interpretada
pelo espectrometro de massa, gerando um espectro de fragmentacdo ou MS/MS
(Cunha et al., 2006; Cantu et al., 2008).

O segundo método, denominado degradacdo de Edman, é realizado em
um sequenciador. A degradacdo de Edman permite a identificacdo de até 50
residuos de aminoacidos de um peptideo. Assim, para proteinas ou peptideos
contendo mais de 50 residuos, é necesséaria a realizacdo do rompimento das
ligacBes dissulfeto seguida da clivagem proteolitica especifica, utilizando métodos
fisicos ou quimicos, como a utilizacdo da enzima tripsina, que catalisa a hidrélise
de ligacbes peptidicas contendo o grupo carboxila de uma lisina ou arginina
(Lehninger et al., 1995).

Os fragmentos obtidos da tripsinolise ou os peptideos contendo até 50
residuos de aminoacidos sdo encaminhados para o sequenciador. A degradacdo

de Edman ocorre no residuo aminoterminal do peptideo, ndo afetando as outras
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ligacbes peptidicas. O reagente fenil-isotiocianato (PITC) se liga ao residuo
aminoterminal do aminoé&cido 1, levando a formacdo de um derivado ciclico do
feniltiocarbamoil que, sob ambiente acido, é clivado, formando um derivado
tiazolinona. Utilizando um solvente organico, o aminoacido derivado de tiazolinona
€ removido e tratado com acido, resultando no feniltiohidantoina (PTH), que pode,
entdo, ser identificado por métodos cromatograficos ou eletroforéticos. Assim, o
residuo aminoterminal do aminoacido 2 fica exposto e disponivel para a mesma
sequéncia de reacbes apresentadas para o aminoacido 1 (Edman, 1950; Niall,
1973; Lehninger et al., 1995).

1.6 APLICABILIDADE DAS BACTERIOCINAS

Existe um campo amplo para a aplicacdo de bacteriocinas. Destacam-se

seu emprego na industria alimenticia e na area de saide humana e animal.

1.6.1 BACTERIOCINAS NA CONSERVACAO DE ALIMENTOS

Industrias alimenticias vém estas substancias como uma aliada na
conservacdo de alimentos, devido a sua capacidade de aumentar a vida de
prateleira, reduzindo, assim, a utilizacdo de conservantes quimicos e métodos
fisicos de controle microbiano. Desta forma, elas sdo empregadas na
conservacdo de carnes, laticinios, produtos a base de ovos, saladas, legumes
fermentados e produtos de panificacdo de alta umidade (Abdel-Mohseinet al.,
2010; Lohans & Vederas, 2012).

Diversos fatores devem ser considerados na avaliacgdo de uma
bacteriocina como candidata a conservante alimentar. Merecem mencao a
auséncia de alteracdo da carga eletrostatica, a solubilidade da bacteriocina
gquando em contato com os alimentos e a incapacidade de ligacdo aos
componentes alimentares (Schulz et al., 2003).
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Assim, bacteriocinas produzidas por bactérias do &acido lactico sao
empregadas na conservagao de alimentos, uma vez que elas nao interferem nas
caracteristicas sensoriais do alimento como odor e sabor, sdo estaveis ao calor e
sdo atoxicas para o consumidor. Nisina e pediocina PAl1 sdo amplamente
utilizadas, podendo ser encontradas comercialmente como nisaplin e ALTA 2341,
respectivamente (Nishie et al., 2012).

Nisina € uma bacteriocina produzida por linhagens de Lactococcus lactis,
ativa contra bactérias Gram positivas. Em 1969, a Organizacdo de Alimentos e
Agricultura/Organizagdo Mundial de Saude (FAO/OMS) liberou seu uso como um
aditivo alimentar. Seu consumo pode chegar a 33.000 unidades internacionais/kg
de peso corporeo. Ela pode ser empregada na conservacdo de leite, queijo,
produtos lacteos, tomates, vegetais enlatados, sopas enlatadas, maionese e
alimentos infantis. O Brasil é pioneiro na utilizacdo desta substancia na
conservacdo de produtos carneos como salsichas (Schulz et al.,, 2003). Por
exemplo, a microcina MccV, que, ao contrario da nisina, também atua contra
bactérias Gram negativas, vem sendo empregada (Riley & Wertz., 2002,
Duquesne et al., 2007).

Além disso, nisina € utilizada na conservacdo de salmdo para consumo
humano. Esta bacteriocina dificulta a multiplicagdo de L. monocytogenes no peixe
e, na presencga de uma atmosfera rica em CO; no produto embalado, observa-se
a inibicdo da bactéria. A bacteriocina V41, produzida por Carnobacterium
divergens, também foi utilizada para este fim (Bakkal et al., 2012).

A bacteriocina lacticina 3147 inativou rapidamente L. monocytogenes e
reduziu o numero de células viaveis de S. aureus em formulacao infantil a base de
leite. A substancia também foi altamente eficiente contra L. monocytogenes em
iogurte natural e queijo cottage (Galvéz et al., 2011).

Espécies produtoras de bacteriocinas isoladas de vinho, tal como,
Lactobacillus plantarum, Oenococcus oeni e Pediococcus pentosaceus podem ser
Uteis contra bactérias do &cido lactico produtoras de histamina durante a
vinificagdo, auxiliando no controle da fermentacdo malolactica (Galvéz et al.,
2011). Também ja foi relatada a associacdo de bacteriocinas, como nisina e

pediocina, com outros métodos tal como uso de campo elétrico pulsado, acidos
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organicos e alta pressao hidrostatica para potencializar a eficacia do tratamento,

principalmente contra bactérias Gram negativas (Nishie et al., 2012).

1.6.2 BACTERIOCINAS NA SAUDE HUMANA E ANIMAL

Muito se tem discutido sobre a resisténcia bacteriana a drogas
antimicrobianas e a capacidade de disseminacdo destas amostras resistentes. A
propriedade €, muitas vezes, associada a utilizacdo indiscriminada de
antimicrobianos de amplo espectro, em decorréncia da pressao seletiva gerada.
Assim, é fundamental o uso racional destas substancias e é altamente desejavel a
pesquisa de outras drogas, com espectro de acdo mais limitado, proporcionando
a atuacdo apenas sobre o alvo. Neste contexto, destacam-se as bacteriocinas,
frequentemente, com espectro de acgéo limitado e muito diversificado, diminuindo
a pressao seletiva indesejavel (Riley & Wertz., 2002; Riley et al., 2012).

Diversos estudos demonstram a utilizacdo de bacteriocinas capazes de
inibir organismos patogénicos de grande interesse clinico. Por exemplo, o
lantibidtico 3147 apresenta importante acdo antibacteriana contra linhagens
virulentas de interesse médico como MRSA e VRE (Sit & Vederas, 2008; Nes, et
al., 2011; Hammami et al., 2013). Quando a acéo do lantibiético haloduracina,
produzido por Bacillus halodurans, contra VRE foi avaliada, observou-se melhor
atividade do que a demonstrada para nisina. Além disto, a haloduracina mostrou-
se mais estavel ao pH fisioldgico, o que eleva o potencial de aplicacao terapéutica
(Hammami et al., 2013).

Salmonella enterica € um agente importante de enterite aguda, bacteremia
e febre entérica e, atualmente, a resisténcia a drogas antimicrobianas é uma
caracteristica observada com relativa frequéncia no grupo. A microcina J25 foi
avaliada em modelo murino contra linhagens da bactéria e observou-se reducao
marcante do niamero de organismos viaveis no baco e no figado em relagdo ao
grupo controle (Cotter et al., 2013, Hammami et al., 2013).

A administracdo de microcina 24 produzidas por E. coli favoreceu a
diminuicdo de Salmonella Typhimurium em frangos adultos. Também, a

enterocina A, produzida por Enterococcus faecium, foi capaz de agir contra
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Salmonella em modelo animal de codornas japonesas gnotobidticas (Gillor et al.,
2009; Rebuffat., 2011b).

Podem ser citados também os lantibidticos salivaricina tipo A e tipo B,
utilizados no tratamento de infec¢cdes do trato respiratorio superior associadas a
Streptococcus, bem como da carie dentaria relacionada a Streptococcus sobrinus
e Streptococcus mutans. A halitose, causada por Prevotella, Eubacterium
saburreum e Micromonas micros sdo combatidas através de uma goma de
mascar que possui, em sua composi¢cao, a bacteriocina salivaricina tipo B, que
ajuda a restabelecer a microbiota residente da cavidade oral (Gillor et al., 2009).

Na vaginose, a microbiota indigena esta alterada pelo aumento ou
aparecimento de alguns microrganismos, tais como Gardnerella vaginalis,
Mycoplasma hominis, Prevotella, Peptostreptococcus, Mobiluncus, Bacteroides e
pela diminuicdo drastica de Lactobacillus. Este grupo € capaz de produzir
bacteriocinas que inibem a multiplicacdo de G. vaginalis. Também foi
demonstrado que bacteriocinas produzidas por Lactobacillus pentosus e
Lactobacillus jensenii 5L08 inibiram a multiplicacdo de Candida albicans (Gillor et
al., 2009).

InfecgBes do trato urindrio acometem cerca de 150 milhdes de pessoas
em todo o mundo, principalmente mulheres. Um estudo avaliou a atuacdo de
bacteriocinas sobre linhagens uropatogénicas de E. coli, mostrando a inibicéo e
eliminacao de biofilmes pré-existentes em catéter (Riley et al., 2012).

O ganho de peso é um problema crescente nos Uultimos anos para
pessoas que vivem em paises com alta disponibilidade de alimentos.
Pesquisadores avaliaram a utilizacdo da bacteriocina ABP118 produzida por
Lactobacillus salivarius UCC118 em camundongos alimentados com uma dieta
rica em lipidios. No estudo, foi observado ganho de peso no grupo controle o qual
néo fez uso da bacteriocina. Entretanto, o efeito foi transitdrio, uma vez que houve
uma reducdo na diferenca de peso dos dois grupos. Assim, é necessaria a
investigacdo de uma linhagem probidtica combinada com a bacteriocina, que
possa favorecer o controle de peso (Cotter et al., 2013).

Estudos recentes mostram que o gene WCFS1 envolvido na producgéo e

liberacdo de bacteriocina em linhagens L. plantarum também parece atuar nas
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células dendriticas e nas células mononucleares do sangue periférico,
influenciando a atuacao do sistema inume (Cotter et al., 2013).

S. flexneri, importante agente diarreiogénico foi inibido pela producédo da
microcina Mcc7/C51, produzida pela linhagem de E. coli H22. Outra amostra de E.
coli, produtora da microcina Mcc24, inibiu o crescimento de S. enterica e E. coli
0157:H7 presentes no trato intestinal de galinhas. Estudos adicionais ainda se
fazem necessarios para definir como as microcinas contribuem para a prevencao
das infec¢Oes intestinais (Duquesne et al., 2007; Rebuffat, 2011b; Hammami et
al., 2013).

A microcina S produzida pela linhagem de E. coli G3/10 (uma das seis
linhagens presente no probidtico Simbioflor 2) foi capaz de inibir a aderéncia de
E.coli enteropatogénica (EPEC) em células epiteliais. Entretanto, o efeito nédo foi
observado para linhagens de EPEC que expressam o gene de imunidade para a
microcina S (Cotter et al., 2013).

Além da acao direta contra outras bactérias, as bacteriocinas podem ser
responsaveis por outras acdes. Em estudo de um modelo contraceptivo, nisina e
subtilosina, uma bacteriocina produzida por Bacillus amyloliquefaciens,
desempenharam atividade espermicida em alguns modelos animais (Dicks et al.,
2011). A microcina Mcc492 apresentou atividade na inducdo de apoptose por
induzir alteracdes morfolégicas e bioquimicas em células eucaribticas, o que
desperta grande interesse para a possibilidade de aplicacdo da substancia como
agente antitumoral (Duquesne et al., 2007; Rebuffat., 2011b; Cotter et al., 2013).
Além disso, foi observado que bacteriocinas sintetizadas por bactérias Gram
positivas da classe lla apresentam atividade antineoplasica e antiviral (Lohans &
Vederas; 2012).
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A doenca diarreica aguda € um problema de saude publica, que acomete
principalmente criangas com idade inferior a cinco anos que vivem em paises em
desenvolvimento, associada a taxas elevadas de morbidade e mortalidade. Entre
0s agentes diarreiogénicos, destaca-se o género Shigella, em decorréncia da
prevaléncia e da gravidade do quadro clinico associado. Em Belo Horizonte,
observa-se grande predominio da espécie S. sonnei, responsavel por cerca de
10% dos casos da doenca.

A capacidade de expressdo de bacteriocinas, substancias antagonistas
de natureza proteica ativas principalmente contra espécies filogeneticamente
relacionadas, é uma caracteristica bastante disseminada entre bactérias.
Membros da familia Enterobacteriaceae podem produzir dois tipos de
bacteriocinas, colicinas, com massa molecular variando de 80 a 25 kDa, e
microcinas, com massa molecular inferior a 10 kDa. A producao de colicinas ja foi
descrita para S. sonnei. Acredita-se que bacteriocinas possam conferir vantagem
competitiva, atuando como uma habilidade de viruléncia da amostra produtora.

Considerando a relevancia da doenca diarreica, de S. sonnei como
agente da doenca e do papel das bacteriocinas, inclusive como fator de viruléncia,
a escassez de dados relativos a caracterizagdo de colicinas produzidas por S.
sonnei e a auséncia de informagfes referentes a sintese de microcinas pela

bactéria, desenvolvemos esta investigacao.
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3.1

OBJETIVO GERAL

Caracterizar substancias antagonistas produzidas por amostra de S.

sonnei isolada de espécime fecal de crianca com enterite aguda.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extrair as proteinas intracelulares produzidas por S. sonnei.

Avaliar o espectro de agdo de S. sonnei e dos extratos intracelulares

obtidos contra um amplo painel de bactérias.
Purificar substancias antagonistas sintetizadas por S. sonnei.

Determinar a CIM e a CBM dos extratos proteicos intracelulares e de

fracOes ativas obtidas de processos cromatogréaficos.

Determinar a cinética de ac¢do dos extratos intracelulares e de fractes
recuperadas de cromatografia de troca idnica.

Avaliar o perfil proteico dos extratos intracelulares e de fra¢des originadas
dos processos cromatograficos por meio de SDS-PAGE e a expresséao de

atividade antagonista in situ.
Determinar a massa molecular da substancia antagonista purificada.

Sequenciar parcialmente a substancia ativa purificada e comparar a

sequéncia com aquelas depositadas em bancos.
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Este estudo faz parte de um projeto amplo, que vem sendo desenvolvido
pelo nosso grupo, cujo objetivo € investigar, de forma mais abrangente, a
capacidade antagonista de S. sonnei.

4.1 AMOSTRAS BACTERIANAS

Duas amostras de S. sonnei, denominadas SS9 e SS12, isoladas de
espécimes fecais de criangcas com doenca diarreica aguda, atendidas no Hospital
Infantil Jodo Paulo II/FHEMIG, durante o desenvolvimento do projeto de pesquisa
intitulado “Etiologia da diarreia infecciosa aguda em Belo Horizonte/MG e em
Teresina/ PI: estudo clinico e laboratorial”, foram empregadas como produtora de
substancia antagonista e reveladora da expressdo do antagonismo,
respectivamente. As amostras pertencem a bacterioteca do Laboratério de
Microbiologia Oral e Anaerébios (MOA) do Departamento de Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais e vém
sendo mantidas em Brucella Broth* acrescido de glicerol 10% em freezer -80 °C.

A amostra SS9 foi selecionada entre 10 amostras da espécie que
expressaram antagonismo por produzirem halos de inibicdo das amostras
reveladoras maiores e mais limpidos. SS12 foi escolhida aleatoriamente entre
sete amostras de S. sonnei que apresentaram sensibilidade a atividade

antagonista expressa pela amostra produtora (Sousa et al., 2010).

42  EXTRACAO DE PROTEINAS DA FRACAO INTRACELULAR

As amostras SS9 e SS12 criopreservadas foram submetidas a trés

repiques sucessivos em TSA? e as culturas foram incubadas a 37 °C, em

! BBL, Sparks, MD, EUA
“Difco, Sparks, MD, EUA
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atmosfera de aerobiose, por 24 h. Entdo, SS9 foi cultivada em 20 mL de TSB? e,
apos incubacdo nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente, a cultura
bacteriana foi vertida em 580 mL de TSB. O cultivo foi realizado em triplicata.
Apoés 12 h de incubacédo, o material foi centrifugado a 16.200 x g, por 30 min, a 4
°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado duas vezes em
tampao Tris-HCI* 0,01 M, pH 7,2, centrifugado e solubilizado em 15 mL do mesmo
tampdo. A suspensao foi sonicada a 50 W, por 12 ciclos de 1 min, com intervalos
de 30 s, em banho de gelo. Para comprovacao da lise celular, uma aliquota da
suspensao sonicada foi submetida & coloracdo pelo método de Gram e o
esfregaco foi examinado em microscoépio Optico. A suspensao foi centrifugada a
16.200 x g, por 30 min, a 4 °C e o sobrenadante foi mantido em banho de gelo e
submetido a precipitacao proteica por meio de adicdo lenta e constante de sulfato
de aménio®, em duas concentracdes, 0-30 e 30-75% plv, sob leve agitacdo. Apos
centrifugagéo a 29.829 x g, por 30 min, a 4 °C, os precipitados foram solubilizados
em tampado Tris-HCI 0,01 M, pH 7,2. Desta forma, foram obtidos os extratos
intracelulares C-30 e C-75.

Os extratos C-30 e C-75 foram transferidos para membranas com limite
de exclusdo de 12-16 kDa® e submetidos a diélise contra dois litros de tamp&o
Tris-HCI 0,01 M, pH 7,2, em camara fria (4 °C), por 24 h, realizando trés trocas de
tampéo neste intervalo de tempo. O volume dos extratos foram medidos e, em
seguida, os mesmos foram filtrados em membrana com poro de 0,45 pm’,

aliqguotados em microtubos e armazenados a -80 °C.

®Difco

4Promega, Madison, WI, EUA
*Vetec, Duque de Caxias,RJ,Brasil
®vViskase, Darien, IL, EUA

! Corning, Lowell, MA, EUA
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4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTAGONISTA

Aliquotas de 10 uL dos extratos C-30 e C-75 foram gotejadas sobre a
superficie de placas contendo TSA. Ap6s exposicéo a vapor de cloroférmio® por
30 min e evaporacéo do cloroférmio residual, a camada de meio foi recoberta com
3,5 mL de TSA semissoélido (TSB + 0,7 % de &gar®) acrescido de 10 pL de cultura
da amostra reveladora em TSB. Apo0s incubacéo a 37 °C, por 24 h, em atmosfera
de aerobiose, as leituras foram realizadas pela verificacdo da presenca ou
auséncia de halos de inibicdo da amostra reveladora. Como controle, foi
empregada agua Milli Q®*° estéril (Booth et al., 1977).

4.3.1 TITULACAO DA ATIVIDADE ANTAGONISTA

Os extratos C-30 e C-75 foram submetidos a diluicbes seriadas em agua
Milli-Q® estéril e 10 pL de cada diluigdo foram depositados sobre placas contendo
TSA. Apés exposicdo ao vapor de cloroférmio e evaporacdo do cloroférmio
residual, testes de antagonismo foram realizados conforme descrito em 4.3. O
titulo, definido como a reciproca da maior diluicdo que resulta em um halo limpido
de inibicdo da amostra reveladora, foi determinado. Em seguida, a atividade
antibacteriana foi calculada e expressa em UA/mL, empregando-se a formula “UA
= titulo x 1000 pL x v** (uL), sendo v o volume do extrato utilizado no ensaio
(Batdorj et al., 2006).

