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RESUMO

CUCINELLI, Andrezza do Espirito Santo. Toxina Shiga-like e hemolisina TlyA em cepas
de Corynebacterium diphtheriae: identificacdo, caracterizacdo funcional e influéncia no
potencial de viruléncia. 2022. 171 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

As manifestacOes clinicas observadas nas infec¢fes por Corynebacterium diphtheriae,
principal agente etiolégico da difteria, sdo frequentemente associadas a acdo da toxina
diftérica (TD), seu principal fator de viruléncia. No entanto, cepas ndo produtoras de TD tém
sido isoladas de infeccOes invasivas e estudos recentes vem demonstrando o envolvimento de
mecanismo multifatorial na sua patogenicidade. A andlise do pangenoma desta espécie
identificou a presenca de 57 ilhas gendmicas, indicando que a transferéncia horizontal de
genes € uma estratégia frequentemente utilizada pelas corinebactérias para estabelecer
diferengas nas interacfes patdgeno-hospedeiro. Diversos trabalhos indicam que os genes
codificadores da toxina Shiga sdo passiveis de transferéncia entre espécies. Em
Corynebacterium ulcerans a proteina Rbp, similar a cadeia A da toxina Shiga de Escherichia
coli (SLT-1), cuja funcdo € impedir a sintese de ribossomos provocando morte celular, foi
identificada. Adicionalmente, os genes codificadores de hemolisinas, outro importante fator
de viruléncia, sdo capazes de causar lesdo celular através da formacao de poros. Os genes da
alfa-hemolisina (HIyA) de E. coli e, de outras espécies bacterianas, também séo passiveis de
transferéncia horizontal. Algumas cepas de C. diphtheriae parecem ser produtoras de
hemolisinas especificas, uma vez que sdo classificadas quanto a atividade hemolitica. O
sequenciamento gendmico de C. diphtheriae biovar gravis cepa NCTC 13129 identificou a
sequéncia de uma proteina hipotética, semelhante a hemolisina (TlyA) de Mycobacterium
tuberculosis. Neste sentido, foi demonstrada a presenca e a expressao de genes semelhantes as
toxinas Shiga-like e hemolisina, em diferentes espécies de Corynebacterium. Pesquisas in
silico da presenca dos genes rbp (toxina Shiga-like) e tlyA (hemolisina) nas espécies de
Corynebacterium. foram realizados. Adicionalmente, 0s seguintes experimentos para a
confirmacdo fenotipica foram desenvolvidos: i) construcdo de cepa mutante para 0s genes
alvos; ii) padronizacdo de PCR e RT-gPCR; iii) expressdo génica em PCR por tempo real; iv)
ensaios de citotoxicidade em células Vero; v) influéncia de diferentes condi¢cGes ambientais
na expressao destes genes, e vi) potencial artritogénico em modelos animais (murinos). Os
resultados obtidos através de analises de bioinformatica demonstraram que diferentes espécies
de Corynebacterium apresentavam genes que codificam proteinas com expressiva homologia
para as toxinas Rbp e TlyA. Os dados dos ensaios fenotipicos verificaram os efeitos
citotoxicos destas proteinas em diferentes cepas de C. diphtheriae analisadas. Em concluséo,
as cepas de C. diphtheriae isoladas de casos de difteria e/ou infecgdes invasivas podem
também utilizar a producdo de hemolisina TlyA e de toxina Shiga-like nos mecanismos cepa-
dependentes de patogenicidade. Estudos adicionais relacionados a esses fatores de viruléncia
permanecem em andamento tanto para C. diphtheriae quanto para outras corinebactérias de
relevancia clinica.

Palavras - chave: Corynebacterium diphtheriae. Toxina Shiga-like. Hemolisina. Gene tlyA.
Gene rbp.



ABSTRACT

CUCINELLI, Andrezza do Espirito Santo. Shiga-like toxin and TIyA hemolysin in
Corynebacterium diphtheriae: identification, functional characterization and influence on
virulence potential. 2022. 171 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

The clinical features observed in cases of classic diphtheria caused by
Corynebacterium diphtheriae are associated with diphtheria toxin production (DT), its main
virulence factor. However, non-DT-producing strains have been isolated from invasive
infections. Recent studies have demonstrated the involvement of a multifactorial virulence
mechanism expressed by C. diphtheriae strains. The analysis of the pangenome of this species
identified the presence of 57 genomic islands, indicating that horizontal gene transfer is a
strategy frequently used by corynebacteria to establish differences in pathogen-host
interactions. Several studies indicate that the genes encoding Shiga toxin are transferable
between species. In Corynebacterium ulcerans, the Rbp protein, similar to the A chain of
Escherichia coli Shiga toxin (SLT-1), whose function is to inhibit the synthesis of ribosomes
causing cell death, was previously identified. Additionally, genes encoding hemolysins,
another important virulence factor, may cause cell damage through pore formation. The
alpha-hemolysin (HIyA) genes from E. coli and other bacterial species are also capable of
horizontal transfer. Some C. diphtheriae strains possibly produce specific hemolysins, as they
are classified according to hemolytic activity. Genomic sequencing of C. diphtheriae biotype
gravis NCTC 13129 strain identified the sequence of a hypothetical hemolysin-like protein
(TlyA) from Mycobacterium tuberculosis. Therefore, the presence and expression of genes
similar to Shiga-like toxins and hemolysin were demonstrated in different Corynebacterium
species. Additionally, the following experiments for the investigation of phenotypic
expression were performed: i) construction of mutant strains for the target genes: ii) gene
expression by real-time PCR; iii) Vero cell cytotoxicity assays; iv) influence of environmental
conditions on the expressions of these genes; v) arthritogenic potential using an animal model
(murine). Data obtained through bioinformatics analysis showed that different
Corynebacterium species presented genes that encode proteins with expressive homology to
the toxins Rbp (Shiga-like toxin) and TlyA (hemolysin) toxins. Phenotypic assays verified the
cytotoxic effects of these proteins on different C. diphtheriae strains. In conclusion, C.
diphtheriae strains isolated from cases of diphtheria and/or invasive infections may also
utilize the production of TlyA hemolysin and Shiga-like toxin in the strain-dependent
mechanisms of pathogenicity. Additional studies related to these virulence factors remain
ongoing for both C. diphtheriae and other clinically relevant corynebacteria.

Keywords: Corynebacterium diphtheriae. Shiga-like toxin. Hemolysin. tlyA gene. rbp gene
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INTRODUCAO

Difteria

A difteria € uma doenca bacteriana que acomete principalmente o trato respiratdrio
superior e a pele. O principal agente etioldgico é Corynebacterium diphtheriae. A difteria
classica apresenta evolucdo aguda em funcdo da producdo e circulacdo da toxina diftérica
(TD) no organismo do hospedeiro. Desta forma, apresenta manifestacdes locais, com a
formacdo de uma pseudomembrana acinzentada, sinal patognoménico da doenca. Efeitos
sistémicos sdo causados pela exotoxina de origem proteica, que apresenta tropismo pelo
miocérdio, sistema nervoso e pelas glandulas suprarrenais (CERDENO-TARRAGA et al.,
2003; MATTOS-GUARALDI et al., 2003; TRUELOVE et al., 2020; VIEIRA et al., 2022).

Apesar da vacinacdo e dos relevantes conhecimentos adquiridos durante os anos, as
estratégias disponiveis para erradica-la ainda séo insuficientes (SABBADINI et al., 2010). As
desigualdades na cobertura vacinal, principalmente a infantil, e da salude reprodutiva e
materna sdo significativamente piores em paises afetados por conflitos (AKSEER et al.,
2020), sendo uma das principais explicacdes da disseminacao da difteria e de outras doencas
preveniveis por vacinacdo entre refugiados. Estes dados, aliados a falta de infraestrutura
sanitaria adequada, maior resisténcia a antimicrobianos, menor cobertura vacinal e crise
econémica, fatores agravados ainda mais pela pandemia de COVID-19, sugerem uma
elevacdo, a nivel mundial, do ressurgimento de doencas controlaveis por vacinacdo nos
préximos anos (AKSEER et al., 2020; CUCINELLI et al., 2021; DOOCY et al., 2019;
TRUELOVE et al., 2020).

Atualmente, C. diphtheriae, Corynebacterium ulcerans, Corynebacterium
pseudotuberculosis, Corynebacterium belfantii e Corynebacterium rouxii formam um grupo
de patogenos potencialmente produtores de TD relacionados a processos infecciosos em
humanos e/ou animais (BADELL et al., 2020; DAZAS et al., 2018; MATTOS-GUARALDI
etal., 2011; VIEIRA et al., 2022).

Desde meados de 1900, quando ocorreu a maior epidemia de difteria em paises do
Leste Europeu, muitos estudos foram realizados para entender a fisiopatologia da doenca,
desenvolver formas de prevencdo e tratamento, obtendo uma expressiva reducdo na sua

mortalidade. Assim, a difteria passou a ndo ser mais considerada uma grande ameaca a saude
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publica e foi amplamente esquecida. Diferentes trabalhos cientificos fizeram suposi¢des
inadequadas, como: a de que a vacinacdo conferia imunidade contra a colonizagédo, a
imunidade ¢é vitalicia e ndo diminui com o tempo e que apenas individuos sintomaticos séo
infecciosos (TRUELOVE et al., 2020). No entanto, durante as Ultimas décadas foram
verificadas caracteristicas clinicas e epidemiologicas incomuns de casos de difteria, incluindo
surtos entre adultos e criangas completamente imunizados (SANTOS et al., 2014; VIGUETTI
et al.,, 2012), e o surgimento de C. ulcerans como o principal agente causador da difteria
zoonotica em alguns paises (DIAS et al., 2011b; MATTOS-GUARALDI et al., 2008;
OKAMOTO et al., 2018; SIMPSON-LOUREDO et al., 2019; YASUDA et al., 2018).

Além disso, infe¢Ges atipicas causadas por cepas de C. diphtheriae e C. ulcerans, ndo
produtoras de TD, tém sido cada vez mais relatadas (SANTOS et al., 2014; VIGUETTI et al.,
2012), o que sugere que outros fatores de viruléncia podem ser expressos por cepas
patogénicas, além da producdo da TD (HIRATA-JUNIOR. et al., 2008; VIEIRA et al., 2022).

Aspectos Microbiologicos

Atualmente, o género Corynebacterium compreende mais de 135 espécies descritas,
sendo C. diphtheriae a espécie mais conhecida. Caracterizada por apresentar células
bacterianas em forma de bastonetes Gram-positivos, pleomérficos, que tendem a formar
arranjos em padrdes de palicadas e/ou letras chinesas, aerébicos, iméveis e ndo formadores de
esporos (CERDENO-TARRAGA et al., 2003).

Do ponto de vista bioguimico, C. diphtheriae é capaz de produzir catalase, reduzir o
nitrato e o telurito, além de fermentar carboidratos, especialmente glicose, maltose e ribose.
Além disso, sdo pirazinamidase, urease e CAMP negativos (MURRAY, 2007); DNase
positivos (PIMENTA et al., 2008a), podendo fermentar ou ndo a sacarose (MATTOS-
GUARALDI; FORMIGA, 1991).

Devido a sua complexidade bioquimica, a espécie ja foi subdividida em quatro
variedades classificadas em biovares: gravis, mitis, intermedius e belfanti, de acordo com as
diferentes caracteristicas fenotipicas, tais como: forma das colonias no agar chocolate telurito,
padrdes bioquimicos e seu potencial de hemoélise (FUNKE et al., 1997). Atualmente existem

trés biovares, uma vez que o biovar belfanti, a partir de estudos gendmicos, foi elevado a
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categoria de espécie, em 2018, C. belfantii (DAZAS et al., 2018). Estudos indicam que a
variacdo gendmica de C. diphtheriae ndo suporta a separacdo de cepas em biovares, e sim na
sequéncia tipo (ST) utilizando a tipagem de sequéncia multiloco (MLST), mais adequada para
investigar a dindmica evolutiva a longo tempo (MAIDEN, 2006; SANGAL; HOSKISSON,
2016; TROST et al., 2012). Os estudos utilizando MLST né&o observaram correlagdo entre os
STs e os biovares, a severidade da doenca e as diferentes cepas, também foi demonstrada a
ampla disseminacdo de cepas C. diphtheriae pelo mundo (BOLT et al., 2010; DU PLESSIS et
al., 2017; FARFOUR et al., 2012; SANGAL; HOSKISSON, 2016). Apesar da classificacdo
em biovares ser complexa, por razBes historicas, ainda permanece rotineiramente utilizada,
inclusive em laboratorios de referéncia (SANGAL; HOSKISSON, 2016).

Embora classicamente considerado um patdgeno estritamente humano, C. diphtheriae
também é capaz de infectar animais, como gatos e cavalos (HALL et al., 2010). Além da
espécie C. diphtheriae, outras duas espécies produtoras de TD, C. ulcerans e C.
pseudotuberculosis, ambas de importancia veterinaria, podem causar infeccdes em humanos
(DIAS et al., 2011c; MATTOS-GUARALDI et al.,, 2011; OKAMOTO et al.,, 2018;
WAGNER et al., 2010a). Recentemente, C. ulcerans tem sido cada vez mais isolado de
animais de companhia, como gatos ou cées, inclusive em regides urbanas no Brasil (DIAS et
al., 2010; HACKER et al., 2016; SIMPSON-LOUREDO et al., 2014). A ocorréncia de
difteria e outros tipos de infecgdes causadas por C. ulcerans tem superado os casos por C.
diphtheriae em diversos paises, incluindo paises europeus, Estados Unidos e Japdo
(HACKER et al., 2016; MOORE et al., 2015; OTSHUDIEMA et al., 2021; OTSUJI et al.,
2019). Diante da possibilidade de difteria no pais, o Ministério da Satde emitiu, em 2010,
nota técnica estabelecendo medidas de controle, notificagdo e tratamento (BRASIL, 2010).

As manifestacGes clinicas da difteria por C. ulcerans séo similares as causadas pelo C.
diphtheriae, inclusive a formacdo de pseudomembrana e as lesfes cutaneas tipicas (DIAS et
al., 2011b; WAGNER et al., 2012) e atipicas (DIAS et al., 2011b; WAGNER et al., 2001). No
entanto, algumas manifestacdes sdo atribuidas a presenca de fosfolipase D (PLD), como
ulceracdo de mucosas, necrose e pneumonia (DIAS et al., 2011b). Este patdgeno foi relatado
em outros tipos de infeccdo, tendo como fonte objetos, indicando tratar-se de uma espécie em
circulacdo no ambiente (LEITZ; LEITZ; SCHALLER, 2013; MATTOS-GUARALDI et al.,
2008). Esses dados sugerem que outros fatores de viruléncia podem ser expressos por cepas
patogénicas, além da producéo da TD (HIRATA-JUNIOR. et al., 2008; VIEIRA et al., 2022).
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Aspectos Clinicos

O patogeno C. diphtheriae pode ser transmitido pelo contato direto do individuo
doente, ou portador assintomatico, com pessoas susceptiveis, através de goticulas produzidas
pela nasofaringe e, eliminadas por tosse, espirro ou fala. Outra via de transmissao comum
deste patdgeno ocorre pelas lesdes de pele, que podem ser mais contagiosas do que as do trato
respiratorio. Em casos raros, pode ocorrer a contaminacdo por fomites (CERDENO-
TARRAGA et al., 2003; QUICK et al., 2000). O periodo de incubacéo da difteria é, em geral,
de 1 a 6 dias, podendo ser mais longo, enquanto o periodo de transmissibilidade tem duracéao
média de até 2 semanas ap6s o inicio dos sintomas (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Os primeiros sinais/sintomas da doenca sdo inespecificos, de evolucdo subaguda, que
se assemelham aos quadros de viroses respiratdrias, caracterizados por mal-estar geral, febre
baixa, dor de garganta e perda do apetite, denominados no meio cientifico como sinais
prodrdmicos. Os sitios mais comuns de infeccdo sdo as amigdalas e faringe e, menos
frequentemente, a laringe. InfeccBes nestes locais geralmente estdo associadas a absorcédo
sisttmica da toxina. Pode-se observar a formacdo de pseudomembrana acinzentada
principalmente nas regibes de tonsila, oro e nasofaringe. A formagdo extensa da
pseudomembrana pode resultar em obstrucdo respiratéria. Pacientes com doenca severa
podem desenvolver edema nas areas submandibular e anterior do pescoco, com
linfadenopatia, o que confere aparéncia de “pescoco de touro”, sinal patognomodnico da
doenga, juntamente com a pseudomembrana (FARFOUR et al, 2012; MATTOS-
GUARALDI et al., 2001).

A acdo da toxina diftérica no miocardio pode resultar em insuficiéncia cardiaca aguda,
sendo fatal em aproximadamente 25 % dos casos. As manifestacdes neuroldgicas estdo
associadas com a gravidade dos sintomas respiratorios e levam a paralisia do palato e faringe,
podendo evoluir para cranio e musculos da face, elevando o risco de broncoaspiracdo
(FARFOUR et al., 2012; MATTOS-GUARALDI et al., 2001). Os disturbios neurol6gicos
desenvolvem-se semanas a meses apds o inicio dos sintomas e sdo responsaveis por até 15 %
dos casos fatais (TRUELOVE et al., 2020). Outras complicacdes incluem otite média e
insuficiéncia respiratdria devido a obstrucéo aérea, principalmente em criangas (FARFOUR et
al., 2012; MATTOS-GUARALDI et al., 2001).
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A difteria cutdnea envolve o aparecimento de erupc¢des ou Ulceras na pele, podendo
ocorrer a formacdo de pseudomembrana com bordas bem demarcadas, que ao se desprender
deixa uma lesdo serosa e hemorragica. Neste tipo de infeccdo, as cepas sdo capazes de
produzir toxina diftérica e, por isso, devem ser identificadas e analisadas. Qualquer lesdo de
pele cronica pode albergar o bacilo diftérico (CDC, 2015; WAGNER et al., 2010b).

Cepas de C. diphtheriae ndo produtoras de TD também sdo capazes de causar
infeccdes, tais como faringite e tonsilite severas, além de infec¢bes invasivas, como
endocardite (CLINTON et al., 2013; HIRATA-JUNIOR. et al., 2008; MUTTAIYAH et al.,
2011; SANTIS et al., 2020), bacteremia (GOMES et al., 2009; KATO et al., 2020; MATTOS-
GUARALDI et al., 2001; ZASADA et al., 2005), pneumonia (TROST et al., 2012; YANG et
al., 2018), artrite séptica (DIAS et al., 2011b; PEIXOTO et al., 2017; PULITI et al., 2006),
abcesso esplénico (ALEXANDER, 1984) e osteomielite (PEIXOTO et al., 2016; POILANE
et al., 1995), inclusive levando a ébito.

Além disso, quadros de difteria atipica, com auséncia de formagdo de
pseudomembrana, podem ocorrer em individuos parcialmente imunizados e infectados por
cepas de C. diphtheriae, independentemente de sua capacidade de producdo de toxina (CDC,
2015; FARFOUR et al., 2012; MATTOS-GUARALDI et al., 2001). Recentemente, dois
casos de C. diphtheriae ndo produtor de TD foram diagnosticados, incidentalmente, em
hemocultura de rotina pelo ensaio MALDI-TOF (Matrix-Assisted  Laser
Desorption/lonization — Time of Flight) e, confirmados por métodos convencionais e
amplificados por PCR (reacdo em cadeia da polimerase) para os genes tox e dtxR. Em um dos
casos, C. diphtheriae foi agente causador de infeccdo da corrente sanguinea, em um idoso
diabético, com Ulceras cutaneas crénicas ndo cicatrizantes na regido dos dedos do pé, e
doenca vascular periférica (SHANMUGAM et al., 2021). No segundo caso, C. diphtheriae foi
isolado de um abcesso intratonsilar em uma paciente do sexo feminino, de 21 anos de idade,
na regido metropolitana do Rio de Janeiro (CUCINELLI et al., 2021). Curiosamente, casos de
mononucleose infecciosa concomitante com difteria por ambos os patégenos, C. diphtheriae e
C. ulcerans, também podem ocorrer, especialmente em criancas parcialmente imunizadas
(CYRIL et al., 2020; MATTOS-GUARALDI et al.,, 2011; SIMPSON-LOUREDO et al.,
2019; WELLINGHAUSEN et al., 2002; YASUDA et al., 2018).
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Tratamento e Prevencao

O tratamento mais eficaz para difteria € a administracdo do soro antidiftérico (SAD),
uma antitoxina produzida em cavalo, associada a terapia antimicrobiana adequada, para
eliminar o microrganismo do sitio de infeccdo e interromper a producdo da toxina. O SAD
ndo neutraliza a toxina ligada aos tecidos, apenas a circulante, e deve ser administrado o mais
cedo possivel apds o diagnostico clinico presuntivo, preferencialmente nas primeiras 48 horas
da infecgdo, uma vez que a probabilidade de aumento da mortalidade praticamente dobra a
cada dia de atraso, a partir do dia 5 do inicio dos sintomas (CDC, 2015; TRUELOVE et al.,
2020).

Estudos apontam que a duracdo média da infecciosidade pode ser de até 2 semanas
entre pacientes que recebem tratamento antimicrobiano para colonizacdo respiratoria. Esse
dado diverge da recomendacdo atual da OMS (Organizacdo Mundial de Saude), sugerindo
isolamento de apenas 48 horas nestes casos. Assim, um periodo de isolamento mais longo, de
até 6 dias, ou até culturas negativas, como recomendado pelos Centros de Controle de
Doencas e Prevencdo e pela Academia Americana de Pediatria, sdo mais eficazes (COID,
2018; TRUELOVE et al., 2020).

Penicilina e eritromicina tém sido utilizados como drogas de escolha para a
erradicacdo de C. diphtheriae. Contudo, a resisténcia a esses e outros antimicrobianos ja foi
relatada. A terapia antimicrobiana para C. diphtheriae € recomendada para prevencdo dos
contatos. O SAD ndo deve ser utilizado para esta finalidade (CDC, 2015; PATEY et al., 1997;
PEREIRA et al., 2008). Os dados enfatizam a necessidade de um levantamento continuo da
susceptibilidade aos antimicrobianos para esse patogeno, visto que ja foram descobertos
diversos genes relacionados a resisténcia antimicrobiana nas espécies do género
Corynebacterium (HENNART et al.,, 2020; HIRATA, 2008; PIMENTA et al., 2008b;
SANTOS et al., 2014; SIMPSON-LOUREDO et al., 2019) .

A prevencdo da difteria cléssica é realizada através da vacina preparada apenas com a
TD inativada (toxoide diftérico), oriunda da cepa Park-Williams no. 8 (PW8), visando a
producdo de anticorpos antitoxina diftérica. O esquema basico de imunizagdo na infancia é
feito com trés doses da vacina DTP (difteria, tétano e coqueluche) aos dois, quatro e seis
meses de vida. O primeiro reforco é feito com a DTP entre 12 e 23 meses, 0 segundo entre 4 e

7 anos de idade e o terceiro reforgo entre 9 e 15 anos de idade. Em funcdo da reducdo dos
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titulos de anticorpos protetores, que devem ser > 0,1 UI/mL, com o decorrer do tempo, passou
a ser administrada dose de reforgo a cada 10 anos em adultos. No Brasil, desde 2012, o
Programa Nacional de Imunizacdes (PNI) oferta a vacina pentavalente, indicada para prevenir
contra a difteria, tétano, coqueluche, hepatite B e contra a bactéria Haemophilus influenzae
tipo b. A vacina pentavalente é recomendada a partir dos 2, 4 e seis meses de vida e as doses
de reforgo, em criangas a partir de 1 ano, sdo realizados com a vacina adsorvida difteria,
tétano e coqueluche (DTP). A partir de 2021, o Ministério da Saude (MS) passou a
disponibilizar a vacina hexavalente acelular, que inclui os mesmos patdgenos da pentavalente
acrescido da poliomielite. O esquema vacinal € realizado em trés doses, aplicada a partir do
segundo més de vida, com intervalos de 2 meses até o sexto més. A quarta dose, dose de
reforco, deve ser aplicada apos 15 meses da terceira dose, sendo a idade méaxima para sua
aplicacdo os 6 anos, 11 meses e 29 dias (TRUELOVE et al., 2020).

A vacinagdo e o tratamento reduzem substancialmente a taxa de mortalidade da
doenca. Segundo uma recente revisdo sistematica, a taxa de mortalidade é em torno de 29 %
entre 0s pacientes com difteria classica ndo tratados e ndo vacinados (intervalo de
credibilidade de 95 %). Além disso, os pesquisadores concluiram que criangas com idade
inferior a 5 anos sdo mais propensas ao 6bito do que pessoas com mais de 20 anos de idade e
que, 31 % das infec¢des entre individuos ndo vacinados sdo assintomaticas. Nos surtos mais
recentes, a mortalidade esta concentrada entre 0s casos iniciais, que muitas vezes recebem
tratamento inadequado devido a erro de diagnostico (TRUELOVE et al., 2020).

Apenas a cobertura vacinal ndo é suficiente para interromper a transmissao de C.
diphtheriae durante surtos epidémicos. A vacinacdo deve estar associada com outras
intervencOes: a) administracdo de antitoxina diftérica, preferencialmente nas primeiras 48
horas, dos casos sintomaticos e, principalmente dos nao-vacinados; b) rastreamento dos casos
assintomaticos; ¢) aumento do periodo de isolamento para 6 dias ap06s o inicio do tratamento
antimicrobiano, ou até o surgimento de culturas negativas; d) antibi6tico-profilaxia dos
individuos contactantes; e f) administracdo em massa de antibioticos, principalmente
azitromicina, para os portadores sintomaticos e assintomaticos, associados a vacinagao
durante o periodo de surtos e crises humanitarias, para o controle da difteria (SHARMA et al.,
2019; TRUELOVE et al., 2020).

Atualmente existe uma negligéncia quanto a producéo de antitoxina diftérica, uma vez
gue o estoque mundial contém doses de SAD suficientes apenas para o tratamento de 500 a

2.500 pacientes. Infelizmente, ndo existe outro produto autorizado pela OMS que possa
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substituir a falta de SAD. Deste modo, estudos adicionais para desenvolver alternativas
terapéuticas, como a utilizacdo de anticorpos monoclonais humanos, permanecem necessarios
(TRUELOVE et al., 2020).

Analises gendmicas poderdo contribuir para o desenvolvimento de novas vacinas,
incluindo proteinas de superficies de células bacterianas e/ou outros fatores de viruléncia de
C. diphtheriae e de C. ulcerans, que sdo de extrema relevancia para aumentar o espectro de
acdo (SANGAL; HOSKISSON, 2016; VIEIRA et al., 2022).

Aspectos Epidemioldgicos

As primeiras descri¢des clinicas da difteria datam do século XVI. Em 1890, Emil von
Behring conseguiu produzir antitoxinas diftéricas, obtidas apds inoculagcdo de um cavalo e,
assim, obteve a cura de pacientes infectados (MENZEL et al., 2013). Alguns anos depois,
William H. Park e Anna W. Williams identificaram uma cepa de C. diphtheriae capaz de
produzir grande quantidade de TD, chamada cepa Park-Williams no. 8 (PW8) (PARK, W. H.
AND WILLIAMS, 1896) e, apenas em 1923, a vacina contra a TD foi produzida
(EFSTRATIOU, 1998; MENZEL et al., 2013; TROST et al., 2012).

O perfil epidemiologico da difteria sofreu alteracbes ao longo dos anos,
principalmente entre os periodos pré e pés-vacinacdo. O uso dessa vacina nas criangcas dos
paises industrializados comecou no final da década de 1930, se generalizando nas duas
décadas seguintes. Com a vacinacao infantil, ocorreu uma acentuada diminuigdo na incidéncia
de difteria e na circulacdo de cepas de C. diphtheriae toxigénicas, o que resultou em um
aumento menos natural dos niveis de anticorpos. Desta forma, os adultos deixaram de ter
exposicdo natural ao bacilo e ndo recebiam doses de reforgo da vacina, diminuindo sua
imunidade induzida pela imunizacéo infantil e se tornando, novamente, susceptiveis a doenca
(GALAZKA, 2000a; MATTOS-GUARALDI et al., 2003).

As mudancgas na distribuicdo etaria dos casos de difteria derivam de outros fatores
além da vacinacdo: mudanca nos padres socioecondmicos, familias menores, melhoria no
padrdo de vida, aumento de encontros sociais entre criancas e adolescentes de diferentes

areas, além da migracdo e deslocamento de muitas pessoas em decorréncia de conflitos
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politicos, sociais, econémicos e religiosos (MATTOS-GUARALDI et al., 2003; MELKER,
H.E. DE; BERBERS, G.A.M.; NAGELKERKE; M.A.E. CONYN-VAN, 1999).

Na década de 1970, foi implementado o Programa Ampliado de Imunizacdo da
Organizacdo Mundial de Saude, através da vacina triplice bacteriana (DTP), contendo os
toxoides da difteria e do tétano e a bactéria Bordetella pertussis inativada, que estendeu a
vacinacdo aos paises em desenvolvimento (MATTOS-GUARALDI et al., 2003). No entanto,
na década de 1990, reemergiram diversos surtos epidémicos. O maior surto da era p6s-vacinal
ocorreu no Leste Europeu, que demonstrou a susceptibilidade de adultos na era vacinal,
apresentando de 64 % a 82 % dos casos em pessoas acima de 15 anos de idade, sendo o perfil
etario predominante entre 40 a 49 anos, com 5.000 mortes e mais de 157.000 casos
registrados (GALAZKA, 2000b; MATTOS-GUARALDI et al., 2003).

Apesar do uso difundido da imunizacdo nos paises em desenvolvimento, a difteria
permaneceu endémica em varias regides (GALAZKA; ROBERTSON, 1995; MATTOS-
GUARALDI et al., 2003), incluindo Africa, india, Bangladesh, Vietna, tropicos e areas da
Ameérica do Sul, inclusive o Brasil (FORMIGA, 1985). O perfil dos infectados continuou a
ser predominantemente na populacdo adulta (GALAZKA, 2000b; MOREIRA et al., 2003).

Os registros sobre a difteria no Brasil, no periodo anterior a 1980, sdo escassos, uma
vez que os relatérios eram infrequentes e a confirmacdo laboratorial ndo estava disponivel
(MATTOS-GUARALDI et al., 2003). Durante 1980 a 1999, um total de 27.134 casos de
difteria foram relatados as autoridades de saude publica no pais, sendo que, aproximadamente
50 % desses, ocorreram na regido Nordeste e 26 % (715 casos) foram relatados na regido
Sudeste (MATTOS-GUARALDI et al., 2003). Assim como observado nas epidemias da
Europa, em S&o Paulo, e em outros estados, ocorreu maior incidéncia de casos de difteria
entre adultos (CASAGRANDE et al., 2005; MATTOS-GUARALDI et al., 2001). No Rio de
Janeiro, foi relato caso de difteria em uma mulher, de 32 anos, ap6s contato com europeus.
Ela declarou ter sido submetida ao esquema completo de imunizagdo contra difteria (DTP-
triplice bacteriana) na infancia e as doses de refor¢co (dT-dupla adulto) ha dois anos. O
diagnostico confirmou que a cepa, C. diphtheriae biovar gravis (VAO01), isolada da paciente,
possuia capacidade de produzir toxina diftérica e ndo fermentava a sacarose, indicando tratar-
se de um espécime comumente encontrado em diversos paises europeus e responsavel pela
epidemia na regido correspondente a antiga Unido Sovietica (MATTOS-GUARALDI et al.,
2001; SANTOS et al., 2015a). Ainda no Rio de Janeiro, a partir de uma paciente do sexo

feminino, de 14 anos, que veio a Obito, observou-se a presenga de cepa atipica, do biovar
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mitis, capaz de fermentar a sacarose, diferentemente dos surtos apresentados em outras
regibes do mundo, alertando para a inclusdo da fermentagdo da sacarose nos testes
diagnosticos para difteria (MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 1998).

