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RESUMO

Luiza de Souza Barbosa

Investigacao de vesiculas extracelulares de Corynebacterium diphtheriae e sua atividade
bioldgica em diferentes células

Orientadora: Lilian de Oliveira Moreira
Coorientadora: Priscilla Christina Olsen

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencéo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

Corynebacterium diphtheriae (Cdi) é o agente etioldgico da difteria, uma doenca respiratoria.
O principal fator de viruléncia de Cdi é a toxina diftérica (DT), que é utilizada na formulacéo
da vacina DTP ap6s modificagdes estruturais. Apesar do sucesso da vacina, um aumento no
numero de casos da doenca tem sido relatado. E importante destacar que a vacinagdo contra a
DT pode proteger contra cepas toxigénicas, mas pouco se sabe sobre seu efeito em cepas néo
toxigénicas, 0 que estimula o estudo de outros fatores de viruléncia bacteriana além da DT. O
Cdi possui outros fatores de viruléncia, como adesinas, neuraminidases e sider6foros. No
entanto, pouco se sabe sobre a interacdo dessas moléculas com o hospedeiro. E sabido que as
bactérias podem liberar vesiculas extracelulares (VEs) contendo diferentes moléculas, como
fatores de viruléncia, com um papel na fisiologia bacteriana, patogénese e modulacao
imunoldgica. Nosso trabalho teve como objetivo isolar VEs de Cdi e avaliar seu contetdo e
capacidade de modular diferentes células. Para isso, as CdiVESs foram concentradas a partir do
sobrenadante bacteriano das amostras de Cdi ATCC 27010, ndo produtora de DT, e ATCC
27012, produtora de DT, usando um sistema VivaFlow e ultracentrifugacdo. O tamanho e a
forma das CdiVEs da cepa atoxinogénica foram analisadas por Particle Metrix e microscopia
eletrbnica de transmissdo (TEM). O conteudo proteico da cepa atoxingénica foi avaliado por
SDS-PAGE e através de uma analise de protedmica. A pesquisa da presenca da DT nas CdiVESs
da cepa toxinogénica foi realizada por Western blotting (WB) usando anticorpo monoclonal
anti-toxina diftérica. O efeito das CdiVEs das cepas toxinogénica e atoxinogénica na atividade
metabdlica celular foi testada em macréfagos RAW ATCC 264.7 e AMJ2C11 ATCC CRL-
2456, epitélio renal VERO ATCC CRL1586 e pneumdcitos ATCC A549 CCL-185. Para a
avaliacdo da ativagdo e modulacdo de macrofagos, as células RAW ATCC 264.7 e AMJ2C11
ATCC CRL-2456 foram estimuladas com CdiVEs e o 0xido nitrico (NO), TNF-a, IL-12 e IL-
10 foram dosados. As CdiVEs foram isoladas com sucesso pela primeira vez e, as andlises
estruturais por TEM e Particle Metrix mostram VEs com tamanhos que variam de 15 a 315 nm
e tamanho medio de 92.8 nm. Surpreendentemente, a analise por WB revelou a presenca de DT
nas CdiVEs. A analise preliminar de protedmica mostrou em torno de 123 proteinas, incluindo
fatores de viruléncia. As CdiVEs reduziram a atividade metabdlica das células RAW ap0s 24h
do estimulo, mas ndo reduziram a atividade metabdlica ap6s 72h. As CdiVEs ndo diminuiram
a viabilidade das células A549 e AMJ apds 24h do estimulo. A atividade metabdlica das células
VERO foi reduzida somente em 96h., independentemente da presenca de DT nas CdiVEs. O
estimulo dos macréfagos RAW264.7 com CdiVEs por 24h levou a producao de NO e TNF-a,
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mas ndo de IL-12 e IL-10. Nossos achados mostram que o Cdi € capaz de produzir VEs que
carreiam diferentes moléculas, incluindo a DT, com potencial modulatorio em células do
hospedeiro, oferecendo novas perspectivas sobre a patogénese da difteria e possiveis alvos
terapéuticos.

Palavras-chave: Vesiculas extracelulares; Toxina diftérica; Modulag&o imunologica.



ABSTRACT

Luiza de Souza Barbosa

Investigacao de vesiculas extracelulares de Corynebacterium diphtheriae e sua atividade
biologica em diferentes células

Orientadora: Lilian de Oliveira Moreira
Coorientadora: Priscilla Christina Olsen

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséao de Curso.