432 AVALIACAO DO MODO DE ACAO BACTERICIDA OU
BACTERIOSTATICO DA(S) SUBSTANCIA(S) ANTAGONISTA(S)

Apos leitura do teste de atividade, realizada em condi¢cdes asseépticas, as

placas nas quais foram observados halo de inibicdo da amostra reveladora foram

8 Synth,Diadema, SP, Brasil
° Difco
10 Direct-Q 3; Millipore, Molsheim, Franca
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cuidadosamente analisadas para a verificagdo da presenca/auséncia de colonias
resistentes no interior dos halos. Aqueles halos de inibicdo que ndo continham
colénias resistentes foram submetidos a raspagem da por¢do mais interna, com o
auxilio de alca bacteriologica. O material assim obtido foi inoculado, em estrias,
em TSA. As placas foram incubadas a 37 °C, por 24 h, em atmosfera de
aerobiose e, entdo, avaliada para verificacdo da presenca/auséncia de
multiplicacdo bacteriana. Em caso de resultado positivo, as colbnias foram
analisadas macroscopica e microscopicamente. A presenca de bastonete Gram
negativo sugestivo de Shigella indicava a presenca de substancia(s)
bacteriostatica(s). Por outro lado, a auséncia de clonagem bacteriana apontava a
expressao de substancia(s) com acao bactericida.
Como controle, a amostra SS12 foi cultivada como descrito anteriormente,
a concentracdo foi ajustada em escala de McFarland 0,5, e a bactéria foi
semeada, com o auxilio de swab, em Mueller Hinton Agar'' e TSA. Discos de
drogas antimicrobianas®? sulfazotrim (bacteriostatico para Shigella), ampicilina e
ciprofloxacina (bactericida para Shigella) foram dispostos sobre o in6culo e as
placas foram incubadas nas mesmas condicdes mencionadas. A presenca de
halos de inibicdo foi avaliada, o diametro dos halos foi determinado, os halos
foram raspados na porcéo proximal em relacdo aos discos de antimicrobianos e o
material foi semeado em TSA. As culturas foram incubadas e processadas como
descrito para as placas teste, contendo o0s extratos proteicos.
Este ensaio foi realizado, também, com as fracbes ativas obtidas apos
cada etapa de purificacdo por cromatografia e ultrafiltracdo (ver item 4.4 e 4.7).
Os experimentos foram realizados por duas pessoas, as cegas, € 0s dados sO
foram analisados no final do desenvolvimento deste estudo, para evitar qualquer

avaliagdo tendenciosa.

1 pifco
12 Laborclin, Pinhais, Parand, Brasil
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4.3.3 ESPECTRO DE ACAO DA(S) SUBSTANCIA(S) ANTAGONISTA(S)

Para avaliacdo do espectro de acdo da(s) substancia(s) antagonista(s)
foram testados tanto a amostra produtora como os extratos proteicos C-30 e C-
75. A amostra SS9 foi cultivada em TSB, a 37 °C, por 24 h, em atmosfera de
aerobiose e, entdo, aliquotas de 10 yL da cultura foram gotejadas em TSA. Apds
secagem, as placas foram incubadas nas mesmas condicdes descritas
anteriormente. No que se refere aos extratos, 10 yL de C-30 e C-75 foram
gotejados sobre a superficie de TSA e o material foi mantido sobre a bancada
para secagem. A seguir, todas as placas (com as culturas de SS9 e com o0s
extratos C-30 e C-75) foram expostas a vapor de cloroformio, por 30 min,
mantidas entreabertas, também por 30 min, para evaporagdo do cloroférmio
residual e, entdo, a camada de TSA foi recoberta com as culturas das bactérias
reveladoras.

Foi empregado, para avaliacdo do espectro de atividade antagonista, um
amplo painel de bactérias (626 amostras), em especial, pertencentes a microbiota
indigena de seres humanos e organismos enteropatogénicos (QUADRO 1). As
amostras, pertencentes a bacterioteca do MOA, mantidas em freezer -80 °C,
foram cultivadas em meio sélido e submetidas a coloracéo pelo método de Gram.
Apods confirmacao da pureza, foram cultivadas em caldo, inoculadas (0,01 mL das
amostras cultivadas em aerobiose e 0,2 mL das amostras cultivadas em
anaerobiose e microaerofilia) em 2,5 mL de meio de cultura semissélido e, entéo,
vertidas sobre a camada de TSA contendo os spots de SS9, C-30 e C-75. Os
meios de cultura empregados (sdlidos, semissolidos e liquidos) e as condi¢des de
cultivo foram selecionados de acordo com as caracteristicas de cada amostra
reveladora (QUADRO 1). Apés incubacéo, avaliou-se a presenca ou auséncia de
halo de inibicdo da amostra reveladora.
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4.4 PURIFICACAO DO EXTRATO C-75

Com base em resultados obtidos previamente pelo nosso grupo (Sousa,
2010; Moreira, 2011), o extrato C-75 foi escolhido para as etapas posteriores do
estudo. C-75 foi submetido a purificacdo por meio de etapas sequenciais de
cromatografia liquida, conforme protocolo do MOA e do Laboratério de
Enzimologia e Fisico-quimica de Proteinas do Departamento de Bioquimica do
ICB/UFMG. As fracbes obtidas apds cada etapa de purificacdo foram testadas
quanto a expressao de antagonismo (4.3) e ao modo de acdo da substancia
(4.3.2) e fracbes ativas foram selecionadas para as etapas subsequentes do

trabalho, de acordo com o perfil cromatogréafico (Moreira, 2011).

4.41 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE TROCA IONICA

C-75 foi submetido a cromatografia de troca iénica em coluna Mono Q™
5/50 GL Tricorn™?*? acoplada a sistema FPLC. Todo o processo cromatografico
foi realizado em temperatura de, aproximadamente, 25 °C. A coluna foi
previamente equilibrada em tampao Tris-HCI 0,02 M, pH 8,0, com um fluxo de 60
mL/h. Para eluicdo da amostra, foi utilizado o0 mesmo tampao acrescido de NaCI**
1 M, em gradiente linear de 0-100%. Fragbes de 1,5 mL foram coletadas,
monitoradas a 280 nm, liofilizadas (Everse & Stolzenbach, 1971), solubilizadas
em agua Milli-Q® estéril e o pool das fracées ativas selecionadas foi encaminhado
para cromatografia em coluna de gel filtracéo (item 4.4.2) e submetido a titulagéo,
dosagem proteica, eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), teste de
atividade in situ (eletroforese em gel de poliacrilamida), e avaliacdo da CIM, CBM

e cinética de acao, conforme descrito nos itens 4.3.1 e 4.8 a 4.10.2.

13 GE Healthcare, Uppsala, Suécia
14 Synth
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Quadro 1
Avaliacdo do espectro de atividade antagonista de Shigella sonnei SS9: amostras

reveladoras e condicfes de cultivo.

Meios de cultura L
o Condicoes
Amostras reveladoras (solido, liquido e _ .
o de incubacéao
semissolido®)

Acinetobacter baumannii (5)°
Kocuria kristinae (1)
Kocuria rosea (1)

Pediococcus pentosaceus (2 Tryptic Soy Agar (TSA) e
p (2) yp y Agar (TSA) 37 °C. 24 b,

Staphylococcussp. (1) Tryptic Soy Broth (TSB) .
aerobiose

Staphylococcus aureus (2) (pH 7,0)
Staphylococcus epidermidis (4)
Staphylococcus haemolyticus (2)

Staphylococcuss warneri (1)

Citrobacter freundii (54)
Citrobacter koseri (38)
Escherichia coli (89)
Enterobacter aerogenes (24)
Enterobacter cloacae (25)
Hafnia alvei (1)
Klebsiella pneumoniae (53) TSA e TSB 37 °C, 24 h,
Morganella morganii (67) (pH 7,0) aerobiose
Proteus mirabilis (56)
Providencia (11)
Providencia rettgeri (1)
Providencia stuartii (2)
Salmonella Typhimurium (1)
Shigella (29)
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Lactobacilli MRS Agar™ e
Bifidobacterium (35) Lactobacilli MRS Broth®®
oH 6,5

37 °C, 48 h,

anaerobiose

Bacteroides (33)

Bacteroides fragilis (6) . ' 17
Brain Heart Infusion Agar

Bacteroides ovatus (2) . _

) _ _ suplementado” e Brain

Bacteroides thetaiotaomicron (1) . 1g 37 °C, 48 h,
Heart Infusion

Bacteroides ureolyticus (1) g anaerobiose
suplementado

Bacteroides vulgatus (1) (PH 7.2)
p )

Peptostreptococcus anaerobius (1)
Peptostreptococcus micros (4)

Fusobacterium (10)

Porphyromonas asaccharolytica (2)  Brain Heart Infusion Agar

Propionibacterium acnes (2) suplementado® e Brain
. _ 37 °C, 48 h,
Prevotella bivia (2) Heart Infusion .
' . anaerobiose
Prevotella corporis (4) suplementado"?
Prevotella disiens (1) (pH 7,2)

Prevotella melaninogenica (1)

Actinomyces turicensis (1)

Centruroides gracilis (2)

Clostridium difficile (1) Brucella Agar*®
Clostridium hastiforme (2) suplementado® e Brucella ~ 37 °C, 48 h,
Clostridium perfringens (1) Broth?° anaerobiose
Gemella sp. (2) (pH 7,2)

Tissierella praeacuta (2)

Wolinella sp. (3)

15 Difco
pifco
Ybifco
Bpifco
19 BD
20 BD
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Enterococcus faecalis (6)
Enterococcus faecium (1)

Sphingomonas paucimobilis (5)

Brain Heart Infusion Agar

suplementado® e Brain

_ 37 °C, 24 h,
Streptococcus constellatus (2) Heart Infusion _ N
_ g microaerofilia
Streptococcus dysgalactiae (1) suplementado
Streptococcus pluranimalium (3) (pH 7,2)
Streptococcus sanginosus (5)
Amostras de referéncia
E. coli enterohemorragica CDC
EDL 933
E. coli enterotoxigénica H10407
. o TSA e TSB 37 °C, 24 h,
E. coli eteropatogénica CDC 0126
(pH 7,0) aerobiose
E. coli ATCC 25925
S. Typhimurium ATCC14028
Shigella flexneri ATCC 12022
B. fragilis ATCC 25285
B. fragilis ATCC 29741 Brain Heart Infusion Agar
B. ovatus ATCC 8483 suplementado® e Brain
37°C, 48h,

B. thetaiotaomicron ATCC 29741
B. vulgatus ATCC 8482
P. asaccharolytica ATCC 25260

Prevotella intermedia ATCC 25611

Heart Infusion
suplementado™®
(pH 7,2)

anaerobiose

2 meio liquido + 0,7 % de agar; °, nimero de amostras, ¢, hemina® 5 mg/mL, menadiona® 1
mg/mL, extrato de levedura® 0,5 %, sangue de cavalo 5 %; 4 hemina 5 mg/mL, menadiona 1
mg/mL, extrato de levedura 0,5 %; °, hemina 5 mg/mL, menadiona 1 mg/mL, extrato de levedura
0,5 %, sangue de cavalo 5 %, L- cistina®* 0,75 %; ', hemina 5 mg/mL, menadiona 1 mg/mL, extrato
de levedura 0,5 %, L- cisteina® 0,5 %; % no meio semissdlido, L-cistina em substituicdo a L-

cisteina.

21 Inlab, S&do Paulo, SP, Brasil
22 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA
23
BD
2 Inlab
% Inlab
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4.4.2 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE GEL FILTRACAO

O pool das fragOes ativas selecionadas obtidas na cromatografia de troca
ibnica foi submetido a cromatografia em coluna de gel filtracdo Superose 12HR
10/30%° acoplada a sistema FPLC. Como fase mével, foi utilizado o tamp&o Tris-
HCI 0,02 M, pH 8,0, com fluxo de 30 mL/h, sendo coletadas fracdes de 1,5 mL, as
quais foram monitoradas a 280 nm. Todo o ensaio cromatografico foi realizado a
temperatura de, aproximadamente, 25 °C. As fracdes foram liofilizadas,
solubilizadas em 50 pL agua Milli-Q® estéril e testadas quanto a expressdo de
antagonismo. Apo6s confirmacdo da atividade antagonista e com base no perfil
cromatografico, algumas das fracbes selecionadas foram empregadas para a
confeccdo de pools. As fracbes e o0s pools foram encaminhados para
cromatografia de fase reversa e submetidos a titulacdo, dosagem proteica,
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), teste de atividade in situ e
avaliacdo da CIM e CBM (itens 4.3.1 € 4.8 a 4.10.1).

443 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE FASE REVERSA POROS®

As fracOes e os pools oriundos da etapa anterior de cromatografia foram
analisados em coluna de fase reversa Poros® (4.6 mm x 10 cm)®’ acoplada a
sistema HPLC. A coluna foi previamente eluida com solucéo B (acetonitrila®® 100
% viv acrescida de &cido trifluoroacético®® (TFA) 0,05%) e equilibrada com
solucdo A (TFA 0,05 % v/v em agua Milli-Q®). As fracdes foram eluidas com as
solucbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de
0 a 100%, utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solugcéo A, 10-40
min 0-100 % da solugdo B e 40-50 min 100 % da solugdo B. A corrida foi
monitorada a 220 e 280 nm, com temperatura aproximada de 25 °C. As fracdes

foram coletadas em volume de 1 mL, liofilizadas e solubilizadas em 20 uL de agua

%5 pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA
%’Life Technologies, Foster City, CA, EUA
% Merck, Darmstadt, Alemanha

29 Sigma-Aldrich
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Milli-Q®. Fracées ativas foram selecionadas para a andlise por cromatografia em
coluna de fase reversa, respeitando-se o perfil cromatogréfico obtido.

444 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE FASE REVERSA SUPELCOSIL™

As fracOes ativas selecionadas ap0s a fase anterior de purificacdo foram
submetidas a outra etapa de cromatografia de fase reversa. Foi empregada

™ (4,5 mm x 25 cm 5 pm)*® acoplada a sistema HPLC,

coluna LC-18 Supelcosi
seguindo 0 mesmo protocolo descrito no item 4.4.3. As fragbes obtidas foram
processadas também como descrito anteriormente (4.4.3) e, entéo, fracbes ativas
e com perfil cromatografico favoravel foram encaminhadas para analise por
espectrometria de massas. Visando a uma melhor purificagdo de uma das fragbes
ativas originadas desta etapa de purificacdo, a mesma foi submetida a

recromatografia em coluna de fase reversa Supelcosil™.

445 RECROMATOGRAFIA EM COLUNA DE FASE REVERSA
SUPELCOSIL™

A fracdo selecionada da etapa anterior (cromatografia em coluna de fase

reversa Supelcosil™

) foi submetida a recromatografia empregando-se a mesma
coluna e condicBes descritas nos itens 4.4.3 e 4.4.4. As fracGes obtidas foram
coletadas em volume de 200 pL, liofilizadas e ressuspendidas em 20 pL de agua
Milli-Q®. Fracbes ativas e com perfil cromatografico favoravel foram

encaminhadas para andlise por espectrometria de massas.

30 Sigma-Aldrich
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4.5 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

As fracdes selecionadas provenientes da etapa de cromatografia de fase

reversa (coluna Supelcosil™

) foram encaminhadas para espectrometria de
massas, para avaliagdo da massa molecular das mesmas. Assim, as fracoes
foram liofilizadas, solubilizadas em solucéo de TFA 0,1% e adicionadas em matriz
de a-ciano-4-hidroxicinamico, acido sinapinico e super DHB na proporcéo de 1:1.
Um volume de 1 plL/spot foi depositado em placa de aquisicdo de dados do
MALDI (MTP AnchorChips 384 x 600)*', a qual foi mantida a temperatura
ambiente. Para determinacdo da massa molecular, foi empregado o Autoflex® il
MALDI-TOF/TOF*? operado no modo linear positivo. Para a calibracdo linear, foi

utilizado o kit de calibracéo Protein Calibration Standard 11*

e, para a analise dos
dados, foi empregado o programa Flex Analysin®*. Esta etapa do estudo foi
realizada no Nucleo de Estrutura e Funcdo de Biomoléculas do Departamento de

Bioquimica e Imunologia do ICB/UFMG.

4.6 SEQUENCIAMENTO PARCIAL DA SUBSTANCIA ANTAGONISTA
PURIFICADA

A substancia antagonista ativa purificada proveniente da cromatografia de
fase reversa em coluna Supelcosil™ foi sequenciada por meio de fragmentacéo
por laser em espectrometro de massa. A sequéncia obtida foi analisada no web
software BLAST, subaplicacéo Protein BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=Dblastp&PAGE_TYPE=BlastSe
arch&LINK_LOC=blasthome), para verificacdo da identidade e similaridade com

outras proteinas. A sequéncia também foi comparada com a de bacteriocinas

3Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA
%2Bruker Daltonics
*Bruker Daltonics
%Bruker Daltonics
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depositadas no banco de dados BACTIBASE (http://bactibase.pfba-lab-
tun.org/main.php).

4.7 PURIFICACAO POR ULTRAFILTRACAO

Uma aliquota de C-75 foi transferida para um dispositivo de
ultracentrifugacdo Amicon Ultra-15, MWCO 10 kDa>® e submetido a centrifugacéo
por 5.000 x g, por 30 min, a 4 °C. Ambas as fragOes, com massa molecular
inferior ou igual e superior a 10 kDa foram submetidas a avaliacdo de expressao
de antagonismo e do modo de acdo da substancia antagonista. O material com
massa molecular igual ou inferior a 10 kDa foi depositado em um dispositivo de
ultracentrifugagcdo Amicon Ultra 0,5 mL, MWCO 3 kDa* e centrifugado nas
mesmas condi¢des descritas acima. A atividade inibitoria das fracbes obtidas foi
avaliada (item 4.3), bem como o modo de acgéo (item 4.3.2) e teste de atividade in
situ (item 4.9.1). A fracdo com massa molecular de 3 a 10 kDa foi submetida a
cromatografia em coluna de fase reversa Supelcosil™ (item 4.4.4) e Waters
Spherisorb (item 4.7.1).

471 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE FASE REVERSA WATERS
SPHERISORB®

As fracBes ativas originadas da cromatografia de fase reversa Supelcosil™

previamente ultracentrifugadas em filtros Amicon foram submetidas a

cromatografia em coluna de fase reversa Waters Spherisorb® C18 ODS2 (4,6 mm

x 25 cm, 5 um)®’ acoplada a sistema HPLC. A coluna foi lavada, equilibrada e as

fracbes foram eluidas seguindo o mesmo protocolo descrito no item 4.4.3. As

fracbes coletadas foram liofilizadas, ressuspendidas em agua Milli-Q® e avaliadas

% Millipore, Bilerica, MA, USA
% Milipore
37 Sigma-Aldrich
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qguanto a sua capacidade de inibicdo de SS12 e modo de a¢cdo, como previamente
descrito nos itens 4.3 e 4.3.2.

4.8 DOSAGEM PROTEICA

A dosagem proteica dos extratos intracelulares C-30 e C-75 e das fracfes
e dos pools originados das cromatografias de troca i6nica e gel filtracdo foi
realizada segundo metodologia descrita por Bradford (1976), que utiliza o corante
Coomassie Brilliant Blue G-250%. O ensaio foi realizado em placa de poliestireno
contendo 96 pocos. Construiu-se uma curva padrdo empregando-se 1 ug, 5 ug,
10 pg, 15 pg e 20 pg de soroalbumina bovina®®. As amostras diluidas 1:10 foram
depositadas na placa e, entdo, submetidas a diluicbes seriadas. Apds adicdo do
reativo de Bradford, a leitura foi realizada em absorbancia de 595 nm e a

concentracao proteica foi calculada.