No Brasil, surtos localizados, de pequena magnitude tém sido detectados desde 1980
até os dias atuais. Acredita-se que este perfil seja resultado da alta taxa de infecgdes cutaneas,
que cria um reservatorio de bacilos diftéricos. Um estudo realizado em criancas em idade
escolar, no Rio e Janeiro, demonstrou que 15,09 % dos casos de lesdes cutaneas estavam
relacionadas a difteria cutanea, sendo 13,9 % relacionadas a cepas ndo toxigénicas
(GALAZKA; ROBERTSON, 1995; MATTOS-GUARALDI et al., 2003). Nao se pode
descartar a possibilidade de subnotificacdo de casos no Brasil e, em outros paises em
desenvolvimento, devido a falta de esclarecimento da populacdo para a busca de atendimento
médico ¢ as dificuldades de obtengdo do diagnodstico clinico-laboratorial em casos de difteria,
em particular, quando os pacientes estdo parcialmente protegidos contra a acdo da TD (DIAS
etal., 2011b; SANTOS et al., 2014).

Em 2010, no estado do Maranhdo, foram confirmados 27 casos de difteria, sendo a
maioria em criancas com esquema de vacinacao completo. Este surto de difteria foi causado
por C. diphtheriae biovar intermedius, enquanto o mais frequente eram os biovares mitis e
gravis predominarem nos surtos brasileiros e europeus, respectivamente (SANTOS et al.,
2014).

Na dltima década, os movimentos populacionais se intensificaram em todo o mundo.
Seja pela facilidade do acesso a viagens de 6nibus e avides, seja pela migracdo de povos para
diversos paises na condicdo de refugiados, fugindo de conflitos, guerras e perseguicdes. A
propagacao geografica de infecgdes € facilitada pelos movimentos populacionais. As viagens
colocam as pessoas em contato com agentes infecciosos, importando doencas. A pandemia de
COVID-19 ratifica a importacdo de doencas através de viagens. Acredita-se que novas
medidas de vigilancia sanitaria e epidemioldgica devam ser tomadas, a nivel mundial, para
tentar mitigar os efeitos das importac6es de doencas. O aumento da lista de vacinas exigidas
entre viajantes internacionais deverd ser uma dessas medidas (AKSEER et al., 2020;
CUCINELLLI, 2020).

Nos ultimos anos, diferentes trabalhos voltaram a indicar casos e/ou surtos de difteria
em diferentes partes do mundo, demonstrando que ela permanece endémica, principalmente
entre aqueles que receberam/recebem refugiados e/ou pessoas oriundas de locais com
problemas sanitarios e de infraestrutura (BADELL et al., 2021; BANSAL et al., 2019;
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CZAJKA et al., 2018; DANGEL et al., 2018; DU PLESSIS et al., 2017; GOWER et al., 2020;
MARTINI et al., 2019; MEINEL et al., 2016; SCHEIFER et al., 2019), inclusive no Brasil
(SANTOS et al.,, 2014) e em outros paises da América Latina (DOOCY et al., 2019;
EXAVIER et al., 2019; TUITE et al., 2018; VOS et al., 2019). O Brasil, atualmente, é o0 sexto
pais em numero de refugiados venezuelanos, sendo Roraima o estado mais procurado. O
crescente nimero de imigrantes esta contribuindo para a disseminacdo de doencas infecciosas,
aumento da carga do sistema de saude brasileiro e risco de novos surtos e epidemias (DOOCY
etal., 2019; ESTOFOLETE et al., 2020; EXAVIER et al., 2019).

Diagnostico Laboratorial

O diagnostico da difteria deve ser realizado com base nos sintomas clinicos do
paciente, uma vez que é imperativo iniciar rapidamente a terapia presuntiva, pois 0 atraso
pode resultar em morte. No entanto, as vezes é dificil diagnosticar a difteria clinicamente,
particularmente nos paises nos quais 0s programas de imunizacdo foram implantados e a
doenca é raramente observada. Portanto, é essencial a pronta investigacdo dos casos com
procedimentos laboratoriais eficientes (CDC, 2015; EFSTRATIOU et al., 2000; SHARMA et
al., 2019).

O diagnostico microbiolégico envolve a cultura da lesdo para confirmar o diagndstico
clinico, a partir do material coletado da area da faringe, sem a remocdo da pseudomembrana,
que poderia levar a uma maior disseminacgdo da TD e reacdo imunoldgica intensa, agravando
0 quadro do paciente e, por vezes, levando a 6bito. A OMS recomenda a cultura em Agar
Sangue e meio seletivo de telurito para o primario isolamento de Corynebacterium spp.
(EFSTRATIOU et al., 2000; SEKAR et al., 2017; SHARMA et al., 2019). O meio de cultura
contendo telurito proporciona uma vantagem seletiva para o crescimento dos patogenos C.
diphtherie e C. ulcerans (CDC, 2015).

Apbs o isolamento, podem ser utilizados testes bioquimicos convencionais, que
incluem a producédo de catalase, motilidade, reducdo de nitrato, hidrdlise de ureia e esculina,
reacdo de CAMP e producdo de DNase, além da fermentacdo de carboidratos como glicose,
maltose e sacarose (BESA et al., 2014; CERDENO-TARRAGA et al., 2003; HIRATA et al.,
2011; MATTOS-GUARALDI; FORMIGA; ANDRADE, 1999; PIMENTA et al., 2008a).
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Além dos testes convencionais, sdo disponibilizados comercialmente sistemas compactos de
identificacdo, como o sistema API®Coryne (API-bioMérieux, Inc., La Balme Iés Grottes,
France) que consiste numa combinacdo de 20 provas bioquimicas e sistemas automatizados
de identificacdo. Devido as dificuldades de diagnostico por meio dos testes bioquimicos
convencionais, a técnica de MALDI TOF, baseada na composi¢do de proteinas da bactéria,
representa uma ferramenta relevante no laboratério para identificacdo de espécies de
Corynebacterium spp., independente da producdo da TD, além de ser um procedimento facil,
rapido e de identificacdo precisa de um maior numero de especies de patdgenos bacterianos
(CUCINELLI et al., 2021; KONRAD et al., 2010). No entanto, recentemente foi
desenvolvido um equipamento, denominado I-Doni, pela empresa italiana Alifax, com a
tecnologia ATR-FTIR que associa a reflectancia total atenuada (ATR) com o espectro de
infravermelho. Assim, o equipamento é capaz de identificar bactérias através de um pellet de
colonia isolada em placa de Petri ou de uma gota de hemocultura positiva. Dentre as
vantagens desta nova metodologia estéo: i) a agilidade do resultado (menos de 1 minuto), ii) 0
baixo custo e a facil manipulacéo, uma vez que ndo ha necessidade de utilizacdo de reagentes;
iii) a tecnologia ndo destroi a bactéria permitindo a identificacdo de espécies e subespécies
com seguranga.

Testes de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos, biotipagem e de
toxigenicidade também auxiliam no diagnostico, fornecendo maior seguranca na escolha da
terapéutica (HENNART et al., 2020; SEKAR et al., 2017; SHARMA et al., 2019).

Outras técnicas diagnosticas, como a PCR, PCR em tempo real e ensaios de
genotipagem tém sido utilizadas para a identificacdo de diferentes espécies de
Corynebacterium (CDC, 2017; KONRAD et al., 2010). Ensaios de PCR convencional e
multiplex foram desenvolvidos para identificacdo de C. diphtheriae e detec¢do de toxinas
especificas. Torres e colaboradores (2013) desenvolveram a PCR-multiplex que inclui a
deteccdo de multiplos genes alvos (toxA e toxB, dtxR, rpoB, 16S rRNA e pld) para a
identificacdo de C. diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis, potencialmente
patogénicos. A identificagdo por PCR da presenga da TD em C. diphtheriae ndo serve como
um teste definitivo, uma vez que cepas que carream 0 gene tox, nem sempre expressam a
toxina. Dessa forma, testes in vivo ou in vitro, como Elek (ELEK, 1948) ou cultura de células
Vero, podem ser utilizados em conjunto (BURKOVSKI, 2013; PIMENTA et al., 2008b;
SEKAR et al., 2017).
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Assim, ¢é essencial a pronta investigacdo dos casos com procedimentos laboratoriais
eficientes e precisos, a fim de melhorar o diagndstico precoce e a eficiéncia terapéutica.
Devido a falta de conhecimento sobre a patogenicidade das corinebactérias entre 0s
profissionais de salde, permanecem muitos erros na identificacdo laboratorial, além das
interpretacdes clinicas equivocadas. Estes fatos levam ao descarte de inimeras amostras como
mero contaminantes, mesmo quando isoladas de cultura pura, sem proceder a identificacdo
das cepas envolvidas. Isso gera atraso e/ou engano no diagnéstico que acaba gerando um
aumento dos casos graves, inclusive da mortalidade da difteria e/ou de infecgdes atipicas por
esses patdgenos (CUCINELLI et al., 2021; MATTOS-GUARALDI et al., 2003; ZASADA,;
MOSIEJ, 2018)(DU PLESSIS et al., 2017).

Mecanismos de Viruléncia

As manifestaces locais e sistémicas da difteria classica e zoonotica tém sido
principalmente relacionadas a absor¢do da toxina diftérica, epitopo vacinal e fator de
viruléncia de C. diphtheriae mais bem estudado. A dose letal ¢ menor que 0,1pug.Kg™ de peso
corporal, sendo extremamente potente (SHARMA et al., 2019). A andlise filogenética de
sequéncias 16S rRNA permitiu identificar C. ulcerans, C. diphtheriae e C.
pseudotuberculosis como espécies potencialmente produtoras de toxina diftérica (DIAS et al.,
2011b). A toxina diftérica € uma exotoxina proteica capaz de inibir a sintese de proteinas e
levar a morte de células eucaridticas susceptiveis. A TD danifica o epitélio faringeo levando a
formacdo de pseudomembrana e, também, pode ocluir as vias aéreas, algumas vezes causando
a morte por obstrucdo respiratoria. Além disso, pode disseminar pela corrente sanguinea e
atuar em diversos tecidos, apresentando tropismo pelo miocérdio, sistema nervoso, rins e
adrenais, resultando em complicacfes sistémicas, incluindo miocardite e osteomielite (DIAS
etal., 2011b; MAN et al., 2010; PEIXOTO et al., 2016).

Geneticamente, a TD é codificada pelo gene tox, presente nos corinefagos do tipo beta
(B) e dmega (). Apenas cepas de C. diphtheriae que abrigam corinefagos com gene tox sao
capazes de produzir TD. Assim como a sequéncia nucleotidica de diferentes corinefagos
apresentam altos niveis de diversidade, estudos tem revelado diferencas nas sequéncias do

gene tox entre C. ulcerans e C. diphtheriae, inclusive entre cepas de uma mesma espécie de
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corinebactérias. Esses fatos demonstram que individuos vacinados com o toxoide diftérico ou
em soroterapia, ndo apresentam protec¢do total contra infecces por esses patdogenos (OTSUJI
etal., 2019; SANGAL; HOSKISSON, 2014; SHARMA et al., 2019; TROST et al., 2012).

A expresséo do gene tox depende do controle bacteriano, pois esta relacionado ao gene
ferro-dependente DtxR, que é codificado por um gene cromossémico presente em C.
diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis, sendo um determinante chave para a
homeostase do ferro (DE ZOYSA; EFSTRATIOU; HAWKEY, 2005; SUNARNO et al.,
2018; TROST et al., 2012). O ferro esta envolvido em varias atividades celulares, e a indugéao
de TD, em baixa disponibilidade de ferro, pode ajudar os patdgenos na competicdo por esse
elemento, ou na liberacdo de ferro através da morte de células hospedeiras. A composicao
génica do regulador DtxR em diferentes cepas de C. diphtheriae pode variar, devido ao ganho
ou perda de genes, que pode afetar a aquisi¢do de ferro e a expressdo do gene tox (TROST et
al., 2012).

Apesar da difteria ser uma doenga bastante conhecida mundialmente, a maioria das
pesquisas priorizaram o estudo da toxina diftérica ao longo dos anos. Nas ultimas décadas,
guando passaram a ser detectados casos de doencas invasivas, causadas por C. diphtheriae,
foram iniciados estudos relacionados a outros mecanismos de viruléncia, independente da
producdo de TD (MATTOS-GUARALDI; FORMIGA; PEREIRA, 2000; SANGAL,;
HOSKISSON, 2016).

A natureza multifatorial da patogenicidade de C. diphtheriae tem sido documentada
em diversos trabalhos realizados por diferentes pesquisadores. Pesquisas envolvendo estudos
fenotipicos e genotipicos tem sido realizadas, demonstrando que 0s novos mecanismos de
viruléncia podem variar entre clones ou podem ser cepa-dependentes. Dentre eles tem sido
investigados: a) capacidade de aderéncia, invasdo e sobrevivéncia do microrganismo no
interior de células do hospedeiro (ANTUNES et al., 2015; GOMES et al., 2009; HACKER et
al., 2016; MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 1991; PEIXOTO et al., 2014; SANTOS et al.,
2010) b) a producdo de uma trans-sialidase, designada NanH (DIP0543) (BURKOVSKI,
2013; KIM et al., 2010); c) expressdo de proteinas de superficie celular, como a proteina
DIP0733 (inicialmente descrita como 67-72p), envolvida na atividade hemaglutinante, assim
como na invasdo e inducdo de apoptose em células HEp-2 (células epiteliais de cancer de
laringe humana) (ANTUNES et al., 2015; COLOMBO, 2001; HIRATA-JUNIOR et al., 2004;
SABBADINI et al., 2012); d) a presenca dos genes TeR que conferem resisténcia em

condicBes de estresse na presenca de telurito e aderéncia as células epiteliais (SANTOS et al.,
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2015b), além de estarem relacionados a susceptibilidade as espécies reativas de oxigénio
(ROS) (CAPPELLI et al., 2022; FRANKS et al., 2014).

Desde o ano de 2003, o genoma de C. diphtheriae biovar gravis foi sequenciado,
evidenciando que a transferéncia horizontal de fatores de patogenicidade vai além TD e inclui
sistemas de captacdo de ferro, adesinas, proteinas fimbriais, dentre outros fatores. Foram
identificadas novas proteinas responsaveis pela sintomatologia da doencga, codificadas por
genes localizados dentro das ilhas de patogenicidade (PAIs) - regides cromossémicas
adquiridas pelo organismo por transferéncia horizontal de genes. As PAIs estdo associadas a
genes tRNA, tém um contelldo G+C diferente quando comparado ao DNA do hospedeiro e
muitas vezes carregam genes criticos ou funcionais que codificam fatores de viruléncia
(ANTUNES et al., 2015; CERDENO-TARRAGA et al., 2003; D’AFONSECA et al., 2012;
GOWER et al., 2020; SANTOS et al., 2015b; SCHEIFER et al., 2019; TROST et al., 2012;
VIEIRA et al., 2022). Além da presencga de 57 ilhas gendmicas, também foi observado um
maior percentual de genoma mavel, localizado nestas ilhas, em comparagdo a outras espécies
filogeneticamente semelhantes, 0 que parece estar relacionado aos mecanismos de viruléncia.
Analises de MLST indicam que a recombinacao génica € uma estratégia comumente utilizada
por C. diphtheriae para favorecer as interacdes patdgeno-hospedeiro e a ocorréncia de surtos
em diversos paises (BOLT et al., 2010; SANGAL; HOSKISSON, 2016; TROST et al., 2012;
VIGUETTI et al., 2012). Além disso, as analises gendmicas revelaram um elevado numero de
genes que codificam proteinas hipotéticas, uma vez que ainda ndo foram caracterizadas
molecularmente e ndo se tem conhecimento dos mecanismos envolvidos (SANGAL,;
HOSKISSON, 2016).

Toxina Shiga-like como fator de viruléncia de Corynebacterium diphtheriae e

Corynebacterium ulcerans

A toxina Shiga (Stx), principal fator de viruléncia relacionado a shigelose, foi
identificada anos ap0s a descoberta do seu agente etiologico, Shigella dysenteriae tipo 1 e,
recebeu esse nome em homenagem ao microbiologista japonés, Kiyoshi Shiga, que a

descobriu. Sua agdo é capaz de causar diarreia e colite hemorragica (CH) em humanos, que
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podem evoluir para sindrome hemolitica urémica (SHU) (JOSEPH et al., 2020; ZADRAVEC
etal., 2016).

A sindrome hemolitica urémica pertence ao grupo de doencas denominadas de
microangiopatias tromboticas, um grupo heterogéneo de doencas caracterizadas por uma
triade: trombocitopenia, anemia hemolitica com fragmentacéao de eritrdcitos (esquistocitose) e
lesdo do 6rgdo (GEORGE; NESTER, 2014). SHU também pode ser causada por infec¢do
gastrointestinal por uma Escherichia coli produtora de toxina Shiga e, ocasionalmente, por
outros patdgenos (JOSEPH et al., 2020; SCULLY et al., 2017). Os efeitos sdo decorrentes da
introducdo de toxina Shiga no interior das células endoteliais, resultando em morte celular,
ativacdo da coagulacdo intravascular e faléncia de érgdos (JOSEPH et al., 2020).

Karmeli e colaboradores (1983) relacionaram a SHU com a toxina isolada de fezes de
criancas contaminadas com E. coli, que apresentava efeito citotoxico irreversivel em células
Vero, linhagem de células epiteliais isoladas do rim de macaco verde africano, e por isso foi
denominada verotoxina (JOSEPH et al., 2020; KARMALI et al., 1983). A andlise da
verotoxina da cepa E. coli O157:H7 demonstrou que apresentava estrutura e atividade
bioldgica similar a da toxina Shiga encontrada em Shigella dysenteriae tipo 1, e que o efeito
citotoxico podia ser neutralizado por anticorpos anti-Stx. Foi entdo adotada a denominacéo
Shiga-like toxina, e posteriormente, toxina Shiga. Hoje, sabe-se que ndo é apenas 0 sorogrupo
E. coli O157:H7 que possui a toxina Shiga, mas que as E. coli produtoras de toxina Shiga
(STEC) compreendem um grupo diverso de estirpes cujo principal fator de viruléncia descrito
é a proteina secretada Stx (JOSEPH et al., 2020; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

Estudos anteriores confirmam que a capacidade das cepas STEC de produzir toxina
Shiga esta relacionada com a integracdo de bacteridfagos, relacionados ao fago lambda,
contendo genes stx de outras espécies. Uma unica cepa STEC pode carrear até seis genes
codificadores da toxina Shiga (KRUGER; LUCCHESI, 2015). Em geral, 0s genes stx estio
situados entre os genes controlados pelo promotor tardio do fago, sugerindo que a producao
da toxina esta ligada a indugdo ou progressdo do seu ciclo litico (KRUGER; LUCCHESI,
2015; O’LOUGHLIN; ROBINS-BROWNE, 2001). Durante a fase de lisogenia, a expressao
da maioria dos genes do fago esté inibida. Porém, certos indutores, como por exemplo alguns
antimicrobianos e luz ultravioleta, ttm o potencial de favorecer a transcricdo desses genes
fagos, incluindo os genes stx. Portanto, a alteracdo da fase lisogénica para fase litica
(inducdo), mediada por fagos, induz um mecanismo de resposta bacteriana de sobrevivéncia —

mecanismo SOS -, liberando a proteina Stx para 0 meio extracelular quando ocorre a lise
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bacteriana (KIMMITT, 2000; WAGNER et al., 2002; WAGNER; WALDOR, 2002). Deste
modo, o uso de antibioticos, principalmente da classe das quinolonas, para o tratamento da
infeccdo, ha muito € controverso e a terapia de suporte, reidratacdo e didlise quando
necessario, ¢ a recomendada atualmente (KAKOULLIS et al., 2019; MUHLEN; DERSCH,
2020).

Diversas variantes de genes stx tém sido descritas e foram diferencialmente associadas
com o risco de desenvolvimento de doenca grave para o hospedeiro (BEUTIN et al., 2004;
FRIEDRICH et al., 2002; PERSSON et al., 2007). Existem dois subgrupos da toxina
imunologicamente distintos: Stx1 e Stx2, codificados pelos genes stxl1 e stx2,
respectivamente, que variam na sua toxicidade e na capacidade de se ligarem aos anticorpos
(HUNT, 2010; JOSEPH et al., 2020).

A Stx1 possui trés subtipos (Stxla, Stx1lc e Stx1d), que sdo praticamente idénticos a
toxina de S. dysenteriae, quanto a estrutura e antigenicidade, diferindo apenas em um
amino&cido na porcdo A. Stxlc e Stx1d raramente estdo associadas a doengas humanas, e,
guando associadas a STEC isoladas de pacientes, estes apresentam sintomas leves (JOSEPH
et al., 2020; MELTON-CELSA; O’BRIEN, 2014). A Stx2 esta dividida em sete subtipos
(Stx2, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f e Stx2g) e tem uma menor semelhanca de
aminoacidos com a Stx de S. dysenteriae (W55%), porém esta frequentemente associada a
doengas humanas, especialmente a sindrome hemolitico urémica, em comparacdo a Stx1
(HUNT, 2010; JOSEPH et al., 2020; MATUSSEK et al., 2016; MELTON-CELSA;
O’BRIEN, 2014). Os mecanismos moleculares que regulam a transcri¢cdo do gene inicial stx2
sdo criticos. A mutacdo em sequéncias do promotor de stx2 pode resultar em pouca ou
nenhuma produgéo de Stx2 (KOITABASHI et al., 2006; SUARDANA et al., 2018).

Apds a ingestdo de alimentos contaminados, as STEC colonizam o trato gastrintestinal
inferior, liberando a toxina Shiga, que é absorvida pelo epitélio, alcancando a corrente
sanguinea e se ligando aos tecidos que expressam o receptor glicoesfingolipideo
globotriaosilceramida (Gb3), tambem conhecido como antigeno do grupo sanguineo CD77 ou
pK raro. O receptor Gb3 também pode ser encontrado em células endoteliais microvasculares,
plaquetas, linfécitos B e neur6nios, além de eritrécitos. Todos os membros da familia Stx séo
do tipo AB5, compostos por duas subunidades: a subunidade monomérica A (StxA),
enzimaticamente ativa, que se liga ndo-covalentemente a subunidade pentamérica B (StxB)
(JOHANNES; ROMER, 2010; JOSEPH et al., 2020; MELTON-CELSA; O’BRIEN, 2014). A

subunidade B se liga a membrana da célula hospedeira, através do receptor Gb3 na superficie
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da célula alvo, e induz invaginacdes na membrana para facilitar a internalizacdo da toxina, ou
seja, a toxina Shiga entra nas células por endocitose mediada por receptores (CROXEN;
FINLAY, 2010; JOHANNES; ROMER, 2010; ROMER et al., 2007). A subunidade A atua
sobre o RNA ribossomal (rRNA), clivando um residuo de adenina na regido 28S, tornando-a
incapaz de interagir com os fatores de alongamento EF-1 e EF-2 (CHAN; NG, 2016; JI
YOUN; YOON; HOVDE, 2010; SAXENA; O’BRIEN; ACKERMAN, 1989) e, assim, inibe
irreversivelmente a sintese proteica e leva a morte celular por apoptose (CROXEN et al.,
2013; MELTON-CELSA; O’BRIEN, 1998). A Stx atravessa o colon, sendo transportada
através da corrente sanguinea até o rim, se ligando aos receptores Gb3 expressos no cortex,
onde causa danos as células endoteliais renais ao promover a oclusdo da microvasculatura por
uma combinacdo de toxicidade direta e inducao da producéo local de citocinas e quimiocinas,
resultando em inflamacéo renal (ANDREOLI et al., 2002). Assim, além do efeito de inibicéo
do ribossomo e morte celular, a toxina Shiga também possui efeito de ativacdo de maltiplas
vias de sinalizacdo, de estresse e apoptoticas, além de ser responsavel pela producdo de
citocinas inflamatdrias pelas células-alvo (JOSEPH et al., 2020).

Durante o blogueio da sintese de proteinas, a toxina Stx causa necrose e morte das
células endoteliais renais, das células do epitélio intestinal ou de qualquer outra célula que
expresse o0 receptor Gb3 em sua superficie. Embora as células endoteliais parecam ser o
principal alvo para Stx, outras células, como mondcitos e plaquetas, também sdo afetadas.
Apbs serem estimulados pela acdo da Stx, os mondcitos produzem citocinas pro-
inflamatorias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-1p (IL-1PB), que
potencializam a agdo da toxina por induzir a expressao de mais Gb3 (CROXEN; FINLAY,
2010; GUTH et al., 2008). A producdo dessas citocinas também pode contribuir para danos
no colon e outras complicacdes graves, como a sindrome hemolitica urémica e anormalidades
neuroldgicas (LEE; KIM; TESH, 2013).

Funcionalmente, as toxinas Shiga pertencem a familia das proteinas inativadoras de
ribossomos (WALSH; DODD; HAUTBERGUE, 2013). A classe AB5 de toxinas bacterianas
também inclui a toxina da difteria, a coqueluche e a toxina da célera, com as quais as toxina
Shiga parece compartilhar uma relagdo evolutiva (JOSEPH et al., 2020; LING et al., 1998;
STEIN et al., 1992). O fato dos bacteriofagos do tipo lambda poderem ser transferidos entre
diferentes espécies, carreando diversos genes, dentre eles o0 gene stx, parece ser a melhor
explicacdo para justificar a presenca deste gene em espécies diferentes ja relatadas, como

Citrobacter spp., Aeromonas spp e Enterobacter spp. (HUNT, 2010).
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Estudos recentes demonstraram que Stx é capaz de ativar diretamente o complemento,
além de seus efeitos citotoxicos. O tipo Stx2 se liga ao fator H do complemento e seus
reguladores (ORTH et al., 2009; POOLPOL et al., 2014). Enquanto Stx2 induz a expressao de
p-selectina na superficie da célula endotelial microvascular humana, que se liga e ativa C3
através da via alternativa, levando a formacéo de trombos em um modelo murino (JOSEPH et
al., 2020; MORIGI et al., 2011).

O sequenciamento de nucleotideos de todo o genoma de referéncia de C. diphtheriae
biovar gravis cepa NCTC 13129 revelou a presenca de até 13 ilhas de patogenicidade (PAIs)
(CERDENO-TARRAGA et al., 2003), incomuns entre as cepas de C. diphtheriae (IWAKI et
al., 2010). Os pesquisadores identificaram um [B-corinefago integrado ao genoma, junto ao
gene tRNAAY, Um estudo posterior analisou a sequéncia gendmica de duas cepas de C.
ulcerans (809 e BR-AD22) e identificou a presenca de um [B-corinefago remanescente, em
localizagdo adjacente ao gene tRNAAY, contendo uma tirosina recombinase com 92 % de
identidade na sequéncia de aminoéacidos com a integrase do B-corinefago encontrado no
genoma de C. diphtheriae NCTC 13129, sugerindo que um B-corinefago-like lisogénico teria
sido integrado ao genoma da cepa C. ulcerans 809 ao longo dos anos. Estudos anteriores ja
demonstraram que alguns tipos de bacteriéfagos podem infectar tanto C. diphtheriae quanto
C. ulcerans (CIANCIOTTO; RAPPUOLI; GROMAN, 1986; ISHII-KANEI; UCHIDA;
YONEDA, 1979; TROST et al., 2012) e que o gene tox de C. ulcerans esta localizado numa
regido do genoma que apresenta sitios de ligacdo do fago conservados entre as duas espécies
(CIANCIOTTO; RAPPUOLI; GROMAN, 1986; SETO et al., 2008).

O nosso grupo de pesquisa descobriu, ainda, a existéncia do gene rbp como sendo um
possivel fator de viruléncia de C. ulcerans cepa 809. O gene rbp codifica uma proteina
hipotética de ligacdo ao ribossomo (Rbp). Esta proteina contém o dominio Pfam 00161,
fazendo parte de uma familia de proteinas cuja funcéo € inativar ribossomos, sugerindo tratar-
se de uma toxina Shiga-like (MARCHLER-BAUER et al., 2011; TROST et al., 2011;
WEERASEKERA et al., 2019). O gene rbp (CULCB809_00177) esta localizado entre os genes
gue codificam uma integrase fagica (CULCB809 00176) e wuma transposase
(CULCB809_00178), alem de apresentar baixo contetdo G+C, em comparacdo ao genoma
completo, indicando forte indicio de transferéncia horizontal do gene para C. ulcerans cepa
809. Porém, ainda ndo foi determinado se o gene rbp faz parte de um corinefago ou se esta

associado a um elemento transponivel adjacente (TROST et al., 2011).
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A andlise da sequéncia de aminoécidos da proteina Rbp de C. ulcerans cepa 809
apresentou baixa similaridade com a cadeia A das toxinas Stxl e Stx2 de E. coli
(MARCHLER-BAUER et al., 2011). A proteina Stx1 de E. coli pertence a familia de
proteinas de ligacdo ao ribossomo tipo I, que é caracterizada por uma baixa semelhanca na
sequéncia de aminoé&cidos e, por outro lado, por uma estrutura terciaria altamente conservada
dos seus membros (LAPOINTE; WEI; GARIEPY, 2005). A Rbp encontrada em C. ulcerans
cepa 809 apresenta em seu genoma apenas 24 % de similaridade com a cadeia A da Stx1, mas
compreende todos os residuos de aminoacidos altamente conservados necessarios para a
atividade catalitica da N-glicosidase (Figura 1). Além disso, a comparacao in silico das
estruturas terciarias de Rbp e da cadeia A da Stx1 demonstra semelhangas estruturais
significativas (TROST et al., 2011).

Os estudos sugerem a existéncia de uma proteina Shiga-like em C. ulcerans cepa 809,
semelhante ao verificado em cepas de E. coli, principalmente STEC. A proteina Stx1 tem sido
implicada na patogénese da insuficiéncia renal aguda. Portanto, a proteina Rbp pode
representar um importante fator de viruléncia através da inibi¢do da biossintese de proteinas
em células hospedeiras devido a atividade de ligacdo ao ribossomo (TROST et al., 2011).

Andlises posteriores da sequéncia gendmica verificaram que ambas as cepas de C.
ulcerans e C. diphtheriae podem ser capazes de secretar proteinas com semelhanca estrutural
com toxinas do tipo Shiga com efeitos citotdxicos observados em macréfagos de origem
animal e humano e linhagem de células epiteliais (HIRATA-JUNIOR. et al., 2008; TROST et
al., 2011, 2012; WEERASEKERA et al., 2019).
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Figura 1 - Andlise da proteina Rbp de Corynebacterium ulcerans cepa 809
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Legenda: Alinhamento da sequéncia de Rbp de C. ulcerans cepa 809 (GenBank/NCBI: NC_017317.1) com
a cadeia A da toxina Shiga Stx1 e Stx2 de E. coli. Os peptideos sinal estdo em amarelo. Os
aminoacidos conservados entdo grifados em laranja e os residuos cataliticos conservados estdo grifados
em azul. O dominio de retranslocacdo do SLT-1 estd marcado em verde. A similaridade entre a Rbp e a
cadeia A de Stx1 é também demonstrada em modelo 3-D. As semelhancas estruturais entre as duas
proteinas estdo indicadas em vermelho.

Fonte: adaptado de TROST et al., 2011 .

Hemolisinas sdo exotoxinas citoliticas, de natureza proteica, que lesam as membranas
das células endoteliais e das células sanguineas, particularmente eritrdcitos, fibroblastos,
linfocitos e mondcitos, interrompendo a fungdo da membrana plasmética e provocando morte
celular (MAGALHAES et al., 2011). Diversas espécies bacterianas empregam a lise de
células sanguineas como um relevante fator de viruléncia: E. coli, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Treponema hyodysenteriae, Helicobacter pylori, Serratia
marcescens, Vibrio parahemolyticus, além de diferentes espécies de Mycobacterium spp.,
provocando infecgdes diversas, incluindo infecgdes do trato urinario, peritonites, apendicites,
septicemia e meningite neonatal (BIEN; SOKOLOVA; BOZKO, 2012; DEVAL et al., 2016;
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GEBISA; GERASU; LEGGESE, 2019; HUANG et al., 2022; RAHMAN et al., 2010).
Alguns estudos relacionam a hemolisina A de E. coli, com cancer colorretal e adenomagénese
(crescimento de glandulas benignas que podem evoluir para adenocarcinoma) em mulheres,
inclusive indicando mal progndstico destes tumores (JIN et al., 2016). Além disso, um estudo
demonstrou que 26% das amostras isoladas de fezes de pacientes com cancer associado a
bacteremia, foram identificadas como E. coli produtoras de hemolisina (HILALI et al., 2000).