4.9 SDS-PAGE

C-30, C-75 e as fracbes e o0s pools das fracbes oriundos das
cromatografias de troca idnica e gel filtracdo foram submetidos a SDS-PAGE, em
gradiente de 15 a 20%. Como padrdo de massa molecular foi empregado o Page
Ruler Unstained Broad Range Protein Ladder*®. A corrida foi realizada em
temperatura ambiente, a 120 V e o gel foi corado pela prata (Tunon & Johansson,
1984; Rosenberg, 1996; Alfenas & Brune, 1998). Para a estimativa das massas
moleculares das bandas proteicas, calculou-se o0 R¢ e log;p de cada banda do
padrao de massa molecular. Com estes dados, foi determinada a equagéo da reta

obtida na curva padrédo. Em seguida, foi calculado o Ry de cada banda obtida e,

38 Vetec
39 Sigma
“® Thermo Scientific, West Palm Beach, FL, EUA
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assim, estabelecida a equacdo da reta, obtendo-se o logaritmo da massa
molecular seguido do anti-logaritmo destas bandas (Rosenberg, 1996).

49.1 TESTE DE ATIVIDADE IN SITU

C-30, C-75 e as fragOes e os pools gerados a partir das cromatografias de
troca ibnica e gel filtracdo e as fracdes obtidas por ultrafiltracdo foram submetidas
a eletroforese, para teste de atividade in situ. Empregou-se gel de poliacrilamida
com gradiente 15 a 20% e a corrida foi realizada a temperatura ambiente, a 120
V. Apos a corrida, o gel foi tratado com uma solucéo de isopropanol* 20% e &acido
acético® 10%, sob agitacéo, por 2 h e, a seguir, lavado seis vezes (30 min/vez)
com &gua destilada estéril. O gel foi depositado, sob condicbes assépticas, em
uma placa de Petri, sobre uma camada de TSA e, entéo, recoberto com 20 mL de
TSA semissolido acrescido de 60 pyL de cultura de S. sonnei SS12. A placa foi
incubada a 37 °C, por 24 h, em aerobiose e a leitura foi realizada pela avaliacao
da presenca de linhas de inibicdo da amostra reveladora. As massas moleculares
das bandas proteicas com atividade antibacteriana foram determinadas por
comparacdo com o padréo pré-corado Spectra™ Multicolor Broad Range Protein
Ladder®® (Farias et al., 1994; Alfenas & Brune, 1998).

4.10 DETERMINACAO DA CIM

Para determinac&o da CIM, foram testados os extratos C-30 e C-75 e as
fracGes e os pools obtidas das cromatografias de troca ibnica (diluidos 1:10) e gel
filtracdo. Todas as amostras foram esterilizadas por filtragdo (poro 0,22 pm)* e
transferidas para pocos de placa de poliestireno (96 pocos). Os testes foram

realizados em triplicata, exceto para as fracbes e 0s pools obtidos da

4 Merck, Rio de Janeiro, RJ, Brasil

3 Fermentas Life Science, Burlington, Ontario, Canada
*Millex, Bedford, MA, EUA
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cromatografia de gel filtracdo, que foram avaliados em duplicata. Foram
realizadas diluicbes seriadas em Mueller Hinton Broth, obtendo-se, em cada poco,
um volume final de 200 pL. A concentracdo da cultura da amostra indicadora
SS12 foi determinada em espectrofotdometro, em absorbéancia de 625 nm, e
diluida 1:10 em solucéo salina estéril, para obtencéo da concentracéo de 2 x 10°
UFC/mL. Em outra placa de poliestireno, foram adicionados 90 pL de Mueller
Hinton Broth nos pocos teste e, a cada poco, foram adicionados 100 pL de cada
diluicdo das amostras e 10 pyL da cultura de SS12. Nos pocos controle positivo
foram depositados 190 pL meio e 10 pL de SS12 e nos pogos controle negativo
foram adicionados 100 pyL da amostra teste, 90 uL de meio e 10 pL de solucdo
salina estéril ou 190 pL de Mueller Hinton Broth e 10 pL de solug&o salina estéril.
A placa foi incubada a 37 °C, por 24 h, em aerobiose e a leitura foi realizada pela
observacdo da presenca ou auséncia de turvacdo do meio de cultura. A CIM foi
definida como a menor concentragao de bacteriocina capaz de inibir visivelmente
a multiplicacdo de SS12. Para auxiliar a leitura do teste, adicionou-se a cada poco
10 pL de TTC* 0,5 % p/v (Santana, et al., 2002; CLSI, 2003; Valeff, 2011;
Oliveira, 2013).

4.11 DETERMINACAO DA CBM

Aliguotas de 100 pL dos controles negativos e de todas as amostras teste
gue ndo apresentaram crescimento bacteriano visivel foram transferidas para
placas contendo Mueller Hinton Agar. O in6culo foi realizado com o auxilio de
alcas de vidro em L. O controle positivo foi diluido 10™, 10° e 10®° em Mueller
Hinton Broth e 100 pL de cada diluicdo foram inoculados como descrito acima. As
placas foram incubadas a 37 °C, por 24 h, em anaerobiose e, entdo, procedeu-se
a leitura, pela contagem de colénias para estimativa do nimero de UFC/mL
(CLSI, 2003; Valeff, 2011, Oliveira, 2013).

45Merck, Darmstadt, Alemanha
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4.12 CINETICA DE ACAO DOS EXTRATOS C-30 E C-75 E DO POOL
CONSTITUIDO PELAS FRACOES ATIVAS ORIGINADAS DA
CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

Para avaliagdo da cinética de acéo, foram utilizados os extratos C-30, C-
75 e o pool obtido da cromatografia de troca ibnica. O material foi diluido 1:10 em
Mueller Hinton Broth, esterilizado por filtragdo e diluido no mesmo caldo a uma
concentragéo 4 vezes inferior ao MIC. A concentragéo da amostra indicadora da
expressdo antagonista SS12 foi ajustada, no momento de uso, em
espectrofotometro (absorbancia de 625 nm) e diluida 1:10. Cada amostra foi
testada em uma placa de poliestireno estéril. Nos pocos teste e controle negativo
foram depositados 100 pL da amostra teste diluida, 90 pL de Mueller Hinton Broth
e 10 yuL da amostra reveladora (pocos teste) ou 10 uL de solucdo salina estéril
(pocos controle). Os pocos controles positivos continham 190 pL de caldo e 10 pL
da amostra indicadora. As placas foram incubadas a 37 °C, em aerobiose. Nos
tempos de 0 a 40, de 70 a 110 minutos com intervalos de 10 minutos e de 125 a
245 minutos com intervalos de 15 minutos, aliquotas de 100 L foram retiradas e
semeadas em Mueller Hinton Agar. As placas foram incubadas a 37 °C, por 24 h,
em aerobiose e a leitura foi realizada pela estimativa do nimero de UFC/mL
(CLSI, 2003; Valeff, 2011; Oliveira, 2013).
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5 RESULTADOS



5.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTAGONISTA, RENDIMENTO DA
EXTRACAO, TITULACAO E DOSAGEM PROTEICA DOS EXTRATOS C-
30EC-75

C-30 e C-75 exibiram atividade inibitéria contra a amostra reveladora S.
sonnei SS12 (FIG. 1 e FIG. 2). Os volumes obtidos apds dialise, os titulos de
atividade antagonista e a dosagem proteica dos extratos C-30 e C-75 estdo
apresentados na Tabela 1. O extrato C-75 apresentou resultados mais favoraveis

10 para todos os parametros avaliados. Os dados corroboram aqueles relatados por
Moreira, 2011; Sousa et al., 2013a).

15 Tabela 1
Rendimento da extracdo das fracdes proteicas intracelulares de Shigella sonnei

SS9 obtidas a saturacéo de 30% e 75% de sulfato de amonio.

Parametro C-30 C-75

Volume 15,200 mL 24,550 mL
Titulo de atividade antagonista 5,49 x10*® UA/mL? 1,40 x 10*® UA/mL

Concentracgéo proteica 64,3 mg/mL 112,3 mg/mL

& unidades arbitrarias de atividade antibacteriana/mL.
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Figura 1
Avaliacdo da atividade antagonista do extrato proteico intracelular de Shigella sonnei SS9 precipitado a concentracédo de 30 %
de sulfato de ambnio contra S. sonnei SS12. Titulo de atividade antagonista: 54.975.581.388.800 UA/mL.



Figura 2

Avaliacdo da atividade antagonista do extrato proteico intracelular de Shigella sonnei SS9 precipitado a concentracédo de 75 %
de sulfato de amonio contra S. sonnei SS12. Titulo de atividade antagonista: 140.737.488.355.532.800 UA/mL
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51.1 AVALIACAO DO MODO DE AGAO BACTERICIDA OU
BACTERIOSTATICO DA(S) SUBSTANCIA(S) ANTAGONISTA(S): C-30 e
C-75

N&o houve multiplicacdo bacteriana a partir do in6culo do material
raspado dos halos de inibicdo da amostra reveladora gerados pela acéo de C-30
e C-75. S. sonnei SS12 mostrou-se suscetivel aos trés antimicrobianos testados,
sendo observados halos de inibicdo com os seguintes diametros: sulfazotrim, 19
mm; ampicilina, 26 mm; e ciprofloxacina, 34 mm (CLSI, 2013). A partir do raspado
do halo de inibicdo gerado pelo sulfazotrim, foi possivel cultivar um bastonete
Gram negativo com morfologia compativel com S. sonnei. Para os demais

antimicrobianos, ndo foi observada multiplicacdo bacteriana (FIG. 3).

Figura 3

a) Acao de sulfazotrim (SUT), ampicilina (AMP) e ciprofloxacina (CIP) contra
Shigella sonnei SS12; b) multiplicacdo de bastonete Gram negativo a partir de

raspado da porcao central do halo de inibicdo gerado pelo SUT.
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5.1.2 ESPECTRO DE ACAO DA(S) SUBSTANCIA(S) ANTAGONISTA(S)

Das 626 amostras reveladoras analisadas, 67 (10,7 %) mostraram-se
suscetiveis a(s) substancia(s) antagonista(s) produzida(s) por SS9. C-30 e C-75
expressaram atividade contra 34 (5,4 %) e 43 (6,9 %) das 67 amostras,
respectivamente. Todas as amostras suscetiveis a acdo de C-30 também
demonstraram suscetibilidade a C-75.

As 67 amostras suscetiveis pertencem a seis géneros, trés deles
incluidos na familia Enterobacteriaceae. Considerando-se apenas 0S Qrupos
bacterianos para os quais um grande nimero de amostras foi testado, os maiores
percentuais de suscetibilidade foram observados para Shigella e E. coli. Das 93
amostras de E. coli, 30 (32,3 %), incluindo a amostra E. coli enterotoxigénica,
demonstraram suscetibilidade a(s) substancia(s) antagonista(s) sintetizadas por
SS9. No que se refere a Shigella, 24 das 30 (80,0 %) amostras avaliadas,
incluindo S. flexneri, foram suscetiveis a acao antagonista de SS9 (TAB. 2 e FIG.
4).

5.2 PURIFICACAO DO EXTRATO C-75

5.2.1 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE TROCA IONICA

A partir da cromatografia em coluna aniénica Mono Q™, foram geradas
40 fracOes ativas. As fracfes 1 a 7, que nao interagiram com a coluna, geraram
halos de inibicdo maiores e limpidos (FIG. 5 e FIG. 6). As fracdes foram
empregadas para constituicdo de um pool (pool TI) que, apos liofilizacdo e
ressuspensdo em agua Milli-Q® (volume total 1,4 mL) apresentou concentracdo
proteica de 6,51 mg/mL e titulacdo superior a 1,40 X 10*® UA/mL (FIG. 5). O pool

foi encaminhado para cromatografia de gel filtracao.
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Tabela 2
Espectro de acéo antagonista de Shigella sonnei SS9 e dos extratos

intracelulares proteicos obtidos a 30 % e 75 % de saturacdo de sulfato de amonio.

Amostras suscetiveis SS9 C-30 C-75
Enterobacter aerogenes 3/12,5 % 2 3
Enterobacter cloacae 1/4,0 % 1
Escherichia coli 30/32,3 % 15 20
Shigella 24/80,0 % 16 19
Bacteroides 2/6,1 % 0 0
Bacteroides fragillis 1/12,5 % 0 0
Bacteroides ovatus 1/33,3 % 0 0
Bacteroides thetaiotaomicron 1/50,0 % 0 0
Bacteroides vulgatus 1/50,0 % 0 0
Bifidobacterium 2/5,7 % 0 0
Prevotella bivia 1/50,0 % 0 0

5.2.1.1 AVALIACAO DO MODO DE AGAO BACTERICIDA OU BACTERIOSTATICO DA(S)

SUBSTANCIA(S) ANTAGONISTA(S) PRESENTE(S) NAS FRACOES ATIVAS
Nao houve multiplicagdo bacteriana a partir do inéculo do material

raspado dos halos de inibicdo da amostra reveladora gerados pela acdo das

fracBes 1 a 7 originadas da cromatografia em coluna de troca ionica.
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Bacteroides Bifidobacterium Enterobacter
aerogenes
10
15
Escherichia coli Prevotella bivia Shigella
Figura 4
Avaliacéo da atividade antagonista de Shigella sonnei
20 SS9, amostra de S. sonnei isolada de espécime fecal de crian¢ca com doenca

diarreica aguda; C-30 e C-75, extratos proteicos intracelulares de SS9
precipitados a concentragdes de 30 % e 75 % de sulfato de amonio,

respectivamente.
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Figura 5

Perfil cromatografico em coluna de troca i6nica da fracdo intracelular de Shigella
sonnei SS9 precipitada a 75% de sulfato de amonio (C-75) em coluna Mono Q™
5/50 GL Tricorn™ (GE Healthcare) equilibrada com tampao Tris-HCI 0,02 M, pH
8,0, eluida em gradiente linear de 0 a 1,0 M de NaCl no mesmo tampao,
com fluxo de 1,0 mL/min, leitura em Abs = 280 nm. Em ciano, titulo de atividade

antagonista do pool Tl (fracdes 1 a 7); amostra reveladora: S. sonnei SS12.
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Figura 6

Atividade antagonista das fracGes 1 a 8 obtidas da cromatografia em coluna de
troca ibnica do extrato intracelular de Shigella sonnei SS9 precipitado a 75 % de

sulfato de amonio contra a amostra indicadora S. sonnei SS12.

5.2.2 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE GEL FILTRACAO

A cromatografia em coluna de gel filtracdo do pool TI gerou 25 fracdes
(FIG. 7). As fracOes 2 a 15 apresentaram atividade e, entre elas, as fragbes 2 a 11
foram selecionadas para o proximo passo de purificacdo. Algumas fracfes foram
agrupadas em pools, respeitando-se o perfil cromatografico obtido. A
concentracdo proteica e o titulo de atividade antagonista das fracbes 10 e 11 e
dos pools das fracdes 2 a 4 (pool GF1), 5 e 6 (pool GF2) e 7 a 9 (pool GF3) estédo

apresentados na TAB. 3.
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Figura 7

Perfil cromatogréafico em coluna de gel filtracdo do pool Tl (fragBes 1 a 7) obtido

da cromatografia de troca idnica do extrato intracelular precipitado em 75% de
5 sulfato de aménio da amostra de Shigella sonnei SS9. Em ciano, titulo de

atividade antagonista dos pools GF1 (fracdes 2 a 4), GF2 (fragbes 5 e 6), GF3

(fracBes 7 a 9) e das fracdes 10 e 11; amostra reveladora: S. sonnei SS12.
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Tabela 3
Titulo de atividade antagonista e concentracdo proteica dos pools GF1, GF2, GF3

e das fracGes 11 e 12 originados da cromatografia em coluna de gel filtrag&ao®.

Pool GF1 Pool GF2 Pool GF3
Parametro (fracbes  (fracbes (fracOes
2a4) 5e6) 7a9)

Fracéo Fracéo
10 11

Titulo de atividade 25 600 25 600 800 6.400 400

antagonista (UA/mLP)

Concentragao proteica
14,836 3,1272 0,876 2,2036 0,0868
(mg/mL)

4 corrida cromatografica empregando o pool constituido pelas fragdes 1 a 7 recuperadas
da cromatografia de troca ibnica da fragéo intracelular de Shigella sonnei SS9 precipitada

a 75 % de sulfato de aménio; °, unidades arbitrarias de atividade antibacteriana/mL.

5.2.2.1 AVALIACAO DO MODO DE AGAO BACTERICIDA OU BACTERIOSTATICO DA(S)

SUBSTANCIA(S) ANTAGONISTA(S) PRESENTE(S) NAS FRAGCOES ATIVAS

Observou-se multiplicacdo bacteriana a partir do in6culo do material
raspado dos halos de inibicdo da amostra reveladora gerados pela acdo das
fracbes 3 e 9 originadas da cromatografia em coluna de gel filtracdo. O exame
microcopico apés coloracdo pelo método de Gram evidenciou bastonetes Gram
negativos sugestivos de S. sonnei, 0 que indica que a(s) substancia(s)

antagonista(s) presente(s) nestas frac6es possui(em) efeito bacteriostatico.

5.2.3 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE FASE REVERSA POROS®

Cada uma das corridas cromatograficas em coluna de fase reversa
Poros® referentes aos pools GF1, GF2 e GF3 e as fra¢des 10 e 11 originadas da
cromatografia da coluna de gel filtragdo gerou 50 fracdes (FIG. 8 a 12). Os

resultados dos testes de avaliacdo de atividade antagonista e as fracdes
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encaminhadas para a cromatografia em coluna de fase reversa Supelcosi

I™ estdo

discriminados na TAB. 4. Os ensaios de titulacdo, dosagem proteica, eletroforese

em gel de poliacrilamida, avaliacdo da CIM, CBM e cinética de acdo ndo foram

realizados devido a quantidade pequena de material disponivel. Merece destaque

5 a fracdo 26 recuperada da corrida cromatografica em coluna de fase reversa

Poros® da fracéo 10 obtida da cromatografia de gel filtrac&o.

10

Tabela 4

Sequéncia de purificacdo cromatografica em colunas de gel filtracdo e fase

reversa Poros® e Supelcosil™.

Fracbes/pool
ativos originados
da cromatografia

de gel filtracéo

Fracdes ativas
originadas da
cromatografia de

fase reversa POI’OS®

Fracdes encaminhadas para
cromatografia de fase reversa

Supelcosil™

Pool GF1
(fracOes 2 a 4)
Pool GF2
(fracdes 5 e 6)

Pool GF3
(fracdes 7 a 9)

Fracéo 10

Fracao 11

Fracdes 24 a 38

Fracdes 26 a 39

FracOes 25 a 39

FracOes 26 a 36

Fracdes 25 a 33

Fracdo 24, pools FR1 (fracbes 25 e 26)
e FR2 (fracOes 27 a 29)
FracOes 26, 27 e 28, pools FR3 (fracbes
29 e 30) e FR4 (fracBes 31 a 33)
FracOes 25, 26, 27, 28, pools FR5
(fracdes 29 e 30), FR6 (fracdes 31 e 32)
e FR7 (fracdes 33 a 36)
FracOes 26 e 27, pools FR8 (fracdes 28
e 29) e FR9 (fragcbes 30 a 34)
FracOes 25 e 27, pools FR10 (fracbes 28
e 29), FR11 (fracBes 30 e 31) e FR12
(fracdes 32 e 33)
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Figura 8
Perfil cromatografico em coluna de fase reversa do pool GF1 (fracfes 2 a 4 da cromatografia de gel filtrac&o). Coluna Poros® (Life
Technologies) eluida com solucao B (acetonitrila 100% v/v acrescida de &cido trifluoroacético (TFA) 0,05%) e equilibrada com solucdo A
(TFA 0,05% v/v em &gua Milli-Q®). Fracdes eluidas com as solu¢des A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear
de 0 a 100% (linha verde), utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100% da solucdo A, 10-40 min 0-100% da solu¢éo B e 40-50 min 100%
da solucdo B. A corrida foi monitorada a 220nm (rosa) e 280nm (preto), com temperatura aproximada de 25°C. As fracdes 24 a 38
apresentaram atividade antagonista e as fracdes 24 (eluida com 45% solucdo B) a 29(eluida com 64% solucao B) foram encaminhadas
para cromatografia em coluna Supelcosil™.
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Figura 9

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa do pool GF2 (fragbes 5 e 6 da cromatografia de gel filtrac&o). Coluna Poros® (Life
Technologies) eluida com solucao B (acetonitrila 100% v/v acrescida de acido trifluoroacético (TFA) 0,05%) e equilibrada com solucao A
(TFA 0,05% v/v em &gua Milli-Q®). Fracdes eluidas com as solu¢des A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear
de 0 a 100% (linha verde), utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100% da solucdo A, 10-40 min 0-100% da solu¢éo B e 40-50 min 100%
da solucéo B. A corrida foi monitorada a 220nm (rosa) e 280nm (preto), com temperatura aproximada de 25°C. As fracdes 26 a 39
apresentaram atividade antagonista e as fragdes 26 (eluida com 50% solucdo B) a 33(eluida com 77% solucao B) foram encaminhadas
para cromatografia em coluna Supelcosil™.
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Figura 10

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa do pool GF3 (fracbes 7 a 9 da cromatografia de gel filtrac&o). Coluna Poros® (Life
Technologies) eluida com solucao B (acetonitrila 100% v/v acrescida de &cido trifluoroacético (TFA) 0,05%) e equilibrada com solugéo A
(TFA 0,05% v/v em &gua Milli-Q®). Fracdes eluidas com as solu¢des A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear

de 0 a 100% (linha verde), utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100% da solucdo A, 10-40 min 0-100% da solugéo B e 40-50 min 100%

da solucdo B. A corrida foi monitorada a 220nm (rosa) e 280nm (preto), com temperatura aproximada de 25°C. As fracdes 25 a 39

apresentaram atividade antagonista e as fracdes 25 (eluida com 50% solucéo B) a 36 (eluida com 86 % solucdo B) foram encaminhadas
para cromatografia em coluna Supelcosil™.
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Figura 11
Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fragéo 10 da cromatografia de gel filtrag&o. Coluna Poros® (Life Technologies) eluida
com solucao B (acetonitrila 100% v/v acrescida de acido trifluoroacético (TFA) 0,05%) e equilibrada com solucao A (TFA 0,05% v/v em agua
Milli-Q®). Fracdes eluidas com as solucdes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100% (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100% da solucdo A, 10-40 min 0-100% da solu¢éo B e 40-50 min 100% da solucéo B. A corrida foi
monitorada a 220nm (rosa) e 280nm (preto), com temperatura aproximada de 25°C. As fracOes 26 a 36 apresentaram atividade antagonista
e as fragdes 26 (eluida com 50% solugéo B) a 34 (eluida com 79 % solucao B) foram encaminhadas para cromatografia em coluna

Supelcosil™.
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Figura 12
Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fragéo 11 da cromatografia de gel filtracdo. Coluna Poros® (Life Technologies) eluida
com solucao B (acetonitrila 100% v/v acrescida de acido trifluoroacético (TFA) 0,05%) e equilibrada com solucao A (TFA 0,05% v/v em agua
Milli-Q®). Fracdes eluidas com as solucdes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100% (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100% da solucéo A, 10-40 min 0-100% da solucéo B e 40-50 min 100% da solu¢éo B. A corrida foi
monitorada a 220nm (rosa) e 280nm (preto), com temperatura aproximada de 25°C. As fragcfes 25 (eluida com 50% solucdo B) a 33 (eluida
com 76 % solucéo B) apresentaram atividade antagonista e foram encaminhadas para cromatografia em coluna Supelcosil™.
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5.2.3.1 AVALIACAO DO MODO DE AGCAO BACTERICIDA OU BACTERIOSTATICO DA(S)

SUBSTANCIA(S) ANTAGONISTA(S) PRESENTE(S) NAS FRAGOES ATIVAS

Na TAB. 5 sdo apresentados os resultados relativos a multiplicacao
bacteriana a partir do in6culo do material raspado dos halos de inibicdo da
amostra reveladora originados pelas fracdes obtidas da cromatografia em coluna
de fase reversa Poros®. O exame microscopico ap6s coloracéo pelo método de
Gram evidenciou bastonetes Gram negativos sugestivos de S. sonnei. O
resultado obtido para a fracdo 28 da cromatografia de fase reversa em coluna
Poros® obtida do pool GF1 (fracbes 2 a 4 da cromatografia de gel filtrag&o)

repetiu-se na maioria das extragdes proteicas.

Tabela 5
FracSes obtidas da cromatografia em coluna de fase reversa Poros® que
produziram halos de inibicdo de Shigella sonnei SS12 a partir dos quais foi

cultivado bastonete Gram negativo sugestivo de S. sonnei.

Origem da fracao:

Fracao
cromatografia de gel filtracédo
28 Pool GF1 (fracbes 2 a 4)
26 e 27 Pool GF2 (fragbes 5 e 6)
27,28,30¢e 32 Pool GF3 (fragbes 7 a 9)
27,29 e 30 Fracéo 10
27 e 30 Fracédo 11

5.2.4 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE FASE REVERSA SUPELCOSIL™

Cada uma das corridas cromatogréficas em coluna Supelcosil™

gerou 45
fragbes. O resultado dos testes de atividade das fragbes recuperadas destas
corridas esta apresentado na TAB. 6. A atividade antagonista foi observada entre

as fragOes 30 a 40, com excecao da fracdo 24 obtida do pool FR2 (fracdes 27 a
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29 da cromatografia em coluna de fase reversa Poros®). Dosagem proteica,
titulacdo, analise em gel de poliacrilamida e determinacdo de CIM, CBM e cinética
de acdo nao foram realizadas uma vez que a quantidade de material era
insuficiente.

Os cromatogramas referentes a fracdo purificada e as fracdes
parcialmente purificadas, contendo até quatro massas, estdo apresentados nas
FIG. 13 a 33 (Anexo 1). A atividade antagonista das fracoes 30 a 38 recuperadas
da cromatografia em coluna de fase reversa Supelcosil™ [origem: fracdo 26 da
cromatografia de fase reversa coluna Poros® - fragcdo 10 da cromatografia de gel
filtracdo - pool Tl (fracdes 1 a 7) da cromatografia de troca i6nica] esta ilustrada

na FIG. 34. Destaque para a fracdo 34, que foi purificada.

5.2.4.1 AVALIACAO DO MODO DE AGAO BACTERICIDA OU BACTERIOSTATICO DA(S)

SUBSTANCIA(S) ANTAGONISTA(S) PRESENTE(S) NAS FRAGCOES ATIVAS

As fracdes obtidas da cromatografia de fase reversa Supelcosil™ que
geraram halos de inibicdo da amostra reveladora a partir dos quais bastonetes
Gram negativos sugestivos de S. sonnei foram cultivados estao listadas na TAB.
7. O resultado obtido para a fracdo 33 [origem: fracdo 27 da cromatografia fase
reversa Poros® - pool GF3 (fracbes 7 a 9 da cromatografia de gel filtracdo) - pool
Tl (fracbes 1 a 7 da cromatografia de troca ionica)] repetiu-se em diversos

ensaios.

525 RECROMATOGRAFIA EM COLUNA DE FASE REVERSA
SUPELCOSIL™

Na tentativa de uma melhor purificacdo a fracdo 35 originada da
cromatografia em coluna de fase reversa Supelcosil™ [origem: fracdo 25 da
cromatografia de fase reversa Poros® - pool GF1 (fracdes 2 a 4 da cromatografia
de gel filtracdo) - pool Tl (fracbes 1 a 7 da cromatografia de troca ibnica)] foi

selecionada e submetida a uma segunda corrida cromatografica empregando-se
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a mesma coluna. Foram originadas as fracoes 34.1 a 34.5, 35.1 a 35.5e 36.1 a

36.4, ativas contra a amostra indicadora SS12.

5 5.2.5.1 AVALIACAO DO MODO DE AGAO BACTERICIDA OU BACTERIOSTATICO DA(S)

SUBSTANCIA(S) ANTAGONISTA(S) PRESENTE(S) NAS FRAGOES ATIVAS

N&do houve multiplicacdo bacteriana a partir do in6culo do material
raspado dos halos de inibicdo da amostra reveladora gerados pela acdo de
10 nenhuma das fracGes originadas da recromatografia em coluna de fase reversa

Supelcosil™.

Tabela 6

15 FracBes ativas obtidas da cromatografia em coluna de fase reversa Supelcosil™.

Fracdes/pool Fracbes/pool
originados da originados da FracOes ativas obtidas da cromatografia
cromatografia de  cromatografia de de fase reversa Supelcosil™

gel filtracao fase reversa Poros®

Fracao 24 -
Pool FR1
Pool GF1 . FracOes 34 a 38
. (fracdes 25 e 26)
(fracOes 2 a 4)
Pool FR2

FracOes 24, 33 a 38
(fracdes 27 a 29)

Fracao 26 Fracdes 32 a 39
Fracéo 27 Fracbes 33 a 39
Fracéo 28 Fracbes 33 a 39
Pool GF2

Pool FR3

(fracbes 5e 6 Fracbes 32 a 39

(fracdes 29 e 30)

Pool FR4

. FracOes 33 a 38
(fracdes 31 a 33)
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Pool GF3

(fracOes 7 a9

Fracéo 25
Fracéo 26
Fracao 27
Fracao 28
Pool FR5
(fracdes 29 e 30)
Pool FR6
(fracdes 31 e 32)
Pool FR7
(fracOes 33 a 36)

Fracbes 33 a 39
Fracbes 30 a 40
Fracoes 32 a 39
Fracdes 32 a 39

Fracbes 32 a 38

Fracdes 30 a 38

Fracbes 29 a 37

Fracao 26 Fracdes 30 a 38
Fracao 27 Fracdes 30 a 38
Pool FR8
Fracéo 10 . FracGes 30 a 38
(fracOes 28 e 29)
Pool FR9
Fracdes 30 a 38
(fracdes 30 a 34)
Fracéo 25 FracOes 33 a 38
Fracéo 27 FracOes 33 ao 38
Pool FR10
Fracdes 30 ao 38
(fracdes 28 e 29)
Fracéo 11 Pool FR11
. FracGes 35 ao 37
(fracdes 30 e 31)
Pool FR12

(fracdes 32 e 33)

Fracdes 34 ao 38
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Figura 34

Atividade antagonista das fragOes originadas da cromatografia em coluna de fase
reversa Supelcosil™ [origem: fracdo 26 da cromatografia de fase reversa Poros® -
origem: fragéo 10 da cromatografia de gel filtrag&o - pool Tl (fracbes 1 a 7)
da cromatografia de troca ibnica - extrato intracelular de
Shigella sonnei SS9 precipitado a 75 % de sulfato de amonio] contra

a amostra indicadora S. sonnei SS12.
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Tabela 7

FracOes obtidas da cromatografia em coluna de fase reversa Supelcosil™

que
produziram halos de inibicdo de Shigella sonnei SS12 a partir dos quais foi
cultivado bastonete Gram negativo sugestivo de S. sonnei.

Origem da fracao:

Fracéo ® . ~
fase reversa Poros™ - gel filtragao
36 28 - pool GF2
33 27 - pool GF3
33 28 - pool GF3
31,32,35e 38 27 - fracao 10
33e37 Pool FR9 (fracdes 30 a 34) - fragéo 10
33e37 Pool FR10 (fragbes 28 e 29) - fragédo 11

5.3 AVALIACAO DAS MASSAS MOLECULARES DAS FRACOES ATIVAS
PURIFICADA E PARCIALMENTE PURIFICADAS

5.3.1 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE FASE REVERSA SUPELCOSIL™

Os resultados relativos a espectrometria de massas das fracfes ativas

obtidas da cromatografia de fase reversa em coluna Supelcosil™

parcialmente
purificadas e purificada estdo listados na TAB. 8. Dados referentes as fracfes
contendo até quatro massas moleculares foram apresentados. Uma das fracdes,
com massa molecular de 7.279,134 Da, foi purificada.

Os perfis dos espectros de massa contendo até duas massas moleculares
estdo apresentados como Anexo 2 (FIG. 35 a FIG. 60). As fracdes 38 (FIG. 39),
31(FIG. 44), 39 (FIG. 47), 32 (FIG. 48), 32 (FIG. 50) e 30 (FIG. 57) apresentaram
apenas uma massa molecular, quais sejam 7.377,969 Da, 7.235,679 Da,

10.761,097 Da, 7.338,008 Da, 7.341,498 Da e 7.877,274 Da, respectivamente.
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Tabela 8

Resultados da espectrometria de massas das fracées com até quatro massas

moleculares originadas da cromatografia em coluna de fase reversa Supelcosil™
e origem das fragdes®.
Cromatografia
Massa molecular
Fase reversa
(Da) Gel filtrag&o
Supelcosil™ Poros®
10.123,881 35 Pool FR1
24.552,340 (fracBes 25 e 26)
6.410,649
9.535,329 24
10.122,652
20.372,986 33 Pool GF1
7.388,035 Pool FR2 (fracOes 2 a 4)
9.215,479 37 (fracBes 27 a 29)
24.669,372
9.214,614
9.394,206 38
20.397,587
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6.563,857

8.995,100

9.396,267
26.679,268

36

7.842,672
9.396,826

37

7.385,905
9.214,176
10.900,831

38

Fracao 26

7.393,103
9.216,335
18.563,100

38

7.407,937
9.272,358
10.736,564
18.558,191

39

Fracao 27

7.380,400
8.171,333
9.368,083

37

7.377,969

38

Fracéo 28
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7.296,753

10.092,995
26.358,138

32

7.374,512
7.811,138
9.370,049

37

7.377.502
7.811,587

38

7.378,750
9.243,296

39

Pool FR3
(fracdes29 e 30)

Pool GF2

6.817,719

10.645,063

33

7.386,828
7.820,264
9.250,963

37

6.174,081
7.397,701
7.821,927
9.256,579

38

(continuacéo)

Pool FR4
(fracdes31 a 33)
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7.237,307
12.534,376
18.022,094
25.124,721

33

7.235,343
9.145,786
25.038,362

34

1.068,486
4.340,049
6.991,249
7.812,691

37

5.346,583
7.816,517
10.706,136

39

Fracao 25

Pool GF3

5.633,748
6.401,964

30

7.235,679

31

7.296,251
20.866,140
26.360,694

32

9.094,784
18.182,508
20.647,021

35

5.347,669
9.184,995
10.646,511
21.611,674

40

(fracOes7 a 9)

Fracao 26
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7.312,276
26.344,106

32

10.286,362
20.747,279
41.303,497

34

10.286,362
15.254,986
20.764,560
41.386,433

35

9.233,731

10.706,998
10.976,160

39

Fracao 27

7.331,113
22.113,503

32

7.423,219
7.856,869
20.758,080

38

10.761,097

39

Fracao 28

Pool GF3
(continuacéo)

7.338,008

32

7.276,260
9.577,549
20.758,080
25.052,665

34

7.276,402
9.008,965
20.758,080
20.290,184

35

7.276,737

7.856,414

9.012,172
20.780,880

37

7.277,150
7.860,562
8.193,741

38

Pool FR5
(fracdes29 e 30)

128



5.938,576
6.423,931

30

7.341,498

32

7.424,074
7.863,417
9.294,768
18.570,550

38

Pool FR6
(fracdes 31 e 32)

7.279,485
7.485,706

31

7.340,294
7.547,522

32

7.281,695
9.842,931
10.744,434

33

7.280,554
9.547,551
11.585,393

35

7.424,774

9.021,102
20.744.090
25.063,226

36

Pool GF3
(continuacéo)

Pool FR7
(fracdes33 a 36)
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6.261,017
6.932,622
7.877,964

30

7.279,134

34

7.277,154
8.031,282
8.449,314
9.051,209

38

Fracéo 26

6.262,065
7.896,821

30

20.721,109
24.709,552

35

20.721,109
24.728,435

36

Fracao 27

6.257,573
6.973,776
7.874,268

30

6.415,827
10.149,942
10.711,109
20.598,995

33

5.780,091
9.232,252
24.668,974

36

5.780,973
9.232,998
24.670,785

37

5.782,259
7.416,072
9.237,049

38

Fracéo 10

Pool FR8
(fracdes28 e 29)

7.877,274

30

8.126,979
10.153,323

32

Pool FR9
(fracdes30 a 34)
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6.418,160
10.703,747 33
21.398,493

7.282,824
9.203,435
9.5743,717 34 Fracio 25
21.398,493

9.199,738
9.743,717
24.214.955 35
28.587,628

6.417,316
9.584.671
10.702,779 33

20.364,228 Fracio 27

7.425,826 )
9.296,919 37 Fracao 11
20.664,912

5.664,785
6.261,465 30

5.663,668
6.615,865 31

6.420,252
10.152,710
10.697,560 33 Pool FR10

20.363,615 (fragcbes28 e 29)

6.421,604
9.590,283 34
20.685,630

7.428,222
7.863,336 38
9.298,750

® todas as fragcdes encaminhadas para cromatografia em coluna de gel filtrag&o originaram-se do

pool Tl (fracdes 1 a 7 da cromatografia de troca idnica).
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5.3.2 RECROMATOGRAFIA EM COLUNA DE FASE REVERSA
SUPELCOSIL™

A partir da recromatografia da fracdo 35 da cromatografia de fase reversa
Supelcosil™ [(origem: cromatografia de fase reversa Poros® 25 - pool GF1
(fracbes 2 a 4 da cromatografia de gel filtracdo) - pool Tl (fragbes 1 a 7 da
cromatografia de troca ionica)] foram obtidas 14 fracdes ativas, denominadas 34.1
a 34.5, 35.1 a 35.5 e 36.1 a 36.4. As fracOes 34.1 a 36.1 apresentaram massas
distintas e foram consideradas parcialmente purificadas. Aquelas com até quatro
massas moleculares estao listadas na TAB. 9. As fracdes 34.2, 34.3, 34.4 e 34.5
apresentaram massas moleculares de 24,6 a 30,8 kDa, sugerindo que a
expressdo antagonista deve-se a sintese de colicina(s). O perfil cromatogréfico e
0S espectros de massas contendo 2 massas moleculares estdo apresentados nas
FIG. 61 a 63 (Anexo 3).

5.4 SEQUENCIAMENTO DA FRACAO PURIFICADA

A sequéncia parcial da substancia ativa purificada, fragdo 34 da
cromatografia de fase reversa Supelcosil™ [origem: fracdo 26 da cromatografia
de fase reversa Poros® - fracdo 10 da cromatografia de gel filtracdo - pool TI
(fracbes 1 a 7 da cromatografia de troca idnica); TAB. 8], massa molecular de
7.279,134 Da, é SVEELNTELNLNLRKEF. O perfil de fragmentacdo da proteina
ativa pode ser observado nas FIG. 64 e 65.

A andlise da sequéncia obtida no BLAST apresentou identidade de 83 %
com a proteina ribossomal L29 de E. coli e com a proteina ribossomal (50S) de
Edwardsiella ictaluri. Ainda, apresentou identidade de 78 % com proteinas
ribossomais (50S) de diversas outras bactérias (TAB. 10). No BACTIBASE,

nenhuma sequéncia similar foi detectada.
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5.5 PURIFICACAO POR ULTRAFILTRACAO

O procedimento de ultrafiltragdo resultou no fracionamento de C-75 em
trés fracdes com massas moleculares igual ou inferior a 3 kDa, de 3 a 10 kDa e
superior a 10 kDa. As fracbes com substancias de massa molecular de 3 a 10

kDa e superior a 10 kDa expressaram atividade contra SS12 (FIG. 66).