Smith (1963) foi o primeiro pesquisador a diferenciar as hemolisinas de E. coli,
classificando-as como a-hemolisinas ou B-hemolisinas. Um terceiro tipo, y-hemolisina, foi
descrito posteriormente. A a-hemolisina é a mais estudada e tem sido caracterizada
bioquimica e geneticamente (BIEN; SOKOLOVA; BOZKO, 2012; CATANI, 1999;
GEBISA; GERASU; LEGGESE, 2019; SCHWIDDER; HEINISCH; SCHMIDT, 2019).

As E. coli uropatogénicas (UPEC) apresentam, como principal fator de viruléncia, a
produgdo e secregdo de a-hemolisina (HIyA), que esta frequentemente associada a doencas
humanas graves, como colite hemorragica e a SHU. A HIyA pertence a familia de
toxinas/citolisinas de repeticdo (RTX), formadoras de poros, difundida entre os patdgenos
Gram-negativos (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; SCHWIDDER; HEINISCH;
SCHMIDT, 2019).

Figura 2 - Patogénese da infecgdo do trato urinario por Escherichia coli uropatogénica
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A anélise genbmica identificou o operon hlyCABD, indicando que a hemolisina é
codificada por um conjunto de quatro genes: hlyA, que codifica a sintese do precursor inativo
da toxina intracelular; hlyC que codifica uma proteina crucial para a modificacdo pos-
traducional da HIyA, tornando essa proteina hemoliticamente ativa; hlyB e hlyD, que estdo
relacionados com a secrecdo extracelular (KORONAKIS; HUGHES, 2002; KUDINHA,
2017; SILBERGLEIT et al., 2020; WAGNER; VOGEL; GOEBEL, 1983). Adicionalmente, a
analise da sequéncia de DNA indicou a presenca de mais de 39 % de contetdo G+C, além da
localizacdo do operon hlyCABD em ilhas de patogenicidade, proxima a outros fatores de
viruléncia, sugerindo que estes genes foram adquiridos de outras espécies (GEBISA;
GERASU; LEGGESE, 2019; KORONAKIS; HUGHES, 2002; SILBERGLEIT et al., 2020).

A HIyA de E. coli representa uma classe de toxinas bacterianas que requer uma
ativacdo pos-traducional, que permite a secrecdo de proteinas do citoplasma para o ambiente
extracelular em uma Unica etapa, sem intermediarios citoplasmaticos, conhecido como
sistema de secrecdo tipo | (T1SS) (GEBISA; GERASU; LEGGESE, 2019; WELLS;
HENDERSON, 2013). Assim, a hemolisina é sintetizada como uma pré-hemolisina (proé-
HIyA), ndo toxica, que é ativada pela acetiltransferase HIyC co-sintetizada com esta pré-
hemolisina (DIETRICH; VIRET; GENTSCHEV, 2003). O sistema de exportacdo tipo 1 de
HlyA foi também caracterizado numa variedade de bactérias Gram-negativas, incluindo
diferentes sorotipos de Salmonella spp., Shigella spp. ou Vibrio Cholerae, e teve a
confirmacdo do seu funcionamento em diversos modelos animais, incluindo camundongos,
coelhos e gado bovino (GENTSCHEV et al., 1996; SILBERGLEIT et al., 2020).

O T1SS de E. coli é composto pelas proteinas HlyB, HlIyD e TolC, sendo as duas
primeiras componentes especificos do sistema de transporte de HIyA, enquanto a terceira é
uma proteina multifuncional localizada na membrana externa da bactéria (KORONAKIS;
HUGHES, 1993; WAGNER; VOGEL; GOEBEL, 1983). A porcdo C-terminal carrega uma
proteina de secrecdo sinal (HIyAs) que é reconhecida pelo translocador HlyB/HIyD/TolC,
promovendo a secre¢do direta da HIyA, no meio extracelular, na forma solavel, sem a
formacdo de intermedidrios (Figura 3) (GENTSCHEV et al., 1996; KORONAKIS;
KORONAKIS; HUGHES, 1989; SILBERGLEIT et al., 2020). O sistema de secrecdo da
HIyA pode ser utilizado para secretar proteinas heterologas, de varios tamanhos e origens,
covalentemente ligadas a sua porcdo C-terminal (HIyAs), que tém sido alvo de diversos

estudos imunoldgicos, incluindo producdo de vacinas, ja& que € um imundgeno fraco
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(DIETRICH; VIRET; GENTSCHEYV, 2003; KORONAKIS; KORONAKIS; HUGHES, 1989;
WELLS; HENDERSON, 2013).

Figura 3 - Modelo de secrecgéo de tipo 1
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Legenda: Modelo de sistema de secrecdo do tipo 1 (T1SS). De acordo com esse modelo de secrecéo, o sistema
de formacdo de poros na membrana das células, que caracteriza a atividade litica da hemolisina
(HlyA), ocorre em 3 estagios: ligacdo, insercdo e oligomerizacdo da toxina na membrana, resultando
na secrecdo da toxina no meio extracelular, sem o auxilio de intermediarios. Essa atividade litica da
toxina parece ocorrer em altas concentracfes da HIyA.

Fonte: adaptado de Wells e Henderson (2013).

Os tecidos dos hospedeiros infectados pelas E. coli sdo extremamente pobres em
nutrientes, e a funcdo da HIyA tem sido a destruicdo celular com a finalidade de facilitar a
liberacdo dos nutrientes e de outros fatores, como o ferro, que sdo criticos para o crescimento
bacteriano. Esse mecanismo litico envolve trés estagios: ligacéo, insercdo e oligomerizacdo da
toxina na membrana e, ocorre em altas concentragdes da HlyA (Figura 3). As a-hemolisinas
ndo sao internalizadas pelas células alvo, mas atuam como citolisinas formadoras de poros
cation-seletivos. Além disso, estudos relataram que a a-hemolisina induz o vazamento de
grandes vesiculas unilamelares, resultando em um efeito parecido com a acao de detergentes,
gue rompem a bicamada lipidica celular (BIEN; SOKOLOVA; BOZKO, 2012; GEBISA;
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GERASU; LEGGESE, 2019; MOROVA et al., 2008; OSTALAZA et al., 1993; SCHMIDT;
BEUTIN; KARCH, 1995).

A atividade da a-hemolisina de E. coli ndo esta restrita a lise das células—alvo. Em
baixas concentracdes, a HlyA pode induzir a apoptose de células hospedeiras, incluindo
neutrofilos, linfécitos T e células renais. Adicionalmente, a atividade hemolitica de HIyA esta
relacionada com a ativacio de canais de Ca?* tipo L, dependentes do receptor IP3 do reticulo
endoplasmatico, para obter oscilacdes deste eletrélito nas células, resultando no aumento de
producdo de citocinas pré inflamatorias (IL-6 e IL-8), particularmente em células do sistema
renal. Além disso, estudos apontam que a HIyA interage fisicamente com o lipopolissacarideo
(LPS), outro importante fator de viruléncia de E. coli, presente nas membranas celulares,
desempenhando um papel indireto na atividade citolitica de HIyA em eritrocitos e em células
epiteliais. Desta forma, a habilidade de HIyA de induzir oscilagdes de Ca?*, tem sugerido o
LPS como um cofator, assim o complexo LSP-HIyA explora o sistema de reconhecimento da
proteina de ligagdo CD14/LPS para levar HIyA para a membrana celular, onde a sinalizagdo
de Ca?* intracelular é iniciada. O efeito citolitico desencadeado pela exposicdo da célula a
altas concentracdes de HIyA ocorre independente dos mecanismos de oscilacio de Ca?*.
Também foi observado que a HIyA permite que cepas de E. coli realizem translocacéo,
através do aumento da permeabilidade i6nica, associada com a diminui¢cdo da integridade
epitelial, em culturas de células (BIEN; SOKOLOVA; BOZKO, 2012; GEBISA; GERASU,;
LEGGESE, 2019; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; KUDINHA, 2017; SILBERGLEIT
et al., 2020).

A hemolisina estimula a liberacdo de anions superéxido e de peréxido de hidrogénio,
levando ao consumo de oxigénio pelas células tubulares renais, resultando na liberacdo de
histamina de mastocitos e baséfilos (KUDINHA, 2017). Além de exercer atividade
hemolitica, esta toxina parece apresentar um papel multifatorial, em baixas concentracdes,
capaz de favorecer a implantacdo e disseminacdo dos patdgenos nos tecidos dos hospedeiros
(BIEN; SOKOLOVA; BOZKO, 2012; CATANI, 1999; GEBISA; GERASU; LEGGESE,
2019).

A primeira descri¢do da natureza transmissivel dos genes da a-hemolisina (HIyA) de
E. coli para outros géneros de enterobactérias (Salmonella spp., Shigella spp.) ocorreu em
1967. Sabe-se que as ilhas de patogenicidade estdo diretamente relacionadas com a
transmissao de genes entre as espécies. No entanto, em alguns estudos foi observada a relacdo

entre os genes que codificam fatores de colonizagdo, que permitem as cepas de E. coli,
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causadoras de infeccdo urinaria (UPECs), aderirem as células das vias urinarias € 0 gene
responsavel pela hemolisina (HACKER et al., 1990; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).
A primeira identificacdo das PAIs foi obtida na cepa 536 de E. coli (UPEC), onde quatro PAIs
foram identificadas, sendo os genes codificadores da hemolisina e das fimbrias P localizados
na PAI 1l (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

A descrigdo e analise da sequéncia gendémica completa de C. diphtheriae biovar gravis
cepa NCTC 13129 (Figura 4), identificou uma ampla variedade de sequéncias com potencial
de codificacdo de fatores de viruléncia, incluindo sider6foros, metaloproteases, adesinas,
sialidases e proteinas fimbriais, entre outros, além de evidéncias de aquisi¢do de transferéncia
horizontal de genes. Nesta oportunidade, foi identificada uma sequéncia proteica hipotética,
com funcdo de metiltransferase, conferindo atividade de hemolisina, anotada no banco de
dados NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/499237326/?report=ipg), no gene
DIP_RS17105, antigo DIP1180, alertando a comunidade cientifica sobre a possibilidade de
haver, em outras cepas de C. diphtheriae, a presenca de gene(s) codificante(s) de
hemolisina(s) com potencial para atuar como fator(es) de viruléncia (CERDENO-TARRAGA
et al., 2003).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/499237326/?report=ipg
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Figura 4 - Representacdo circular do cromossomo de Corynebacterium diphtheriae cepa
NCTC 13129
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Legenda: Representagdo do cromossomo circular de C. diphtheriae cepa NCTC 13129 (GenBank/NCBI:
BX248357.1). Do circulo externo ao circulo interno: Circulo 1: Bases de DNA, contagem no sentido
horério; Circulos 2 e 3: Todos 0s genes (cadeias directa e inversa); Circulo 4, PAls; Circulo 5,
genes com ortélogos em M.tuberculosis; Circulo 6, transporte de ions metalicos (Laranja), genes
relacionados com fagos (azul marinho), TD (preto); Circulo 7: putativo sortases (vermelho),
putativo sortase substratos (verde); Circulo 8: repX (marrom), pares de elementos (roxo); Circulo 9,
contetdo de G + C (tragado usando uma janela de 10 kb); Circulo 10, GC inclinado [(G+C) / (G +
C)] (tragado usando uma janela de 10 kb). Codificacéo de cor para os circulos 2, 3 e 5: azul escuro -
patogenicidade / adaptacdo; Preto - metabolismo energético; Vermelho - transferéncia de
informacdo; Verde escuro - superficie associada; Ciano - degradacdo de grandes moléculas;
Magenta - degradacdo de pequenas moléculas; Amarelo - metabolismo central / intermediario;
Verde pélido - desconhecido; azul palido - Reguladores; Laranja - conservado hipotético; Castanho -
pseudogenes; Rosa - fago e elementos; Cinzento - variado.

Fonte: CERDENO-TARRAGA et al., 2003.
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1 JUSTIFICATIVA

Infecgdes causadas por C. diphtheriae representam um desafio médico global,
sobretudo porque continuam sendo observadas em paises onde ocorreram melhorias das
condigdes socioecondmicas e de imunizagdo. Os fatores e mecanismos relacionados a
viruléncia das cepas de C. diphtheriae que contribuiram para a perpetuacdo da endemicidade
e/ou que ocasionaram as principais epidemias nas Ultimas décadas ainda ndo foram
completamente esclarecidos (TRUELOVE et al., 2020; VIEIRA et al., 2022).

Linhagens de C. diphtheriae ndo produtoras de toxina diftérica tém sido isoladas de
diversos processos infecciosos invasivos, inclusive entre individuos imunocompetentes,
caracterizando o bacilo diftérico como um patdgeno emergente (BADELL et al., 2021;
BANSAL et al., 2019; EXAVIER et al., 2019; GOWER et al., 2020; MARTINI et al., 2019;
OTSHUDIEMA et al., 2021; SANTIS et al., 2020; SCHEIFER et al., 2019). Esses aspectos
alertam para outros fatores de viruléncia passiveis de serem expressos por cepas de C.
diphtheriae, além da toxina diftérica (DU PLESSIS et al., 2017; SANGAL; HOSKISSON,
2014; SHARMA et al., 2019; TRUELOVE et al., 2020; VIEIRA et al., 2022). Assim sendo,
estudos que justifiquem a patogenicidade de cepas de C. diphtheriae ndo produtoras de toxina
diftérica e, potencialmente invasoras, permanecem necessarios.

Estudos anteriores ja demonstraram que C. diphtheriae é capaz de penetrar e
sobreviver no compartimento intracelular de células respiratorias humanas HEp-2, o que pode
favorecer a manutencdo do patégeno nas vias aéreas, facilitando a permanéncia do estado de
portador ap6s antibioticoterapia, soroterapia e cura da difteria (HIRATA et al., 2002).
Adicionalmente, o bacilo diftérico demonstra capacidade de permanecer viavel no
compartimento intracelular de macréfagos humanos (linhagem U-937), apds fagocitose,
independente de opsoninas e da producdo da toxina (SANTOS et al., 2010). Esses estudos
indicam que mecanismos que permitam a sobrevivéncia e a multiplicagdo de patdgenos no
interior de células fagociticas representam um fator importante na disseminacéo bacteriana e
na manutencéo do processo infeccioso.

Trabalhos recentes ressaltam que a expressdo de fatores de viruléncia, nas mais
variadas espécies bacterianas, estd relacionada com a aquisicdo de genes, localizados
geralmente em ilhas de patogenicidade, por transferéncia horizontal (AHN et al., 2016; AL et
al., 2017; BAASKE et al., 2016; D’AFONSECA et al., 2012; LECLERCQ et al., 2016).
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Adicionalmente, estudos de sequenciamento gendmico indicaram que C. diphtheriae
difere de outras espécies filogeneticamente semelhantes, por apresentar maior percentual de
genes relacionados a mecanismos de viruléncia, estabelecendo diferencas nas interacdes
hospedeiro-patdgeno (CERDENO-TARRAGA et al., 2003; SOARES et al., 2012; TROST et
al., 2012).

A importancia das hemolisinas e da toxina Shiga-like para a viruléncia de diferentes
espeécies bacterianas tem sido cada vez mais enfatizada na literatura. Os genes que codificam
esses dois fatores sdo passiveis de transferéncia, conforme ja apontado por trabalhos
envolvendo, principalmente, espécies dos géneros Escherichia, Staphylococcus,
Pseudomonas, Vibrio e Streptococcus, entre outros (AHN et al., 2016; ALI et al., 2017;
BAASKE et al., 2016; HACKER et al., 1990; LECLERCQ et al., 2016; SMITH; HALLS,
1967).

Em C. diphtheriae, algumas cepas podem produzir hemolisinas, uma vez que séo
classificadas quanto a atividade hemolitica (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015). Além disso,
Cerdend-Tarraga e colaboradores (2003) ja indicaram a presenca de uma proteina hipotética,
denominada inicialmente como DIP1180, com atividade de hemolisina e citotoxina em C.
diphtheriae cepa NCTC 13129. Contudo, pouco se sabe a respeito da influéncia da producéo
desta citotoxina na viruléncia da espécie.

Com relacdo a presenca da toxina Shiga-like, o trabalho do grupo de pesquisa de
TROST (2011) ressalta a possibilidade da presenca desta toxina em C. ulcerans cepa 809. Foi
detectada alta semelhanca estrutural da cadeia terciaria da proteina Rbp desta espécie com o
fragmento Stx-1 da toxina Shiga de E. coli (CERDENO-TARRAGA et al., 2003; TROST et
al., 2011).

Diante do exposto, o proposito deste trabalho foi investigar a presenca e a expressao
de genes que codificam as toxinas hemolisina e Shiga-like, e seus efeitos na patogenicidade de

cepas de C. diphtheriae.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar por métodos fenotipicos e genotipicos a presenca, caracteriza¢ao funcional,
mecanismos de viruléncia e influéncia na patogenicidade da toxina Shiga-like e da hemolisina

TIyA em cepas de C. diphtheriae.

2.2 Especificos

a) Analise genémica in silico para deteccdo da presenca de genes codificantes da
toxina Shiga-like e hemolisina (TlyA) em espécies de Corynebacterium spp. e em
cepas de C. diphtheriae, produtoras e ndo produtoras de TD, potencialmente
patogénicas, e com sequenciamentos disponiveis em banco de dados publicos;

b) Deteccdo da presenca das proteinas relacionadas aos genes alvos utilizando
ferramentas de bioinforméatica e para realizacdo de alinhamentos, predi¢do de
porcdo transmembranar, investigacdo de peptideo sinal, busca de estrutura
tridimensional da proteina modelo, elaboracdo de arvore filogenética com C.

diphtheriae e outras espécies de corinebactérias de importancia clinica;

Para os estudos relacionados a toxina Shiga-like em C. diphtheriae foram realizadas as

seguintes investigacoes:

c¢) Desenvolvimento de novo ensaio utilizando a técnica de PCR para a deteccao
do gene rbp codificante da toxina Shiga-like;

d) Deteccéo e quantificacdo dos niveis de mRNA de toxina Shiga-like utilizando a

técnica de PCR em tempo real;



46

e) Influéncia da citotoxicidade da toxina Shiga-like utilizando células epiteliais de
linhagem Vero;

) Influéncia da variacdo da temperatura na producéo e na citotoxicidade de toxina
Shiga-like

Para os estudos relacionados a hemolisina TlyA em C. diphtheriae foram realizadas as
seguintes investigagoes:

g) Desenvolvimento de novo ensaio utilizando a técnica de PCR para a detecgdo
do gene tlyA codificante da hemolisina;

h) Construcdo da cepa mutante, por recombinacdo homdloga, para o gene tlyA

utilizando a cepa selvagem C. diphtheriae NCTC 13129;

i) Influéncia da hemolisina TIyA na interacdo bacteriana e sobrevivéncia

intracitoplasmatica em células epiteliais de linhagem HEp-2;

j) Deteccdo e quantificacdo da atividade hemolitica em cepas de C. diphtheriae de

diferentes biovares e em diferentes condi¢des de microaerofilia;

k) Influéncia das condi¢bes ambientais na expressdo de hemolisina e capacidade
de producdo de biofilme em diferentes superficies abioticas, e em baixas

concentracdes de ferro na capacidade de producdo de biofilme em vidro;

I) Avaliacdo do potencial artritogénico em murinos comparando cepas selvagem e

mutante para o gene tlyA.



47

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Origem das cepas bacterianas e condi¢des de cultivo

Os microrganismos utilizados neste trabalho fazem parte da Bacterioteca do
Laboratorio de Difteria e Corinebactérias de Importancia Clinica (LDCIC), Faculdade de
Ciéncias Médicas (FCM), Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

As cepas de C. diphtheriae foram cultivadas a 37 °C por 24-48 horas, em Trypticase
Soy Broth (TSB, Difco Laboratories, Detroit, Ml — USA) ou Trypticase Soy Agar (TSA,
Difco Laboratories, Detroit, Ml — USA). Para as linhagens mutantes, os meios de cultura
foram acrescidos do antibiético canamicina (Sigma) a 25 pg/mL. O armazenamento das cepas
de C. diphtheriae foi realizado em meio TSB acrescido de 20 % de glicerol a temperatura de -
20 °C, e para 0 armazenamento das cepas mutantes, foi acrescentado ao meio canamicina na
concentracao final de 25 pg/mL.

A autenticidade das cepas de C. diphtheriae utilizadas neste trabalho foi verificada,
periodicamente, quanto a pureza e as caracteristicas fenotipicas, pela técnica de
espectrometria de massa MALDI-TOF e sistema miniaturizado API®Coryne (ALATOOM et
al., 2012; KONRAD et al., 2010) (MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 1998). O potencial
de producdo da toxina diftérica foi confirmado por genotipagem em reacGes de PCR
multiplex, utilizando pares de iniciadores para o gene espécie-especifico dtxR (DtxR 1F e
DtxR 1R, 258 pb) e para os fragmentos A (Dipht 2F e Dipht 4R, 719pb) e B (Dipht 6F e
Dipht 7R, 534 pb) do gene tox, relativos aos dominios A e B da TD, respectivamente
(NAKAO; POPQOVIC, 1997; PIMENTA et al., 2008b).

As culturas de E. coli quimicamente competentes foram cultivadas em meio de cultura
Luria Bertani (LB, Difco Laboratories), na forma de agar ou de caldo, durante a noite, a 37° C
e sob agitacdo (190 rpm, GIO Gyrotory® shaker, New Brunswick). Quando necessario, 0S
meios foram acrescidos de 25 pg/mL de canamicina ou 10 pg/ml de cloranfenicol.

No presente estudo foram analisadas cepas de C. diphtheriae, produtoras e néo
produtoras de toxina diftérica, pertencentes a diversos biovares e origens, relacionados a casos
de difteria classica e infecgfes invasivas, quanto a presenca e capacidade de produgdo de

toxina Shiga-like e hemolisina relacionadas nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.
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Tabela 1 - Cepas, células e plasmideos utilizados no presente estudo

Cepa Geno6tipo/Quadro Clinico Biovar/sac/tox tlyA Referéncias
C. diphtheriae

NCTC13129* DIP_RS17105 / Difteria/ Cepa gravis/ +/ + + (D’AFONSECA etal.,
selvagem 2012)
LDCIC-Al NCTC13129 DIP_RS17105 :: gravis/ +/ + interrompido  Presente estudo
pCR2.1-TOPO ‘DIP_RS17105’
HCO1* CDHCO01_ 1109/ Endocardite mitis/ +/ - NI (MANDLIK; DAS; TON-
THAT, 2008)
HC02* CDHCO02_1090/ Endocardite mitis/ +/ - + (PARK, W. H. AND
WILLIAMS, 1896)
HC03* CDHCO03_1084/ Endocardite mitis/ +/ - + (PARK, W. H. AND
WILLIAMS, 1896)
HC04* CDHCO04_1094/ Endocardite gravis/ - / - + (HIRATA-JUNIOR. et al.,
2008)
HCO06 NI / Endocardite gravis/ +/ - + Néo publicado
INCA 402* CDB402_1090/ Pneumonia belfanti/ + / - + (TROST et al., 2011)
VAO01* CDVAO01_1051/ Difteria gravis/ - / + + (MATTOS-GUARALDI
etal., 2001)
MA136 NI / Difteria intermedius/ - / - + (SANTOS et al., 2014)
TR241* CD241_1111/ Difteria mitis/ + / + + (MANDLIK; DAS; TON-
THAT, 2008)
31 A* CD31A_1192/Difteria mitis/ + / + + (MANDLIK; DAS; TON-
THAT, 2008)
PW8* CDPW8_1159/Difteria mitis/ - / + + (ORAM; AVDALOVIC;
HOLMES, 2004)
INCA 814 /Pneumonia mitis/ - / - + (VIGUETTI et al., 2012)
ATCC 27010 CDC7B_1176/Cepa tipo mitis/ - / - + (VIGUETTI et al., 2012)
ATCC 27012/ C7* CDC7B_1176/Cepa tipo mitis/ - / + + (VIGUETTI et al., 2012)
CDC-E8392* CDCE8392_1081/ Difteria mitis/ - / + + (TROST etal., 2012)

Escherichia coli

TOP10Electroco F2 mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) w80lacZDM15 DlacX74 recAl  Invitrogen

mp araD139 D(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG 12

OP50 Uracil-auxotrophic E. coli B strain (BRENNER, 1974)

Plasmideos

pCR 2.1-TOPO oripUC, orifl, lacZa, pM13, pT7, KmR, ApR Invitrogen
pCR2.1-TOPO- pCR 2.1-TOPO containing a 720 bp internal DNA fragment Presente estudo
DIP_RS17105

Legenda: ATCC American Type Culture Collection; CDC Centers for Disease Control and Prevention; HC cepas
isoladas do sangue; INCA cepas isoladas do Instituto Nacional do Céancer; MA isolada durante o surto no
Maranhdo/Brasil; NCTC National Collection of Type Cultures; TR cepa isolada do trato respiratério;
*cepas sequenciadas (NCBI 2022), codigos de acesso no Apéndice 1. Fonte: A autora.
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Tabela 2 - Células utilizados no presente estudo

Células Descricéo Referéncias
Vero Células epiteliais de rim de macaco verde africano (YASUMURA; KAWAKITA,
1963)
HEp-2 Células epiteliais de cancer de laringe humana (HIRATA-JUNIOR et al., 2004)

Fonte: A autora.

3.2 Investigacdo da Toxina Shiga-like em Corynebacterium diphtheriae

3.2.1 Anélise da proteina Shiga-like por bioinformatica

A sequéncia de aminoacidos da proteina Rbp de C. ulcerans 809 foi usada como
referéncia para a pesquisa do alinhamento de sequéncias no banco de dados nao redundantes,
disponibilizado gratuitamente no portal National Center for Biotechnology Information
(NCBI), respeitando-se as regifes onde se localizavam o maior nimero de dominios
conservados (ALTSCHUL et al., 1997; D’AFONSECA et al., 2012; TROST et al., 2011).

Sequéncias proteicas homdlogas entre cepas de C. diphtheriae foram identificadas por
meio do servidor NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) e comparadas, in silico, para
verificar a porcentagem de identidade e cobertura, através da ferramenta online BLASTp
(disponivel no site: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

As sequéncias, no formato FASTA, Shiga-like homdlogas a proteina Rbp de C.
ulcerans 809 encontradas em diferentes cepas de C. diphtheriae patogénicas foram alinhadas,
pela comparacdo direta entre os residuos de aminoacidos analisados par a par pelo programa
Clustal Omega (SIEVERS et al., 2011).

A procura por dominios conservados foi realizada utilizando os bancos de dados da
ferramenta online Pfam (disponivel no site: https://pfam.xfam.org/) (FINN et al., 2016) e
CDD/NCBI (LU et al., 2020; MARCHLER-BAUER et al., 2015). O servidor Phyre? foi
empregado para prever a estrutura tridimensional dos dominios conservados da proteina Shiga
de E. coli, Rbp de C. ulcerans 809 e proteinas hipotéticas Shiga-like encontradas nas cepas de

C. diphtheriae. Dois parametros foram considerados para selecionar o melhor modelo:


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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confianga e cobertura. Em casos de confianga > 90 %, considerou-se que a proteina foi
modelada com alta precisdo (KELLEY; STERNBERG, 2009).

A predicdo das por¢des transmembrana e o peptideo sinal das proteinas Shiga de E.
coli, Rbp de C. ulcerans 809 e as proteinas hipotéticas Shiga-like encontradas nas cepas de C.
diphtheriae foram realizadas com 0S programas TMHMM 2
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/) e Signal P Versao 6.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP), respectivamente (KROGH et al.,
2001). A analise filogenética entre diferentes espécies patogénicas de corinebactérias foi
realizada utilizando o programa Mega versdo X. A arvore foi construida utilizando o método
de méaxima verossimilhanca, com 1000 réplicas de bootstrap e modelo de matriz de distancia
Jones — Taylor — Thirnton (JTT), com razdo de transicdo/transversdo de 2,0 (JONES;
TAYLOR; THORNTON, 1992; KUMAR et al., 2018).

3.2.2 Deteccdo do gene Shiga-like pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O desenho de oligonucleotideos iniciadores, apresentado na Tabela 3, foi baseado na
sequéncia de DNA para o gene CDHCO04_0155 de C. diphtheriae HCO4, que apresentou
maior similaridade com o gene rbp de C. ulcerans 809. Para o desenvolvimento dos
oligonucleotideos iniciadores (primers) foi utilizada a ferramenta online Primer-BLAST e as
reacOes de amplificacdo in silico foram realizadas no site http://insilico.ehu.es/PCR/. Foram
consideradas satisfatorias temperaturas de anelamento dos pares de base em torno de 60 °C,
tamanho variavel entre 500 e 800 pb, contetdo GC maior que 50 %, bem como baixas
probabilidades de formacdo de grampos, homodimeros e heterodimeros, estruturas que podem
prejudicar a eficiéncia de amplificacdo durante as reacdes de PCR.

Para obtencdo das suspensdes de DNA, foram selecionadas 3 a 5 colonias isoladas,
obtidas a partir do crescimento dos cultivos bacterianos de 24 horas, conforme descrito no
item 3.1. Em seguida, as coldnias foram transferidas para microtubos, previamente
identificados, contendo 500 pL de agua Milli-Q estéril. As suspensdes bacterianas resultantes
foram submetidas a fervura por 10 minutos, em banho-maria, imediatamente transferidas para
banho de gelo, onde foram resfriadas por 15 minutos, e posteriormente centrifugadas a
12.000g por 20 segundos. Aliquotas de 2 puL do sobrenadante foram utilizadas nas rea¢des de

amplificagdo. O restante do sobrenadante foi estocado a — 20 °C (PIMENTA et al., 2008b).


http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
http://insilico.ehu.es/PCR/
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A mistura reacional para os ensaios de PCR foi elaborada em cabine asséptica (DNA
Workstation Modelo LWS-01 - Loccus, Sdo Paulo, Brasil), em microtubos estéreis livres de
DNase, sendo composta de 14,75 pL agua Milli-Q estéril, 2,5 pL tampédo PCR 10X, 0,75 pL
MgCl2 [50 mM], 1,0 uL de cada oligonucleotideo iniciador [L00 mM], 0,5 uL dNTP [10 mM]
e 2,5 uL enzima Taq DNA polimerase [12,5 U/uL] (Invitrogen, Life Technologies, Brasil)
para um volume de 23 pL. Em seguida foram adicionados 2 u. do DNA molde extraido de
cada cepa bacteriana (item 3.3.1). O controle da reacdo de PCR foi obtido substituindo-se o
DNA molde por agua Milli-Q estéril (NAKAO; POPOVIC, 1997; PIMENTA et al., 2008b).

A amplificacdo gendémica foi realizada em termociclador Applied Biosystems™
Proflex PCR System™ (Life Technologies, EUA), com etapa inicial de desnaturacio a 94 °C,
por 2 minutos, seguida de 35 ciclos compostos pelas etapas de: desnaturacdo a 94 °C, por 60
segundos, anelamento a 60 °C, por 1 minuto, e extensdo a 72 °C, por 1 minuto e 30 segundos.
A etapa final de extensdo foi realizada a 72 °C, por 10 minutos (NAKAQO; POPOVIC, 1997;
PIMENTA et al., 2008b).