55.1 AVALIACAO DO MODO DE ACAO BACTERICIDA OU
BACTERIOSTATICO DA(S) SUBSTANCIA(S) ANTAGONISTA(S)
PRESENTE(S) NAS FRACOES ATIVAS

N&do houve multiplicacdo bacteriana a partir do in6culo do material
raspado dos halos de inibicdo da amostra reveladora gerados pela acdo das

fracOes ativas obtidas por ultrafiltracao.

5.5.2 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE FASE REVERSA SUPELCOSIL™

A corrida cromatografica em coluna de fase reversa Supelcosil™ da
fracdo proteica com massa molecular de 3 a 10 kDa originada do processo de
ultrafiltracdo gerou seis fracdes - 29 a 34 - que expressaram antagonismo contra
SS12.

5.5.2.1 AVALIACAO DO MODO DE AGCAO OU BACTERIOSTATICO DA(S) SUBSTANCIA(S)

ANTAGONISTA(S) PRESENTE(S) NAS FRACOES ATIVAS
Nao foram detectadas bactérias viaveis no material obtido dos halos de

inibicdo da amostra reveladora gerados pela acao das fragdes ativas oriundas da

cromatografia de fase reversa em coluna Supelcosil™.
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Tabela 9
Resultados da espectrometria de massas das fragdes com até quatro massas
moleculares originadas da recromatografia em coluna de fase reversa

Supelcosil™ e origem das fracées®.

Massa molecular (Da) Recromatografia de fase reversa Supelcosil™

5.676,559
7.705,022
11.352,007
15.401,935

34.1

24.651,918
30.860,792

34.2

24.670,801
30.835,656

34.3

24.684,538
26.828,681 34.4
30.856,620

24.684,997
26.695,795 34.5
30.848,190

8.766,000
12.299,803 36.1
17.513,711

? todas as fragBes originaram-se da fragéo 35/cromatografia de fase reversa Supelcosil™ - fracdo
25/cromatografia de fase reversa Poros® - pool GF1 (fracbes 2 a 4/cromatografia de gel filtracdo -
pool TI1 (fragdes 1 a 7)/cromatografia de troca ibnica.
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Perfil de fragmentacdo da proteina ativa com massa molecular de 7.279,134 Da.
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Perfil de fragmentacéo da proteina ativa com massa molecular de 7.279,134 Da.
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TabelalO

Substancia antagonista purificada: massa molecular, sequéncia e resultados da andlise realizada no BLAST.

Massa
Sequéncia de
molecular . Descrigéo Identidade Score E-value Acesso BLAST
(Da) aminoacidos
Proteina ribossomal L29 de Escherichia coli 83 % 42.6 0.001 WP_023146509.1
Proteina ribossomal 50S L29 Edwardsiella ictaluri 93-146 83 % 40.9 0.004 YP_002934949.1
Proteina ribossomal 50S L29 de Salmonella enterica 78 % 38.0 0.014 WP 001699633.1
Proteina ribossomal 50S L29 de Pantoea dispersa 78 % 38.0 0.039 WP:021508217.1
Proteina ribossomal 50S L29 de Pantoea 78 % 38.0 0.039 WP_007891662.1
Proteina ribossomal 50S L29 de Serratia fonticola RB-25 78 % 38.0 0.039 AHG_19912.1
Proteina ribossomal 50S L29 de Photorhabdus temperata 78 % 38.0 0.039 WP_021322794.1
Proteina ribossomal 50S L29 de gammaproteobacterium WG36 78 % 38.0 0.039 WP_017493967.1
7.279.134 SVEELNTELNKELNLRF Proteina ribossomal 50S L29 de LSU L29P Serratia marcescens FGI194 78 % 38.0 0.039 YP_007346624.1
Proteina ribossomal 50S L29 de Shigella dysenteriae Sd197 78 % 38.0 0.039 YP_404957.1
Proteina ribossomal 50S L29 de Rahnellasp. Y9602 78 % 38.0 0.039 YP_004211107.1
Proteina ribossomal 50S L29 de Erwinia amylovora ATCC BAA-2158 78 % 38.0 0.039 CBX_82276.1
Proteina ribossomal 50S L29 de Enterobacter lignolyticus SCF1 78 % 38.0 0.039 YP_003939964.1
Proteina ribossomal 50S L29 de Pantoea vagans C9-1 78 % 38.0 0.039 YP_003932480.1
Proteina ribossomal 50S L29 de Xenorhabdus nematophila ATCC 19061 78 % 38.0 0.039 YP_003710645.1
Proteina ribossomal 50S L29 de Serratia odorifera 78 % 38.0 0.039 WP_004956182.1
Proteina ribossomal 50S L29 de Proteus mirabilis HI4320 78 % 38.0 0.039 YP_00215948.1



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/311277733?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=20&RID=DK07XC3601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/308188349?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=21&RID=DK07XC3601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/300721374?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=23&RID=DK07XC3601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/491094576?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=24&RID=DK07XC3601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/291619167?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=25&RID=DK07XC3601R

Figura 66

Atividade antagonista das fracdes com massa molecular de 3 a 10 kDa e superior
a 10 kDa recuperadas do processo de ultrafiltracdo do extrato intracelular de
Shigella sonnei SS9 precipitado a 75 % de sulfato de amdnio contra a amostra

indicadora S. sonnei SS12.

138



10

15

20

25

30

5.5.3 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE FASE REVERSA WATERS
SPHERISORB®

As fracOes recuperadas da cromatografia em coluna de fase reversa
Supelcosil™ submetidas a corrida cromatografica em coluna de fase reversa

Waters Spherisorb® ndo geraram nenhuma fragéo ativa.

5.6 SDS-PAGE

O perfil eletroforético dos extratos proteicos intracelulares de SS9 e dos
pools e fracdes ativos originados das cromatografias de troca ibnica e de gel
filtracAdo estd ilustrado na FIG. 67. O processo de purificacdo pode ser
acompanhado pela reducdo do numero de bandas observadas. Foram
observadas trés bandas proteicas com massas moleculares estimadas de 7,2
kDa, 57,7 kDa e 66,3 kDa bandas 1, 2 e 3, respectivamente (Rosenberg, 1996).
Uma banda adicional (banda 4), cuja massa molecular ndo pdde ser calculada
com precisdo, também foi detectada. Possivelmente, esta banda possui massa
molecular superior a 250 kDa, considerando-se que a mesma ndo migrou pela
malha do gel de poliacrilamida. As quatro bandas foram observadas na maior
parte das amostras analisadas. A avaliacdo das fracdes 10 e 11 foi dificultada
pela baixa concentracao proteica das mesmas.

5.6.1 TESTE DE ATIVIDADE IN SITU

Os resultados do teste de atividade in situ dos extratos proteicos
intracelulares de SS9, dos pools e fragdes ativos originados das cromatografias
de troca idnica e de gel filtracdo e das fracGes ativas obtidas por ultrafiltracédo
estdo apresentados na FIG. 68. Com excecdo da fracdo com substancias de
massa molecular de 3 a 10 kDa, foram observadas duas bandas protéicas ativas
nas amostras, de 57,7 kDa e de 66,3 kDa (bandas 2 e 3, respectivamente). A

fracdo com substancias de massa molecular superior a 10 kDa e o extrato C-30
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originaram bandas de inibicdo mais espessas. Além destas, nestas fragfes foi
detectada uma banda com atividade expressiva, com massa molecular igual ou
superior a 260 kDa (banda 4). A banda 1 (7,2 kDa) néo exibiu atividade contra
SS12.

5.7 DETERMINACAO DA CIM

O menor valor de CIM, 1,25 UA/mL, foi observado para o pool Tl (fracdes
1 a 7 da cromatografia de troca ibnica). Os valores de CIM de cada uma das

amostras testadas estdo apresentados nas TAB. 11 e 12 e na FIG. 69.

5.8 DETERMINACAO DA CBM

Os valores de CBM coincidem com os valores de CIM para todas as

amostras analisadas (TAB. 11 e 12).
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Figura 67
Perfil proteico de extratos proteicos de Shigella sonnei SS9 - extratos C-30 e C-75
(precipitados em 30 % e 75 % de sulfato de amonio, respectivamente); pool Tl
(fracbes 1 a 7 da cromatografia de troca ibnica); pools GF1, GF2 e GF3, F10 e
F11 (fracbes 2 a 4;5e 6; e 7 a 9, respectivamente e fracées 10 e 11 da
cromatografia de gel filtracao). P, Padrdo de massa molecular (Page Ruler
Unstained Broad Range Protein Ladder, Thermo Scientific).
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Figura 68
Teste de atividade in situ de extratos proteicos de Shigella sonnei SS9 contra S.

sonnei SS12 - extratos C-30 e C-75, precipitados em 30 % e 75 % de sulfato de
amonio, respectivamente; pool Tl, fragcdes 1 a 7 da cromatografia de troca i6nica;
pools GF1, GF2 e GF3, F10 e F11, fracbes 2 a 4; 5 e 6; e 7 a 9, respectivamente
e fracOes 10 e 11 da cromatografia de gel filtracdo; U3-10 e U>10, fracdes obtidas
por ultrafiltracdo com substancias de massa molecular entre 3 e 10 kDa e superior
a 10 kDa, respectivamente. P, Padrdo de massa molecular (Spectra™Multicolor

Broad Range Protein Ladder, Fermentas).
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5.9 CINETICA DE ACAO DOS EXTRATOS C-30 E C-75 E DO POOL
CONSTITUIDO PELAS FRAGCOES ATIVAS ORIGINADAS DA
CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

A cinética de acdo dos extratos proteicos e do pool Tl estdo apresentados
na FIG. 70. O intervalo de tempo para as trés amostras foi de 0 a 245 min. Em
tempo zero, o numero de UFC detectado foi elevado, ndo sendo possivel estimar
de maneira acurada. No extrato C-30, apés 20 min, observou-se reducdo
bacteriana importante. Neste ponto do ciclo de vida do organismo, o namero
médio de bactérias era de 2,51 x 10* UFC/mL. Ap6s 100 min, todas as células
haviam perdido a viabilidade. No que se refere ao extrato C-75, no tempo de 80
min, a média era de 2,55 x 10* UFC/mL e, apds 200 min, ndo foram detectadas
células viaveis. Relativo ao pool Tl originado da cromatografia de troca ibnica, a
populacao foi reduzida para 2,69 x 10* UFC/mL em 100 minutos e, em 245 min, a
perda de viabilidade foi total. Os controles negativos nao apresentaram células

viaveis e 0s controles positivos apresentaram quantidade incontavel de células.
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Tabela 11
Avaliacédo de CIM e CBM dos extratos C-30 e C-75 e do pool Tl de Shigella sonnei SS9 contra S. sonnei SS12.

C-30° C-75° PoolTI¢
Diluicdo
UA/mL® CIm® CBM' UA/mL CIM CBM UA/mL CIM CBM
100 % 160,0 -9 - 1280,0 - - 640,0 - -
1:2 80,0 - - 640,0 - - 320,0 - -
1:4 40,0 - - 320,0 - - 160,0 - -
1:8 160,0 - - 1280,0 - - 640,0 - -
1:16 10,0 - - 80,0 - - 40,0 - -
1:32 5,0 - - 40,0 - - 20,0 - -
1:64 2,5 - - 20,0 - - 10,0 - -
1:128 1,25 +N NT! 10,0 - - 5,0 - -
1:256 0,625 + NT 5,0 - - 2,5 - -
1:512 0,3125 + NT 2,5 - - 1,25 - -
1:1024 0,15625 + NT 1,25 + NT 0,625 + NT

2 e " extratos proteicos intracelulares de S. sonnei SS9 precipitados as concentracbes de 30 % e 75 % de sulfato de aménio, respectivamente; °, pool
constituido pelas fragées 1 a 7 recuperadas da corrida cromatografica em coluna de troca i6nica do extrato C-75; 4 unidades arbitrarias de atividade
antagonista/mL; °, concentracdo inibitéria minima; f concentracdo bactericida minima; ° auséncia de multiplicacdo bacteriana; n presenca de
multiplicagdo bacteriana; ', ndo testado.



Tabela 12

Avaliacédo de CIM e CBM dos pools GF e frac6es de GF contra S. sonnei SS12.

PoolGF12 PoolGF2° PoolGF3° Fracdo 10¢ Fracdo 11°
Diluicédo
UA/mL" cimM® CcBM" UA/mL CIM CBM UA/mL CIM CBM UA/mL CIM CBM UA/mL CIM CBM
100% 25600 . - 25600 - - 800 - - 6400 - - 400 - -
12 12800 - - 12800 - - 400 - - 3200 - - 200 - -
1:4 6400 - - 6400 - - 200 - - 1600 - - 100 - -
1:8 3200 - - 3200 - - 100 - - 800 - - 50 - -
1:16 1600 - - 1600 - - 50 - - 400 - - 25 - -
1:32 800 - - 800 - - 25 - - 200 - - 12,5 - -
1.64 400 - - 400 - - 12.5 - - 100 - - 6,25 + NT
1:128 200 - - 200 - - 6,25 - - 50 - - 3,125 + NT
1:256 100 - - 100 - - 3,125 + NT 25 - - 1,562 + NT
1:512 50 + NT* 50 - - 1562 + NT 12,5 - - 0,781 + NT
1:1024 25 + NT 25 - - 0,781 + NT 6,25 + NT 0,390 + NT

a

pool Tl (fracdes 1 a 7) da troca ibnica - extrato proteico intracelular de S. sonnei SS9 precipitado a concentracao de 75 % de sulfato de aménio; de
fracbes 10 e 11 recuperadas da corrida cromatografica em coluna de gel filtracdo, mesma origem dos pools GF; ' unidades arbitrarias de atividade
antagonista/mL; °, concentracao inibitoria minima; " concentracao bactericida minima; ' auséncia de multiplicacé@o bacteriana; j presenca de multiplicacéo
bacteriana; ¥, n&o testado.

e
’

a ©, pools constituidos, respectivamente, pelas fracdes 2 a 4, 5 e 6, e 7 a 9 recuperadas da corrida cromatografica em coluna de gel filtragio [origem:
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Figura 69

Avaliacéo da concentracao inibitéria minima de Shigella sonnei SS9 contra S. sonnei SS12. a) extrato proteico intracelular precipitado a
concentracdo de 30 % de sulfato de aménio; b) extrato proteico intracelular precipitado & concentracéo de 75 % de sulfato de aménio; c)
pool Tl (fragBes 1 a 7 da cromatografia de troca ibnica); d) pool GF1 (fracbes 2 a 4 da cromatografia de gel filtracdo; UA/mL, unidades
arbitrarias de atividade antagonista/mL; C1-, controle negativo 1; C2-, controle negativo 2; C+, controle positivo.
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Avaliagéo da concentragdo inibitéria minima de Shigella sonnei SS9 contra S. sonnei SS12. e) pool GF2 (fracdes 5 e 7 da cromatografia de
gel filtrac&o); f) pool GF3 (fragBes 7 a 9 da cromatografia de gel filtracdo); g) fracdo 10 da cromatografia de gel filtracdo; h) fracdo 11 da
cromatografia de gel filtracdo; UA/mL, unidades arbitrarias de atividade antagonista/mL; C1-, controle negativo 1; C2-, controle negativo 2;
C+, controle positivo.
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148



6 DISCUSSAO



10

15

20

25

30

O enteropatégeno invasivo Shigella € agente da shigelose, doenca
endémica em todo mundo, que acomete, principalmente, criangas com idade
inferior a 5 anos, podendo levar ao Obito, mais frequentemente observado em
paises menos desenvolvidos. O género inclui quatro espécies, quais sejam S.
flexneri, S. dysenteriae, S. boydii e S. sonnei. A shigelose € uma forma grave de
enterite aguda, caracterizada, habitualmente, por febre, dor abdominal, nauseas,
tenesmo, vomitos e eliminacdo de fezes com muco, sangue e pus. A duracéo
média da doenca € de 5 dias (Svensson et al., 2004, Joh et al., 2013; Kim et al.,
2013). Reidratacéo oral é empregada para tratamento de individuos acometidos
pela doenca e antibioticoterapia pode ser necessaria em muitos casos.
Entretanto, taxas crescentes de resisténcia a drogas antimicrobianas vém sendo
relatadas, principalmente nas duas ultimas décadas, o que € preocupante,
considerando-se a gravidade da doenca (Khan et al., 2014).

Diversos grupos bacterianos s&o capazes de produzir bacteriocinas,
inclusive Shigella. Bacteriocinas sdo substéncias de natureza proteica que
expressam acao antagonista principalmente contra amostras filogeneticamente
relacionadas a bactéria produtora. Entre as bacteriocinas produzidas por bactérias
Gram negativas, destacam-se aquelas sintetizadas por Enterobacteriaceae. Esta
familia bacteriana expressa dois grandes grupos de bacteriocinas, as colicinas,
cuja massa molecular varia entre 25 e 80 kDa, e as microcinas, com massa
molecular inferior a 10 kDa (Rebuffat, 2011a; Bakkal et al., 2012). As colicinas sao
bastante estudadas e muitas delas ja foram bem caracterizadas. A sintese destas
substancias € bastante disseminada entre enterobactérias. Por outro lado, a
distribuicdo da habilidade de produzir microcinas é bem mais restrita. Shigella
expressa colicinas, mas, na literatura disponivel, ndo ha relatos da expressao de
microcinas pela bactéria (Sousa et al., 2013).

Bacteriocinas sdo substancias de interesse para a pesquisa bésica e
aplicada. Desempenham papel relevante nas relagcbes ecologicas
interbacterianas, podem ser utilizadas na conservagcao de alimentos, como
probioticos, como possiveis aliados ou substitutos aos antimicrobianos classicos e
como farmacos, pois apresentam acao antitumoral, antineoplasica e espermicida
(Dicks et al., 2011; Moreira, 2011; Rebuffat., 2011b).
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Varias abordagens tém sido empregadas para a purificacdo analitica de
bacteriocinas, principalmente daquelas produzidas por bactérias Gram positivas,
mais comumente estudadas. O primeiro passo do processo de purificacdo
envolve, habitualmente, a centrifugacdo da cultura bacteriana seguida pela
precipitagdo do sobrenadante com concentragdes crescentes de um sal, como o
sulfato de amoénio Esta foi nossa opcao para este projeto. Outros processos
iniciais para a purificacdo de bacteriocinas, como ultrafiltracdo ou extracdo pela
adicao de solventes organicos, como etanol ou acetona, podem ser empregados
(Muriana et al., 1991; Pingitore et al., 2007; Saavedra & Sesma, 2011).

Autores sugerem que, assim como as bacteriocinas produzidas por
bactérias do &cido lactico, as microcinas sado sintetizadas como peptideos
precursores inativados. A clivagem do peptideo lider, ligado a porcdo N-terminal
deste precursor, seria um passo fundamental para a maturacdo da molécula.
Estudos demonstram que esta seria uma funcédo do sistema de transporte ABC,
localizado na membrana celular (Rebuffat, 2011b; Vassiliadis et al., 2011).
Entretanto, outros autores sustentam a possibilidade da presenca de algumas
microcinas ativas no meio intracelular (Gilson et al., 1987; Gaggero et al., 1993;
Pons et al., 2004).

Tomando-se como base estes conhecimentos e o modo de obtencéo da
microcina purificada nesta oportunidade, através da lise da célula produtora por
sonicacdo, parece plausivel supor que a substancia ndo necessite deste processo
de clivagem do peptideo lider para se tornar ativa, uma vez que ela € encontrada
ativa no meio intracelular.

Nosso grupo de pesquisa vem trabalhando, ha cerca de 25 anos, com
bacteriocinas sintetizadas por bactérias Gram negativas, em especial, anaerobios,
membros da microbiota oral e enterobactérias. Tradicionalmente, vimos optando
pela utilizacdo de extratos proteicos intracelulares, quando os mesmos expressam
atividade, em oposicdo a extratos extracelulares. Embora o procedimento de
purificacdo possa ser mais complicado quando extratos intracelulares sao
empregados, em virtude da possibilidade de uma maior contaminagédo com outras
substancias que ndo sdo de interesse, temos detectado atividade superior,

provavelmente pelo acumulo de colicinas no meio intracelular, bem como
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estabilidade superior da substancia ativa (Farias et al., 1994; Ribeiro-Ribas et al.,
2009; Oliveira, 2013; Sousa et al., 2013).