Os produtos amplificados foram submetidos a separacdo eletroforética, a 80 V e 52
mA, por 25 minutos, em gel de agarose a 1,2 % contendo corante Syber Safe (E-
Gel®CloneWell Agarose Gels with SYBR Safe™ - Invitrogen, Reino Unido), no
equipamento E-Gel® iBase™ Power System (Invitrogen, Reino Unido). Ao gel, foram
aplicados 10 pL do marcador de peso molecular DNA ladder 100 pb (Invitrogen, Reino
Unido) ou 20 pL dos produtos de PCR obtidos em cada poco. A visualizagdo dos produtos de
amplificacdo foi realizada em transiluminador de luz ultravioleta (E-Gel® Safe Imager™
Real-Time Transilluminator - Invitrogen) e, posteriormente, o gel foi fotografado utilizando o
programa Kodak Digital Science - Electrophoresis Documentation & Analisis System 120,

para verificacdo da presenca da banda de interesse.

3.2.3 Avaliacdo da expressao do gene rbp de Corynebacterium diphtheriae

O desenho de oligonucleotideos iniciadores foi baseado nas sequéncias de DNA que
codifica 0 gene dtxR, utilizado como normalizador da reagcdo de RT-gPCR (Reverse
Transcriptase Quantitative PCR). Para o desenho dos iniciadores do gene rbp,

correspondente a proteina hipotética Shiga-like de C. diphtheriae, foi levado em consideracao
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a regido nucleotidica correspondente ao maior nimero de aminoacidos conservados para Rbp
de C. ulcerans 809, de acordo com o software online Primer BLAST (NCBI). Foram
consideradas satisfatorias temperaturas de anelamento dos pares de base em torno de 60 °C,
tamanho variavel entre 90 pb e 120 pb, conteddo GC maior que 50 %, bem como baixas
probabilidades de formacao de grampos, homodimeros e heterodimeros, estruturas que podem
prejudicar a eficiéncia de amplificagdo durante as rea¢Oes de RT-qPCR.

As cepas de C. diphtheriae foram cultivadas em 6 mL de meio TSB, overnight. O
RNA bacteriano foi extraido através de uma adaptacdo da técnica do fenol acido-cloroférmio
proposta por Atshan e colaboradores (2012). As suspensdes foram centrifugadas a 12000 g,
por 10 minutos, a 4 °C ou a 37 °C. O sedimento foi ressuspenso em 150 pL de agua tratada
com dietilpirocarbonato (DEPC) e agitado em vértex por 3 minutos. Em seguida, foram
adicionados 75 pL de cloroférmio saturado em agua DEPC e 75 pL de fenol acido (Phenol
solution — P4682 Sigma-Aldrich, Brasil), seguido de agitagéo por 1 minuto.

Os tubos foram submetidos a incubagdo a 70 °C, por 30 minutos, com agitacfes
periddicas a cada 5 minutos. As fases foram separadas por centrifugacdo a 12000 g, por 10
minutos e aproximadamente 150 pL da fase aquosa foram transferidos para um novo tubo de
reacdo. Em seguida, foram acrescentados aos tubos 300 pL de alcool isopropilico seguidos de
agitacdo por 3 minutos e centrifugacdo a 12000 g, por 10 minutos. O precipitado foi lavado
trés vezes com etanol a 70 %, preparado em agua DEPC. Apds a ultima lavagem, os tubos
contendo RNA foram invertidos por 3 minutos para secagem das goticulas e o material foi
ressuspenso em 25uL de dgua contendo DEPC (ATSHAN et al., 2012).

Para a remocdo do DNA residual, o RNA extraido foi submetido ao tratamento com a
enzima DNase I, utilizando o kit da turbo-DNase (turbo-DNA free TM, Ambion), de acordo
com as instrucdes do fabricante. As quantidades de RNA total obtidas foram avaliadas em
equipamento Nanovue (GE Helthcare), e armazenadas em freezer -80 °C até sua utilizacdo
(adaptado de ATSHAN et al., 2012).

As amostras de RNA total extraidas foram submetidas a reacdo de transcricdo reversa
com o uso do kit SuperScript® 1V First-Strand Synthesis System for RT-gPCR (Invitrogen),
de acordo com as especificagbes do fabricante. O anelamento dos oligonucleotideos
iniciadores a0  RNA molde foi realizado através da combinacdo de 1,0 pL de
oligonucleotideos de sequéncias aleatorias (50 uM), 1,0 uL de dNTP mix (10 mM cada) e do

volume necesséario de RNA molde - com concentracdo de 1000 ng - para completar 11 pL de
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reacdo. Os tubos de reagdo foram incubados a 65 °C, por 5 minutos, seguido de incubagdo em
gelo, por 1 minuto.

A mistura de reacdo, contendo a transcriptase reversa (RT), foi obtida pela adicédo de 4
UL de tampado 5X SSIV, 1 puL de DTT (100 nM), 1,0 uL de RNaseOUT'™ Recombinant RNase
Inhibitor e 1,0 uL de SuperScript IV Reverse Transcriptase (SRT-IV — 200U/ uL). Esta
mistura foi adicionada ao RNA anelado, para um volume final de reagdo de 20 uL. Apds
incubacgdes a 23 °C por 10 minutos, 50 °C por 10 minutos e 80 °C por 10 minutos, 0 RNA
residual foi removido pela adicdo de 1,0 pL de RNase H de E. coli e incubacdo por 20
minutos a 37 °C. Tubos contendo pool de RNA extraido, na presenca e auséncia de SRT-1V,
foram utilizados na determinagéo da eficiéncia dos iniciadores e no controle da auséncia de
DNA gendmico, respectivamente. As amostras contendo o cDNA gerado foram mantidas em
freezer — 20 °C até sua utilizacéo.

As amostras de cDNA foram submetidas a amplificacdo por gPCR, com 0 uso dos
pares de iniciadores listados na Tabela 4. O monitoramento das amplificagdes foi realizado
com base na fluorescéncia verde, resultante da excitacdo do intercalante de DNA fita-dupla
SYBR® Green I, utilizando o kit GoTag® gPCR Master Mix (Promega), e a amplificacdo em
tempo real foi conduzida em termociclador 7500 Real-Time PCR (ABI 7500 System, Applied

Biosystems).

Tabela 3 - Sequéncias oligonucleotidicas iniciadoras para 0s genes normalizador e alvo

Oligonucleotideos Sequéncia (5’->3°) m GC %
Gene alvo

rbp F CCAGCTTGCTAGGCTTAGTGGCA 64.93 56.52
rbp R TGAGCAACGTGCATCAGTTGGGT 65.29 52.17
Produto 104 pb

Gene normalizador

dtxR F TAGCCAAACCGTTGCCCATA 59,67 50,00
dtxR R ACGCATAACTGCAGTCGCTA 59,83 50,00
Produto 109 pb

Legenda: Gene normalizador (housekeeping): escolhido para este estudo foi o gene dtxR, enquanto o gene
rbp, que codifica a proteina hipotética encontrada em C. diphtheriae cepa HC04 com maior
similaridade com a proteina Rbp de C. ulcerans 809, foi o gene alvo do estudo. Tm — temperatura
média. GC% - conteido de guanina e citocina.

Fonte: A autora
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A eficiéncia da amplificacdo foi avaliada a partir de cinco dilui¢des seriadas de cDNA
(1:25; 1:50; 1:100; 1:200; 1:400), em triplicata. Para isso utilizou-se um pool com os cDNA
das amostras analisadas. A partir dos cicle threshould (Cts) obtidos, foi possivel gerar a curva
padrdo de cada par de iniciadores testados bem como a eficiéncia de amplificacdo dos
mesmos. O valor da eficiéncia (E) foi estimado com o auxilio da “qPCR efficiency calculator”
Thermo Scientific (Life Science Research) que utiliza a equagdo E= 10(-1/slope)
(RASMUSSEN, 2001), onde o slope corresponde a inclinacdo da reta obtida da regressao
entre os valores de Ct dos transcritos e os valores do logaritmo das diferentes diluicbes de
cDNA. A faixa de valores de eficiéncia recomendada para a validacéo dos ensaios de gPCR e
estimativa dos niveis transcricionais pelo emprego do método de Ct comparativo é de 0,9 a
1,1, o que corresponde a uma eficiéncia da reacdo entre 90 — 110 % (LIVAK,
SCHMITTGEN, 2001; RASMUSSEN, 2001).

O cDNA foi submetido a reagdes, em triplicata, de RT-gPCR correspondentes a cada
par de iniciador utilizado. As curvas de amplificagdo (ARn versus Ciclo), plotadas em tempo
real pelo software v2.0.1. (Applied BiosystemsTM) durante o processamento das reacfes no
termociclador, foram utilizadas como parametros para a defini¢cdo do threshold dos produtos
amplificados. O treshold foi configurado para cruzar a fase exponencial logaritmica das
curvas de amplificacdo, etapa em que a fluorescéncia detectada € resultado do acimulo de
produtos amplificados, acima dos niveis de fluorescéncia de fundo. Os resultados brutos
obtidos foram expressos em valores de Ct, os quais refletem o numero de ciclos de
amplificacdo necessarios para que o sinal fluorescente emitido atinja o limiar de detec¢do. Da
média dos Cts obtidos para 0 gene - alvo relativa a cepa selvagem, foi subtraida a média
calculada para os Cts do gene dtxR, referente a mesma condicdo de tratamento. O valor
gerado, denominado ACt, representa a normalizagdo das amplificacdes do gene - alvo em
relacdo as amplificacbes do gene de controle enddgeno selecionado. O treshold foi
configurado para cruzar a fase exponencial logaritmica das curvas de amplificacdo, etapa em
que a fluorescéncia detectada € resultado do acumulo de produtos amplificados, acima dos
niveis de fluorescéncia de fundo. Os resultados brutos obtidos foram expressos em valores de
Ct, os quais refletem o nimero de ciclos de amplificacdo necessarios para que o sinal
fluorescente emitido atinja o limiar de detecgdo. Da média dos Cts obtidos para o gene foi
subtraida a media calculada para os Cts do gene dtxR, referente & mesma condicdo de
tratamento. O valor gerado, denominado ACt, representa a normalizacdo das amplificagcdes do

gene - alvo em relacdo as amplifica¢fes do gene de controle enddgeno selecionado.
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Para determinagdo da auséncia de DNA gendmico nas amostras de cDNA, reag0es
foram realizadas utilizando o pool controle sem a presenca de SRT-IV, conforme descrito
anteriormente. A confirmacdo da auséncia do DNA foi estabelecida pela auséncia de ciclos de
amplificacdo nos pocos da microplaca correspondentes.

O termociclador foi configurado para elevar, ap6s as etapas de amplificacdo de cDNA,
a temperatura das amostras até 95 °C. Durante este processo, as variagdes na emissdo de
fluorescéncia, em decorréncia da liberacdo de Syber Green | das cadeias duplas de DNA
amplificado, foram detectadas e analisadas pelo software SDS v2.0.1 (Applied Biosystems
TM). Os dados gerados permitiram avaliar a temperatura média (Tm) de desnaturacdo das
moléculas de DNA, parametro utilizado para a constatacdo da presenca de fragmentos

especificos.

3.2.4 Avaliacdo da influéncia da temperatura na expressdo do gene rbp de Corynebacterium

diphtheriae

As cepas de C. diphtheriae HCO1 foram cultivadas em 6 mL de meio TSB, overnight.
Para os ensaios de expressdao de rbp, duas aliquotas de 3 mL, retiradas a partir do mesmo
tubo, foram submetidas a incubacdo a 4 °C e 37 °C, por 2 horas. As etapas de extracdo do
RNA, formacdo do cDNA e as reacdes, em triplicata, de RT-gPCR correspondentes a cada par
de iniciador utilizado para o gene rbp foram realizadas como descrito no item 3.2.3. A
diferenca entre o valor de ACt para a cepa cultivada a 4° C e o valor de ACt para a condigdo
controle (37 °C), chamada AACt, foi calculada e utilizada para a determinagdo da poténcia 2-
AACt. Este valor representa o quanto a transcricdo do gene de interesse foi alterada pelo

tratamento por baixa temperatura.

3.2.5 Ensaio de Citotoxicidade

Na pesquisa de producdo de toxina Shiga-like foram investigados os efeitos de
citotoxicidade de filtrados das culturas bacterianas ndo produtoras de toxina diftérica
induzidas por mitomicina C (50 mg/mL) e pela observacdo da morte celular, apds 3 horas de
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infeccdo com as culturas bacterianas, em células VERO, conforme descrito por Pimenta
(2006).

Os filtrados do sobrenadante dos cultivos bacterianos (filtros Millipore, poro de 0,45 1

m de diametro) foram mantidos a temperatura de 4 °C e utilizados no maximo pelo periodo de
uma semana. As alteragfes produzidas no tapete celular foram observadas a fresco em
microscopio invertido (MACHADO, 1989) e através de ensaios de viabilidade celular usando
mitomicina C (MTT) e quantificados em espectrofotémetro.

As cepas de C. diphtheriae analisadas foram cultivadas em 10 mL de meio TSB,
overnight, a 37 °C, sob agitacdo. Duas aliquotas de 5 mL, retiradas a partir do mesmo tubo,
tiveram a DO ajustada para 0,5 e, em seguida, submetidas a incubacdo, sendo um tubo de
cada amostra incubado a 4 °C ou a 37 °C, por 4 horas, em meio MEM acrescido de L-
glutamina e 2 % de SFB. Apo6s a incubacdo, as aliquotas foram passadas a microtubos e
centrifugadas a 10.000 g, a 4 °C, por 2 minutos. Esse processo de lavagem foi repetido duas
vezes, para clarificagdo dos sobrenadantes. Os sobrenadantes foram filtrados (filtros Milipore,
poro 0,22 pM de didmetro) e utilizados no experimento. Em seguida foram realizadas
diluicdes seriadas com os filtrados, sendo que as amostras atoxinogénicas foram diluidas 1/2 e
1/5 e as toxinogeénicas diluidas 1/4 e 1/10, em meio MEM com 10 % de SFB. Os filtrados
bacterianos ndo utilizados foram mantidos a temperatura de 4 °C e utilizados durante o
periodo méximo de uma semana (MACHADO, 1989; PIMENTA et al., 2008c).

As células VERO foram cultivadas em garrafas plasticas contendo meio de cultivo
Minimo Essencial MEM™ (Invitrogen, Brasil) suplementado com gentamicina (50 pg/mL),
fungizona (2,5 pg/mL), L-glutamina (0,5 % p/v) e 10 % de soro fetal bovino (SFB)
(Invitrogen, Brasil). As mesmas foram mantidas a 37 °C em atmosfera de 5 % CO2. As
expansdes foram feitas a cada 2 - 3 dias com a dissolu¢do das monocamadas com solucéo de
tripsina-EDTA (0,1 % e 0,01 %) em Salina Tampé&o Dulbecco com 1 % de vermelho de fenol.
Para confeccdo das placas, os tapetes celulares foram submetidos a tripsinizacdo e
ressuspensos em MEM de forma a ter 2,5 x 10° células/mL. 100 pL desta solucdo foram
dispensados em cada poc¢o de placas de cultura de tecidos de 96 pocos. As celulas foram
incubadas com os sobrenadantes por 24 horas, a 37 °C com 5 % de CO, (EFSTRATIOU,;
GEORGE, 1999; HIRATA et al., 2002; PIMENTA et al., 2008b).

Ap0s o periodo de incubacéo, 20 pL de mitomicina C [(3(4,5 — dimetiltiazol-2-il) -2,5-
brometo difenil tetrazdlico), Sigma — Aldrich], na concentracdo de 5 mg/mL, foram

acrescidos aos pocos e a placa foi incubada durante 2 horas, a 37 °C com 5% CO». Apds esse



57

periodo, os sobrenadantes foram descartados e 250 pL de &lcool isopropilico foram
adicionados durante 15 minutos. Apos a incubacdo, 100 pL de cada poco foram transferidos
para uma microplaca estéril e realizada a leitura, em 570 nm, no leitor de Elisa.

O teste do MTT baseia-se na reducdo dos sais amarelos de tetrazolico por redutases
mitocondriais de células metabolicamente ativas. Formam-se, intracelularmente, cristais azuis
que sdo solubilizados e posteriormente analisados por espectrofotometria UV/visivel. Deste
modo, quanto menor for a viabilidade celular, menor sera a redu¢do do MTT e menor o sinal
espectrofotométrico (EFSTRATIOU; GEORGE, 1999; HIRATA et al., 2002).

3.2.6 Andlise estatistica

Os experimentos foram realizados com, no minimo, trés ensaios independentes em
triplicata. As diferencas estatisticas entre os grupos foram avaliadas pelo programa GraphPad
Prism (GraphPad, Inc., versdo 6.0) utilizando o teste t de Student para variaveis independentes
e ndo pareadas ou o teste para analises de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey,
para as analises de comparacao multipla, sendo considerados os resultados significativamente
diferentes quando p < 0,05.

3.3 Investigacao de hemolisina em Corynebacterium diphtheriae

3.3.1 Analise da hemolisina por bioinformaética

A sequéncia de aminoacidos da proteina TIyA (ID BLAST: WP010934866.1),
codificada pelo gene DIP_RS17105, denominada “putative cytotoxin/hemolysin”,
primeiramente descrita em C. diphtheriae biovar gravis cepa NCTC 13129, foi identificada
no banco de dados do servidor NCBI Chromosome Sequences, e usada como base para a
pesquisa (ALTSCHUL et al., 1997; CERDENO-TARRAGA et al., 2003; D’AFONSECA et
al., 2012).
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Sequéncias proteicas homologas entre cepas de C. diphtheriae, espécies bacterianas
diversas e em seres humanos, foram identificadas por meio do servidor NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) e comparadas, in silico, para verificar a porcentagem
de identidade e cobertura, através da ferramenta online BLASTp (disponivel no site:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

As sequéncias proteicas de TlyA em formato FASTA, encontradas em diferentes
espéecies de corinebactérias patogénicas, foram alinhadas pela comparacdo direta entre os
residuos de aminoacidos, analisados par a par, pelo programa Clustal Omega (SIEVERS et
al., 2011).

A procura por dominios conservados foi realizada utilizando os bancos de dados da
ferramenta online Pfam (disponivel no site: https://pfam.xfam.org/) (FINN et al., 2016) e
CDD/NCBI (LU et al., 2020; MARCHLER-BAUER et al., 2015). O servidor Phyre? foi
empregado para prever a estrutura tridimensional dos dominios conservados da proteina TIyA
e das proteinas hipotéticas encontradas nas demais cepas de C. diphtheriae. Dois parametros
foram considerados para selecionar o melhor modelo: confianca e cobertura. Em casos de
confianga > 90 %, considerou-se que a proteina foi modelada com alta precisdo (KELLEY;
STERNBERG, 2009).

3.3.2 Relacoes filogenéticas da proteina TIyA em Corynebacterium diphtheriae

A anélise filogenética entre diferentes espécies patogénicas de corinebactérias foi
realizada utilizando o programa Mega versdo X. A arvore foi construida utilizando o método
de méaxima verossimilhanca, com 1000 réplicas de bootstrap e modelo de matriz de distancia
Jones — Taylor — Thirnton (JTT), com razdo de transicdo/transversdo de 2,0 (JONES;
TAYLOR; THORNTON, 1992; KUMAR et al., 2018).

3.3.3 Deteccdo do gene tlyA pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O desenho de oligonucleotideos iniciadores, apresentado na Tabela 4, foi baseado na

sequéncia de DNA para o gene DIP_RS17105 de C. diphtheriae biovar gravis cepa NCTC
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13129, considerando a que apresentava maior similaridade com os homologos do gene
encontrados nas cepas de C. diphtheriae utilizadas nesse estudo, apos a realizacao de triagem
in silico utilizando as cepas sequenciadas no banco de dados do NCBI. Para o
desenvolvimento dos oligonucleotideos iniciadores (primers) foi utilizado a ferramenta online
Primer-BLAST e as reag0es de amplificacdo in silico foram realizadas no site
http://insilico.ehu.es/PCR/. Foram consideradas satisfatorias temperaturas de anelamento dos
pares de base em torno de 60 °C, tamanho variavel entre 500 e 800 pb, conteudo GC maior
que 50 %, bem como baixas probabilidades de formacdo de grampos, homodimeros e
heterodimeros, estruturas que podem prejudicar a eficiéncia de amplificacdo durante as
reacOes de PCR.

Para obtencdo das suspensGes de DNA, foram selecionadas 3 a 5 col6nias isoladas,
obtidas a partir do crescimento dos cultivos bacterianos de 24 horas, conforme descrito no
item 3.1. Em seguida, as colonias foram transferidas para microtubos, previamente
identificados, contendo 500 uL de agua Milli-Q estéril. As suspensdes bacterianas resultantes
foram submetidas a fervura por 10 minutos, em banho-maria, imediatamente transferidas para
banho de gelo, onde foram resfriadas por 15 minutos, e posteriormente centrifugadas a 12.000
g por 20 segundos. Aliquotas de 2 pL do sobrenadante foram utilizadas nas reagdes de
amplificagéo. O restante do sobrenadante foi estocado a — 20 °C (PIMENTA et al., 2008b).

A mistura reacional para os ensaios de PCR foi elaborada em cabine asséptica (DNA
Workstation Modelo LWS-01 - Loccus, Sdo Paulo, Brasil), em microtubos estéreis livres de
DNase, sendo composta de 14,75 pL agua Milli-Q estéril, 2,5 pL tampédo PCR 10X, 0,75 pL
MgCl, [50 mM], 1,0 uL de cada oligonucleotideo iniciador [L00 mM], 0,5 uL dNTP [10 mM]
e 2,5 uL enzima Taq DNA polimerase [12,5 U/uL] (Invitrogen, Life Technologies, Brasil)
para um volume de 23 pL. Em seguida foram adicionados 2 uL. do DNA molde extraido de
cada cepa bacteriana). O controle da reacdo de PCR foi obtido substituindo-se o DNA molde
por agua Milli-Q estéril (NAKAO; POPOVIC, 1997; PIMENTA et al., 2008b).

A amplificagdo gendmica foi realizada em termociclador Applied Biosystems™
Proflex PCR System™ (Life Technologies, EUA), com etapa inicial de desnaturacdo a 94 °C,
por 2 minutos, seguida de 35 ciclos compostos pelas etapas de: desnaturagéo a 94 °C, por 60
segundos, anelamento a 60 °C, por 1 minuto, e extensdo a 72 °C, por 1 minuto e 30 segundos.
A etapa final de extensdo foi realizada a 72 °C, por 10 minutos (NAKAQO; POPOVIC, 1997;
PIMENTA et al., 2008b).
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Os produtos amplificados foram submetidos a separagdo eletroforética, a 80 V e 52
mA, por 25 minutos, em gel de agarose a 1,2 % contendo corante Syber Safe (E-
Gel®CloneWell Agarose Gels with SYBR Safe™ - Invitrogen, Reino Unido), no
equipamento E-Gel® iBase™ Power System (Invitrogen, Reino Unido). Ao gel, foram
aplicados 10 pL do marcador de peso molecular DNA ladder 100 pb (Invitrogen, Reino
Unido) ou 20 pL dos produtos de PCR obtidos em cada pogo. A visualizagcdo dos produtos de
amplificacio foi realizada em transiluminador de luz ultravioleta (E-Gel® Safe Imager™
Real-Time Transilluminator - Invitrogen) e, posteriormente, o gel foi fotografado utilizando o
programa Kodak Digital Science - Electrophoresis Documentation & Analisis System 120,
para verificagdo da presenca da banda de interesse.

Tabela 4 - Sequéncias oligonucleotidicas iniciadoras para o gene Shiga-like de
Corynebacterium diphtheriae

Oligonucleotideos Sequéncia (5°->3’) Tm GC %

Hemolisina F GTCCACGTACAGGGTTTCGT 59,97 55,00
Hemolisina R ACCTTTCTGGACTGCTTCCG 59,96 55,00
Produto 720 pb

Legenda: Tm — temperatura média. GC % - conteildo de guanina e citosina. As sequéncias foram definidas
utilizando a ferramenta online Primer-BLAST. Disponivel em:
HTTP://blast.nchi.nIm.nih.gov/Blast.cgi, acesso em 01 de junho de 2019.

Fonte: A autora

3.3.4 Construcao da cepa de Corynebacterium diphtheriae mutante LDCIC-Al

Para a ruptura cromossémica do gene tlyA hipotético de C. diphtheriae foi utilizado o
kit de clonagem TOPO® TA (Life Technologies). O DNA cromossémico extraido de acordo
com o protocolo do kit QIAamp DNA Mini Kit — Qiagen.

A cepa C. diphtheriae biovar gravis NCTC 13129 foi selecionada como modelo e um
fragmento de DNA interno de 720 pb do gene DIP_RS17105 foi amplificado pela PCR com o
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sequinte par de iniciadores 5° - GTCCACGTACAGGGTTTCGT - 3, 5 -
ACCTTTCTGGACTGCTTCCG — 3’, descritos na Tabela 4.

A amplificacdo foi realizada por 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto,
hibridizacdo a 60° C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 1 minuto e 30 segundos, com 0
programa de amplificacéo iniciado com uma etapa de desnaturacéo de 94 °C por 2 minutos e
com uma etapa final de elongamento de 72 °C por 10 minutos. Os produtos amplificados
foram submetidos a separacdo eletroforética, utilizando gel de agarose a 1,2 % contendo
corante Syber Safe, para recuperacdo da banda desejada com o sistema E-Gel®CloneWell
Agarose Gels with SYBR Safe™ (Invitrogen®, Reino Unido) no equipamento E-Gel®
iBase™ Power System (Invitrogen®, Reino Unido). Quando os produtos amplificados
chegaram aos pocos inferiores, a corrida foi parada, o material coletado e transferido para um
microtubo estéril. A qualidade e quantidade do DNA obtido foram estimadas durante a
eletroforese em gel de agarose e em equipamento Nanovue.

O fragmento de DNA foi ligado a desoxitimidina 3’ (T) do vetor linearizado gPCR
2.1-TOPO (TOPO® TA Cloning® Kit — Invitrogen®, Reino Unido) fornecido pelo kit. O
plasmideo resultante ‘qPCR2.1-TOPOQO::DIP_RS17105 foi amplificado em E. coli TOP10
Electrocomp™ de acordo com as instrucdes do fabricante e isolado com o kit PureLink Quick
DNA Miniprep Kit (Life Technologies).

Cinco microgramas de plasmideo ndo metilado isolado da cepa de E. coli foram
usados para transformar C. diphtheriae usando um GenePulser Il (BioRad, Alemanha)
baseado em protocolos descritos por (DORELLA et al., 2006).

As células eletroporadas foram adicionadas a 1 mL de TSB e incubadas por 4 horas a
37 °C. O volume de cultura foi semeado em uma placa de agar TSB contendo o antibiético
canamicina e mantido a 37 °C por 48 horas. Como 0 gPCR2.1-TOPO ndo pode se replicar de
forma autdbnoma em C. diphtheriae. C. diphtheriae resistente a canamicina carregava o vetor
que foi integrado via recombinacdo no gene cromossdémico DIP_RS17105 e foi designado
LDCIC-AL.

Para confirmar a insercéo do plasmideo no cromossomo da cepa C. diphtheriae NCTC
13129, reacBes de PCR empregando primers que se alinham nos cédons de inicio e fim do
gene DIP_RS17105 (5>-GTCCACGTACAGGGTTTCGT-3’ e 5’ -
ACCTTTCTGGACTGCTTCCG — 3°) e primers que se alinham dentro do plasmideo inserido
(Kan 1: 5’ ATGATTGAACAAGATGGATTG-3' / Kan 2: 5’
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TTAATAATTCAGAAGAACTC-3') e M13F/M13R (Life Tecnologies) foram realizados
conforme descrito anteriormente por (DORELLA et al., 2006; PACHECO et al., 2012).

3.3.5 Ensaios de interacdo bacteriana com células HEp-2

As células HEp-2 (ATCC CCL23), originadas de carcinoma de laringe, foram
cultivadas em garrafas plasticas contendo meio de cultivo Minimo Essencial MEM (Eagle’s
Minimal Essential Medium - Invitrogen) suplementado com gentamicina (50 pg/mL),
anfotericina B (2,5 ug/mL), L-glutamina (0,5 % p/v) e 5 % de soro fetal bovino (SFB)
(Invitrogen). As células foram mantidas a 37 °C em atmosfera de 5% CO,. As expansdes
foram feitas a cada 2 - 3 dias com a dissolucdo das monocamadas com solugédo de tripsina-
EDTA (0,1 % e 0,01 %) em Salina Tampé&o Dulbecco com 1 % de vermelho de fenol. Para
confeccdo das placas, os tapetes celulares foram submetidos a tripsinizagcdo conforme descrito
anteriormente. Nova suspenséo celular (2,5 x 108 células/mL) foi preparada em meio MEM e
100 pL desta solugdo foram dispensados em cada poco da placa de cultura de tecidos, com 96
pocos e, apds 48 horas, as mesmas foram utilizadas nos ensaios (adaptado de (HIRATA et al.,
2002).

As bactérias foram cultivadas em TSB, por um periodo de 48 horas, e entdo lavadas
duas vezes com tampdo fosfato-salino (PBS - 0,01 M, pH 7,4), ressuspensas em MEM a uma
concentracdo de 10° unidades formadoras de colonia por mL (UFC/mL) e utilizadas para
infectar as monocamadas celulares contendo 2,5 x 10° células HEp-2 por pogo (MOI de 100).
O tempo de incubacdo eleito para este ensaio foi de 3 horas, momento em que parte das
monocamadas de células HEp-2 infectadas foram lavadas duas vezes e lisadas com 0,1 % de
Triton X-100 em PBS, diluidas e plagueadas em TSA. Para a determinacdo de bactérias
viaveis no meio intracelular, outra parte das monocamadas foi lavada seis vezes com PBS e
tratadas com 150 ug/mL de gentamicina por 1 hora. Findo este tempo, as monocamadas
foram lisadas com 0,5 mL de 0,1 % de Triton X-100 em PBS, diluidas e plagueadas em TSA
(adaptado de (HIRATA et al., 2002).

3.3.6 Atividade hemolitica em cepas de diferentes biovares de Corynebacterium diphtheriae
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A capacidade hemolitica das cepas de C. diphtheriae utilizadas neste estudo foi
avaliada frente a presenca do gene tox, em condicdes de aerofilia e de microaerofilia, com
énfase para a cepa selvagem NCTC 13129 e sua mutante LDCIC-AL. Todos os cultivos
bacterianos utilizando a cepa mutante foram acrescidos do antibi6tico canamicina, de forma a
apresentar concentracao final de 25 pg/mL.

Inicialmente, as cepas foram cultivadas em placas de meio &gar nutriente contendo 5
% de sangue de carneiro desfibrinado, conforme descrito por Mattos-Guaraldi e Formiga
(1986), fazendo pequenos cortes no agar, com a propria alc¢a, para facilitar a visualizacdo da
hemdlise. Apds incubacéo por 24 horas, a 37 °C, a ocorréncia da hemdlise pdde ser observada
pela alteracdo da coloracdo do meio de cultivo. As cepas de C. diphtheriae que apresentaram
a formacdo de halo ao redor das colnias, com coloracdo esverdeada ou incolor, foram
consideradas positivas para a ocorréncia da hemolise, sendo classificada como alfa-hemolise
ou beta-hemolise, respectivamente. As que ndo apresentaram formagdo de halo foram
consideradas negativas para atividade hemolitica (MATTOS-GUARALDI; FORMIGA,
1992).

Os cultivos também foram submetidos a crescimento em microaerofilia, usando a jarra
de anaerobiose (AnaeroPack jar - Mitsubishi Gas Chemical Company) durante 24 horas, a 37
°C. A placa controle foi submetida a crescimento em condigdo de aerofilia.

Com o proposito de quantificar o tamanho dos halos de hemolise e, consequentemente,
a intensidade da atividade hemolitica, as cepas de C. diphtheriae, ap6s crescimento em TSB
por 24 horas, a 37 °C, foram ressuspendidas a DOs7onm 0.8, sendo aplicado um microlitro de
cada suspensdo bacteriana a placa de agar com 5 % de sangue de carneiro desfibrinado e
reincubado por 24 horas, a 37 °C, em condi¢cbes de aerofilia e microaerofilia (adaptado de

(MURASE et al., 2012). Os halos foram medidos com o auxilio de paquimetro.

3.3.7 Avaliacdo da formacéo de biofilme em superficie de poliestireno

A capacidade das cepas de C. diphtheriae aderir ao substrato de poliestireno,

formando biofilme, foi avaliada por uma modificagdo do método semiquantitativo, como
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descrito por Gomes e colaboradores (2009), utilizando como controle negativo um tubo
contendo meio TSB estéril.

Suspensdes bacterianas em meio TSB foram incubadas por 48 horas, a 37 °C, sem
agitacdo e em condicdes de aerobiose. A partir dessas, foram elaboradas novas suspensdes
com densidade Optica DOs7onm de 0.2 e aliquotas de 200 pl foram transferidas para pogos de
uma microplaca de poliestireno, com 96 pogos de fundo reto, e incubadas por 24 horas, a 37
°C. Em seguida, os poc¢os foram lavados, trés vezes com tampao fosfato salino (PBS 0,01M,
pH 7,2) estéril e acrescidos de 200 pLL de metanol, por 15 minutos, para fixagdo das bactérias
aderidas aos pocos. Apds esse periodo, o metanol foi retirado e a placa deixada em
temperatura ambiente para secagem.

Para revelagdo do biofilme formado, aliquotas de 200 pL de corante cristal violeta a 2
% foram adicionadas a cada poco e, apds cinco minutos, a placa foi lavada exaustivamente
com &gua destilada estéril. Para eluicdo do corante, 160 uL de acido acético a 33 % foram
adicionados aos pocos.

A absorbéancia de cada poco foi aferida, em comprimento de onda de 570 nm, em
leitor de placas (BioRad, modelo 550). O cut-off foi determinado pela densidade Optica do
controle negativo (DOc). Quanto aos valores de absorbancia obtidos, as cepas foram
classificadas como: (i) ndo-aderentes quando 0 < DO < DO, (ii) fracamente aderentes quando
DO < DO < 2xDOg, (iii) moderadamente aderentes quando 2xDO. < DO < 4xDOc e (iv)
fortemente aderentes quando DO > 4xDO. (GOMES et al., 2013, 2009; STEPANOVIC et al.,
2000).

3.3.8 Avaliacdo da formacéo de biofilme em superficie de vidro

A capacidade das cepas de C. diphtheriae aderir ao vidro foi avaliada atraves da
deposicdo de uma camada bacteriana na face interna e/ou na interface meio-ar de um tubo de
ensaio estéril com dimensbes aproximadas de 13 x 100 mm (MATTOS-GUARALDI;
FORMIGA, 1991). Para essa finalidade, suspensdes bacterianas foram inoculadas em 4 mL de
caldo TSB até a DOs7onm de 0.2, e incubadas por 48 horas, a 37 °C, sem agitacdo e em
condicGes de aerobiose. Apds este periodo, o meio de cultura foi removido e, cuidadosamente,

foram adicionados mais 4 mL de TSB aos tubos, voltando a incuba-los por 48 horas, a 37 °C.
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A troca do meio de cultivo foi realizada trés vezes. O biofilme formado foi corado com cristal
violeta a 2 %, por 5 minutos, e os tubos foram lavados, sucessivamente, com agua destilada.
As cepas de C. diphtheriae 241 e CDC E-8392 foram utilizadas como controle positivo e
negativo, respectivamente, conforme descrito por Gomes e colaboradores (2009). Apos
secagem, foram avaliados quanto a formacdo do biofilme seguindo os padrdes de aderéncia
bacteriana em vidro definidos por Mattos-Guaraldi e Formiga (1991): | — presenga de
microrganismos aderidos nas laterais dos tubos de vidro, incluindo a formacdo de anel na
interface entre o meio de cultura e o ar; 1l — presenca de microrganismos aderidos somente
nas laterais dos tubos de vidro; 11l — presenga de microrganismos formando anel na interface
do meio de cultura com o ar; IV — auséncia de microrganismos aderidos (GOMES et al.,
2009; MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 1991).

3.3.9 Avaliacio da formacao de biofilme em vidro sobre condicdes limitantes de ferro

A limitacdo de ferro foi uma das condi¢cGes ambientais impostas para avaliar a
expressdo de hemolisina. O procedimento foi realizado como descrito no item 3.3.8, porém
cada cepa de C. diphtheriae foi cultivada em tubos contendo TSB e tubos contendo TSB
acrescido do quelante de ferro, 2,2’-dipiridil (Sigma, Alemanha) na concentracdo de 0,5 mM.
O meio de cultivo para a cepa mutante LDCIC-AL foi também acrescido de canamicina, na
concentragdo de 25 pg/mL, em ambas condicdes (MOREIRA, 1999). Ao final do
experimento, os tubos foram avaliados quanto a intensidade da formacdo do biofilme pela
medicdo da absorbancia em comprimento de onda de 570 nm, em leitor de placas (BioRad,
modelo 550) (GOMES et al., 2009; MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 1991; MOREIRA
et al., 2003).

3.3.10 Potencial artritogénico da hemolisina TlyA de Corynebacterium diphtheriae

Foram utilizados neste ensaio camundongos convencionais da espécie Swiss Webster
(SW), fémeas, com 18 a 22 g, cedidos pela CECAL-FIOCRUZ (Rio de Janeiro, Brasil). O
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estudo foi realizado em conformidade com as normas descritas nos Principios Internacionais
de Orientacdo para Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais, conforme certificado pelo
Conselho de Organizagdes Internacionais de Ciéncias Médicas e com as Diretrizes éticas do
governo brasileiro para pesquisas envolvendo animais (Comité de ética para experimentacdo
animal IBRAG de projeto inscrito sob PROTOCOLO n° CEUA/029/2015).

A possibilidade de desenvolver osteomielite foi analisada por métodos descritos
anteriormente por Dias e colaboradores (2011b) e adaptado por Peixoto e colaboradores
(2014). Camundongos foram infectados pela cepa NCTC 13129 (n=2) e pela cepa mutante
LDCIC-Al (n=2), por via intravenosa, através da veia caudal, com 0,2 mL de suspensdo
bacteriana preparada em solugdo salina a uma DOsz 0.2. Os camundongos controle
receberam somente 0,2 mL de solucéo salina fisioldgica estéril (n=2). Os experimentos foram
realizados em triplicata e os camundongos foram examinados diariamente por 30 dias por
observadores independentes para avaliar, macroscopicamente, a presencga de inflamacéo das
articulacdes e ulceragdes. O namero de articulacbes envolvidas, incidéncia e duracdo da
artrite, ocorréncia de anquiloses e destruicdo éssea foram observados. A artrite foi definida
como um eritema visivel e/ou inchaco de pelo menos uma articulacdo (DIAS et al., 2011a;
PEIXOTO et al., 2014).

Os procedimentos histopatol6gicos para melhor avaliar as caracteristicas do processo
infeccioso foram baseados em métodos descritos por Dias e colaboradores (2011a).
Resumidamente, os camundongos foram inoculados por via intravenosa com C. diphtheriae
biovar gravis cepa NCTC 13129, ou salina estéril como controle, sendo eutanasiados em
camara de CO; ap6s 30 dias. O membro com maior gravidade clinica foi removido
assepticamente, fixado em 10 % v/v de formalina durante 24 horas e, em seguida,
descalcificadas usando acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 10 % em PBS (0,1 M, pH
7,2), durante 7 dias. Posteriormente, os espécimes foram desidratados, embebidos em
parafina, seccionados a 5-7 microns de espessura e corados com hematoxilina e eosina. Neste
ponto, os espécimes foram descalcificados em acido tricloroacético a 5 % (v/v), durante 7
dias, e, em seguida, desidratados, embebidos em parafina, seccionados a 3-4 micra e corados
novamente com hematoxilina e eosina. As juntas foram examinadas quanto & presenca de
sinovite (definida como a espessura da membrana sinovial de mais de duas camadas de
células), a extensdo do infiltrado (presenca de células inflamatorias na regido subcutanea e/ou
tecidos periarticulares), exsudado (presenca de células inflamatorias na cavidade articular),
danos na cartilagem e erosao éssea (DIAS et al., 2011a; PEIXOTO et al., 2014).
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3.3.11 Anélise estatistica

Foram realizados, no minimo, trés ensaios independentes em triplicata. As diferencas
estatisticas entre os grupos foram avaliadas pelo programa GraphPad Prism (GraphPad, Inc.,
versdo 6.0), utilizando o teste t de Student para varidveis independentes e ndo pareadas ou 0
teste para andlises de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey, para as analises de
comparacdo multipla, sendo considerados os resultados significativamente diferentes quando
p <0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Toxina Shiga-like em Corynebacterium diphtheriae

4.1.1 Andlise de Bioinformatica para a proteina Rbp (Shiga-like)

Os resultados obtidos na Tabela 5 foram baseados na analise comparativa com a cepa
C. ulcerans 809 que apresenta a proteina Rbp (CULC809 00177), denominada “putative
ribosome-binding protein” que contém o dominio Pfam 00161, inativador de ribossomos,
semelhante a toxina Shiga encontrada em E. coli. Diante dos dados apresentados na anotagéo
dos genomas no banco de dados NCBI, consideramos as nomenclaturas rbp, para o gene, e
Rbp, para a proteina Shiga-like, expressa pelas cepas de C. diphtheriae.

A pesquisa por proteinas homoélogas entre espécies de Corynebacterium spp.
demonstrou similaridade entre Rbp de C. ulcerans 809 com C. belfantii 2937 (cobertura 73%
e identidade 35%) e C. diphtheriae HC04 (76% e identidade 26%). Enquanto a Rbp de C.
diphtheriae HC04 apresentou homologia com C. belfantii 2937 (cobertura 79% e identidade
95%). Ndo foram encontradas proteinas homologas a Rbp de C. ulcerans 809 e a Rbp de C.
diphtheriae HCO04 em outras cepas de C. ulcerans (BR AD22, FRC 11, NCTC 12077 e FRC
58) e para as espécies C. rouxii, Corynebacterium striatum, Corynebacterium amycolatum,
Corynebacterium mycetoides, Corynebacterium occultum e C. pseudotuberculosis.

A partir desta analise foi observado que entre as treze cepas de C. diphtheriae com
genomas disponiveis no banco de dados do NCBI analisadas, dez cepas apresentaram
homologia com a toxina Rbp de C. ulcerans 809, sendo identificados cinco alinhamentos
significativos, com similaridade e e-value superior a 70 %. As sequéncias homdlogas
encontradas estavam denominadas como proteinas hipotéticas, sem anotacfes relacionadas
com a toxina Shiga. A cepa C. diphtheriae HCO04 foi a que apresentou uma proteina hipotética
(CDHCO04_0155), com 229 aminoéacidos, de maior similaridade (76%), quando comparada a
proteina Rbp, com 306 aminoacidos, de C. ulcerans cepa 809 (Tabela 5).

A Tabela 5 demonstra que todas as cepas de C. diphtheriae analisadas apresentaram
similaridade com a Rbp de C. ulcerans 809: HCO1, 241, 31 A, HC02, HCO03, INCA 402,
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NCTC 13129, ATCC 27012 e ATCC 27010. No entanto, quando as cepas foram comparadas
a Rbp de C. diphtheriae HC04, a porcentagem de homologia aumentou (Tabela 6).

A investigacdo de sequéncias proteicas homdlogas a Rbp de C. ulcerans 809 e Rbp de
C. diphtheriae HCO4 entre as espécies Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Homo sapiens ndo apresentaram similaridade com significancia estatistica.

Também foi observado que cepas de C. diphtheriae produtoras de TD quanto nédo
produtoras TD apresentam gene rbp indicando que ndo ha correlagéo entre a presenca do gene
tox e o grau de identificacdo da toxina Shiga-like (Tabela 5 e 6).

A sequéncias proteicas homologas a toxina Rbp de C. ulcerans 809, apresentadas na
figura 5, foram alinhadas com nove cepas de C. diphtheriae, através do programa online
Clustal Omega. As toxinas Shiga-like das cepas de C. diphtheriae apresentaram 31
aminoacidos conservados, indicados por um asterisco na linha inferior do alinhamento, que
apresentaram o mesmo dominio de inativacdo de ribossomos (ribosome inactivating protein —
Rbp), também encontrado na cadeia A de SLT-1 de Escherichia coli (toxina Shiga), quando
analisados no banco de dados do aplicativo Pfam (Figura 5).

Através de mecanismos de reconhecimento de proteina, homologia e analogia, foi
realizada a predicdo da funcdo da proteina Shiga-like encontrada na cepa C. diphtheriae
HCO04, utilizando o servidor Phyre?. Os dois primeiros modelos com melhor alinhamento
estdo apresentados na Figura 6. No primeiro, foram alinhados 118 residuos da sequéncia, com
97,1 % de confianca e 52 % de cobertura, com uma proteina inativadora de ribossomos
encontrada em uma citotoxina de planta. Enquanto, no segundo modelo, foram alinhados 112
residuos, com 96,95 % de confianca e 49 % de cobertura, com a proteina da cadeia A da
toxina Shiga de E. coli.

A predicdo do peptideo sinal da proteina Shiga-like revelou que as proteinas Rbp de C.
ulcerans 809 e Shiga-like da cepa C. diphtheriae HC04 apresentaram sequéncia sinal com
sitio de clivagem entre as posi¢cdes 41-42 (0,97 de confianca) e 34-35 (0,94 de confianga),
respectivamente (Figura 7). A analise da topologia destas proteinas indicou a presenca de uma
regido transmembrana localizada na mesma regido do peptideo sinal, para ambas as proteinas
investigadas (Figura 8). Estes dados sugerem que a proteina Rbp e Shiga-like sdo inicialmente

clivadas e, posteriormente, secretadas.
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Tabela 5 - Anélise da proteina Rbp de C. ulcerans 809 (CULC809 00177) com diferentes cepas de Corynebacterium diphtheriae

Cepas tox rbp Localizacéo Proteina Tamanho  Cobertura ID Produto
C. ulcerans
809 tox+  rbp CULC809_00177 AEG80717.1 306 aa NA NA Putative ribosome binding protein

C. diphtheriae comparadas a Rbp de C. ulcerans 809

HCO04 tox- NI CDHCO04_0155 AEX80148.1 229 aa 76 % 26 % Putative secreted protein
HCO01 tox- NI CDHCO01_0199 AEX73452.1 201 aa 73% 26 % Hypothetical protein
241 tox+ NI CD241_0197 AEX43264.1 201 aa 73% 26 % Hypothetical protein
CDCE 8392 tox+ NI CDCES8392_0199  WP_238529547.1 199 aa 73% 25 % Hypothetical protein
PW8 tox+ NI CDPW8_0260 AEX68922.1 109 aa 75 % 26 % Putative secreted protein
31A tox+ NI CD31A 0238 AEX40922.1 187 aa 56 % 28 % Putative secreted protein
HCO02 tox- NI CDHC02_0198 AEX75694.1 187aa 50 % 29 % Putative secreted protein
VAO01 tox+ NI CDVAO01_0147 AEX82416.1 109 aa 48 % 28 % Putative secreted protein
ATCC27010 tox- NI CDC7B_0192 AEX66393.1 176 aa 28 % 33% Putative secreted protein
ATCC27012/C7 tox+ NI CDC7B_0192 AEX66393.1 176 aa 28 % 33% Putative secreted protein
HCO03 tox- CDHC03_RS00870  WP_014307827.1 187 aa 50 % 29 % Hypothetical protein
INCA 402 tox- CDB402_RS00865  WP_014302763.1 159 aa 22 % 47 % Hypothetical protein
NCTC 13129 tox+ DIP_RS12605 WP_010934140.1 159 aa 22 % 47 % Hypothetical protein

Legenda: NE — ndo encontrada semelhanga com significancia estatistica. N.I. — ndo informado. NA — ndo se aplica. tox — gene tox, rbp — gene rbp, aa - aminoécidos, 1D
- identidade Dados extraidos da ferramenta online BLASTp. Disponivel no site: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, acesso em 30 de maio de 2022.
Fonte: A autora.
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Tabela 6 - Anélise da proteina Rbp (CDHCO04 _0155) de Corynebacterium diphtheriae HC04 com demais cepas Corynebacterium

diphtheriae
Cepas tox rbp Localizacao Proteina Tamanho  Cobertura ID Produto
HC04 tox- NI CDHCO04_0155 AEX80148.1 229 aa NA NA Putative secreted protein
HCO01 tox- NI CDHCO01_0199 AEX73452.1 201 aa 79 % 94 % Hypothetical protein
241 tox+ NI CD241_0197 AEX43264.1 201 aa 79 % 94% Hypothetical protein
CDCE 8392 tox+ NI CDCE8392_0199 AEX71201.1 201 aa 79 % 93 % Hypothetical protein
PW8 tox+ NI CDPW8_RS01340 WP_227882325.1 185 aa 79% 86% Hypothetical protein
31A tox+ NI CD31A_0238 AEX40922.1 187 aa 79 % 87 % Putative secreted protein
HCO02 tox- NI CDHC02_0198 AEX75694.1 187aa 79 % 87 % Putative secreted protein
ATCC27012/C7 tox+ NI CDC7B_0192 AEX66393.1 176 aa 73 % 86 % Putative secreted protein
ATCC27010 tox- NI CDC7B_0192 AEX66393.1 176 aa 73 % 86 % Putative secreted protein
VAO1 tox+ NI CDVAO01_RS00780 WP_235697204.1 185 aa 48% 28% Putative secreted protein
HCO03 tox- NI CDHCO03_RS00870 WP_014307827.1 187 aa 79 % 87 % Hypothetical protein
INCA 402 tox- NI CDB402_0161 AEX45473.1 159 aa 49% 90 % Putative secreted protein
NCTC 13129 tox+ NI DIP_RS12605 WP_010934140.1 159 aa 49 % 100 % Hypothetical protein

Legenda: NE — ndo encontrada semelhancga com significancia estatistica. N.l. — ndo informado. NA — ndo se aplica. tox — gene tox, rbp — gene rbp, aa - aminoéacidos 1D
- identidade Dados extraidos da ferramenta online BLASTp. Disponivel no site: https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi, acesso em 30 de maio de 2022.
Fonte: A autora
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Figura 5 - Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de Rbp de Corynebacterium diphtheriae e Corynebacterium ulcerans
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Figura 5 - Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de Rbp de Corynebacterium diphtheriae e Corynebacterium ulcerans (continuacédo)
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Legenda: As sequéncias de aminoacidos dos homdlogos de Rbp de corinebactérias foram alinhados por Clustal Omega. Na linha inferior do alinhamento: um asterisco
indica que os aminodacidos sdo 100 % conservados em todas as sequéncias analisadas; um ponto (.) indica alteracdo em um residuo de aminoéacidos; e dois
pontos indicam alteracdes em dois residuos de aminoacidos. A auséncia de simbolos na linha inferior de cada série indica a presenca de pelo menos trés

aminoéacidos diferentes entre as sequéncias analisadas. Disponivel no site: https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/. Acesso em 01/05/2022.

Fonte: A autora.


https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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Figura 6 - Modelos tridimensionais andlogos a proteina Shiga-like encontrada em cepa de
Corynebacterium diphtheriae HC04
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Legenda: Modelos tridimensionais analogos a proteina Shiga-like de C. diphtheriae cepa HC04. A) Estrutura
tridimensional da citotoxina, com dominio proteico inativador de ribossomos, encontrada em
plantas. B) Estrutura tridimensional da cadeia A da toxina Shiga de E. coli. Regido com maior
guantidade de residuos conservados encontrados: C) na citotoxina de planta; D) na cadeia A da
toxina Shiga de E. coli. A diferenga de cores no modelo tridimensional mostra a regido que contém
residuos conservados. Quanto mais proximo do vermelho maior a quantidade de residuos
conservados, importantes para conferir a estrutura e a funcdo da proteina.

Fonte: Dados fornecidos pelo servidor Phyre?. Disponivel em
http://www.shg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index, acesso em 15 de junho de 2018.
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Figura 7 - Predicdo do peptideo sinal das proteinas Rbp de Corynebacterium ulcerans cepa

104

0.8 A

e
=
L

Probability

=
R
L

0.04

101

0.8 A

=
=

=
=

Prabability

0.2

0.0+

[=]
F
L

809 e de Shiga-like de Corynebacterium diphtheriae cepa HC04

SignalP 6.0 prediction: Sequence

==

OTHER
— Sec/SPIn

Sec/sPlh

Sec/SPlc
--=- (5

|
I
I
]
i
I
I
|
I
|
|
I
I
|
|
|
I
|
I
|
I
|
!
3
1
I
I
L

NNNNNNNNNNNNNNNNN 0000000000000 000000000000000C
LHLETTYRETKLREVRSYFSYVLMMA IVT LGAFLAAPHASADDPEVYVSAVYWRLDOQHDGPTVAKEYRDLLA

10 20 30 a0 50 60 70
Protein sequence

SignalP 6.0 prediction: Sequence

OTHER
—— Sec/SPIn

Sec/SPlh

Sec/SPl c
--- 5

]

10 20 30 40 50 60 70
Protein sequence

Legenda: A) Peptideo sinal da proteina Rbp de C. ulcerans cepa 809 indicando ponto de clivagem entre as

Fonte:

posicdes 41-42 com 0,97% de confianca; B) Peptideo sinal da proteina Shiga-like de C. diphtheriae
cepa HCO4 indicando clivagem entre as posi¢fes 34-35 com 0,94% de confianca.

Dados fornecidos pelo aplicativo online Signal P 6.0. Disponivel no site:
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP, acesso em 15 de junho de 2022.
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Figura 8 - Predicdo das regibes transmembranas das proteinas Rbp de Corynebacterium
ulcerans cepa 809 e de Shiga-like de Corynebacterium diphtheriae cepa HC04
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Legenda: A) Regido transmembrana da proteina Rbp de C. ulcerans cepa 809; B) Regido transmembrana da
proteina Shiga-like de C. diphtheriae cepa HCO04.

Fonte: Dados fornecidos pelo aplicativo online TMHMM 2. Disponivel no site:
http://mww.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/, acesso em 15 de junho de 2022.

4.1.2 RelacGes filogenéticas da proteina Rbp de Corynebacterium diphtheriae

A anélise filogenética da proteina Rbp (toxina Shiga-like), demonstrou uma possivel
ancestralidade comum entre as cepas patogénicas de C. diphtheriae, uma vez que foram
agrupadas no mesmo clado. As proteinas apresentam diferencas entre C. diphtheriae e C.
ulcerans 809, agrupadas separadamente por espécies. Além disso, parecem ndo possuir
relacdo com a toxina diftérica, uma vez que sdo agrupadas independente da presenca do gene
tox. Os valores de bootstrap indicam a confiabilidade do cluster descendente. Percentuais
acima de 70 % séo considerados confiaveis. Os ensaios experimentais envolveram a analise

de 12 sequéncias de aminoacidos em um total de 370 posig¢des (Figura 9).


http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
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Figura 9 - Anélise filogenética das proteinas Rbp de Corynebacterium ulcerans 809 e cepas
de Corynebacterium diphtheriae

g5 Corynebacterium diphtheriae HCO1

F Corynebacterium diphtheriae 241
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Legenda: Arvore filogenética baseada nas sequéncias de aminoacidos do gene rbp, utilizando o método de
méaxima verossimilhanca e matriz de distancia Jones-Taylor-Thirnton. Valores de bootstrap com 1000
réplicas. Barra de escala indica 0.5% de divergéncia. Para a construgdo desta arvore foram utilizadas as
sequéncias de aminoacidos do gene rbp de nove cepas de C. diphtheriae, uma cepa de C. ulcerans,
uma proteina SLT-1 A (nimero de acesso no GenBank: G1:134536) e uma proteina SLT-2 A (nimero
de acesso no GenBank: G1:93760) de E. coli.

Fonte: A autora.
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4.1.3 Deteccdo do gene rbp (Shiga-like) por PCR

Os ensaios de PCR utilizando os oligonucleotideos iniciadores para o gene rbp nas
cepas de C. diphtheriae foram desenvolvidos durante o presente estudo utilizando o software
online Primer BLAST (NCBI). O normalizador escolhido para a reacdo de RT-gPCR foi o
gene dtxR, enquanto a sequéncia do gene correspondente a proteina hipotética Shiga-like de
C. diphtheriae cepa HC04, com maior nimero de amino&cidos conservados para Rbp de C.
ulcerans cepa 809, foi o gene-alvo, conforme Tabela 4 (item 3.2.3).

Para confirmar a efetividade dos oligonucleotideos confeccionados e verificar se as
cepas de C. diphtheriae, com sequenciamento no NCBI utilizadas neste estudo, apresentariam
bandas equivalentes ao gene alvo, foram realizadas reag0es de PCR convencional. As reagdes
de amplificacdo da PCR indicaram, conforme apresentado na Figura 10, que todas as cepas de
C. diphtheriae utilizadas, independente da presenca ou auséncia da TD, representada pelo

gene tox, apresentaram produto de amplificagdo com 104 pb.

Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose 1,2% com o produto da amplificacdo do gene
codificador da proteina Shiga-like de C. diphtheriae
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F to Shiga-lik
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Legenda: 1) PM (peso molecular) 2) HCO04, 3) 241, 4) CDC-E-8392, 5) HC02 6) HCO01, 7) ATCC27012 8) 814,
9) PWS8, 10) VAO0L, 11) C. ulcerans 809, 12) Controle negativo.
Fonte: A autora
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4.1.4 Avaliacio da expressdo do gene rbp de Corynebacterium diphtheriae

A eficiéncia de amplificacdo para cada par de iniciadores utilizado no qPCR foi

demonstrada na Figura 11. De acordo com os ensaios realizados, a eficiéncia de amplificacao

obtida para os genes codificador da proteina Shiga-like e dtxR foi de aproximadamente 0,998

(94,2 %) e 0,997 (97,8 %), respectivamente. Foi observada eficiéncia de amplificacéo

satisfatoria para todos os iniciadores utilizados, uma vez que valores de eficiéncia entre 0,9 e

1,1, correspondente a eficiéncia da reacdo entre 90-110 %, sdo recomendados para validacéo

dos ensaios de gPCR. Além disso, deve-se considerar que diferenca entre a eficiéncia do

gene-alvo e do housekeeping nédo ultrapasse 10%.

Figura 11 - Curva padrdo da eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores utilizados nos ensaios
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Legenda: Curva padrdo da eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores utilizados nos ensaios de RT-gPCR: A)

gene codificador da proteina hipotética Shiga-like de C. diphtheriae cepa HCO4, gene alvo. B) gene
dtxR, normalizador da reacdo de RT-gPCR. Foram realizadas cinco dilui¢ces seriadas de amostra
de cDNA, obtido pela transcricdo reversa do RNA extraido de C. diphtheriae HCO1. O gréfico é
representativo de 3 experimentos independentes em triplicata.

Fonte: A autora.

As curvas geradas na Figura 12, indicam os picos maximos de fluorescéncia relativos

a temperatura média de dissociacdo do DNA, com uma diferenga menor que 0,5 grau entre 0s

transcritos, indicando a presenca de um fragmento de DNA amplificado especifico. A
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temperatura média de dissociacdo foi de 81,93 °C para o gene alvo e 83,89 °C para 0 gene
normalizador.

Figura 12 - Curvas de dissocia¢do continua obtidas para os produtos amplificados relativos
aos transcritos do gene alvo e do gene normalizador
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Legenda: Curvas de dissociagdo continua obtidas para os produtos amplificados relativos aos transcritos do
gene alvo e do gene normalizador. E possivel observar picos aproximados de fluorescéncia entre as
reacOes, cuja média da temperatura de dissociacao € de 81,93°C para o gene alvo e 83,89 °C para o

gene normalizador. O grafico é representativo de 3 experimentos independentes em triplicata.
Fonte: A autora.
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A expressdo do gene dtxR esta sujeita a variagOes entre as espécies por ser um gene
regulatorio, ndo sendo uma escolha adequada para gene normalizador das reacGes de RT-
gPCR. Devido a este fato, as reacdes do RT-gPCR estdo sendo reanalisadas utilizando o gene
rpoB como gene normalizador, para que comparacGes entre a intensidade da expressao
diferencial do gene rbp possam ser realizadas entre as diferentes cepas de C. diphtheriae
(experimentos em andamento devido a pandemia de COVID-19). No entanto, os resultados
apresentados permitem observar que as cepas ATCC 27012 e HCO1, que apresentam maior
homologia com a Rbp de C. ulcerans 809, parecem expressar 0 gene, enquanto as cepas
NCTC 13129 e INCA 402, com baixa similaridade com a Rbp, parecem n&o expressar ou tem

sua expressdo diminuida (Figura 13).

Figura 13 - Quantificacdo relativa da expressao do gene rbp codificador da toxina Shiga-like
em cepas de Corynebacterium diphtheriae ap6s incubacéo a 37°C
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Legenda: Analise da expressdo do gene rbp em cepas de C. diphtheriae durante crescimento a 37°C. Os dados
apresentados representam as médias = SD de trés experimentos independentes, em triplicata, onde p <
0,05 quando as cepas sdo comparadas entre si.

Fonte: A autora.
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4.1.5 Avaliacdo da influéncia da temperatura na expressdo do gene rbp de Corynebacterium
diphtheriae

Para avaliar a expressdo do gene codificador da toxina Shiga-like em C. diphtheriae
cepa HCO1, submetidas a diferentes condigdes de temperatura, foi realizada a quantificacdo
relativa (Ct comparativo) por RT-gPCR. Os valores de Ct foram normalizados pelo célculo da
diferenca entre os Cts do gene de interesse e os Cts do gene normalizador. Através da
diferenca do ACt da cepa a 4 °C em relagdo a média do ACt na condigdo controle (37 °C), foi
determinado o 222¢t que corresponde a variagdo dos niveis transcricionais em ambas as

condicdes. A Figura 14 apresenta as curvas de amplificacdo para cada gene.

Figura 14 - Curva de amplificagéo para os genes analisados
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Legenda: Amplificagdo da curva para os genes dtxR e o gene codificador da toxina Shiga-like em C.
diphtheriae cepa HC01 apds submetido a diferengas de temperatura: 4 °C e 37 °C. O gréfico é
representativo de 3 experimentos independentes em triplicata.

Fonte: A autora.

A quantificacdo relativa evidenciou um aumento significativo na expressao do gene
codificador da toxina Shiga-like quando C. diphtheriae HCO1 foi submetida a 4 °C,
comparado ao controle (37 °C), mostrando a influéncia da baixa temperatura na expressao

deste gene (Figura 15).
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Figura 15 - Quantificacdo relativa da expressdo do gene codificador da toxina Shiga-like em
Corynebacterium diphtheriae cepa HCO1l ap6s incubacdo em diferentes
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Legenda: Aumento da expressdo do gene codificador da toxina Shiga-like em C. diphtheriae HC01
durante crescimento a 4°C, em comparacdo ao crescimento a 37 °C. Os dados apresentados
representam as médias £ SD de trés experimentos independentes, em triplicata, onde p < 0,05
quando a cepa HC01 a 37 °C é comparada com a mesma cepa a 4 °C.

Fonte: A autora.