O segundo passo no processo de purificacdo geralmente € feito por
processos cromatograficos. Diferentes colunas sdo empregadas e a ordem em
que elas sdo utilizadas varia de acordo com as caracteristicas do material
(Pingitore et al., 2007; Saavedra & Sesma, 2011). No nosso grupo, apés
dessalinizacdo dos extratos proteicos precipitados com sulfato de aménio,
realizamos, habitualmente, etapas sucessivas de cromatogriafia de troca idnica,
gel filtragéo e fase reversa.

Sousa (2008), estudando a amostra S. sonnei produtora de substancia
antagonista SS9, a mesma empregada nesta investigacao, observou que maiores
quantidades de substancia antagonista eram observadas na fase estacionéria. E
descrito na literatura que a producéo de microcinas é estimulada por condi¢des de
estresse, tais como escassez de oxigénio e de nutrientes, caracteristica da fase
estacionéria de crescimento (Rubuffat, 2011 b).

A fracdo selecionada para emprego nas etapas subsequentes do estudo
foi o extrato intracelular precipitado com 75% de sulfato de amonio, em
decorréncia da presenca de halo limpido de inibicdo da amostra reveladora (S.
sonnei SS12) e do titulo elevado de atividade antagonista. Dados da literatura
indicam que altas concentracdes de sal podem inativar bacteriocinas. No entanto,
concentracdes de até 80 % de sulfato de amonio, frequentemente, ndo interferem
na atividade antagonista de muitas destas substéncias (Saavedra & Sesma,
2011).

O sulfato de aménio é capaz de auxiliar na purificacdo de bacteriocinas
pela precipitacdo proteica. Em meio aquoso, as proteinas formam pontes de
hidrogénio com a agua através da sua porcao polar. Com a adi¢cao do sulfato de
amonio, ocorre dissociacdo, levando a uma maior interacdo da 4gua com os ions
dissociados do que com as proteinas. Consequentemente, ha uma diminuicdo da
interacdo proteina-agua, culminando com a precipitacdo proteica. Este processo é
denominado precipitacdo por salificagcdo (salting-out) (Kent, 1999; Grodzki &
Berenstein, 2010).

Dados obtidos no desenvolvimento da minha monografia intitulada

“Extracdo, purificacdo e caracterizacdo de substancia antagonista produzida por
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Shigella sonnei”, apresentada ao curso de Especializacdo em Microbiologia
Aplicada a Ciéncia da Saude, apresentam a purificacéo parcial de uma substancia
antagonista com massa molecular inferior a 10 kDa obtida do extrato intracelular
C-75 de S. sonnei SS9 (Moreira, 2011).

Para a presente investigacdo, que da continuidade a este estudo anterior,
foram selecionadas as mesmas amostras produtora e reveladora, S.sonnei SS9 e
SS12, e os mesmos protocolos de cultivo e extracdo proteica. C-75 apresentou
titulo de atividade antagonista de 1,40 x 10 UA/mL, superior ao observado para
0 extrato C-30, 5,49 x 10'® UA/mL. Os dados corroboram o estudo anteriormente
desenvolvido (Moreira, 2011) e os resultados obtidos por Sousa e colaboradores,
que investigaram também as mesmas amostras (Sousa, 2010; Sousa et al., 2010;
Sousa et al.,, 2013), demonstrando que a fracdo C-75 possui maior atividade
inibitéria contra SS12. Esta rentabilidade inicial elevada € crucial para o processo
de purificacdo, visto que nas etapas sucessivas de cromatografia, ha perda de
guantidades importantes de material. Desta forma, o extrato C-75 foi o escolhido
para 0s proOXimos ensaios.

A expressao de atividade antagonista por SS9 contra 626 amostras
bacterianas foi avaliada. @ Foram  selecionadas como reveladores,
predominantemente, organismos da microbiota indigena do ser humano, inclusive
da microbiota intestinal, e bactérias enteropatogénicas. Das amostras testadas,
10,7 % foram suscetiveis a acdo de SS9. Quanto aos dados obtidos para os
extratos C-30 e C-75, 5,3 % e 6,9 % das bactérias indicadoras demonstraram
suscetibilidade. Os percentuais de amostras suscetiveis sao baixos, mas, para
uma analise mais adequada destes valores, é importante lembrar a grande
heterogeneidade do grupo de bactérias reveladoras empregado. Partindo-se do
principio que bacteriocinas agem, especialmente, contra amostras
filogeneticamente relacionadas a produtora (Sousa et al.; 2010; Nes, 2011;
Rebuffat, 2011a; Rebuffat, 2012), o resultado obtido concorda com o esperado.
Quando apenas amostras de Shigella sdo incluidas na analise, a porcentagem de
suscetibilidade eleva-se para cerca de 80 % e, quando amostras de E. coli sdo
avaliadas, o valor é préximo de 30 %.

O tamanho do halo de inibicdo da amostra reveladora é um dado que

precisa ser avaliado com cuidado. Isto se deve ao fato de que moléculas menores
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e apolares tém um poder de difusdo maior. Assim, o tamanho do halo ndo é um
indicador preciso de maior ou menor expressao de atividade antagonista. Nesta
investigacdo, optamos por fazer uma avaliacdo qualitativa do tamanho dos halos
de inibicdo (dados ndo apresentados), apenas para verificarmos se alguma
informacao relevante poderia ser originada desta analise.

E importante lembrar que SS9, C-30 e C-75 apresentam mais de uma
substancia antagonista com caracteristicas diferentes. Assim, Sousa e
colaboradores (2013) purificaram uma bacteriocina de 18,5 kDa e, no presente
estudo, uma microcina de 7,2 kDa foi purificada e caracterizada parcialmente.
Ainda, outras substancias ativas presentes no extrato C-75 forma pré-purificadas.

Quando o tamanho e limpidez dos halos de inibicdo produzidos por SS9,
C-30 e C-75 contra as diversas amostras reveladoras foram avaliados, observou-
se que os halos maiores e mais limpidos eram resultantes da inibicdo de Shigella
e E. coli. A nosso ver, isto parece indicar maior eficacia de atividade antagonista
contra grupos taxonomicamente préoximos, como deve ser esperado (Sousa et al.;
2010; Nes, 2011; Rebuffat, 2011a; Rebuffat, 2012). E. coli é uma espécie
bastante préxima de Shigella, semelhantes o suficiente para que alguns autores ja
tenham sugerido que o0s organismos deveriam ser incluidos em um mesmo
género (Pavlovic et al., 2011; Beld & Reubsaet, 2012).

SS9 foi capaz de inibir amostras bacterianas pertencentes a microbiota
intestinal indigena, como Bacteroides, Bifidobacterium e Prevotella, além da
prépria E. coli. Os trés primeiros grupos sao filogeneticamentes distantes de
Shigella. A inibicdo foi observada apenas para o teste de atividade que empregou
a bactéria produtora e ndo para aqueles que utilizaram os extratos proteicos
intracelulares obtidos da mesma. Os resultados discordam das observaces feitas
por Sousa e colaboradores (2010). Os autores avaliaram oito amostras
pertencentes a microbiota intestinal indigena e nenhuma delas foi suscetivel a
acado de SS9. Deve-se ressaltar, entretanto que o painel microbiano avaliado por
Sousa e colaboradores (2010) é bastante reduzido se comparado a comunidade
que coloniza o trato intestinal e bem menor que aquele empregado nesta
investigacao.

No que se refere a outros organismos enteropatogénicos, observou-se,

como ja mencionado, atividade contra Shigella, tanto S. sonnei como S. flexneri,
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além de E. coli enteropatogénica. Estes dados corroboram os relatados por Sousa
et al., 2010.

Os dados corroboram o relato de Padilla e colaboradores (2004), que
observaram a capacidade antagonista de S. flexneri contra E. coli e B. fragilis.
Analisados em conjunto, nossos resultados sugerem que a expressado de
atividade antagonista por meio da sintese de bacteriocinas pode contribuir para o
sucesso de Shigella como agente diarreiogénico, tanto na competicdo com outros
organismo enteropatogénicos, em um momento anterior a colonizacdo do
hospedeiro, como no 6rgdo alvo, na competicdo com membros da microbiota
indigena. Ambos o0s ambientes devem ser considerados densamente
colonizados/contaminados e altamente competitivos. No intestino grosso, 6rgao
alvo de Shigella, a microbiota indigena atinge niveis extremamente elevados, de
cerca de 10 bactériassmg no célon. No meio externo, bactérias
enteropatogénicas sdo encontradas em locais onde as condigbes de higiene e
saneamento basico sdo precarias, o que, a principio, pode favorecer a presenca
de inUmeros outros grupos de microrganismos, diarreiogénicos ou nao, incluindo-
se, entre eles, membros da prépria microbiota intestinal indigena (Sousa, 2008;
Rebuffat, 2011a).

A purificacdo da substancia antagonista € um passo fundamental para
sua caracterizacdo, que deve preceder a avaliacdo de qualquer possibilidade de
aplicacado futura. A partir dos dados obtidos por Moreira (2011), o extrato
intracelular C-75 foi submetido, inicialmente, a cromatografado em coluna de troca
ibnica acoplada a sistema FPLC. Esta técnica baseia-se na separacdo de
proteinas com base na sua carga. Os trocadores anibnicos, como 0 préprio nome
indica, trocam anions e apresentam, portanto, grupos ibnicos positivos ligados a
matriz. A coluna Mono Q™ 5/50 GL Tricorn'possui carater anidnico, por
apresentar o grupo funcional CH,-N*-(CHz)3 ligado covalentemente a resina,
constituida por particulas amorfas de matéria organica. O conjunto grupo
funcional/resina é denominado fase estacionaria. ions de cargas opostas a da
fase estacionaria sdo atraidos e ligados a ela através da forca eletrostatica,
sendo, posteriormente, eluidos pela fase movel, que contém ions (habitualmente,
uma solugcéo tamponada contendo NaCl), com maior forca de interacdo com a

fase estacionaria. Esta eluicdo das substancias é dada pela dissociacdo do NacCl.
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Assim substancias que interagiram fracamente com a fase estacionaria serédo
eluidas primeiro, com uma menor concentracdo de NaCl dissociado, quando
comparadas a aquelas com maior afinidade pela matriz (Spadaro, 2006).

As fragbes 1 a 7 originadas da cromatografia de troca ibnica nao
interagiram com a coluna, o que indica carga liquida positiva ou neutra. Estas
fracBes estavam incluidas entre aquelas que apresentaram atividade antagonista
e entdo, com base no perfil cromatografico favoravel, foram selecionadas para os
ensaios subsequentes de purificacdo. As fracbes foram, entdo, combinadas em
um pool (pool TI), com concentracao proteica de 6,51 mg/mL e titulagcdo superior
a 1,4 x 10'® UA/mL. Estes resultados indicam que o material esta adequado para
processamento nas etapas cromatograficas seguintes.

O préximo passo do processo de purificacdo foi a cromatografia em
coluna de gel filtragdo, também conhecida como cromatografia por exclusédo
molecular ou cromatografia por permeacao. A matriz presente nesta coluna € um
material inerte contendo poros. Ela apresenta forma, tamanho e porosidade
controlados, sendo, assim, denominada fase estacionaria. O espaco entre as
particulas e também no seu interior € ocupado pelo liquido que flui pela coluna,
denominada fase mével, que é, habitualmente, uma solucdo tamponada. A fase
movel carreia as substancias que se deseja separar. Como a matriz possui poros
de diametro controlado, as substancias a serem separadas serdo eluidas em
tempos diferentes. Assim, moléculas com massas moleculares maiores ndo serdo
capazes de penetrar nos poros da matriz, tendo um percurso menor para se
deslocar, sendo eluidas primeiramente; moléculas com massas moleculares
intermediarias serdo capazes de penetrar em apenas alguns poros, sendo eluidas
em seguida; e moléculas com massas moleculares menores deslocam passando
pelos poros da matriz, fazendo um percurso mais longo, sendo eluidas por ultimo
(Rotbschild, 2006).

O pool TI (fracbes 1 a 7 da cromatografia de troca ibnica) foi
cromatografado em coluna de gel filtracdo Superose 12 HR 10/30, que apresenta
uma faixa de separacao 6tima de 1.000 Da a 30.0000 Da. Nesta corrida, foram
obtidas 14 fracdes ativas. Respeitando o perfil cromatografico e a expresséo de
atividade antagonista, fragdes foram selecionadas, algumas foram agrupadas em

pools e o material foi encaminhado para cromatografia de fase reversa.
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A cromatografia em coluna de fase reversa possui fase estacionéria
contendo silica ligada a grupo funcional apolar, como, por exemplo, octil (-CgH17).
octatil (-CygHs7) e fenil(-CeHs). O nome deste tipo de cromatografia foi dado em
oposicao a cromatografia de adsorcdo ou de fase normal, que apresenta a sua
fase estacionaria constituida por um grupo de natureza polar, como 0 grupo
amino (-NHy), nitrilo (-CH) ou diol [-CH2(OH),]. Na cromatografia de fase reversa,
a amostra ligada a fase estacionaria € eluida por uma fase movel, que deve
possuir polaridade alta a intermediaria. Normalmente, utiliza-se um gradiente
crescente de solvente organico miscivel em 4gua, como agua-metanol ou agua-
acetonitrila. Assim, a amostra € separada pelo seu grau de hidrofobicidade, ou
seja, compostos com maior polaridade sédo eluidos primeiro, em menor
concentracéo de solvente orgéanico (Jardim et al., 2006). Na cromatografia de fase
reversa, a coluna com fase estaciondria octatil ou C18 € a mais frequentemente
utilizada. As colunas C18 diferem em relacdo a tamanho da coluna e da particula,
pontos que devem ser levado em consideracdo no momento da escolha da
coluna.

Duas etapas consecutivas de cromatografia de fase reversa foram
empregadas com o intuito de se obter uma melhor purificacdo do material. Como
estratégia de purificacdo, foi selecionada a cromatografia de fase reversa em
coluna Poros® seguida por corrida em coluna Supelcosil™. A segunda coluna é
maior que a primeira, o que pode favorecer a melhor separacédo do material.

Por fim, as fracGes ativas obtidas da Ultima etapa de cromatografia foram
analisadas por espectrometria de massas. Entre elas, destaca-se a fracdo 34,
recuperada da cromatografia de fase reversa em coluna Supelcosil, que
apresentou tempo de retencédo de 34 min e foi eluida em 80 % de acetonitrila.
Esta frag&o foi purificada, sua massa molecular foi determinada (7.279,234 Da) e
foi possivel o sequenciamento de 17 residuos da molécula. A sequéncia
apresentou identidade de 83 % com a proteina ribossomal de E. coli e com a
porcao 50S da proteina ribossomal de Edwardsiella ictaluri, além de identidade de
78 % com a porcao 50S da proteina ribossomal de outras bactérias. Quando a
sequéncia foi analisada no BACTIBASE, ndo se observou similaridade com

nenhuma bacteriocina depositada neste banco de dados.
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O resultado final obtido confirma dados previamente divulgados pelo
Nosso grupo de pesquisa, relativos a deteccdo de fracdo proteica parcialmente
purificada, com massa molecular de 7,2 kDa, ativa contra SS12 (Moreira, 2011). A
caracterizacdo realizada na presente investigacdo permite sugerir que a
substancia antagonista seja enquadrada na classe Il de microcinas.
Consideramos o dado relevante, uma vez que a expressdo de microcinas ainda
nao foi descrita para Shigella.

Merece mencédo o fato de que, em algumas fracGes ativas parcialmente
purificadas, apenas uma massa molecular foi detectada. O resultado indica que
outras substancias antagonistas sejam expressas por SS9. Entretanto como o
perfil do espectro de massas apresentava ruidos, o dado requer confirmacéo.
Outras fracdes ativas apresentaram massas moleculares diferentes, inclusive,
inferiores a 10 kDa, o que sugere que a amostra € capaz de produzir mais de uma
microcina e mais de uma colicina. Para isto, outros ensaios visando a purificacéo
destas fracfes devem ser conduzidos.

Além da sintese de microcinas, fragbes ativas recromatografadas e
parcialmente purificadas apresentaram massas moleculares na faixa de 25 a 30
kDa, sugerindo a produgcdo de colicinas. Em estudo anterior, Sousa e
colaboradores (2013) purificaram uma colicina com massa molecular de 18,56
kDa produzida por SS9. Assim, o conjunto de dados indica que SS9 é capaz de
sintetizar mais de uma bacteriocina. Segundo a literatura, estima-se que entre
30% a 99% das bactérias sdo capazes de produzir pelo menos uma bacteriocina.
Ainda, a sintese de duas ou mais bacteriocinas ja foi relatada (Rebuffat, 2011a;
Dobson et al., 2012).

Como mencionado anteriormente, outro processo de purificacdo de
bacteriocinas é a utilizacdo do método de ultrafiltracdo seguido de processos
cromatograficos. No presente estudo, empregamos, também, esta metodologia,
submetendo C-75 a ultrafiltracdo seguida de cromatografia de fase reversa. Este
protocolo pode representar uma estratégia adequada de purificacdo, uma vez que
ha reducéo de tempo e custo do processo. Por outro lado, algumas caracteristicas
da substancia deixam de ser avaliadas, como, por exemplo, a carga liquida,

observada na cromatografia em coluna de troca ibnica. Nesta investigacdo, esta
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tatica de purificacdo ndo foi bem sucedida, uma vez que houve perda da atividade
apos a ultrafiltracao.

Os agentes antibacterianos podem ser diferenciados em bactericidas e
bacteriostaticos. Drogas bactericidas eliminam a célula bacteriana com eficacia de
99 % ao passo que antimicrobianos bacteriostaticos apenas interrompem a
multiplicacdo bacteriana (Kohanski et al., 2007). Em geral, drogas bactericidas
atuam inibindo a sintese da parede celular, interferindo na replicacéo e no reparo
do DNA ou na sintese de enzimas essenciais ou alterando a integridade da
membrana citoplasmatica. Por outro lado, drogas bacteriostaticas agem, de
maneira geral, inibindo a funcdo ribossomal e a sintese proteica. Também como
ja discutido, fatores como concentracdo da droga e alvo podem determinar acao
bacteriostatica ou bactericida de determinada droga antimicrobiana. Por exemplo,
o cloranfenicol expressa atividade bacteriostatica contra enterobactérias, S.
aureus e Streptococcus do grupo B e atividade bactericida contra Haemophillus
influenzae e Streptocccus pneumoniae. Ainda, a linezolida, testada in vitro, possui
atividade bacteriostatica contra Staphylococcus e Enterococcus e atividade
bactericida contra Streptococcus, incluindo S. pneumoniae (Finberg et al., 2004;
Pankey & Sabath, 2004; Kohanski et al., 2007; Calvo & Martinez-Martinez, 2009).
Adicionalmente, a fase de crescimento e a carga bacteriana também interferem
na atividade de uma droga antimicrobiana (Pankey & Sabath, 2004). Para a
avaliacdo do mecanismo de acdo de um agente antibacteriano in vitro,
habitualmente, a bactéria é confrontada com a substancia inibitéria e, a seguir, o
material € inoculado em meio de cultura sem a droga, para verificacdo de
viabilidade celular (Finberg et al., 2004).