4.1.6 Citotoxicidade da toxina Shiga-like em Corynebacterium diphtheriae

Na pesquisa de producdo de toxina Shiga-like, foram investigados os efeitos da
citotoxicidade de filtrados das culturas de C. diphtheriae cepa HCOL induzidas por
mitomicina C (50mg/mL). A morte celular foi quantificada ap6s 3 horas de infecgdo das
células bacterianas em células Vero. Foi observado que a cepa analisada induz uma elevada
mortalidade das células Vero a 37 °C, porém a mortalidade é ainda maior a 4 °C (Figura 16).
Como a cepa HCO1 ndo apresenta o gene tox, a citotoxicidade observada néo se refere a acdo
da toxina diftérica, mas sim a outro possivel fator de viruléncia, que sofre interferéncia da

temperatura.
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Figura 16 - Andlise da citotoxicidade de Corynebacterium diphtheriae cepa HCO1 ap6s
variacdes de temperatura
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Legenda: Aumento da citotoxicidade de C. diphtheriae cepa HCO1 cultivada a 4°C. O grafico mostra que a o
percentual de morte de células Vero apés infeccdo com a cepa HCOL de C. diphtheriae cepa HCO1
cultivada a 4°C ou a 37°C. *Os dados apresentados representam as médias + SD de trés experimentos
independentes, em triplicata, onde p < 0,05 quando a cepa HCO1 a 37°C é comparada com a mesma
cepa a 4°C.

Fonte: A autora.

4.2 Hemolisina TlyA em Corynebacterium diphtheriae

4.2.1 Anélise de Bioinformatica para a Hemolisina (TIyA)

Os resultados obtidos foram baseados na analise comparativa com a cepa de C.
diphtheriae bidtipo gravis NCTC 13129 que sugeriram a possibilidade de gene(s)
codificante(s) de hemolisina(s). Diante dos dados apresentados na anotagdo dos genomas no
banco de dados NCBI, passamos a considerar as nomenclaturas tlyA, para o gene, e TIyA,
para a proteina da hemolisina, expressa pelas cepas de Corynebacterium spp. (n = 29)
analisadas.

Homologos das sequéncias nucleotidicas e proteicas de TIyA de C. diphtheriae NCTC
13129 foram encontrados em diferentes espécies de Corynebacterium potencialmente
produtoras e ndo produtoras de toxina diftérica: C. ulcerans, C. rouxii, C. belfantii, C.
striatum, C. pseudotuberculosis, C. mycetoides, C. urealyticum, C. occultum, dentre outras
(Tabela 7). Os alinhamentos comparativos dos residuos de aminoacidos da proteina TIyA
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entre as diferentes espécies de corinebactérias, identificaram homologia com alto grau de
conservacao e similaridade superior a 98%, com e-value igual a 0.0. O programa identificou
0s genes correspondentes como codificadores de uma proteina hipotética com atividade de
hemolisina e citotoxina.

Os dados também demonstraram que a proteina TlyA de C. diphtheriae NCTC 13129
também apresenta homologia com hemolisinas de diferentes espécies, apresentando 56 % de
identidade com M. tuberculosis H37Rv; 47 % de identidade com S. aureus e 42 % de
identidade com E. coli, mas ndo apresenta homologia, com significancia estatistica, com a
espécie humana. Além disso, também foram identificadas sequéncias homologas em
diferentes espécies de corinebactérias, apresentando percentual de identidade superior a 68 %
(Tabela 7).

Tabela 7 - Microrganismos que apresentaram similaridade com a sequéncia proteica de TIlyA
de C. diphtheriae NCTC 13129

Identificacio Identidade de sequéncia

o Nome Funcéo i .
génica (a nivel de proteina)

DIP_RS17105 Nao informado citosina’hemolisina hipotética Corynebacterium belfantii 2937 — 95,60%

Corynebacterium rouxii FRC0190-93,41%
Corynebacterium occultum 2039- 77,29%

Corynebacterium ulcerans 809 — 75,09%

Corynebacterium pseudotuberculosis 316 — 74,73%
Corynebacterium mycetoides DSM20632— 72,96%*

Corynebacterium striatum 215- 71,48%*

Corynebacterium amycolatum FDAARGOS 1107 -

68,13%*

Mycobacterium tuberculosis H37Rv — 56,56%
Staphylococcus aureus SA201501 — 47,76%*
Escherichia coli — 42,42%*

Homo sapiens — ndo teve significancia estatistica

Legenda: * Espécies com menos de 100% de cobertura (“query cover”) apresentada no BLASTp. Cobertura
apresentada: C. mycetoides (98%); C. striatum (98%); C. amycolatum (98%); E. coli (72%); S. aureus
(24%); M. tuberculosis H37Rv (97%). As demais espécies apresentaram 100% de cobertura.

Fonte: A autora.



87

O resultado da andlise in silico de genes codificantes de possiveis hemolisinas
demonstrou a presenga em 15 cepas de C. diphtheriae de diferentes biovares. As proteinas
encontradas foram anotadas como proteinas hipotéticas ou pelo nome “TIyA family RNA
methyltransferase”, ou ainda como “165/23S rRNA (cytidine-2'-O) -methyltransferase TIyA”,
pois foi a denominacdo derivada da andlise computacional automatizada, utilizando o
“método de predicao de gene: homologia de proteinas”, anotada no servidor NCBI, indicando
que as sequéncias ainda ndo foram identificadas (Tabela 8).

O alinhamento das sequéncias proteicas consideradas hemolisinas TIyA, foi realizado
em 15 cepas de C. diphtheriae, apresentando 121 aminoacidos conservados, indicados por um
asterisco na linha inferior do alinhamento, inclusive entra as cepas de C. diphtheriae
subespécie lausannense (Figura 17).

A andlise in silico permitiu verificar que a presenca do gene tlyA nas cepas de C.
diphtheriae independe da presenca do gene tox, uma vez que tanto cepas produtoras quanto
cepas ndo produtoras de TD, apresentaram similaridade com o gene (Tabela 8).

A analise da sequéncia proteica da TlyA e das hemolisinas hipotéticas encontradas nas
demais cepas de C. diphtheriae, no banco de dados de proteinas (Pfam), destacou dois
dominios conservados, um pertencente a familia das metiltransferases dependentes de S-
adenosilmetionina (SAM ou AdoMet-MTase) de classe | e outro pertencente ao dominio S4,
além de indicar alta similaridade com hemolisinas de diversos organismos, inclusive algumas
espécies do género Streptococcus.

Através de mecanismos de reconhecimento de proteina, homologia e analogia, foi
realizada a predicdo da funcdo da proteina TIyA utilizando o servidor Phyre?. O dominio
conservado com melhor alinhamento esta apresentado na Figura 18A. Primeiramente, foram
alinhados 273 residuos da sequéncia com 100% de confianca e 97% de cobertura com uma
hemolisina presente em Streptococcus thermophilus (Figura 18B). Analise similar foi
realizada com as sequéncias das proteinas homdlogas encontradas em C. diphtheriae INCA
814 e C. diphtheriae HCO1 e o melhor dominio conservado selecionado pelo servidor Phyre?
foi apresentado na Figura 18 (C e D, respectivamente).

A predicdo da localizacdo e a quantidade de helices transmembranares da proteina
TIyA foi realizada pelo software TMHMM versdo 2.0, demonstrou auséncia de regides
transmembrana, sugerindo tratar-se de uma proteina secretada (Figura 19).

A pesquisa in silico para a hemolisina TIyA encontrou trés genes adicionais cujas

anotagdes nos genomas das cepas investigadas indicava a relacdo das proteinas codificadas
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com hemolisinas. Assim, a cepa C. diphtheriae NCTC 13129 foi utilizada como precursor nas
pesquisas dos genes e das proteinas homdlogas as hemolisinas pesquisadas. A nomenclatura
utilizada neste estudo para 0s genes encontrados foi baseada na familia de dominios
conservados das proteinas codificadas. Desta forma, os genes foram denominados tlyC, ygfA e
hlyD e esta nomenclatura foi inferida a todos os genes codificantes de proteinas homologas
nas cepas analisadas, apresentadas na Tabela 9.

De acordo com os dominios proteicos especificados nas anotacbes gendmicas das
cepas analisadas, as proteinas TlyC estdo relacionados hemolisinas. O dominio proteico YgfA
pertence a superfamilia Hlylll, cujos membros séo proteinas integrais formadoras de canais de
membrana, relacionada com passagem intracelular, secre¢éo e transporte vesicular, inclusive
proteinas com atividade hemolitica, como descrito para Bacillus cereus. O dominio HlyD esta
relacionado com a proteina de secrecdo HIlyD, pertencente aos sistemas de secrecdo de
proteinas do tipo 1, mais frequentemente encontrado em bactérias Gram-negativas (LU et al.,
2020).

A presenca dos quatro genes investigados sugere que o modelo secretor de hemolisina
em C. diphtheriae seja semelhante ao sistema secretor do tipo 1, com o operon hlyCABD,

encontrado em E. coli.

4.2.2 Andlise filogenética das proteinas TIyA em Corynebacterium spp.

A andlise filogenética da proteina TlyA de C. diphtheriae NCTC 13129, com possivel
atividade de hemolisina, entre as demais cepas de C. diphtheriae, demonstrou uma
ancestralidade comum, independentes da presenca do gene tox, uma vez gque se agrupam em
um clado distinto (Clado A). A anélise da TlyA da cepa modelo com as demais espécies de
corinebactérias demonstrou um agrupamento em clados destintos para cada espécie, C.
ulcerans, C. striatum, C. amycolatum, C. rouxii e C. urealyticum. Os ensaios experimentais
envolveram a analise de 30 sequéncias de aminoacidos em um total de 280 posi¢des. Os
valores de bootstrap indicam a confiabilidade do cluster descendente. Percentuais acima de
70 % sdo considerados confiaveis (Figura 20).



Tabela 8 - Andlise da proteina TIyA entre as diferentes cepas de Corynebacterium diphtheriae

Cepas tox  tlyA Localizacao Proteina Tamanho % ID Produto

C. diphtheriae

NCTC 13129 tox+ NI DIP_RS17105 WP_010934866.1 273aa 100 Putative cytotoxin/nemolysin
BQ11 tox+  tlyA B11Q_01245 AWR15929.1 273aa NI Putative cytotoxin/nemolysin
TH 1526 tox+ NI E4651_04905 QBY11274.1 273aa NI TIyA family RNA methyltransferase
NCTC 3529 tox+ tlyA  NCTC3529_00417 VEJ65475.1 273aa NI Putative cytotoxin/nemolysin
NCTC 7838 tox+ tlyA  NCTC7838_00964 VEJ63722.1 273aa NI Putative cytotoxin/hemolysin
HCO01 tox- NI CDHCO01_1109 AEX74360.1 273aa 99,27 Putative cytotoxin/hemolysin
HCO02- tox- NI CDHC02_1090 AEX76582 273aa 97,80 Putative cytotoxin/hemolysin
HCO03 tox- NI CDHCO03_1084 AEX78815.1 273aa 99,27 Putative cytotoxin/hemolysin
HCO04 tox- NI CDHCO04_1094 AEX81087.1 273aa 99,27 Putative cytotoxin/nemolysin
INCA 402 tox- NI CDB402_1090 CDB402_1090 273aa 97,80 Putative cytotoxin/nemolysin
241 tox+ NI CD241 1111 AEX44176.1 273aa 99,27 Putative cytotoxin/nemolysin
VAO01 tox+ NI CDVAO01_1051 AEX83320.1 273aa 99,27 Putative cytotoxin/nemolysin
CDCE 8392 tox+ NI CDCE8392_1081 AEX72074.1 273aa 97,44 Putative cytotoxin/hemolysin
PW8 tox+ NI CDPW8_1159 AEX69814 273aa 98,90 Putative cytotoxin/hemolysin
31A tox+ NI CD31A 1192 AEX41867.1 273aa 97,80 Putative cytotoxin/hemolysin
402 (BH8) tox- NI CDBH8_ 1162 AEX48685.1 273aa 98,53 Putative cytotoxin/hemolysin
27010 (C7 (beta)) tox+ NI CDC7B_1176 AEX67372.1 273aa 97,80 Putative cytotoxin/hemolysin
Lausannese CMCNS703 tox- NI E4653 11675 QBZ30374.1 273aa 95,24 TlyA family RNA methyltransferase
Lausannese CHUV2995 tox- tlyA  CHUV2995 01466 SPJ40664.1 273aa 95,60 16S/23S rRNA (cytidine-2'-O)-methyltransferase TIyA

Legenda: Todas as cepas de C. diphtheriae apresentadas na tabela apresentaram cobertura (“query cover”) de 100% para TlyA. N.I. — ndo informado. Dados extraidos do
aplicativo online BLASTp. Disponivel no site: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, acesso em 30 de maio de 2022.

Fonte: A autora.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/499237326
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Figura 17 - Alinhamento das sequéncias de amino&cidos da proteina TlyA das diferentes espécies de corinebactérias
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DGADL LPMVKPQFEVGKERLGSGGYVRSDALRQEVVQEVAEYARTLGLSFRAAVASPLPG
EGADLLPMVKPQFEVGKERLGSGGVVRSDALRQEVVQEVAEYARTLGLSFRAAVASPLPG
EGADLLPMVKPQFEVGKERLGSGGYVRSDALRQEVVQEVAEYARTLGLSFRAAVASPLPG
DGAWL LPMVKPQFEVGKDRIGAGGVVRSPQLRQEVTQDVAGFAQTLGYSVRGVAASPLPG
DGAWLLPMVKPQFEVGKDRIGTGGVVRSPQLRQEVTQDVAGFAQTLGVSVRGVAASPLPG
DGAWL LPMVKPQFEVGKDRIGTGGYVRSPQLRQEVTQDVAGFAQTLGVSVRG- - - - - - - -
EGADLLPMVKPQFEVGKNRLGSGGVVRSPELRAEVTLDVAREALKYGLSTKAVVASPLPG
DGADLIPMVKPQFEVGKQRLGSGGYVRDPQLREDVTVEVAEFAQNLGLSLLGAVASPLPG
DGADLIPMVKPQFEVGKQRLGSGGVVRDPQLREDVTVEVAEFAQNLGLSLLGAVASPLPG
DGADLIPMVKPQFEVGKQRLGSGGYVRDPQLREDVTVEVAEFAQNLGLSLLGAVASPLPG
DGADLIPMVKPQFEVGKQRLGSGGYVRDPQLREDVTVEVAEFAQNLGLSLLGAVASPLPG
DGADLIPMVKPQFEVGKQRLGSGGVVRDPQLREDVTVEVAEFAQNLGLSLLGAVASPLPG
DGADL LPMVKPQFEVGKERLGHGGYVRDPKLRAEVTEDIALFAQQLGLSFIDAVASPLPG
DGADLLPMVKPQFEVGKERLGRGGVVRDPKLRAEVTEDIALFAQQLGLSFVDVVASPLPG
DGADLLPMVKPQFEVGKERLGRGGVVRDPKLRAEVTEDIALFAQQLGLSFVDVVASPLPG
DGADL LPMVKPQFEVGKERLGHGGYVRDPKLRAEVTEDIALFAQQLGLSFVDVVASPLPG
DGADL LPMVKPQFEVGKERLGHGGVVRDPKLRAEVTEDIALFAQQLGLSFVDVVASPLPG
DGADLLPMVKPQFEVGKERLGHGGVVRDPKLRAEVTEDIALFAQQLGLSFVDVVASPLPG
DGADL LPMVKPQFEVGKERLGHGGYVRDPKLRAEVTEDIALFAQQLGLSFVDVVASPLPG
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Figura 17 - Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina TIyA das diferentes
espécies de corinebactérias (continuacao).
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PSGNVEYFLWLKKDSGRSAKGLHETHEKVAEAVQKGPQ- -
PSGNVEYFLWLKKDSGRSAKGLHETHEKVAEAVQKGPQ- -
PSGNVEYFLWLKKDSGRSAKGLHETHEKVAEAVQKGPQ- -
PSGNVEYFLWLKKDSGRSAKGLHETHEKVAEAVQKGPQ- -
PSGNVEYFLWLKKDSGRSAKGLHETHEKVAEAVQKGPQ- -
PSGNVEYF LWLKKDSGRSAKGLHETHEKVAEAVQKGPQ- -

279
279
279
279
269
269
225
277
273
273
273
273
273
273
273
273
273
273
273
273
273
273
273
273
273
273
273
273
273

Legenda: As sequéncias de aminoacidos dos homdlogos de TlyA de corinebactérias foram alinhados por Clustal
Omega. Na linha inferior do alinhamento: um asterisco indica que os aminoacidos sdo 100%
conservados em todas as sequéncias analisadas; um ponto (.) indica alteracdo em um residuo de
aminodcidos; e dois pontos indicam alteracfes em dois residuos de aminoécidos. A auséncia de
simbolos na linha inferior em cada série indica a presenca de pelo menos trés aminoacidos diferentes
entre as sequéncias analisadas. Disponivel no site: https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/. Acesso

em 01/05/2022.
Fonte: A autora.


https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

Figura 18 - Modelos tridimensionais para a hemolisina em S. thermophilus e C. diphtheriae

Legenda: Modelos tridimensionais: A) Estrutura 3D para a proteina TIyA de C. diphtheriae biovar gravis cepa NCTC 13129; B) Estrutura 3D
para a hemolisina de S. thermophilus; C) e D) Estruturas 3D para a hemolisina/citotoxina hipotética encontrada das cepas de C.
diphtheriae INCA 814 e HCO1, respectivamente. Dados fornecidos pelo servidor Phyre?.

Fonte: A autora
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Figura 19 - Auséncia de hélices transmembranares para a TIyA de Corynebacterium

diphtheriae
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Fonte: Aplicativo online TMHMM verséo 2.0. Disponivel no site:
http://mww.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/, acesso em 01 de maio de 2022.


http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/

Figura 20 - Arvore filogenética da familia de proteinas TlyA de corinebactérias
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Legenda: Arvore filogenética baseada nas sequéncias de aminoécidos do gene tlyA, utilizando o método de
méaxima verossimilhanca e matriz de distdncia Jones-Taylor-Thirnton. Valores de bootstrap com
1000 reéplicas. Barra de escala indica 0.10 % de divergéncia. Para a construgdo desta arvore foram
utilizadas as sequéncias de aminoacidos do gene tlyA de quinze cepas de C. diphtheriae, cinco cepa
de C. ulcerans, trés cepas de C. striatum, quatro cepas de C. amycolatum, uma cepa de C.
urealyticum, uma cepa de C. rouxii e com M. tuberculosis H37Rv (grupo externo). O clado A
agrupa todas as cepas de C. diphtheriae analisadas indicando uma possivel ancestralidade comum

em relacgdo a proteina TIyA.



Tabela 9 — Identificacdo de outros genes relacionados a hemolisina em Corynebacterium diphtheriae

Cepas tlyC Localizagédo aa % ID ygfA Localizagdo aa % ID HIlyD Localizacdo aa % ID

NCTC 13129 + DIP1211* 464 100 + DIP_RS20815 262 100 + DIP_RS13750 545 100%
BQ11 + B11Q_01277 464 NI + B11Q_01982 261 98,47 NI NI NI

TH 1526 + NI NI NI + NI NI NI + E4651_RS01465 545 99,27
NCTC 3529 + NCTC3529_00450 464 99,78 + UUY_RS0109130 262 99,24 + NI NI NI
NCTC 11397 + ERS451417_01210 464 99,78 + ERS451417_01942 261 98,47 + NI NI NI

NCTC 7838 + NCTC7838_00996 464 99,78 + NI NI NI + EL333_RS01435 545 99,27

HCo01 + CDHCO01_1139* 464 99,78 + CDHCO01_RS09225 261 98,08 + CDHCO01_RS02075 545 99,08

HC02 + CDHC02_1119* 464 99,78 + CDHC02_RS09310 261 98,85 + CDHC02_RS02175 545 99,27

HCO03 + CDHCO03_1113* 464 100 + CDHC03_RS09085 261 98,47 + CDHC03_RS02055 545 99,08

HC04 + CDHCO04_1124* 464 100 + CDHC04_RS09190 262 98,09 + CDHC04_RS01980 545 99,27

INCA 402 + CDB402_1120* 464 99,78 + CDB402_RS09175 262 98,47 + CDB402_RS02065 545 99,08

241 + CD241 1141* 464 99,78 + CD241_RS09200 261 98,08 + CD241_0423 459 99,07

VAO1 + CDVAO01_1081* 464 100 + CDVAO01_1768 202 99,50 + CDVAO1_RS01900 545 99,45

CDCE 8392 + CDCE8392_1111* 464 100 +  CDCE8392_RS09175 262 99,24 + CDCE8392_RS022 545 99,08

PW8 + CDPW8_1189* 464 99,57 + CDPW8_RS09560 262 99,62 + CDPWSi(Ige802435 532 99,87

31A + CD31A_1222* 464 100 + CD31A_RS09555 262 100 + CD31A_RS02410 545 98,90

402 (BH8) + CDBH8_1192* 464 100 + CDBH8_RS09515 261 98,47 + CDBH8_RS02130 545 98,90

ATCC 27010 (C7 (beta)) + CDC7B_1207* 464 99,78 + CDC7B_RS09610 261 98,47 + CDC7B_RS02175 532 98,87

Lausannese CMCNS703+ + E4653 11460* 464 99,78 + BUEG64_05815 262 97,71 + BUEG64_07250 545 93,76

Lausannese CHUV2995+ + CHUV2995_01510* 464 99,78 + CHUV2995_02494 262 98,09 + CHUV2995 00558 545 93,76

95

Legenda: N.I. — ndo informado. * cepas sequenciadas (NCBI 2022). Dados extraidos do aplicativo online BLASTp. Disponivel no site:https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi,
acesso em 30 de maio de 2022.

Fonte: A autora
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4.2.3 Deteccdo do gene tlyA por PCR

Os ensaios de PCR utilizando os oligonucleotideos iniciadores para o gene tlyA foram
desenvolvidos durante o presente estudo. As reacfes de amplificacdo da PCR indicaram que
todas as cepas de C. diphtheriae, com sequenciamento no NCBI utilizadas nesse estudo,
independente da presenca ou auséncia de TD, representada pelo gene tox, apresentaram
bandas com tamanhos entre 700 pb a 800 pb. Entre as cepas TD-negativas que ainda néao
tiveram seus genomas sequenciados, foi observada amplificacdo para C. diphtheriae HCOG,
enquanto para a cepa MA 136 ndo ocorreu amplificagdo. Os produtos amplificados por PCR

podem ser visualizados nas Figuras 21 e 22.

Figura 21 - Eletroforese em gel de agarose 1,2 % com o produto da amplificacdo do gene tlyA
de cepas de C. diphtheriae ndo produtoras de toxina diftérica

2 3 4 5 6 7 8 9 10N

720pb

Legenda: Gel de agarose 1,2%: 1) vazio; 2) vazio; 3) Peso molecular; 4) HCO1 (+); 5) HC04 (+); 6) HCO06 (+);
7) INCA 814 (+); 8) 402 (+); 9) 27010 (+); 10) MA 136 (-); 11) Controle (-).
Fonte: A autora
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Figura 22 - Eletroforese em gel de agarose 1,2 % com o produto da amplificacdo do gene tlyA
de cepas de C. diphtheriae produtoras de toxina diftérica

720p

Legenda: Gel de agarose 1,2 %: 1)Vazio; 2) vazio; 3) Peso molecular; 4) 27012 (+); 5) NCTC (+); 6) CDC (+);
7) 241 (+); 8) VAO1 (+); 9) C. ulcerans 809 (-); 10)) C. ulcerans FRC11 (-); 11) Controle (-).
Fonte: A autora

4.2 .4 Interrupcado do gene tlyA na cepa mutante LDCIC-Al

A presenca do inserto nos clones selecionados de E. coli foi confirmada através de
reagcBes de PCR e digestdo enziméatica com a endonuclease de restricdo EcoRI (Invitrogen®,
Reino Unido), de acordo com a Figura 23.

As cepas recombinantes foram submetidas a técnica de PCR multiplex para a
confirmacdo da espécie e presenca do gene tox (Figura 23), uma vez que a cepa selvagem é
produtora de toxina diftérica.

A cepa mutante LDCIC-A1 também teve suas carateristicas fenotipicas confirmadas
através da utilizacdo da coloracdo de Gram e do sistema semiautomatico miniaturizado
API®Coryne, apresentando as mesmas caracteristicas observadas para a cepa selvagem NCTC

13129, conforme visualizado nas Figuras 23 e 24, respectivamente.
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Figura 23 - Eletroforese em gel de agarose 1,2% com o produto da PCR

3908 pb

720 pb

Legenda: Coluna 2 - PM (peso molecular); Coluna 3 — Controle negativo; Colunas 4 a 11 — produtos da
PCR do vetor TOPO:: DIP_RS17105 dos oito clones selecionados. Fragmento de 720pb referentes
a Rbp e fragmento de 3908 pb referentes ao plasmideo inserido.

Fonte: A autora.

Figura 24 - Avaliacdo da presenca dos genes tox e dtxR na cepa mutante LDCIC-Al

719 pb
534 pb

258 pb

Legenda: A) PCR multiplex para confirmacdo dos fragmentos de TD (fracdo A - 719pb e fracdo B - 534pb) e
fragmento dTXR (258pb). Cepas: 1) PM; 2) LDCIC-A1L,; 3) LDCIC-A1; 4) LDCIC-AL; 5) HCO01; 6)
NCTC 13129; 7) HC02; 8) HC03; 9) HC04; 10) HCO06; 11) Controle; 12) Controle. Conforme
descrito por Pimenta e colaboradores (2008).

Fonte: A autora.
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Figura 25 - Andlise morfo-tintorial de cepas de C. diphtheriae

Legenda: Coloragdo de Gram para cepa de C. diphtheriae NCTC 13129 (A) e para cepa mutante
LDCIC-A1(B) em aumento de 100X - imerséo.
Fonte: A autora.

Figura 26 — Caracterizacdo fenotipica pelo sistema API®Coryne das cepas de C. diphtheriae
NCTC 13129 e LDCIC-Al

Legenda: Sistema API®Coryne realizado para a cepa selvagem NCTC 13129 (A) e LDCIC-A1 (B). Cddigo
numérico referente ao perfil bioquimico a ser utilizado para identificacdo pelo programa APlweb
(BIOMERIEUX). Perfil 1010326 corresponde a identificacdo excelente para C. diphtheriae biovar
gravis.

Fonte: A autora.
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4.2.5 Ensaios de interacdo bacteriana com células epiteliais HEp-2

Todas as oito cepas de C. diphtheriae analisadas foram capazes de aderir as células
epiteliais HEp-2 apos 3 horas de incubagdo, a 37 °C, com percentuais de interagéo elevados (>
40 %) (Figura 27A). As cepas HCO2 e INCA 814, ndo produtoras de TD, apresentaram 0s
percentuais de viabilidade intracelular mais elevados (Figura 27B) quando comparados as
cepas produtoras de TD. Embora as cepas HC03, HC04 e HCO6 tenham sido isoladas a partir
de infeccOes invasivas, estas apresentaram baixos percentuais de viabilidade intracelular.

A cepa mutante LDCIC-A1 ndo apresentou crescimento no meio de cultura utilizado

nos ensaios de interacdo com célula HEp-2, independente da presenca das células epiteliais.

Figura 27 - Percentuais de aderéncia e internalizacdo a células HEp-2 de Corynebacterium

diphtheriae
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Legenda: Cepas de C. diphtheriae ndo produtoras (HC02, HC03, HC04, HCO6, INCA 814, 402 e MA 136) e
cepa produtora (NCTC 13129) de TD foram comparadas quanto a capacidade de aderéncia (A) e
internalizacdo (B) em células HEp-2 ap6s 3 horas de incubagdo. As diferencas estatisticas foram
determinadas pelo teste ANOVA, seguido do teste de comparacdo multipla de Tukey. *Os dados
apresentados sdo valores médios + SD de 3 experimentos independentes, onde p < 0,05 quando
NCTC 13129 foi comparada a cada uma das demais cepas (A) e quando 814 e HCO02 foram
comparadas com as demais cepas analisadas (B).

Fonte: A autora
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4.2.6 Atividade hemolitica em cepas de diferentes biovares de Corynebacterium diphtheriae

Os resultados apresentados na Tabela 9 demonstraram que as onze cepas C.
diphtheriae cultivadas em placas de meio &gar sangue de carneiro a 5 %, nos quais foram
realizados pequenos cortes para facilitar a visualizagdo da hemdlise, apresentaram capacidade
de produzir hemdlise, exceto a cepa TD-negativa C. diphtheriae biovar intermedius MA 136
(Tabela 10). Amostras isoladas de casos de difteria e de endocardite produziram hemolise,
independente da capacidade de producdo da toxina diftérica e de fermentacdo de sacarose. A
amostra C. diphtheriae biovar belfanti cepa 402 apresentou atividade hemolitica.

A cepa selvagem NCTC 13129 apresentou atividade hemolitica, enquanto a cepa
mutante LDCIC-AL, resultante da recombinacdo homdloga para o gene tlyA, ndo foi capaz de
produzir hemolise, sugerindo que esta atividade seja dependente da expressdo deste gene
(Figura 28 e 29).

Tabela 10 - Origem e caracterizagcdo de cepas de Corynebacterium diphtheriae quanto ao
potencial de producdo de TD e atividade hemolitica (AH)

Cepa /Pais Biovar 8;1?]?;8 tox AH
NCTC 13129/UK gravis Difteria + Sim
TR241/BR mitis Difteria + Sim
CDC E-8392/EUA mitis Difteria + Sim
ATCC 27012 mitis Difteria + Sim
ATCC 27010 mitis Difteria - Sim
HCO01/BR mitis Endocardite - Sim
HC04/BR gravis Endocardite - Sim
INCA 814/BR mitis Pneumonia/Neoplasia - Sim
HCO06/BR gravis Endocardite - Sim
C. belfantii 402/BR NA Pneumonia/Neoplasia - Sim
MA 136 intermedius Difteria - Né&o

LDCIC-Al gravis Cepa mutante + Né&o
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Figura 28 - Comparacédo da capacidade hemolitica entre as cepas C. diphtheriae NCTC 13129
e a cepa mutante LDCIC-A1l

S —

Legenda: Atividade hemolitica de cepas de C. diphtheriae em agar sangue. A) a cepa selvagem NCTC
13129/UK apresentou hemélise do tipo alfa, enquanto trés cultivos da cepa mutante LDCIC-
Al (HX, HX1 e HX2) ndo apresentaram atividade hemolitica e a cepa INCA 814, ndo
produtora de TD, apresentou hemodlise do tipo beta. B) quando semeadas em placa com
canamicina (25 pg/mL) apenas a cepa mutante cresceu e nao foi capaz de hemolisar o meio.
Fonte: A autora.

Conforme apresentado no Figura 29A, as cepas de C. diphtheriae ndo produtoras de
TD (ATCC 27010, INCA 814, HCO03, HCO04, INCA 402) apresentaram atividade hemolitica
mais intensa do que a hemolise observada em algumas cepas produtoras de TD (ATCC
27012, CDC E-8392, NCTC 13129).

A cepa mutante LDCIC-Al apresentou atividade hemolitica significativamente
reduzida quando comparada a cepa selvagem, apesar de continuar expressando atividade
hemolitica (Figura 29B). Interessantemente, a cepa TD-negativa ATCC 27010 produziu uma

atividade hemolitica muito superior a cepa homologa TD-positiva ATCC 27012.



Figura 29 - Quantificacdo da atividade hemolitica por Corynebacterium diphtheriae

103

A
B
1 -
EH cepascom 1D —_ 15
E *
-E [ cepas sem TD E
o 104 _E 10 - |
S o
s g
=
3 5 [ 5
o -]
I o
© I=__|
I
0 S 0 T T
N> i N
« a o’f'\@ ﬁ{f’ il
& & » &
v «© <
<
& M

Legenda: Tamanhos dos halos de hemdlise gerados pelos spots de cepas de C. diphtheriae em agar
acrescido de 5% de sangue de carneiro. A) Comparacdo entre as zonas de hemolise de cepas
produtoras e ndo produtoras de TD. Cepas ndo produtoras de TD foram capazes de produzir
hemolise. As diferencas estatisticas foram determinadas pelo teste ANOVA, seguido do teste de

comparacao multipla de Tukey. As cepas representadas com um traco ndo apresentaram
estatisticamente significativas entre si: MA136 e INCA 402; ATCC27012, CDCES839
814 e NCTC 13129, mas consideramos p < 0,05 quando as cepas foram c

diferencgas
2 e HCO4;
omparadas

individualmente com as demais. B) Comparacdo das zonas de lise entre cepas mutante LDCIC-Al
e selvagem. A cepa selvagem apresentou atividade hemolitica muito superior quando comparada a
cepa mutante. As diferengas estatisticas foram determinadas pelo teste ANOVA, seguido do teste

de comparacdo multipla de Tukey, onde consideramos p < 0,05 quando NCTC
comparada a cepa mutante (LDCIC-A1).
Fonte: A autora.