Ao longo de todo o processo de purificacdo por cromatografia, as fracdes
obtidas foram avaliadas para verificacdo da preservacao da atividade antagonista.
No entanto, a quantidade de material é extremamente reduzida em diversos
pontos deste processo, 0 que, muitas vezes, inviabiliza a realizacdo de outros
ensaios. Na tentativa de permitir a avaliagcdo do modo de ag&o da(s) substancia(s)
antagonista(s), propusemos um ensaio que empregava 0 cultivo do material
raspado do halo de inibicdo da amostra reveladora. Os dados obtidos sugerem
gue este ensaio funcionou adequadamente. O método proposto pode auxiliar na

avaliacdo do modo de acdo deste tipo de substéncia, com gasto de pequena
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guantidade do material a ser testado. O teste é simples, rapido e de baixo custo, e
permite o aproveitamento de uma amostra preciosa que seria descartada.

SS12 mostrou-se suscetivel a acdo dos antimicrobianos testados como
controle do novo ensaio proposto. O cultivo do material obtido da por¢cdo mais
interna do halo de inibicdo revelou multiplicacdo de um bastonete Gram negativo
sugestivo de Shigella apenas no teste relativo a sulfazotrim. Sabe-se que esta
droga possui realmente acdo bacteriostatica contra Shigella (Melo et al., 2012).
Nos ensaios que empregaram ampicilina e cirpofloxacina, ndo foi observada
viabilidade no halo de inibigdo de SS12, indicando atividade bactericida. Os dados
reforcam a confiabilidade dos dados gerados pelo ensaio proposto.

N&o foi observada multiplicacdo bacteriana a partir de material obtido dos
halos de inibicho promovidos pela acdo de dos extratos C-30 e C-75.
Considerando-se que a amostra em estudo sintetiza mais de uma bacteriocina, o
resultado parece esperado, pois é plausivel supor que as bacteriocinas
produzidas apresentem modos de acdo diversos. Nesta situacdo, a acao
bacteriostatica ndo poderia ser revelada.

Da mesma forma, o pool Tl (fracbes 1 a 7 originadas da cromatografia de
troca i6nica) exibiu atividade bactericida. O mesmo raciocinio desenvolvido para
os extratos C-30 e C-75 se aplica. No que se refere as fragcbes oriundas das
cromatografias de gel filtracdo e de fase reversa Poros® e Supelcosil™, diversas
demonstraram ac¢do bacteriostatica. No entanto, as fracdes que deram origem a
fracdo que contém a microcina purificada e esta fracdo apresentaram acéo
bactericida. Como mencionado, a microcina purificada pode ser enquadrada na
classe Il das microcinas. Noriega (2009) relata que todas as microcinas de classe
Il que tiveram seu modo de acdo elucidado apresentam acdo bactericida por
atuarem na permeabilidade da membrana citoplasmatica. As fracdes obtidas por
recromatografia de fase reversa, por ultrafitracdo e por cromatografia de fase
reversa Supelcosil™ das fracdes resultantes da ultracentrifugacdo exibiram
atividade bactericida. E possivel que nas fracbes bacteriostaticas a(s)
concentracdo(des) da(s) substancia(s) antagonista(s) fosse(m) baixa(s),
resultando em atividade bacteriostatica. A plausibilidade desta hipdtese é
reforcada pela deteccdo de fragcbes com atividade bactericida originadas destas

fracbes que exibiram apenas atividade bacteriostatica previamente. Como as
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extragcbes e cromatografias eram repetidas, para que um maior volume de
material fosse obtido, concentracbes mais elevadas podem ter sido atingidas em
etapas finais do processo de purificacdo. Alternativamente, ndo € possivel
descartar a possibilidade de que, em algumas das fracdes, ja parcialmente
purificadas, a(s) substancia(s) bactericida(s) ndo estivesse(m) mais presente(s).
Neste caso, todas as fragbes originadas destas apresentariam resultados
compativeis com acéo bacteriostatica até o final do processo de purificacéo.

Outro ensaio para avaliar o modo de acdo das substancias em estudo foi
empregado. A determinacdo da CIM e da CBM sé&o testes frequentemente
realizados para avaliacdo da atividade de agentes antibacterianos. A CIM é
definida como a menor concentracdo de uma droga antimicrobiana capaz de
impedir a multiplicacédo visivel de um microrganismo. A CBM ¢é definida como a
menor concentracdo de um agente antimicrobiano capaz de reduzir a contagem
microbiana em 99,9 %, determinada por subcultura em meio sem a droga
(Andrews; 2001; CLSI, 2013).

Neste estudo, os valores de CIM e CBM dos extratos proteicos C-30 e C-
75 e de fraches ativas originadas de cromatografia foram determinados. Para
pesquisa da CIM, os testes foram realizados em microplacas e a adicdo de TTC
aos pocos precedeu a leitura. TTC auxilia na verificacdo da presenca de células
viaveis, devido a reducdo da substancia pela acdo de enzimas bacterianas. O
composto gerado, formazano, possui coloracao résea, facilitando a leitura (Beloti
et al.; 1999). Para avaliacdo da CBM realizou-se o teste classico, que consiste no
subcultivo, em meio sem o agente antimicrobiano, de aliquotas dos pocos nos
quais ndo se observa multiplicacdo da amostra indicadora, obtidas do teste para
determinacao da CIM.

O pool TI (fracbes 1 a 7 da cromatografia de troca i6nica) apresentou
maior atividade (menor CIM) que os extratos intracelulares C-30 e C-75 e as
fracOGes originadas da cromatografia de gel filtracdo mostraram-se menos ativas. A
coincidéncia de resultados de CIM e CBM das fragbes testadas demonstra
atividade bactericida das mesmas, uma vez que O agente bacteriano é
considerado bactericida quando o valor da CBM €& no maximo quatro vezes o
valor da CIM (Matthew & Levison, 2004). Estes resultados confirmam aqueles

obtidos nos ensaios para avaliagdo do modo de ag&o da substancia antagonista ja

161



10

15

20

25

30

discutido, empregando o material raspado dos halos de inibicao da amostra
reveladora. O fato reforca a nossa hipotese a respeito da eficacia do novo ensaio
proposto para este fim.

Apenas os extratos C-30, C-75 e o pool Tl (fragcdes 1 a 7 da cromatografia
de troca idnica) foram empregados no ensaio de cinética de ag¢do. As outras
fracbes ativas, oriundas das demais etapas de cromatografia nao foram
submetidas a esta andlise, devido a quantidade insuficiente de amostra. Apesar
de C-30 e C-75 apresentarem os mesmos valores de CIM e CBM, C-30
demonstrou melhor desempenho, eliminando totalmente a amostra indicadora S.
sonnei SS12 em metade do tempo necessario para que C-75 produzisse o
mesmo efeito. O pool Tl (fragcdes 1 a 7 da cromatografia de troca ibnica), por sua
vez, apresentou melhor valor de CIM, mas, s6 foi capaz de eliminar SS12 apos
245 minutos. Ainda que tenha sido observada variagdo no tempo requerido para
eliminacdo de SS12 para as amostras analisadas, os resultados indicam acéo
bactericida, corroborando os dados obtidos para CBM e para 0 novo ensaio do
cultivo do material raspado do halo de inibicAo da amostra reveladora proposto
neste trabalho.

Eletroforese em gel de poliacrilamida pode ser empregado para
separacdo de macromoléculas, entre elas, de natureza proteica. O uso de
gradiente de poliacrilamida favorece uma melhor discriminacdo das amostras
analisadas, em virtude do efeito de peneiramento. Assim, o gel apresenta poros
maiores na regiao superior e poros menores na regiao inferior (Alfenas & Brune,
1998). O fracionamento proteico através de gel com gradiente de 15 a 20% de
poliacrilamida mostrou-se adequado para a separacdo das bandas proteicas
presentes nas fracbes analisadas, auxiliando na comprovacdo da eficacia do
processo de purificagdo empregado, por meio da revelacdo da reducao do
namero de bandas presentes.

O teste de atividade in situ consiste na avaliagdo da expressao de
antagonismo pelas bandas proteicas discriminadas por meio de revelagdao com a
amostra indicadora SS12. A técnica permitiu a identificacdo de trés bandas ativas,
entre as quais nao se inclui nenhuma banda que possa corresponder a microcina
com massa molecular de 7,2 kDa, purificada nesta investigacdo. A referida banda

foi discriminada por SDS-PAGE, a partir do extrato C-75 e de outras fracoes
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originadas das etapas de cromatografia. No teste de atividade in situ, mesmo
aplicando-se no gel um grande volume da fracdo que continha substancias com
massas moleculares de 3 a 10 kDa, a fracdo nao foi observada. Além disto, as
substancias ativas parcialmente purificadas com massas moleculares inferior a 10
kDa e na faixa aproximada de 25 a 30 kDa também n&o foram evidenciadas no
teste de atividade in situ. A auséncia destas bandas ativas pode se dever a uma
mudanca conformacional da proteina, que teria levado a perda da atividade ou a
baixa concentracdo da proteina ativa, insuficiente para produzir uma banda de
inibicéo visivel.

Em resumo, nesta investigacdo, além da deteccdo de algumas possiveis
substancias antagonistas que foram pré-purificadas, foi possivel a purificacdo e
sequenciamento parcial de uma microcina, classe de bacteriocina ainda nédo
descrita para Shigella. E plausivel supor que microcinas desempenham papel
relevante no processo de colonizacdo intestinal. Cotter e colaboradores (2013)
realizaram um estudo in vivo, no qual inocularam em camundongos linhagens
produtoras ou ndo de Mcc V, uma microcina de classe Il. O resultado demonstrou
que a linhagem capaz de sintetizar a microcina foi capaz de colonizar o intestino
grosso dos animais, enquanto que a linhagem néao produtora ndo conseguiu se
estabelecer.

Avaliados em conjunto, os dados gerados pelas etapas de purificagéo,
espectrometria de massas, SDS-PAGE, teste de atividade in situ e os resultados
previamente obtidos pelo nosso grupo sugerem que SS9 produza, pelo menos,
cinco bacteriocinas ativas contra SS12. A purificacdo das demais substancias
antagonistas € uma etapa fundamental para a caracterizacdo das mesmas, assim
como para uma melhor compreensao do potencial antagonista da amostra de S.

sonnei SS9, empregada neste estudo.
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De acordo com os resultados gerados pelas corridas cromatograficas,
espectrometria de massas, SDS-PAGE e avaliacdo da atividade antagonista in
situ, a amostra bacteriana em estudo, S. sonnei SS9, é capaz de sintetizar
substancias antagonistas de natureza proteica, portanto, bacteriocinas. Com base
nas definicbes atuais, tanto microcinas como colicinas s&o produzidas pela
bactéria. Considerando a grande competitividade, caracteristica de sitios
densamente colonizados, como o intestino, em especial o intestino grosso, €&
plausivel supor que estas substancias antagonistas contribuam para a viruléncia
de S. sonnei, conferindo vantagem seletiva na competicdo contra membros da
microbiota indigena e contra outros enteropatégenos. O espectro de atividade da
amostra produtora reforca esta possibilidade

Os extratos proteicos intracelulares de S. sonnei obtidos por precipitacao
as concentracdes de 30 % e 75 % de sulfato de aménio, algumas fracdes
parcialmente purificadas e a fragdo purificada exibiram atividade bactericida
contra a amostra indicadora, S. sonnei SS12. Entretanto, para a aquisicao de
mais informacfes a este respeito, é importante a realizacdo de ensaios para
determinacdo da CIM, CBM e cinética de acdo, empregando as substancias
purificadas. Para isto, é necessdria a obtencdo de fracdes purificadas, o
sequenciamento das substancias e a producdo sintética das proteinas e/ou
peptideos ativos, visto que a quantidade de material obtida ao final das diversas
etapas de purificacdo é insuficiente para a realizacdo dos experimentos.

A bacteriocina purificada possui massa molecular de 7,2 kDa, sendo,
assim, definida como uma microcina classe Il. Esta é a primeira microcina descrita
para Shigella. Dados da literatura demonstram o emprego de microcinas para
diversos fins, por exemplo, como agente antitumoral e na conservacdo de
alimentos. Como microcinas e bacteriocinas produzidas por bactérias do acido
lactico compartilham diversas caracteristicas e as Ultimas sdo amplamente
utilizadas, pode-se prever possibilidades concretas de aplicacdo da microcina
descrita neste estudo.

A continuacdo desta investigacdo, incluindo a sintese in vitro da
substancia ativa purificada, é fundamental para a caracterizagcdo mais completa
da mesma, o que pode possibilitar a melhor compreenséo de seu papel e de seu

potencial de aplicacéo biotecnoldgica.
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9.1 ANEXO 1

PERFIS CROMATOGRAFICOS DAS FRAGCOES PROVENIENTES DA CROMATOGRAFIA

DE FASE REVERSA EM COLUNA SUPELCOSIL™
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Figura 13
Perfil cromatografico em coluna de fase reversa do pool FR1 (fracdes 25 e 26 da coluna Poros®). Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com
solucéo B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucao A (TFA 0,05 % v/v em agua
Milli-Q®). Fracdes eluidas com as solucdes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucdo A, 10-40 min 0-100 % da solucéo B e 40-50 min 100 % da solug&o B. A corrida
foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. As fracBes 34 a 38 apresentaram atividade
antagonista. Em analise por espectrometria de massas, a fragdo 35 apresentou duas massas moleculares.
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Figura 14

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa do pool FR2 (fracdes 27 a 29 da coluna Poros®). Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com

solucéo B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucédo A (TFA 0,05 % v/v em agua
Milli-Q®). Fracdes eluidas com as solucdes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucdo A, 10-40 min 0-100 % da solucéo B e 40-50 min 100 % da solug&o B. A corrida

foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. As fracdes 24 e 33 a 38 apresentaram atividade

antagonista. Em analise por espectrometria de massas, as fracdes 24 e 33 apresentaram duas e as fracdes 37 e 38 apresentaram trés
massas moleculares.
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Figura 15
Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fragéo 26 da coluna Poros®. Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com solucéo B
(acetonitrila 100 % v/v acrescida de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucéo A (TFA 0,05 % v/v em &gua Milli-Q®).
Fracdes eluidas com as solugbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucdo A, 10-40 min 0-100 % da solucéo B e 40-50 min 100 % da solug&o B. A corrida
foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. As fracdes 32 a 39 apresentaram atividade
antagonista. Em analise por espectrometria de massas, as fracdes 36, 37 e 38 apresentaram quatro, duas e trés massas moleculares,
respectivamente.
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Figura 16
Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fragéo 27 da coluna Poros®. Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com solucéo B
(acetonitrila 100 % v/v acrescida de Acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucdo A (TFA 0,05 % v/v em agua Milli-Q®).
Fracdes eluidas com as solugbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucdo A, 10-40 min 0-100 % da solucéo B e 40-50 min 100 % da solug&o B. A corrida
foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. As fracBes 33 a 39 apresentaram atividade
antagonista. Em analise por espectrometria de massas, as fracdes 38 e 39 apresentaram trés e quatro massas moleculares,
respectivamente.
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Figura 17

ITM

40.0 450 min

(Sigma) eluida com solugéo B

(acetonitrila 100 % v/v acrescida de Acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucéio A (TFA 0,05 % v/v em agua Milli-Q®).
Fracdes eluidas com as solugbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucdo A, 10-40 min 0-100 % da solucéo B e 40-50 min 100 % da solug&o B. A corrida
foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. As fracBes 33 a 39 apresentaram atividade
antagonista. Em analise por espectrometria de massas, as fracdes 37 e 38 apresentaram trés e uma (7.377.969 Da) massas moleculares,

respectivamente.
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Figura 18

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa do pool FR3 (fracdes 29 e 30 da coluna Poros®). Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com
solucao B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de &cido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucao A (TFA 0,05 % v/v em agua
Milli-Q®). Fracdes eluidas com as solu¢des A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da soluc¢do A, 10-40 min 0-100 % da solug&o B e 40-50 min 100 % da solucédo B. A corrida
foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. As fracbes 32 a 39 apresentaram atividade
antagonista. Em analise por espectrometria de massas, as fracdes 32 e 37 apresentaram trés e as fracfes 38 e 39 duas massas
moleculares.
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Figura 19

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa do pool FR4 (fracdes 31 a 33 da coluna Poros®). Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com

solucao B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucéao A (TFA 0,05 % v/v em agua
Milli-Q®). Fracdes eluidas com as solucdes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucdo A, 10-40 min 0-100 % da solug&o B e 40-50 min 100 % da solugédo B. A corrida
foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. As fracdes 33 a 38 apresentaram atividade
antagonista. Em analise por espectrometria de massas, as fracdes 33, 37 e 38 apresentaram duas, trés e quatro massas moleculares,
respectivamente.
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Figura 20

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fragéo 25 da coluna Poros®. Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com solucdo B

(acetonitrila 100 % v/v acrescida de Acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucdo A (TFA 0,05 % v/v em agua Milli-Q®).
Fracdes eluidas com as solugbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solu¢do A, 10-40 min 0-100 % da solug&o B e 40-50 min 100 % da solucdo B. A corrida
foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. As fracdes 33 a 39 apresentaram atividade
antagonista. Em analise por espectrometria de massas, as fracdes 33, 34, 37 e 39 apresentaram quatro, trés, quatro e trés massas
moleculares, respectivamente.
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Figura 21
Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fragéo 26 da coluna Poros®. Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com solucdo B
(acetonitrila 100 % v/v acrescida de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucéo A (TFA 0,05 % v/v em agua Milli-Q®).
Fracdes eluidas com as solugbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),

utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucdo A, 10-40 min 0-100 % da solug&o B e 40-50 min 100 % da solucédo B. A corrida

foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. As fracbes 30 a 40 apresentaram atividade
antagonista. Em analise por espectrometria de massas, as fracdes 30, 31, 32, 35 e 40 apresentaram duas, uma (7.235.679 Da), trés, trés e

guatro massas moleculares, respectivamente.



Al 10 o

3.0 )
HeTs Chi 280nm [

. ethodl]
2.5 -

. -75.0
2.0 [
1.5 -50.0
1.0
0_5_: _—25.0
0.0

.a
a0 =0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 rmin
£ gl ix 1007 S
MU TE TRz 22 0nm [

1 CoConc. (Methodi]
4.0 I

7 5.0
5.0

3 —50.0
2.0+ [
1.0 =25.0
D.D 1 T ———

T T T T T T T T T o
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 350 40.0 45.0 rrin

Figura 22
Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fragéo 27 da coluna Poros®. Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com solucéo B
(acetonitrila 100 % v/v acrescida de Acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucéo A (TFA 0,05 % v/v em &gua Milli-Q®).
Fracdes eluidas com as solugbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucdo A, 10-40 min 0-100 % da solug&o B e 40-50 min 100 % da solugédo B. A corrida
foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. As fracBes 32 a 39 apresentaram atividade
antagonista. Em analise por espectrometria de massas, as fracdes 32, 34, 35 e 39 apresentaram duas, trés, quatro e duas massas
moleculares, respectivamente.
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Figura 23

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fragéo 28 da coluna Poros®. Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com solucéo B

(acetonitrila 100 % v/v acrescida de Acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucdo A (TFA 0,05 % v/v em agua Milli-Q®).
Fracdes eluidas com as solugbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucdo A, 10-40 min 0-100 % da solug&o B e 40-50 min 100 % da solugédo B. A corrida

foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. As fragbes 32 a 39 apresentaram atividade

antagonista. Em analise por espectrometria de massas, as fracdes 32, 38 e 39 apresentaram duas, trés e uma (10.761.097 Da) massas
moleculares, respectivamente.
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Figura 24

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa do pool FR5 (fracdes 29 e 30 da coluna Poros®). Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com

solucao B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucéao A (TFA 0,05 % v/v em agua
Milli-Q®). Fracdes eluidas com as solucdes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solu¢do A, 10-40 min 0-100 % da solug&o B e 40-50 min 100 % da solucédo B. A corrida

foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. As fracdes 32 a 38 apresentaram atividade
antagonista. Em analise por espectrometria de massas, as fracdes 32, 34, 35, 37 e 38 apresentaram uma (7.338.008 Da), quatro, quatro,
guatro e trés massas moleculares, respectivamente.



3 GmAU(}dD‘j o
2 ANNATS Ch 2800 N |

] C.Conc. (ethad)]
2.5 i

3 5.0
2.047 [
1.5 =0.0
1.0
0_5_: _—25.0

L e I T T T T T T T T a

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 A40.0 45.0 Frin

= DDmAUf}HDD‘j s
. 4SS Ch2 2200 |

3 CoCanc. thodi]
1.755 [
1.50- -—?E.D
1255 [
1.003 .

: —=0.0
0.75— [
0.503 [

E -25.0
.25 i

B L S S e e [ e s e S e S S S I B e e e e T B e e S e AN B S m e S e e I B e s o

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 A40.0 45.0 rin

Figura 25

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa do pool FR6 (fracdes 31 e 32 da coluna Poros®). Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com

solucao B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucao A (TFA 0,05 % v/v em agua
Milli-Q®). Fracdes eluidas com as solu¢des A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucdo A, 10-40 min 0-100 % da solug&o B e 40-50 min 100 % da solucédo B. A corrida

foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. As fracbes 30 a 38 apresentaram atividade
antagonista. Em analise por espectrometria de massas, as fracdes 30, 32 e 38 apresentaram duas, uma (7.341.498 Da) e quatro massas
moleculares, respectivamente.
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Perfil cromatografico em coluna de fase reversa do pool FR7 (fracdes 33 a 36 da coluna Poros®). Coluna Supelcosi

Figura 26

ITM

min

(Sigma) eluida com

solucéo B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucédo A (TFA 0,05 % v/v em agua
Milli-Q®). Fracdes eluidas com as solucdes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucdo A, 10-40 min 0-100 % da solucéo B e 40-50 min 100 % da solug&o B. A corrida
foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. As fragdes 29 a 37 apresentaram atividade
antagonista. Em analise por espectrometria de massas, as fracdes 31, 32, 33, 35 e 36 apresentaram duas, duas, trés, trés e quatro massas
moleculares, respectivamente.
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Figura 27

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fragéo 26 da coluna Poros®. Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com solucéo B

(acetonitrila 100 % v/v acrescida de Acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucdo A (TFA 0,05 % v/v em agua Milli-Q®).
Fracdes eluidas com as solugbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucdo A, 10-40 min 0-100 % da solug&o B e 40-50 min 100 % da solucédo B. A corrida

foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. As fracdes 30 a 38 apresentaram atividade

antagonista. Em analise por espectrometria de massas, as fracdes 30, 34 e 38 apresentaram trés, uma (7.279.134 Da) e quatro massas
moleculares, respectivamente.
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Figura 28

T
min

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fragéo 27 da coluna Poros®. Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com solucdo B
(acetonitrila 100 % v/v acrescida de Acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucdo A (TFA 0,05 % v/v em agua Milli-Q®).

Fracdes eluidas com as solugbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solu¢do A, 10-40 min 0-100 % da solug&o B e 40-50 min 100 % da solucédo B. A corrida
foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. As fracbes 30 a 38 apresentaram atividade
antagonista. Em analise por espectrometria de massas, as fracdes 30, 35 e 36 apresentaram duas massas moleculares.
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Figura 29

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa do pool FR8 (fracdes 28 e 29 da coluna Poros®). Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com

solucao B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucao A (TFA 0,05 % v/v em agua
Milli-Q®). Fracdes eluidas com as solu¢des A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da soluc¢do A, 10-40 min 0-100 % da solug&o B e 40-50 min 100 % da solugédo B. A corrida

foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. As fracbes 30 a 38 apresentaram atividade
antagonista. Em analise por espectrometria de massas, as fracdes 30, 33, 36, 37 e 38 apresentaram trés, quatro, trés, trés e trés massas
moleculares, respectivamente.
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Figura 30
Perfil cromatografico em coluna de fase reversa do pool FR9 (fracdes 30 a 34 da coluna Poros®). Coluna Supelcosi
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(Sigma) eluida com

solucao B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucédo A (TFA 0,05 % v/v em agua
Milli-Q®). Fracdes eluidas com as solucdes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucdo A, 10-40 min 0-100 % da solug&o B e 40-50 min 100 % da solugédo B. A corrida
foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. As fracdes 30 a 38 apresentaram atividade
antagonista. Em analise por espectrometria de massas, as fracdes 30 e 32 apresentaram uma (7.877.274 Da) e duas massas moleculares,

respectivamente.
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Figura 31

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fragéo 25 da coluna Poros®. Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com solucéo B
(acetonitrila 100 % v/v acrescida de Acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucdo A (TFA 0,05 % v/v em agua Milli-Q®).

Fracdes eluidas com as solugbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),

utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da soluc¢do A, 10-40 min 0-100 % da solug&o B e 40-50 min 100 % da solugédo B. A corrida

foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. As fracdes 33 a 38 apresentaram atividade

antagonista. Em analise por espectrometria de massas, as fracdes 33, 34 e 35 apresentaram trés, quatro e quatro massas moleculares,
respectivamente.
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Figura 32

Perfil cromatografico em coluna de fase reversa da fragéo 27 da coluna Poros®. Coluna Supelcosil™ (Sigma) eluida com solucdo B

(acetonitrila 100 % v/v acrescida de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucéo A (TFA 0,05 % v/v em &gua Milli-Q®).
Fracdes eluidas com as solugbes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solucdo A, 10-40 min 0-100 % da solucéo B e 40-50 min 100 % da solug&o B. A corrida
foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. As fracdes 33 a 38 apresentaram atividade
antagonista. Em andlise por espectrometria de massas, as fragbes 33 e 37 apresentaram quatro e trés massas moleculares,
respectivamente.
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Perfil cromatogréfico em coluna de fase reversa do pool FR10 (fracdes 28 e 29 da coluna Poros®). Coluna Supelcosi

Figura 33

moleculares, respectivamente
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(Sigma) eluida com
solucéo B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucéo A (TFA 0,05 % v/v em agua
Milli-Q®). Fracdes eluidas com as solucdes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da soluc¢do A, 10-40 min 0-100 % da solug&o B e 40-50 min 100 % da solucédo B. A corrida

foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. As fracdes 30 a 38 apresentaram atividade
antagonista. Em analise por espectrometria de massas, as fracdes 30, 31, 33, 34 e 38 apresentaram duas, duas, quatro, trés e trés massas



9.2 ANEXO 2

ESPECTROS DE MASSAS DAS FRAGCOES PROVENIENTES DA CROMATOGRAFIA DE

FASE REVERSA EM COLUNA SUPELCOSIL™
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Figura 35
Espectro de massas em matriz &cido sinapinico da fracdo 35: massas moleculares de 10.123,861 e 24.552,340 Da [origem: cromatografia
de fase reversa Supelcosil™ - pool FR1 (fracdes 25 e 26 da cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF1 (fracbes 2 a 4 da
cromatografia de gel filtragéo - pool Tl (fragBes 1 a 7 da cromatografia de troca ibnica)].
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Figura 36
Espectro de massas em matriz super DHB da fracdo 24: massas moleculares de 6.410,649 e 9.535,329 Da [origem: cromatografia de fase
reversa Supelcosil™ - pool FR2 (fracdes 27 e 29 da cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF1 (fracdes 2 a 4 da cromatografia de
gel filtrac&o - pool Tl (fragBes 1 a 7 da cromatografia de troca ibnica)].
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Figura 37
Espectro de massas em matrizes 4cido sinapinico e super DHB, respectivamente, da fracdo 33: massas moleculares de 10.122,652 e
20.372,986 Da [origem: cromatografia de fase reversa Supelcosil™ - pool FR2 (fracdes 27 e 29 da cromatografia de fase reversa Poros®) -
pool GF1 (fracdes 2 a 4 da cromatografia de gel filtracdo - pool Tl (fracBes 1 a 7 da cromatografia de troca idnica)].
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Figura 38
Espectro de massas em matriz 4cido sinapinico da fracdo 37: massas moleculares 7.842,672 e 9.396,826 Da [origem: cromatografia de
fase reversa Supelcosil™ - fracdo 26 da cromatografia de fase reversa Poros® - pool GF2 (fracdes 5 e 6 da cromatografia de gel filtrago -
pool Tl (fracBes 1 a 7 da cromatografia de troca idnica)].



[a.u]

Intens

-1200

-T3TT.9609

1000 4

600 -

600 -

400 -

200 -

miz

I I I I I I I
6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000

Figura 39
Espectro de massas em matriz 4cido sinapinico da fracdo 38: massa molecular 7.377,969 Da [origem: cromatografia de fase reversa
Supelcosil™ - fragéo 28 da cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF2 (fracbes 5 e 6 da cromatografia de gel filtrac&o) - pool Tl
(fracBes 1 a 7 da cromatografia de troca inica)].
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Figura 40
Espectro de massas em matriz 4cido sinapinico da fracdo 38: massas moleculares 7.377,502 e 7.811,587 Da [origem: cromatografia de
fase reversa Supelcosil™ - pool FR3 (fragbes 29 e 30 da cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF2 (fracdes 5 e 6 da cromatografia
de gelfiltracéo - pool Tl (fragBes 1 a 7 da cromatografia de troca iénica)].
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Figura 41
Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracao 39: massas moleculares 7.378,750 e 9.243,296 Da [origem: cromatografia de
fase reversa Supelcosil™ - pool FR3 (fracfes 29 e 30 da cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF2 (fracdes 5 e 6 da cromatografia
de gel filtracdo - pool Tl (fracdes 1 a 7 da cromatografia de troca i6nica)].
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Figura 42
Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracdo 33: massas moleculares 6.817,719 e 10.645,063 Da [origem: cromatografia de

fase reversa Supelcosil™ - pool FR4 (fragbes 31 a 33 da cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF2 (fracdes 5 e 6 da cromatografia
de gel filtracdo - pool Tl (fracdes 1 a 7 da cromatografia de troca i6nica)].
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Figura 43
Espectro de massas em matriza-ciano-4-hidroxicindmico da fragdo 30: massas moleculares 5.633,748 e 6.401,964 Da [origem:
cromatografia de fase reversa Supelcosil™- fracdo 26 da cromatografia de fase reversa Poros® -pool GF3 (fracfes 7 a 9 da cromatografia
de gel filtracdo - pool Tl (fracdes 1 a 7 da cromatografia de troca i6nica)].
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Figura 44

I
16000

I
18000

miz

Espectro de massas em matriz 4cido sinapinicoda fracdo 31: massa molecular7.235,679 Da [origem: cromatografia de fase reversa
Supelcosil™- fracdo 26 da cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF3 (fracdes 7 a 9 da cromatografia de gel filtrag&o) - pool Tl
(fracBes 1 a 7 da cromatografia de troca inica)].
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Figura 45
Espectro de massas em matrizes acido sinapinico e super DHB, respectivamente, da fracao 32: massas moleculares 7.312,276 e
26.344,106 Da [origem: cromatografia de fase reversa Supelcosil™- fracdo 27 da cromatografia de fase reversa Poros® -pool GF3 (fracdes 7
a 9 da cromatografia de gel filtracdo - pool Tl (fracdes 1 a 7 da cromatografia de troca idnica)].
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Figura 46
Espectro de massas em matriz acido sinapinicoda fracao 32: massas moleculares 7.331,113 e 22.113,503 Da [origem: cromatografia de
fase reversa Supelcosil™- fracdo 28 da cromatografia de fase reversa Poros® - pool GF3 (fracdes 7 a 9 da cromatografia de gel filtrag&o -
pool Tl (fragbes 1 a 7 da cromatografia de troca ibnica)].
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Figura 47
Espectro de massas em matriz acido sinapinicoda fracdo 39: massa molecular 10.761,097 Da [origem: cromatografia de fase reversa

Supelcosil™- fracdo 28 da cromatografia de fase reversa Poros® -pool GF3 (fracdes 7 a 9 da cromatografia de gel filtrac&o - pool Tl
(fracdes 1 a 7 da cromatografia de troca i6nica)].
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Figura 48
Espectro de massas em matriz 4cido sinapinicoda fracdo 32: massa molecular 7.338,008 Da [origem: cromatografia de fase reversa
Supelcosil™-pool FR5 (fracdes 29 e 30 da cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF3 (fragbes 7 a 9 da cromatografia de gel filtracdo
- pool TI (fracbes 1 a 7 da cromatografia de troca idnica)].
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Figura 49

Espectro de massas em matriz 4cido sinapinico da fracdo 30: massas moleculares 5.938,576 e 6.423,931 Da [origem: cromatografia de
fase reversa Supelcosil™ - pool FR6 (fracdes 31 e 32 da cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF3 (fracdes 7 a 9 da cromatografia
de gelfiltracéo - pool Tl (fragBes 1 a 7 da cromatografia de troca iénica)].
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Figura 50

Espectro de massas em matriz 4cido sinapinico da fracdo 32: massa molecular 7.341,498 Da [origem: cromatografia de fase reversa
Supelcosil™ - pool FR6 (fracdes 31 e 32 da cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF3 (fragbes 7 a 9 da cromatografia de gel
filtracdo - pool Tl (fracBes 1 a 7 da cromatografia de troca idnica)].
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Figura 51

Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracdo 31: massas moleculares de 7.279,485 e 7.485,706Da [origem: cromatografia de
fase reversa Supelcosil™ - pool FR7 (fracbes 33 a 36 da cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF3 (fracdes 7 a 9 da cromatografia
de gel filtracdo - pool Tl (fracdes 1 a 7 da cromatografia de troca i6nica)].
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Figura 52
Espectro de massas em matriz 4cido sinapinico da fracdo 32: massas moleculares de 7.340,294 e 7.547,522Da [origem: cromatografia de
fase reversa Supelcosil™ - pool FR7 (fracfes 33 a 36 da cromatografia de fase reversa Poros®) - pool GF3 (fracdes 7 a 9 da cromatografia
de gelfiltrac&o - pool Tl (fragBes 1 a 7 da cromatografia de troca iénica)].
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Figura 53

Espectro de massas em matriz 4cido sinapinico da fracao 34: massa molecular de 7.279,134 Da [origem: cromatografia de fase reversa
Supelcosil™ - fracd026 da cromatografia de fase reversa Poros® - fracdo 10 da cromatografia de gel filtracéo - pool Tl (fracdes 1 a 7 da
cromatografia de troca idnica)].
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Figura 54

Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracdo 30: massas moleculares de 6.262,065 e 7.896,821Da [origem: cromatografia de
fase reversa Supelcosil™ - frac&027 da cromatografia de fase reversa Poros® - fracdo 10 da cromatografia de gel filtragéo - pool Tl (fracdes
1 a 7 da cromatografia de troca idnica)].



5 @
.E. [
&20004 =
c o
il (o
E =
! o
E [y
1500 o
1 o
[r=
=t
o
1000 -
500 4
|:|_ | I I 1 I | I 1 1 I | 1 I 1 1 | 1 1 1 I | 1 I 1 1 | 1 I 1 I | 1 I 1 1 | 1 I
20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000 90000
miz
Figura 55

Espectro de massas em matriz 4cido sinapinico da fracao 35: massas moleculares de 20.721,109 e 24.709,552Da [origem: cromatografia
de fase reversa Supelcosil™ - frac&027 da cromatografia de fase reversa Poros® - fracdo 10 da cromatografia de gel filtrag&o - pool Tl
(fracBes 1 a 7 da cromatografia de troca inica)].
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Figura 56

Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracao 36: massas moleculares de 20.721,109 e 24.728,435Da [origem: cromatografia
de fase reversa Supelcosil™ - fracd027 da cromatografia de fase reversa Poros® - fracdo 10 da cromatografia de gel filtracéo - pool Tl
(fracdes 1 a 7 da cromatografia de troca i6nica)].
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Figura 57
Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracao 30: massa molecular de 7.877,274 Da [origem: cromatografia de fase reversa

Supelcosil™-pool FR9 (fracdes 30 a 34 da cromatografia de fase reversa Poros®) - fragéo 10 da cromatografia de gel filtrac&o - pool Tl
(fracdes 1 a 7 da cromatografia de troca i6nica)].
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Figura 58

Espectro de massas em matriz 4cido sinapinico da fracdo 32: massas moleculares de 8.126,979 e 10.153,323Da [origem: cromatografia de

fase reversa Supelcosi

ITM

-pool FR9 (fracdes 30 a 34 da cromatografia de fase reversa Poros®) - fracéo 10 da cromatografia de gel filtrac&o -
pool Tl (fracBes 1 a 7 da cromatografia de troca idnica)].
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Figura 59
Espectro de massas em matriz a-ciano-4-hidroxicindmicoda fracdo 30: massas moleculares de 5.664,785 e 6.261,465Da [origem:

cromatografia de fase reversa Supelcosil™- pool FR10 (frac6es 28 e 29 da cromatografia de fase reversa Poros®) - fracdo 11 da
cromatografia de gel filtracdo - pool Tl (fracbes 1 a 7 da cromatografia de troca idnica)].
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Figura 60
Espectro de massas em matriz a-ciano-4-hidroxicinamicoda fragdo 31: massas moleculares de 5.663,668 e 6.615,865Da [origem:
cromatografia de fase reversa Supelcosil™- pool FR10 (fracbes 28 e 29 da cromatografia de fase reversa Poros®) - fracdo 11 da
cromatografia de gel filtragéo - pool Tl (fragBes 1 a 7 da cromatografia de troca ibnica)].



9.3 ANEXO 3

PERFIL CROMATOGRAFICO E ESPECTROS DE MASSAS DAS FRAGOES PROVENIENTES DA

RECROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA EM COLUNA SUPELCOSIL™
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Figura 61
Perfil cromatografico da recromatografia em coluna de fase reversa da fracdo 35 da coluna Supelcosi [origem: frac@o 25 da fase

reversa Poros® - pool GF1 (fracdes 2 a 4) da gel filtrac&o - pool Tl (fragdes 1 a 7) da troca idnica]. Coluna Supelcosil™™ (Sigma) eluida com

solucéo B (acetonitrila 100 % v/v acrescida de acido trifluoroacético (TFA) 0,05 %) e equilibrada com solucédo A (TFA 0,05 % v/v em agua
Milli-Q®). Fracdes eluidas com as solucdes A e B, mantendo-se fluxo de 60mL/h, perfazendo um gradiente linear de 0 a 100 % (linha verde),
utilizando o seguinte programa: 0-10 min 100 % da solu¢do A, 10-40 min 0-100 % da solug&o B e 40-50 min 100 % da solugdo B. A corrida
foi monitorada a 220 nm (rosa) e 280 nm (preto), com temperatura aproximada de 25 °C. Foram coletadas 5 frag6es/min, v = 200 pL. Todas
as subfracdes obtidas a partir das fracdes 34, 35 e 36 (representadas na figura) apresentaram atividade antagonista, exceto a fracdo 36.5.
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Figura 62
Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracao 34.2: massas moleculares de 24.651,918 e 30.860,792 Da [origem:

recromatografia de fase reversa Supelcosil™ - fracdo 35 da cromatografia de fase reversa Supelcosil™ - fracéio 25 da cromatografia de fase
reversa Poros®) - pool GF1 (fracdes 2 a 4 da cromatografia de gel filtrac&o) - pool Tl (fragbes 1 a 7 da cromatografia de troca idnica)].
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Figura 63
Espectro de massas em matriz acido sinapinico da fracao 34.3: massas moleculares de 24.670,801 e 30.835,656 Da [origem:
recromatografia de fase reversa Supelcosil™ - fragdo 35 da cromatografia de fase reversa Supelcosil™ - fragéio 25 da cromatografia de fase
reversa Poros®) - pool GF1 (fracdes 2 a 4 da cromatografia de gel filtrac&o) - pool Tl (fragbes 1 a 7 da cromatografia de troca idnica)].