4.2.7 Influéncia das condicOes ambientais na expressdo de hemolisina (TlyA)

Para avaliar a influéncia do ambiente sobre atividade hemolitica das cepas

0s mesmos ensaios foram realizados em microaerofilia. Essa condicdo favoreceu a

13129 foi

estudadas,

expressao

da atividade hemolitica em todas as cepas capazes de produzir hemdlise em hemécias de

carneiro, conforme apresentado na Figura 30, representada pela cepa padrdo C. diphtheriae

NCTC 13129. Contudo, a microaerofilia ndo induziu a producdo de atividade hemolitica nas

cepas MA 136 e da mutante LDCIC-AL.
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Figura 30 — Atividade hemolitica favorecida em ambiente de microaerofilia de
Corynebacterium diphtheriae, representada pela cepa NCTC 13129

Legenda: A) cepa selvagem NCTC 13129/UK apresentou hemolise mais expressiva quando
submetida a crescimento em microaerofilia. B) A cepa mutante ndo apresentou
hemdlise quando submetida a condicéo de microaerofilia.

Fonte: A autora.

As cepas de C. diphtheriae que possuem o gene tlyA para hemolisina também
demonstraram capacidade de formar biofilme em superficies abioticas. Os dados das cepas de
C. diphtheriae, produtoras e ndo produtoras de TD, avaliados quantitativamente quanto a
capacidade de formar biofilme em poliestireno foram demonstrados na Figura 31. A maioria
das cepas foi capaz de aderir ao substrato em diferentes intensidades, sendo classificadas
como: (i) ndo-aderentes as cepas PW8 e MA 136; (ii) fracamente aderentes as cepas HCO1 e
HCO04, (iii) moderadamente aderentes as cepas NCTC 13129, HC02, HCO03 e INCA 814 e (iv)
fortemente aderente a cepa HCO06. Deste modo, as cepas analisadas produziram biofilme em

poliestireno independente do gene tlyA.
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Figura 31 - Formacéao de biofilme em poliestireno por cepas de C. diphtheriae, produtoras e
ndo produtoras toxina diftérica
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Legenda: Cepas de C. diphtheriae ndo produtoras (HC01, HC02, HC03, HC04, HC06, INCA 814 e MA
136) e cepas produtoras (PW8, NCTC 13129) de TD. *As diferencas estatisticas foram
determinadas pelo teste ANOVA, seguido do teste de comparacdo multipla de Tukey, onde p
< 0,05 quando as cepas HC01, HC04, NCTC 13129, HC02, 814, HC03 e HCO06 foram
comparadas ao controle negativo. As cepas PW8 e MA 136 ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa entre si e quando comparadas ao controle negativo.

Fonte: A autora.

Com o proposito de avaliar a influéncia do gene tlyA na formacdo de biofilme, foram
realizados ensaios em superficies abidticas distintas (hidrofilica - vidro e hidrofobica —
poliestireno). O ensaio qualitativo para formagéo de biofilme em vidro demonstrou que a cepa
NCTC 13129, produtora de hemolisina, possui padrao de aderéncia do tipo Il (Figura 32).

O truncamento do gene tlyA promoveu a reducdo no potencial de producdo do padrao
de aderéncia no vidro para o tipo Il na cepa mutante (LDCIC-AL), corroborando com a
hipGtese de que a hemolisina influenciou nos mecanismos de formacdo de biofilme em

superficie hidrofilica do vidro em cepas de C. diphtheriae.
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Figura 32 - Padrdo de aderéncia e formacdo de biofilme em vidro por cepas de
Corynebacterium diphtheriae
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Legenda: Formacdo de biofilme em vidro. A) cepa NCTC 13129 - padrdo de aderéncia Il; B) cepa
mutante LCDIC-AL — padrdo de aderéncia Ill; C) cepa CDC E-8392 — padrédo de aderéncia
IV (controle negativo); D) cepa 241 — padrdo de aderéncia | (controle positivo). Observa-se
diminuicdo no potencial de formacdo de biofilme na cepa mutante LDCIC-Al quando
comparada a cepa selvagem NCTC 13129. Experimento representativo de 3 ensaios
independentes em triplicata. O padrdo de aderéncia em vidro de acordo com MATTOS-
GUARALDI e FORMIGA, (1991) e GOMES e colaboradores (2009).

Fonte: A autora.

Na avaliacdo quantitativa e comparativa de formacdo de biofilme, em superficie
hidrofébica de poliestireno e hidrofilica de vidro, a cepa selvagem NCTC 13129 e a cepa
mutante LDCIC-AL permaneceram capazes de aderir aos substratos abidticos em intensidades
diferentes. O truncamento do gene tlyA promoveu uma redugdo significativa da aderéncia
tanto ao poliestireno quanto ao vidro em relacdo a cepa selvagem, corroborando com a
hipdtese de que a expressdo do gene tlyA favoreca a formacdo de biofilme, cepa-dependente
(Figura 33).
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Figura 33 - Andlise quantitativa da formacdo de biofilme por Corynebacterium diphtheriae
em poliestireno e vidro
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Legenda: A) Formacgdo de biofilme em poliestireno. B) Formacdo de biofilme em vidro. *Os dados
apresentados sdo valores médios + SD de 3 experimentos independentes. As diferencas estatisticas
foram determinadas pelo teste ANOVA, seguido do teste de comparagdo multipla de Tukey, onde
p < 0,05 quando a cepa parental NCTC 13129 foi comparada a cepa mutante LDCIC-A1.

Fonte: A autora.

Para avaliar a influéncia do ferro na capacidade de formacdo de biofilme em C.
diphtheriae, as cepas selvagem e mutante para o gene tlyA foram cultivadas na presenca e
auséncia de quelante deste ion.

Na auséncia do quelante de ferro, ou seja, quando as cepas bacterianas analisadas
tinham acesso ao ferro, a formacédo de biofilme foi maior 75,4% na cepa parental quando
comparada a cepa mutante nas mesmas condicdes. Ocorreu expressiva reducdo na capacidade
de aderéncia ao vidro, observada para ambas as cepas quando cultivadas na presenca do
quelante de ferro, porém a reducdo observada na cepa mutante (30%) foi mais expressiva. O
resultado indica que o gene tlyA sofre influéncia na auséncia do ferro, verificada com a

diminuicdo da formacao do biofilme no vidro (Figura 34).
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Figura 34 - Influéncia do ferro na formacdo de biofilme em vidro em Corynebacterium

diphtheriae
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Legenda: 2,2’-dipiridil (quelante de ferro); NCTC 13129 (cepa selvagem); LDCIC-A1 (cepa mutante).
*QOs dados apresentados sdo valores médios = SD de 5 experimentos independentes. As
diferencas estatisticas foram determinadas pelo teste ANOVA, seguido do teste de comparacéo
maltipla de Tukey, com p < 0,05 quando a cepa parental NCTC 13129 foi comparada a cepa
mutante LDCIC — Al na auséncia do quelante de ferro. Na presenca do quelante de ferro a
diferenca entre as cepas néo foi significativa estatisticamente.

Fonte: A autora.

4.2.8 Potencial artritogénico da hemolisina TIyA de Corynebacterium diphtheriae

Os ensaios utilizando o modelo experimental in vivo com camundongos inoculados
com as cepas NCTC 13129 e LDCIC-A1 demonstraram que a hemolisina TlyA é capaz de
influenciar na habilidade de C. diphtheriae causar infeccdo hematogénica e no 0sso desses
animais. A disseminagdo hematogénica e sinais clinicos de artrite foram percebidos a partir do
sexto dia nos camundongos infectados com a cepa selvagem NCTC 13129. As articulagdes
mais frequentemente afetadas foram joelho e calcanhar. Os dados apresentados na Figura 35
mostram um potencial artritogénico maior para a cepa selvagem quando em comparacao com
a cepa mutante LDCIC-AL.

Micrografias das caracteristicas histopatologicas das articulagbes de camundongos
infectados durante 30 dias confirmaram os sinais clinicos de artrite e osteomielite por C.
diphtheriae. O joelho do grupo controle permaneceu livre de sintomas e pode ser observado
na Figura 35A. Na Figura 35B, observa-se caracteristicas histopatolégicas do joelho de
camundongos infectados pela cepa selvagem NCTC 13129. Alteracdes como cartilagem

reduzida, extenso infiltrado difuso no osso subcondral e &rea de remodelacdo do tecido
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(Figura 35B) foram observadas, além de extenso infiltrado inflamatorio difuso que envolve e
penetra no tecido 6sseo. Os sinais histopatologicos observados em tecidos do joelho de
camundongos infectados com o mutante LDCIC-A1 apresentaram hiperplasia da membrana e
reducdo da cartilagem articular com destruicdo do osso subcondral (Figura 35C). Estas les6es
causadas pelo mutante LDCIC-A1 foram menos agressivas do que as causadas pela cepa

selvagem.
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Figura 35 - Micrografias histopatolégicas de articulagdes de membros posteriores de camundongos infectados experimentalmente pela veia
caudal com cepas de C. diphtheriae NCTC 13129 e LDCIC-Al

Legenda:

Modelo experimental do potencial artritogénico bacteriano em camundongos por C. diphtheriae NCTC 13129 e seu respectivo mutante (LDCIC-AL).

Caracteristicas histopatoldgicas de joelho esquerdo observadas apés 30 dias de inoculagdo. Em (A), o joelho do grupo controle permaneceu livre de sintomas.
Avrticulagdes de camundongos infectados com C. diphtheriae NCTC 13129 (B) apresentavam: cartilagem do joelho esquerdo reduzida (B, seta grossa), extenso
infiltrado difuso no osso subcondral (B, *) e remodelacdo de tecidos (B, seta fina). Os sinais artritogénicos visualizados no grupo de camundongos infectados
por LDCIC-AL foram menos agressivos ndo apresentando hiperplasia da membrana (C, estrela) nem alteracdo no osso subcondral do joelho (C, A).
Fonte: A autora.
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5 DISCUSSAO

Apesar da difteria ser uma doenca com vacina desenvolvida e amplamente distribuida
na populacdo, o nimero de casos isolados e de surtos aumentaram em diferentes paises,
inclusive no Brasil. O epitopo vacinal é a toxina diftérica, fator de viruléncia mais bem
caracterizado de C. diphtheriae, principal agente patologico da difteria. Atualmente, a falta de
infraestrutura sanitaria adequada, a elevada resisténcia aos antimicrobianos, a diminui¢do da
cobertura vacinal, a crescente migracdo de pessoas no mundo devido a crises econdmicas e
conflitos armados e as consequéncias da pandemia de COVID-19, sugerem uma elevagao no
ressurgimento de doencas imunopreveniveis a nivel mundial (AKSEER et al., 2020;
CUCINELLI et al., 2021; DOOCY et al., 2019; TRUELOVE et al., 2020) .

Os principais sintomas da difteria classica sdo consequéncia da acdo da toxina
diftérica. No entanto, manifestagdes atipicas da doenca e quadros de infecBes invasivas tem
sido reportados mesmo em pacientes completamente imunizados para a difteria. Além da
espécie C. diphtheriae, outras duas espécies produtoras de TD, C. ulcerans e C.
pseudotuberculosis, podem causar infeccdes em humanos (DIAS et al., 2011c; MATTOS-
GUARALDI et al., 2011; OKAMOTO et al., 2018; WAGNER et al., 2010a). A ocorréncia de
difteria e outros tipos de infecgdes causadas por C. ulcerans tem superado os casos por C.
diphtheriae em diversos paises (HACKER et al., 2016; MOORE et al., 2015; OTSHUDIEMA
et al.,, 2021; OTSUJI et al., 2019). Estes fatos sugerem um mecanismo multifatorial na
patogenicidade das corinebactérias (HIRATA-JUNIOR. et al., 2008; MATTOS-GUARALDI
etal., 2008; VIEIRA et al., 2022).

Tecnologias modernas de andlise gendmica como 0 sequenciamento, a técnica de
sequéncia multiloco (MLST) e a tecnologia de edicdo de genes denominada CRISPR tém
auxiliado os estudos moleculares sobre diferentes microrganismos. Inclusive, em C.
diphtheriae foi relatada a existéncia de trés sistemas CRISPR-Cas, sendo que a cepa NCTC
13129 apresenta dois sistemas distintos. Além disso, a toxina diftérica é transportada por um
bacteriofago podendo infectar outras espécies de corinebactérias (SANGAL; HOSKISSON,
2014; SANGAL; FINERAN; HOSKISSON, 2013). A anédlise do pangenoma de C.
diphtheriae identificou a presenca de 57 ilhas genémicas, indicando que a transferéncia
horizontal de genes é uma estratégia frequentemente utilizada pelas corinebactérias para

estabelecer diferencas nas interacdes patégeno-hospedeiro (CERDENO-TARRAGA et al.,
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2003; CZAJKA et al., 2018; D’AFONSECA et al., 2012; SOARES et al., 2012; TROST et
al., 2012).

Diversos trabalhos demonstraram que genes codificadores de importantes fatores de
viruléncia, como toxina Shiga e hemolisinas, tem sido adquiridos entre espécies bacterianas
distintas. Esses fatos confirmam a importancia de entender os mecanismos de transferéncia
génica entre espécies bacterianas (BIEN; SOKOLOVA; BOZKO, 2012; DEVAL et al., 2016;
HUANG et al., 2022; JOSEPH et al., 2020; LECLERCQ et al., 2016; RAHMAN et al., 2010).

As toxinas Shiga pertencem a familia das proteinas inativadoras de ribossomos (rbp),
classificadas como toxinas da classe AB5, que também incluem as toxinas da difteria,
coqueluche e colera, com as quais as toxina Shiga parece compartilhar uma relacdo evolutiva
(HUNT, 2010; JOSEPH et al., 2020; LING et al., 1998; STEIN et al., 1992; WALSH;
DODD; HAUTBERGUE, 2013).

O nosso grupo de pesquisa descobriu o gene rbp (CULC809_00177) como sendo um
possivel fator de viruléncia de C. ulcerans cepa 809. O gene rbp codifica uma proteina
hipotética (Rbp) cuja funcdo € inativar ribossomos, sugerindo tratar-se de uma toxina Shiga-
like (MARCHLER-BAUER et al., 2011; TROST et al., 2011; WEERASEKERA et al., 2019)
. Porém, ainda ndo foi determinado se o gene rbp faz parte de um corinefago ou se esta
associado a um elemento transponivel adjacente (TROST et al., 2011).

A Rbp encontrada em C. ulcerans cepa 809 apresenta em seu genoma apenas 24 % de
similaridade com a cadeia A da toxina Shiga de E. coli, mas compreende todos os residuos de
aminoacidos altamente conservados necessarios para a atividade catalitica da N-glicosidase
(TROST et al., 2011). No presente estudo, homologos de Rbp foram investigados entre
espécies de Corynebacterium e foi encontrada similaridade com C. diphtheriae e C. belfantii.
Dentre as cepas de C. diphtheriae analisadas, dez apresentaram homologia com a toxina Rbp.
A cepa C. diphtheriae HCO04, isolada de paciente com endocardite, foi a que apresentou uma
proteina hipotética (CDHC04_0155), com 229 aminoé&cidos, de maior similaridade (76 %),
quando comparada a proteina Rbp, com 306 aminoacidos, de C. ulcerans cepa 809,
semelhante ao observado no trabalho, desenvolvido pela nossa equipe que identificou e
analisou C. ulcerans 809 (TROST et al., 2011; WEERASEKERA et al., 2019).

As bactérias sdo capazes de secretar proteinas que estdo associadas a diversas fungdes.
Entre essas proteinas, as secretadas e as transmembranas constituem possiveis fatores de
viruléncia. Sendo assim, indicar a localizacdo celular de uma determinada proteina pode

facilitar na compreensdo sobre a sua fungdo. A sequéncia priméria de aminoécidos de uma
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proteina, ao se inserir na membrana, forma uma estrutura secundaria, denominada alfa-hélice,
que ird promover a sua estabilizacdo na camada lipidica. Os programas para a identificacao de
dominios transmembrana sdo baseados na predicdo da formacdo de alfa-hélices, podendo
ainda predizer os dominios citoplasmaticos e extracelulares de tais proteinas (KROGH et al.,
2001). A anélise da topologia de Rbp de C. diphtheriae HC04 demonstrou que esta é uma
proteina transmembrana com sitios de clivagem na mesma regido, indicando que as proteinas
Rbp inicialmente sdo clivadas e posteriormente secretadas. Resultados similares foram
encontrados para a cepa C. ulcerans 809 (CERDENO-TARRAGA et al., 2003;
WEERASEKERA et al., 2019). A andlise filogenética da proteina Rbp demonstrou uma
possivel ancestralidade comum entre as cepas patogénicas de C. diphtheriae. Além disso,
sugere que a toxina Shiga-like seja espécie-especifico. A toxigenicidade para a TD ndo
influenciou o agrupamento das espécies de corinebactérias, sugerindo ndo haver relacdo entre
0 gene tox e 0 gene rbp.

Os ensaios de PCR demonstraram que todas as cepas de C. diphtheriae analisadas
apresentaram produto de amplificacdo do gene rbp, com 104 pb. Além disso, foi demonstrado
gue ndo ha correlacdo com a presenca do gene tox uma vez que cepas de C. diphtheriae
produtoras e ndo produtoras de toxina diftérica apresentam o gene rbp.

A anélise da expressdo génica demonstrou que as cepas com maior similaridade
proteica com a Rbp de C. ulcerans 809 parecem expressar niveis mais elevados, enquanto as
cepas de C. diphtheriae com menor homologia ndo expressam, ou expressam niveis mais
baixos, da proteina Shiga-like (Rbp). No entanto, a expressdo do gene dtxR, utilizado como
normalizador destas reacGes, parece apresentar variaches entre as espécies por ser um gene
regulatério, ndo sendo uma escolha adequada para gene normalizador das reaces de RT-
gPCR. Assim, 0s ensaios estdo sendo reanalisados utilizando o gene rpoB como gene
normalizador para que comparagdes entre a intensidade da expressao diferencial do gene rbp
possam ser realizadas entre as diferentes cepas de C. diphtheriae (experimentos em
andamento devido a pandemia de COVID-19).

Estudos anteriores demonstraram que diferentes condi¢cbes ambientais podem
influenciar na expressdo dos fatores de viruléncia de C. diphtheriae e C. ulcerans (CAPPELLI
et al., 2022; SANTOS et al., 2015b). A variacdo de temperatura pode influenciar espécies de
Corynebacterium, inclusive na expressdo da reacdo de CAMP-reverso, decorrente da
expressdo de fosfolipase D, da cepa C. ulcerans 809, neste caso sendo favorecido em
temperaturas mais elevadas (37° C e 40° C) (MOLLER et al., 2020). O crescimento de C.
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diphtheriae em regides e/ou em épocas do ano com temperaturas mais amenas foi observado
(ACOSTA et al.,, 2021). No presente trabalho foi demonstrado que a influéncia da
temperatura na expressao da producdo de toxina Shiga-like (Rbp), em C. diphtheriae HCO1,
foi aumentada quando a cepa foi cultivada a 4° C, quando comparada com a cepa cultivada a
37° C. Além disso, os resultados dos ensaios de interacdo com células Vero corroboraram
com os resultados do RT-gPCR, demonstrando fenotipicamente a influéncia da temperatura
na viabilidade e na atividade citotoxica da Shiga-like. Trabalhos recentes demonstraram a
presenca de E. coli produtoras de toxina Shiga em alimentos refrigerados, indicando que a
temperatura baixa pode favorecer a expressdao da toxina Shiga, inclusive favorecendo a
formacéo de biofilme em temperaturas mais baixas (BARANZONI et al., 2016; SEGURA et
al., 2018). Estudos adicionais permanecerdo em andamento uma vez que genes que codificam
a toxina Shiga-like foram encontrados em cepas de C. diphtheriae causadoras de difteria e de
infeccbes invasivas, além da cepa vacinal PW8, ressaltando a importancia desta toxina no
mecanismo de viruléncia desta espécie.

Adicionalmente, diversas espécies bacterianas sdo produtoras de hemolisinas que
utilizam a lise de células sanguineas como um relevante fator de viruléncia: E. coli, S. aureus,
Listeria monocytogenes, Treponema hyodysenteriae, Helicobacter pylori, Serratia
marcescens, Vibrio parahemolyticus, além de diferentes espécies de Mycobacterium spp.,
provocando infeccBes diversas, incluindo infecgdes do trato urinario, peritonites, apendicites,
septicemia e meningite neonatal. A expressdo de genes codificadores de hemolisinas é capaz
de causar lesdo celular através da formacao de poros nas membranas celulares bacterianas. Os
genes da alfa hemolisina (HIyA) de E. coli e, de outras espécies bacterianas, também séo
passiveis de transferéncia horizontal (BIEN; SOKOLOVA; BOZKO, 2012; DEVAL et al.,
2016; GEBISA; GERASU; LEGGESE, 2019; HUANG et al., 2022; RAHMAN et al., 2010).

Classicamente, na caracterizacdo das cepas de C. diphtheriae em biovares gravis, mitis
e intermedius séo utilizados os aspectos morfologicos, bioquimicos e de atividade hemolitica.
Contudo, nenhum estudo foi realizado até o presente momento quanto a producdo de
hemolisinas especificas em Corynebacterium spp., inclusive C. diphtheriae (ACOSTA et al.,
2021; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015). Entretanto, o sequenciamento do genoma total da
cepa de C. diphtheriae biovar gravis NCTC 13129 (CERDENO-TARRAGA et al., 2003),
alertou a comunidade cientifica sobre a possibilidade da presenca de gene(s) codificador(es)
de hemolisina(s) em cepas de C. diphtheriae. A anotagcdo no gene DIP_RS17105, no NCBI,

inicialmente descrito como DIP1180, informa que a proteina hipotética (ID Blast
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AAK46002.1) codificada por este gene, possui atividade de citosina/hemolisina, contendo
56,56% de similaridade com a proteina (ID Blast AE007035), de 268 aa, codificada pelo gene
tlyA (MT1733) de Mycobacterium tuberculosis cepa CDC1551 e 42,27% de similaridade com
a hemolisina A (ID Blast AAK23305.1), de 243 aa, codificada pelo gene CC_1324, de
Caulobacter crescentus cepa CB15.

Os resultados obtidos no presente estudo para o gene DIP_RS17105 de C. diphtheriae
cepa NCTC 13129, foram semelhantes ao observado para o gene tlyA (Rv1694) de M.
tuberculosis cepa H37Rv , cujo produto foi anotado como homdlogo a uma
citosina’hemolisina hipotética no genoma desta bactéria (COLE et al., 1998; RAHMAN et al.,
2010). Posteriormente, a hemolisina TIyA de M. tuberculosis foi caracterizada
molecularmente (CAMUS et al., 2002) e manteve a anotacdo do genoma, sem definir a funcéo
exata de hemolisina e/ou de citotoxina. A dupla funcionalidade desta proteina foi confirmada
em 2010, quando um estudo demonstrou que a proteina TlyA de M. tuberculosis, a0 mesmo
tempo que apresenta e exerce a funcdo de uma hemolisina formadora de poros, também
exerce a funcdo de uma RNA metil transferase ribossomal, que metila ribossomos para
conferir algumas vantagens de sobrevivéncia ao patogeno (RAHMAN et al., 2010). Uma
dessas vantagens, relatadas no estudo de Rahman e colaboradores (2010), foi a de que a
hemolisina apresenta uma hemolise de contato semelhante ao verificado em E. coli (BIEN;
SOKOLOVA; BOZKO, 2012; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Além disso, a
metilacdo ribossomal confere uma maior susceptibilidade da M. tuberculosis ao antibidtico
capreomicina, semelhante ao observado em E. coli (RAHMAN et al., 2010).

Apesar dos avancos tecnoldgicos poucas amostras de Corynebacterium spp. foram
sequenciadas. O gene codificador da proteina alvo deste estudo teve seu genoma sequenciado
em 2003 (CERDENO-TARRAGA et al., 2003) e nove anos depois foi reanotado
(D’AFONSECA et al., 2012), proporcionando uma melhoria nas informagdes gendmicas
desta espécie. No entanto, assim como observado para M. tuberculosis, a reanotagdo génica
ndo alterou as informacdes referentes ao gene DIP_RS17105 (antigo DIP_1180) em estudo,
elevando a possibilidade de que realmente codifique uma proteina com atividade hemolitica.

O presente estudo ndo avalia outras possiveis funcionalidades da proteina TIyA entre
as diferentes espécies de Corynebacterium. No entanto, foi observado que o0s genes tlyA de
algumas corinebactérias foram anotados, no banco de dados do NCBI, como codificadores de
proteinas pertencentes a familia de RNA metil transferases, indicando que esta dupla

funcionalidade também pode estar presente entre corinebactérias. Adicionalmente, a anotagao
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para TIyA de diferentes espécies de corinebactérias a classifica como membro do grupo dos
ortélogos de proteina COG1189, que foram previstos como enzimas metilantes de rRNA. A
mesma anotacdo foi relatada para a hemolisina Rv1694 de M. tuberculosis, reforcando a
possibilidade da dupla funcionalidade desta proteina também entre corinebactérias
(RAHMAN et al., 2010).

A andlise dos aminoéacidos conservados apresentou posi¢fes idénticas em todas as
espeécies, indicando que ndo foram observadas quaisquer alteracdes de natureza quimica dos
aminoacidos e, portanto, importantes para a patogenicidade e viruléncia destas espécies.
Resultado semelhante foi relatado em trabalhos com micobactérias, demonstrando que 0s
genes da hemolisina, costumam ser bem conservados entre as diferentes espécies bacterianas.
Adicionalmente, foi observado que TIyA € distribuida evolutivamente entre as
corinebactérias, assim como entre as micobactérias, por um fluxo vertical (DEVAL et al.,
2016; RAHMAN et al., 2010). A anélise de filogenia da proteina TlyA indica uma possivel
ancestralidade comum entre as cepas de C. diphtheriae, independentes da presenca do gene
tox, uma vez que ficaram agrupadas em um unico clado.

A localizacdo celular de determinada proteina facilita na compreensdo sobre a sua
funcdo (KLEE; ELLIS, 2005). A analise da topologia de membrana e do peptideo sinal da
proteina TIyA demonstrou auséncia de regides transmembranares, sugerindo tratar-se de uma
proteina secretada.

A pesquisa in silico para a hemolisina TIyA encontrou trés genes adicionais, que
passaram a ser denominados de tlyC, ygfA e hlyD, cujas anotagdes nos genomas das cepas
investigadas indicava relacdo com proteinas codificantes ou relacionadas a hemolisinas. De
acordo com os dominios proteicos especificados nas anotacGes gendmicas das cepas
analisadas, as proteinas TlyC estdo relacionados com hemolisinas. O dominio proteico YgfA
pertence a superfamilia Hlylll, cujos membros sdo proteinas integrais formadoras de canais de
membrana, relacionadas com passagem intracelular, secrecéo e transporte vesicular, inclusive
proteinas com atividade hemolitica, como descrito para Bacillus cereus. O dominio HlyD esta
relacionado com a proteina de secrecdo HIlyD, pertencente aos sistemas de secrecdo de
proteinas do tipo 1, mais frequentemente encontrado em bactérias Gram-negativas (LU et al.,
2020). A presenca dos quatro genes investigados sugere que o modelo secretor de hemolisina
em C. diphtheriae seja semelhante ao sistema secretor do tipo 1, sugerindo a presenca de um
operon hlyCABD, semelhante ao encontrado em E. coli. O T1SS, constituido pelas proteinas

HlyD, HIyB e TolC, é conhecido por secretar toxinas, proteases e lipases, sendo responsavel
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pelo transporte de proteinas diretamente do citoplasma para o meio extracelular (GEBISA;
GERASU; LEGGESE, 2019; SILBERGLEIT et al., 2020; WELLS; HENDERSON, 2013).
Sistema semelhante também foi encontrado em hemolisinas de M. tuberculosis (RAHMAN et
al., 2010) e M. leprae (DEVAL et al., 2016).

Ensaios de aderéncia a monocamadas de células HEp-2 sdo considerados modelos
Uteis para o estudo de interagBes bacterianas de cepas de C. diphtheriae com a superficie do
hospedeiro. Todas as cepas investigadas que apresentaram o gene tlyA foram capazes de
interagir com HEp-2, porém somente algumas conseguiram sobreviver mais no interior das
células. A influéncia direta do gene tlyA ndo pode ser observada uma vez que a cepa mutante
LDCIC-AL néo cresceu no meio de cultura desses ensaios de interacdo com as células HEp-2.
Estudos adicionais serdo realizados para verificar se ocorreu a morte das células epiteliais
e/ou atraves de apoptose ou necrose, além da dosagem de hemolisinas produzidas pelas cepas
de C. diphtheriae estudadas.

Uma ampla variedade de hemolisinas ja foi identificada em diferentes espécies. No
entanto, pouco se sabe a respeito deste fator em cepas de C. diphtheirae, justificando-se,
assim, a importancia de estudar a atividade hemolitica destas cepas. As cepas de C.
diphtheriae apresentaram atividade hemolitica em hemacias de carneiro em intensidades
variadas, exceto a cepa de biovar intermedius MA136. A cepa mutante LDCIC-A1 também
apresentou hemolise reduzida em comparacdo a cepa selvagem, indicando que o gene tlyA
esta relacionado com esta atividade. No entanto, as amostras TD-negativas ATCC 27010, e a
homologa TD-positiva ATCC 27012 apresentaram diferentes intensidades de hemodlise,
sugerindo que outros fatores de viruléncia, inclusive a toxina diftérica ou mesmo a toxina
Shiga-like podem também causar hemdlise em hemécias de carneiro. Adicionalmente, em S.
aureus foi demonstrado a existéncia de quatro tipos de hemolisinas, sendo que a beta-
hemolisina exerce atividade em concomitancia com a alfa-hemolisina, levando a instabilidade
da membrana sem a formacdo de poro (GUAN et al., 2021; VANDENESCH; LINA;
HENRY, 2012), o que poderia explicar a producdo de hemolise diminuida na cepa mutante
LDCIC-AL. Anélises quantitativas e qualitativas das atividades hemoliticas de outros fatores
de viruléncia serdo realizadas futuramente.

As condig¢Oes ambientais investigadas exerceram influéncia nas atividades hemoliticas
das cepas de C diphtheriae. Em condicdes de estresse geradas pela limitacdo de ferro ocorreu
inibicdo da formacao de biofilme na superficie hidrofilica do vidro, indicando que a expressdo

do gene tlyA dependente da presenca de ferro. Interessantemente a cepa mutante para o gene
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da hemolisina também teve a sua capacidade de producdo de biofilme reduzida,
correlacionando os dois mecanismos de viruléncia. As cepas analisadas produziram biofilme
em superficie hidrofobica de poliestireno, independente do gene tlyA. Resultados semelhantes
foram observadas em E. coli cepa MC2 relacionando a capacidade de produzir hemolise com
a capacidade de transportar heme da hemoglobina, resultando em um mecanismo eficiente de
aquisicdo de ferro para patdgenos responsaveis por lesdes hemoliticas (SEGURA et al., 2018).
Em S. aureus foi demonstrado que hemolisinas podem favorecer a formacdo de biofilme
(GUAN et al., 2021).

Adicionalmente condicdes limitantes de oxigénio favoreceu a expressdo da atividade
hemolitica em hemécias de carneiro em todas as cepas analisadas. Entretanto ndo induziu a
atividade hemolitica na nas cepas MA 136 do biovar intermedius e da mutante LDCIC-A1.

A formacdo de biofilme é influenciada por fatores genéticos e ambientais. A regulagédo
da formacdo de biofilme no hospedeiro pode ser uma estratégia eficiente na protecdo de
bactérias patogénicas contra defesas do hospedeiro. Participam deste processo, interagdes
fisico-quimicas, como carga e hidrofobicidade, e interacbes moleculares especificas, por meio
de adesinas fimbriais e ndo-fimbriais. Cepas de C. diphtheriae sdo capazes de aderir com
intensidades variadas as superficies abidticas do vidro e do poliestireno (ANTUNES et al.,
2015; GOMES et al., 2009; SABBADINI et al., 2010). As cepas de C. diphtheriae que
possuem o gene tlyA para hemolisina também demonstraram capacidade de formar biofilme
em superficies abidticas. As cepas analisadas produziram biofilme em poliestireno
independente do gene tlyA. No entanto, o truncamento do gene tlyA influenciou nos
mecanismos de formacdo de biofilme em superficie hidrofilica do vidro em cepas de C.
diphtheriae, indicando a participagdo da hemolisina na formacéo de biofilme.

Independente da capacidade de producdo de toxina diftérica (TD), foram descritos
diversos casos de artrite relacionados com C. diphtheriae (ANTUNES et al., 2015;
CAPPELLI et al., 2022; PEIXOTO et al., 2017). A habilidade de cepas de C. diphtheriae
induzirem artrite por via hematogénica foi demonstrada utilizando modelo in vivo em
camundongos. No presente trabalho, foi avaliada a capacidade da cepa selvagem NCTC
13129 e da cepa mutante LDCIC-A1 de causarem artrite em camundongos. Além disso, foi
investigada a influéncia da hemolisina TlyA nesse processo. Sinais clinicos de artrite e
osteomielite foram observados para ambas as cepas. Analises histoldgicas das articulacGes
dos membros posteriores de camundongos demonstraram que camundongos infectados com a

cepa mutante LDCIC-AL apresentaram um processo inflamatério local reduzido quando
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comparado & cepa selvagem, sugerindo que a hemolisina TIyA leva a uma maior

agressividade dessas cepas.
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CONCLUSOES

Neste trabalho, a investigacdo de genes rbp e tlyA, codificadores de homdlogos da
toxina Shiga e de hemolisina respectivamente, foram encontrados, in silico, em C. diphtheriae
e outras espécies do género Corynebacterium. Fenotipicamente, também foi demonstrado que
condicdes de temperaturas mais baixas exercem influéncia positiva nos mecanismos
citotoxicos de viruléncia e de expressdo da toxina Shiga-like.

Em relagdo a hemolisina TlyA foi concluido que as condi¢cBes de microaerofilia
exercem influéncia positiva na expressao do gene tlyA, enquanto em condicGes de limitagédo
de ferro a expressdo deste gene foi desfavorecida. Além disso, 0 gene tox ndo exerceu
influéncia na expressdo dos genes investigados. Também foi observado efeito citotoxico em
hemécias, nas células epiteliais e na formacdo de biofilme de C. diphtheriae. A hemolisina
TIyA demonstrou importante participacdo nos processos inflamatérios uma vez que a cepa
mutante apresentou diminuicdo da capacidade de induzir lesGes caracteristicas de processos
artritogénicos e de osteomielite, observados em modelos animais de murinos. Desta forma,
estudos adicionais sobre a caracterizagdo funcional da toxina Shiga-like e da hemolisina TIyA
e seus mecanismos de regulacdo sdo necessarios para melhor elucidar o papel destas toxinas
na patogenicidade de C. diphtheriae e de outras corinebactérias de relevancia clinica.
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APENDICE - Cadigos de acesso ao genoma das amostras utilizadas no banco de dados
publicos GenBank/NCBI — 2022

Amostra Codigo Amostra Codigo
Corynebacterium diphtheriae Corynebacterium rouxii

NCTC13129 BX248357.1 FRC0190 NZ_LR738855.1
HCO1 NC_016786.1 Corynebacterium occultum

HCO02 NC_016802.1 2039 NZ_CP046455.1
HCO03 NC_016787.1 Corynebacterium pseudotuberculosis
HCO04 NC_016788.1 316 NC_016932.2
INCA 402 NC_016783.1 Corynebacterium pseudotuberculosis
VAO1 NC_016790.1 DSM 20632 NZ_LT629700.1
TR241 NC_016782.1 Corynebacterium striatum

31A NC_016799.1 815 DACRXP010000027.1
PW8 NC 016789.1 Escherichia coli

BH8 (INCA 814) NC_016800.1 O5:H -97 WP_001365506.1
ATCC 27010 CP003210.1 SLT-1A G1:134536
ATCC 27012/ C7 CP003210.1 SLT-2A GI1:93760
CDC-E8392 NC_016785.1 Mycobacterium tuberculosis

C. diphtheriae subespécie lausannense

H37Rv NC_000962.3

CMCNS703 MSBS01000042.1 Shigella dysenteriae

CMCNS2995 LT990688.1 HNCMB 20080 NZ_CP061529.1
Corynebacterium belfantii Staphylococcus aureus

2937 OWN37895.1 SA 201501 JAIJNOKO010000238.1
01-16 NZ_JADQUD010000022.1

Corynebacterium ulcerans

809 NC_017317.1
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different clinical siies, and with different MDE
profiles and PFGE types. The results showed chemao-
taxis of nemamdes towards O srlenen. Nematode
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Abstract

Corynebacterium diphtheriae, the leading causing
agent of diphtheria, has been inereasingly related to
invasive diseases, including sepsis, endocarditis,
pneumonia, and osteomyelitis. Oxidative stress
defense is required not only for successful growth
and survival under environmental conditions but
also in the regulation of virulence mechanisms of
human pathogenic species, by promoting mucosal
colonization, survival, dissemmination, and defense
against the innate immune system. OxyE,
functioning as a negative and/or positive
transcriptional regulator, has been included among

hitps:ink springercomianicied 0L 00T is42 TIi-I22-007 10-5



149

SO0 13:54 ViriEnce potental of the frst Conynabactarium myCetoides Srain ciated fom hUman Unne" 3 rre species of Conrebacer] .

% ScienceDirect
e

Microbes and Infection
Awzilable online 13 May 2022, 105001

n Press, Journal Fre-proof (3)

Criginal articls
Virulence potential of the first Corynebacterium mycetoides strain
isolated from human urine: a rare species of Corynebacterium

Lincaln da Oliveira Sant’anna ® & &, Elisabata Alves Cappelli * &, Max Robarto Batista Arsidjo "2, Julians Munes
Ramos "B Likana Simpson-Lowrsds "8 Andrezza do Espirito Santo Cucinelli * &, Paulo Victor Persira Baio ©H,

Werdnica Viana Vieira © 8, Louisy Sanchaes dos Santos * B, Ana Luiza Mattos-Guaraldi 8

* Labaratory of Diphtheria and Corynebactaria of Clinical Ralevancs, Departmaent of Microbiclogy,
Immunology and Parasitology, State University of Rio da |ansiro, &« 28 do Setembro, 87, Fundes, 3%
andar, Vila Isabel, 20551-030, Rio de Jansiro, R, Brazil

b Hermes Pardini Institute, &v. das MagSes, 2448, Sambo Antdnia, 33200-000, Vespasianc, MG, Brazil

® Army Chemical and Pharmacautical Laboratory, Ministry of Defansa, B Licinio Cardoso, 36, 580 Francisco
¥awiar, 20360-015, Rio da Janaira, B, Brazil

? Imtardisciplinary Laboratory of Madical Rassarch, Orwaldo Cruz Instituts, Oswalda Cruz Foundation, A
Brasil, 4365, Manguinhes, 21040-340, Fic de Jansire, B, Brazil

Roceived ? Movembar 2021, Ravised 4 May 2023, Accapted & May 2023, Available online 13 May 2022

Show less -~

«; Share ®9 Cite

https:{jdoi_orgi10.1014{]. micinf 2032 105001 Gat rights and contant

Abstract

For many years, the potential pathogenic of non-diphtheriae corynebacteria were
underestimated. Nowadays, a growing number nf{'mymﬁaﬂ-u'ium species are recognized as
opportunistic agents of human infections, mainly in hospital settings. In addition, multidrug-
resistant Corynebacterium isolates from clinical specimens, have been reported and the role of
Corynebacteriim spp. in urinary tract infections (UTIs) has been highlighted. Several studies
have reported Corynebacterium species as the agent of UTIs especially in patients with risk
fartors. Thus, the present work aimed to report the first isolation of Corgnebacterium mycetoides

HEpssiwessw. scienoedinect.com scienosfanic el ateipl S 128645 TS200007 15T wia% 3 Dihub 1%



150

ANEXO C - Capitulos de livro

CAPITULO 21

ABCESS0 INTRATONSILAR CAUSADO POR Corynebacterium diphtheriae NAQ
PRODUTORA DE TOXINA DIFTERICA CONFIRMADO POR PCR MULTIPLEX:
RELATO DE CASO E REVISAO DA LITERATURA SOBRE INFECCOES ATIPICAS

CAUSADAS POR AGENTES PATOGENICOS D4 DIFTERIA

INTRATONSILLAR ABSCESS CAUSED NON-DIFHTHERIA TOXIN PRODUCING
Corynebacterium diphtherice CONFIRMED BY MULTIPLEX PCR: CASE REPORT AND
LITERATURE REVIEW OF ATYPICAL INFECTIONS CAUSED BY DIFHTHERIA
PATHOGENS

Andrezza do Espirite Santfo Cucinelli#

State University of Fio de Janeiro, Laboratory of Diphtheria and Corynebacteria of Clinical
Belevance, Rio de Janeiro-B.T

‘hetpelattes copg b/ 691 BE2B 50510038

Elisabere Alves CappelliF

State University of Fio de Janeiro, Laboratory of Diphtheria and Corynebacteria of Clinical
Belevance, Rio de Janeiro-B.T

‘hetpelattes copg b TIREFAR0GE5 20311

Brunna Sanfere Garcia

State University of Fio de Janeiro, Laboratory of Diphtheria and Corynebacteria of Clinical
Relevance, Rio de Janeiro-B.T

‘hetpelaties copg e 481016875013 1997

Camilla de Qliveira Maia

State University of Fio de Janeiro, Laboratory of Diphtheria and Corynebacteria of Clinical
Eelevance, Rio de Janeiro-BJ

hetpelattes copg . br 36220 T0EEE 5T

Cassins de Sonia

State University of Fio de Janeiro, Laboratory of Diphtheria and Corynebacteria of Clinical
Felevance, Fio de Janeiro-BJ
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DOENCAS REEMERGENTES E
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA:
FATORES QUE FAVORECEM NOVAS
EPIDEMIAS NO CONTEXTO DA
COVID-19 NO BRASIL

Andrezza do Espinivo Santo Cucinelli

INTRODUGAO

Apesar do desenvolvimento tecnologico e suas consequéncias para
a satde, as epidemias ainda se fazem presentes. MNas tltimas décadas,
aloumas epidemias foram ocasionadas pelos coronavirus, culminando
na atual COVID-19, uma pandemia de proporcdes alarmantes, princi-
palmente pela taxa de transmissio e amplo alcance geogrifico do virus.

E importante observar que o aparecimento de novas doencas cos-
tuma ganhar destaque, por nio possuirem medidas farmacologicas
para minimizar seus efeitos. Assim, concentram esforcos econdmicos,
politicos, sociais e de sagde. Entretanto, quando a epidemia se abranda,
08 investimentos também diminuem, ji que muitas vezes os interesses
das indistrias farmacéuticas nio convergem com 0s interesses de saide
piblica. Diversas s3o as causas que levam ao ressurgimento de doencas
até entdo controladas, mas a falta de investimentos em vigilincia epi-
demioldgica precisa ser discutida pelas autoridades em satde pablica.

O objetivo deste ensaio foi apresentar quatro fatores que, associa-
dos as consequéncias da pandemia de COWID-19, potencializam o
ressurgimento de doencas infecciosas, até entio controladas por vaci-
nacio, no Brasil. Bem como, sugerir medidas de vigilincia epidemio-

69
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ANEXO D — Aprovagio em concurso

DIARIO OFICIAL DA UNIAO . segio 3
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ANEXO E - Prémios e Cameras técnicas

PARA VFRIFICAMO DA VALIDADE ACESSE:
https.//sites.google.com/view/conbragem/i-conbragem

[ 'NBRAGEM

Genética a Servico da Sociedade

(CERTIFICAMOS@UE\ ~

O Artigo Completo intitulado:

ABCESSO INTRATONSILAR CAUSADO POR Corynebacterium diphtheriae NAO PRODUTORA DE TOXINA
DIFTERICA CONFIRMADO POR PCR MULTIPLEX: RELATO DE CASQO E REVISAO DA LITERATURA SOBRE
INFECCOES ATIPICAS CAUSADAS POR AGENTES PATOGENICOS DA DIFTERIA
De autoria de:

Andrezza do Espirito Santo Cucinelli; Elisabete A. Cappelli; Brunna S. Garcia; Camilla de O. Maia; Cassius de Souza; Liliane S. Lourédo; Louisy
Sanches dos S. Sant'Anna; Prescilla Emy Nagao Ferreira; Alessandra Mattos Saliba; Ana Luiza Mattos-Guaraldi

Recebeu Meng¢ao Honrosa NO | CONBRAGEM
| CONGRESSO BRASILEIRO DE GENETICA MULTIDISCIPLINAR

CODIGO: MH12 ’7;_,::,
DE 15 A 18 DE JULHO DE 2021 Y
Campina Grande, PB-Brasil

B T Rlece @ A S0a
'PRESIDENTE DO EVENTO
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SERVICO PUBLICO FEDERAL
CONSELHO REGIONAL DE FARMACTA DO
ESTADD IO RIO DE JANEIRD - CEF-RJ

PORTARIA N® 1311/2021

Ementa: Institui Grupo Tecnico de
Trabatho de Analises Clinicas e
nomeia ssus infegranfes.

COMNSIDERANDO o principio da publicidade e transparéncia a ser observado por este
Conselho de Fiscalizacdo profissional;

CONSIDERANDOD a decisdo tomada na 1238 Reunido de Diretoria, realizada no dia
dezessete de maio de dois mil e vinte & um;

A PRESIDENTE DO CONSELHO REGIONAL DE FARMACIA DO ESTADO DO RIO
DE JANEIRC — CRF-RJ, no uso de suas atribuices legais,

DECIDE:

Artigo 1° - Instituir Grupo Técnico de Trabalho de Analises Clinicas do CRF-RJ, com
mandato até 31 de dezembro de 2021;

Artigo 2° - Momear os sequintes integrantes para compor o Grupo Técnico:

- Brunna Santoro Garcia — coordenadora - CRF-RJ: 7486
- Alex Gomes de Freitas - CRF-R.J: 12561

- Andrezza do Espirito Santo Cucinelli - CRF-RJ: 12645
- José Francisco Silva Janior - CRF-RJ: 3885

- Rebecca Marna Maciel Gabriel - CRF-R.J: 6173

- Tania Maria Lemos Mougo - CRF-R.J: 3032

Artigo 37 - Esta Portaria entra em vigor na data de sua assinatura.

Fio de Janeiro, 19 de maio de 2021.

~Neu #
W )

Tania Maria Lemos Mougo
Presidente
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ANEXO F - Participacdo em bancas de graduacao

INSTITUTO FEDERAL DO RIO DE JANEIRO - IFRJ
Campus Realengo — Curso de Bacharelado em Farmacia

DECLARAGAO DE PARTICIPAGAO EM BANCA DE
TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO (TCC)

Declara-se, para todos os fins, que Andrezza do Espirito Santo Cucinelli participou
como membro titular da banca de defesa do Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC)
intitulado: “AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIBIOFILME DE
NANOPARTICULAS DE PRATA EM AMOSTRAS DE Staphylococcus epidermidis E
Staphylococcus haemolyticus ISOLADAS DE HEMOCULTURA” de autoria de Emanuelle
Pessanha dos Santos, aluna do Curso de GRADUACKO EM FARMACIA do IFRJ/Campus
Realengo. b ”' il 3 U ': 'w,, FEDER I‘

EDUCACAOQ, CIENCIA E TECNOLOGIA
Rio de Janelro, 17 de Dezembro de 2018.

L0 Gl

Elisa Su ng Carneiro Pogas allo Collopy Janior
(Dnreto::| ge Ensipal g Canke {Diretora Geral) (Coordenador do curso de Farmacia)
DIRETORADE ENSINO
Re#hag0 Eisa Suzana i itato Collopy Jinicr
Imsﬁ;?':;he' &0 Corsw PO?R?I mhuuogw
Dwetorn Geral do Carpus aslengn - Coort. &3 Cur de G, en Permiciy

SIAPE 1545948 Camous Sesenge - 1)
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INSTITUTO FEDERAL DO RIO DE JANEIRO - IFRJ
Campus Realengo — Curso de Bacharelado em Farmacia

DECLARAGAO DE PARTICIPACAO EM BANCA DE
TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO (TCC)

Declara-se, para todos os fins, que Andrezza do Espirito Santo Cucinelli participou
como membro titular da banca de defesa do Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC)
intitulado “Colonizagdo nasal por Staphylococcus aureus em graduandos da drea da
saude: uma breve revisdo da literatura.” de autoria de Bruna Vidal da Silva, aluna do
curso de GRADUAGAO EM FARMACIA do IFRJ/Campus Realengo.
NSTITUTO FEDERAL DE

EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA

Rio de Janelro, 13 de dezembro de 2019.

2 b B < Ay
eha theuro Rod Cofré Elhsa Suzan Carneiro Pogas Itallo Collopy Janior

V)~

(Diretora de Ensl |Diretora Geral) [Coordenador do curso de Farmacia)
:i_., Suzana Cameiro Pocas ltabColopy)urdor
mmamm R 23 Geid 62 Canpes Redbingo - FRJ ok 4 i G am v

SIAPE 1891140 SIAPE 1545849 L
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SEE Minictsrio da B4

(1] TRSTITUTS: PEGERAL Teorataria oa Eﬂ.lm Profiecional & Tedarokigloa

BEE 8 eUCALAD, CORMOW I TRENOLOGIA  IncEshuls Federal de Educagio Clinola & Teonologla oo o de Jansiro - IFRJ
Bl R e janein Pro-Asitonia de Encing o Gradusgo

AMNEXD 5

ATA DE DEFESA DO TRABALHOD DE CONCLUSAD DE CURSD

Aos vinte e dois dias do més de dezembro de 2020, realzou-se em sala virtual do Google
Mest a defesa do Trabslho de Condusio de Curso da aluma BEATRIZ DA SILVA MOTTA,
intitulado:  “EXPRESSAD GEMNICA DA ENZIMA UREASE EM CEPAS DE Sporothrix
brasifiensis”, ©Os trabalhos foram iniciados 35 16h pelo orentador, president= da Banca
Examinadora, na presenca dos demais membros. Apos a apresentacao do TCC a0s componentes da
Banca Examinadora, com comentarios efou questionamentos, a banca deu seu parecer final scbre
a apresentacao, tendo alribuido as notas registradas no quadro abaixo.

Membros da Banca Examinadora Nota Rubrica
Orientador Interno [Debora Leandro Rama Gomes 0 .
4
COwrientador Extemo|Lud Cardoso da Oliveira 10 . L
Orientador Extemo|Rosely Mana Zancope Olveira 10 T
Mambro 1 Marcos de Abreu Almeida 10
Meambro 2 Andrezza do Espirito Santo Cucinelli 10 .
Ancthaggal cecomalll
MEDIA FINAL Parecer Final oLs
(X) Aprovacao.
10 (dez) { ) Aprovacao condicionada a modificactes.
{ ) Reprovacao.
DBSERVACOES:

Novo titulo do TCC, quando pertinente:
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ANEXO G - Participagdo em congressos nacionais e internacionais

Se otorga el presente certificado a:

Andrezza Do Espirito Santo Cucinelli (autor), Elisabete Alves Cappelli, Louisy Sanches Dos Santos, Camila
Azevedo Antunes, Dulanthi Weerasekera, Cintia Silva Dos Santos, Cassius De Souza, Liliane Simpson-Louredo,
Cecilia Maria Ferreira Silva, Yuri Vieira Faria, Vanilda Gongalves Viana, Geisica Lugdo Lacerda, Débora Leandro
Rama Gomes, Andreas Burkovski, Alessandra Mattos Saliba, Raphael Hirata Junior, Ana Luiza Mattos - Guaraldi

Por haber participado como expositor en el XXIV Congreso Latinoamericano de Microbiologia 2018
realizado del 13 al 16 de Noviembre de 2018, Santiago, Chile.
Presentando el trabajo titulado:

Investigacao da presenca e expressao de genes codificadores
de toxina Shiga-like em cepas de Corynebacterium diphtheriae

Dra. Claudia Saavedra Dr. Renato Chavez

Presidenta Comité Organizador
Comité Organizador ALAM 2018 ALAM 2018




3 °CONGRESSO BRASILEIRO
DEMICROBIOLOGTA

30

Magceio - Alagoas

Zarios Pelleschi Taborda Jorge L Mello Sampaio
Presidente 1% Secretaiio

De 06 a 09 de Outubro de 2019 - Centro Cultural e de Exposi¢cdes Ruth Cadoso - Maceié - Al

Eventos Satélites Organizacido Patrocinio:

ONE HEALTH e Realizacido:

1° ENCONTRO BRASILEIRO SOBRE ESPOROTRICOSE HUMANA E FELINA
DO ISHAM WORKING GROUP ON SPOROTRICHOSIS
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31\-.1
Congresso
o DBrasileiro de
Microbiologia

De 22 a 24 de Outubro de 2021

CERTIFICADO

Certificamos que o frabalho intitulado ISOLATION OF CORYNEBACTERIUM DIPHTHERIAE AND
CORYNEBACTERIUM ULCERANS FROM CLINICAL SPECIMENS IN BRAZIL: AN ALERT TO BRAZILIAN PUBLIC
HEALTH com a autoia de: ARAUJO, MRB.,, SANT'ANNA, LO. SANTANA, GS. CUCINELLI, AES,
MATTOS-GUARALDI, A. L, SANTOS, LS. foi aceito para publicacdao nos Anais do 31° Congresso Brasileiro de
Microbiologia realizado online no periodo de 22 a 24 de outubro de 2021.

ISSN nimero 2176-414X

A fipse W
° iy Hg}hrigu “Solaman Waldir Pereira Elias Junior

PRESIDENTE 1° SECRETARIO

DE 22 A 24 DE OUTUBRO DE 2021 - EVENTO 100% ONLINE

Realizacao SBMiie Patrocinio m A FAPesP 0 Cont:g]

Lado » lads oo




2]

SIMPOSI
CRFR

2021 CERTIFICADO

Certificamos que

O
L

Dra. Andrezza do Espirito Santo Cucinelli

Participou como Palestrante no Simpésio CRF-RJ 2021: Impactos, Perspectivas e Desafios para o
Futuro da Profissdo Farmacéutica realizado de modo online pelo Conselho Regional de Fammacia do
Estado do Rio de Janeiro, nos dias 27 e 28 de novembro de 2021, com carga horaria total de 12 (doze) horas.

Rio de Janeiro, 28 de Novembro de 2021

| / | ] 4 T
neus (L b e ] < Lo Yolua M M. WML

Tania Maria Lemos Mougo Silvania Maria Carlos Franca Ricardo Lahora Soares  Carla Patricia de Morais e Coura
PRESIDENTE VICE-PRESIDENTE SECRETARIO GERAL TESOUREIRA

A autenticidade deste documento pode ser verificada através da URL: hifp:/sgce.crf-fj.org.br-8102/validar/EF0030112FF96C208CE49E044CDEBE2A

REALIZACAO

CRF
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ANEXO H — Pratica Docente

@
MW INSTITUTO FEDERAL
BEMW Rode janeiro

Campus Realengo

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que a farmacéutica ANDREZZA DO
ESPIRITO SANTO CUCINELLI, CPF n2 103.060.587-40, proferiu palestra
sobre o tema “A Rotina do Laboratdrio Clinico” para a disciplina
"Microbiologia e Imunologia Clinica" do Curso de Bacharelado em Farmacia
do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro —
Campus Realengo nos periodos letivos 2019.1 e 2019.2.

Rio de Janeiro, 10 de dezembro de 2019.

000D,

Prof2\Dr2 Débora leaf&znfizﬁomes
E-mai ra. u.br

IFRJ - Campus Realengo
SIAPE: 1667528
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A
\.’C:E’-‘-'
UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins, que ANDREZZA DO ESPIRITO SANTO
CUCINELLI, servidora do Hospital Universitario Antdnio Pedro, a convite do
professor Thiage Pavoni Gomes Chagas, do Departamento de Patologia,
ministrou a aula intitulada “CONTROLE DE QUALIDADE NO SETOR DE
IMUNOLOGIA™ na disciplina MPT00082 — Controle de Qualidade em
Laboratorio Clinico, na data de 05 de novembro de 2020, com carga horaria
total de 2 horas.

Niteroi, 05 de novembro de 2020.

e 9 v Hbﬁ..""‘a...‘f."';.‘.‘"
7 .
Analucna Rampazzo Xavier

Chefe do Departamento de Patologia
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Qs =

Bl INSTITUTO FEDERAL
BEM Rio de Janeiro

BB Campus Realengo

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que a farmacéutica ANDREZZA DO
ESPIRITO SANTO CUCINELLI, CPF n? 103.060.587-40, proferiu palestra
sobre o tema “A Rotina do Laboratdrio Clinico” para a disciplina
"Microbioclogia e Imunologia Clinica" do Curso de Bacharelado em Farmacia
do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro —
Compus Realengo nos periodos letivos 2021.1 e 2021.2.

Rio de Janeiro, 20 de dezembro de 2021.

IFRJ - Campus Realengo
SIAPE: 1667528
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A
Rl
UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins, que a Professora ANDREZZA DO
ESPIRITO SANTO CUCINELLI, do Hospital Universitario Antonio Pedro,
convidada pelo professor Thiago Pavoni Gomes Chagas, do Departamento de
Patologia, ministrou aulas na disciplina MPT00082 — Controle de Qualidade
em Laboratorio Clinico, nas datas de 25/03/2021 e 08/04/2021, de 2 horas
cada, totalizando uma carga horaria de 4 horas.

Niteroi, 26 de abril de 2021.

Enoi Aparecida Guedes Vilar
Chefe do Departamento de Patologia
(Decana)
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DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que Andrezza do Espirito Santo
Cucinelli, portadora do CPF n° 103.060.587-40, fez parte de nosso quadro de
corpo docente na grade curricular do Curso Técnico de Analises Clinicas desde
abril de 2021 até abril de 2022, com carga horéria de 06 horas semanais.
Durante este pericdo ministrou aulas nas disciplinas de Imunologia, Virologia,
Hematologia, Imunohematologia, Biologia Celular e Molecular, Urindlise e
Biogquimica Clinica.

Niteréi, 03 de junho de 2022.

Reg.030,D5.51981.110.0010.117

Patricia C, V. de Freitas
Diretora
Reg (3106 51981.192.0010.1117

i0.526.432/0001-1¢
FSV EICOLA TECMICA L TOA-MS
P, S30 Baaventura 514101
Fomsecs - CEP 24138003
NAses ¥



8*0 UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
R qﬁk FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

e - DISCIPLINA DE MICROBIOLOGIA E IMUNOLOGIA
UERJ Av. 28 do Selembro, 87 - fundos, 3° andar. Microbi
’ 8 CEP: 20551030, Endereco. hirala@uen br
s Tel. (021) 2068-8280 Fax: 2868-837%

Rio de Janeiro, 13 de junho de 2018.

DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins, que a discente Andrezza do Espirito Santo Cucinelli
ministrou aulas na Disciplina de Microbiologia e Imunologia. sobre os temas: “Genética de Micro-
organismos: Fluxo de Informagao em Células Bactenanas”, com carga horania total de 4 horas
mase‘Remwgenos-Nﬁwposewmaounmm'mamde
Odontologia, em 22 de maio e 12 de junho de 2018, respectivamente.
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LIGAACADEMICA DE ANALISES CLINICAS

YUNE~| FAR:

Certificado

Certificamos que Andrezza do Espirito Santo Cucinelli participou como

palestrante da Sessao Cientifica com o Tema: Controle de Qualidade e
Biosseguranga no Setor Laboratorial promovida pela Liga Académica de
Analises Clinicas - LAAC do curso de Biomedicina da UNEF|FAN, realizado
no dia 20 de abril de 2021 com a carga horaria de 2 horas.

. | &4 \
Emanuela Avelar Silva Costa @ Emanuelle de Santana dos Santos
Coodernadora do curso de gradua¢ao em LAAC UNEFE Presidente da Liga Académica de

Biomedicina na Unef|Fan o e it Analises Clinicas da Unef|Fan
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DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que a docente Andrezza do Espirito Santo Cucinelli, CPF no
103.060.587-40, ministrou o curso “Capacitagio em Hemoterapia — Banco de Sangue” em Maio de
2022, totalizando 12 horas, distribuidas em 06 encontros presenciais de 02 horas de durag&o/cada,

nesta instituigéo.

Declaramos também que em Julho serd emitido certificado do curso ministrado.

Niteroi, 24 de Maio de 2022.

Atenciosamente,

DIRECAO
CapacitarLab EIRELI-ME
CNPJ 20.729.344/0001-43

CABACT AR, AB EIREL Wl

| CNP) 20770 144 101 4]

WHATSAPP: (21) 97600-8492 / (21) 99610-1044
admeapacitarlab@hotmail.com
www.facebook.com/capacitarlab
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CAPACITARLAB

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que a docente Andrezza do Espirito Santo Cucinelli, CPF no
103.060.587-40, ministrou o curso “Capacitagdo em Hemoterapia — Banco de Sangue” em Junho de
2022, totalizando 12 horas, distribuidas em 06 encontros presenciais de 02 horas de duragdo/cada,

nesta instituig@o.
Declaramos também que em Julho ser4 emitido certificado do curso ministrado.

Niter6i, 10 de Junho de 2022.

Atenciosamente,

“DIRECAO
CapacitarLab EIRELI-ME
CNPJ 20.729.344/0001-43

CAPACHI AR LAB EIREL W
CNP.) 20779 344h 101 43 1

WHATSAPPE: (21) 97600-8492 / (21) 99610-1044
atendimentocnpucitnrinb@hotmalcom
www.fucebook leapucitarinb
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UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins. que ANDREZZA DO ESPIRITO SANTO
CUCINELLL. servidora do Hospital Universitario Antdnio Pedro, & convite do
professor Thiago Pavoni Gomes Chagas, do Departamento de Patologia,
ministrou a aula intitulada "CONTROLE DE QUALIDADE NO SETOR DE
IMUNOLOGIA™ na disciplina MPTO0082 — Controle de Qualidade em Laboratorio
Clinico, na data de 09 de dezembro de 2021 e 08 de janeiro de 20222, com carga
horana total de 4 horas (2 horas cada aula).

Niterdi, 21 de janeiro de 2022,

RAIANE CARDOSO ~ Asitad do forma digital par
RAIANE CARDOSO CHAMON

CHAMON AENSChaMOonN LT b1 201
raianechamon@id.u mmm R
ffbr12017843792 oo

Professora Raiane Cardoso Chamon
Chefe do Departamento de Patologia

Facuidade de Medicing ~ Departamento de Fatoiogh - Rua Marquis do Farand 303 - 4° andar do peédio frontl do
HUAP, a2 3 - CEP: 24003900 ~ NterG/R] Tal. 2629-9108 e-mail: mpt.omm@icloft.br
She: www ccpartamentodepatologia uft br