Corynebacterium diphtheriae (Cdi) is the etiological agent of diphtheria, a respiratory disease.
The main virulence factor of Cdi is diphtheria toxin (DT), which is used in the formulation of
the DTP vaccine after structural modifications. Despite the success of the vaccine, an increase
in the number of cases of the disease has been reported. It is important to highlight that
vaccination against DT can protect against toxigenic strains, but little is known about its effect
on non-toxigenic strains, which stimulates the study of other bacterial virulence factors beyond
DT. Cdi has other virulence factors, such as adhesins, neuraminidases, and siderophores.
However, little is known about the interaction of these molecules with the host. It is known that
bacteria can release extracellular vesicles (EVs) containing various molecules, such as virulence
factors, playing arole in bacterial physiology, pathogenesis, and immune modulation. Our work
aimed to isolate EVs from Cdi and evaluate their content and ability to modulate different cells.
In order to do this, EVs were concentrated from the bacterial supernatant of Cdi samples ATCC
27010 (non-toxigenic Cdi) and ATCC 27012 (toxigenic Cdi) using a VivaFlow system and
ultracentrifugation. The size and structure of the CdiEVs were analyzed by Particle Metrix and
transmission electron microscopy (TEM). The protein content was assessed by SDS-PAGE and
proteomic analysis. The presence of DT within CdiEVs was detected by Western blotting (WB)
using a monoclonal anti-diphtheria toxin antibody. The effect of CdiEVs on cell’s metabolic
activity was tested in RAW macrophages (ATCC 264.7), AMJ2C11 (ATCC CRL-2456),
VERO renal epithelial cells (ATCC CRL1586), and A549 pneumocytes (ATCC A549 CCL-
185). To evaluate macrophage activation and modulation, RAW (ATCC 264.7) and AMJ2C11
(ATCC CRL-2456) cells were stimulated with CdiEVs, and nitric oxide (NO), TNF-a, I1L-12,
and IL-10 were measured. CdiEVs were successfully isolated for the first time, and structural
analysis by TEM and Particle Metrix showed EVs with sizes ranging from 15 to 315 nm, with
a mean size of 92.8 nm. Surprisingly, WB analysis revealed the presence of DT within CdiEVSs.
Preliminary proteomic analysis identified approximately 123 proteins, including virulence
factors. CdiEVs reduced the metabolic activity of RAW cells after 24 hours of stimulation, but
did not reduce metabolic activity after 72 hours of incubation. CdiEVs did not reduce the
viability of A549 and AMJ cells after 24 hours of stimulus. The metabolic activity of VERO
cells was reduced only after 96 hours of incubation, regardless of the presence of DT within the
CdiEVs. Stimulus of RAW?264.7 macrophages with CdiEVs for 24 hours led to the production
of NO and TNF-a, but not IL-12 or IL-10. Our findings show that Cdi can produce EVs that
carry different molecules, including DT, with potential modulatory effects on host cells,
offering new insights into the pathogenesis of diphtheria and possible therapeutic targets.



Key words: Extracellular vesicles; Diphtheria toxin; Immune modulation.
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Orientadora: Lilian de Oliveira Moreira
Coorientadora: Priscilla Christina Olsen

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gdes
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obtencédo
do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e aprovacdo no RCS
Trabalho de Concluséo de Curso.

Corynebacterium diphtheriae é uma bactéria que causa difteria, uma doenca respiratoria grave.
Esta bactéria produz uma toxina, chamada toxina diftérica, que é capaz de matar nossas células
e nos levar a morte. Atualmente, ja existe uma vacina contra difteria que € feita modificando a
toxina diftérica para que ndo nos cause danos. Embora a vacina tenha sido muito eficaz, alguns
casos de difteria ainda estdo surgindo. A vacina protege contra as bactérias que produzem a
toxina, mas nao contra bactérias parecidas que ndo produzem essa toxina. Por isso, & importante
estudar outros fatores que tornam essa bactéria perigosa. Sabemos que essa bactéria tem outras
formas de atacar o corpo, como susbtancias que ajudam a bactéria a se prender as células e
outras que enfraquecem o sistema imunoldgico, que precisam ser mais estudadas. Além disso,
a bactéria pode soltar pequenas "bolsas" chamadas de vesiculas extracelulares que podem levar
substancias nocivas das bactérias até diferentes areas do corpo. O objetivo do nosso trabalho
era investigar se Corynebacterium diphtheriae produz vesiculas e estudar o que existe dentro
delas e como elas afetam as células de defesa do nosso corpo. Para isso, usamos técnicas para
separar essas vesiculas e ver seu tamanho e formato. Descobrimos que elas tém cerca de 100
nanbmetros e que parecem carregar a toxina diftérica. Testamos essas vesiculas em varias
células e vimos que elas ndo parecem danificar as células. No entanto, elas ativaram 0s
macréfagos que sdo células de defesa importantes. Pela primeira vez, mostramos que a
Corynebacterium diphtheriae produz vesiculas que carregam moléculas importantes que
podem afetar as células de defesa. Estamos analisando mais a fundo o que essas vesiculas
carregam e como elas interagem com as células humanas, o que pode ajudar a encontrar novas
formas de tratar a difteria no futuro.
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1. INTRODUCAO

1.1 Corynebacterium diphtheriae

O género Corynebacterium pertence a familia Corynebacteriaceae e ao filo
Actinobacteria, que também inclui os géneros Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus,
conhecidos coletivamente como CMNR (Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia e
Rhodococcus) devido a presenca de acidos micolicos em suas complexas estruturas de parede
celular. Este filo é caracterizado por bactérias Gram-positivas com alto conteudo de GC
(guanina e citosina) no DNA e frequentemente exibem formas ramificadas, contribuindo para
sua diversidade morfoldgica (Burkovski, 2023).

Atualmente, Corynebacterium inclui 165 espécies descritas no Cadigo Internacional
de Nomenclatura de Procariotos (LPSN - List of Prokaryotic names with Standing in
Nomenclature, 2024). O género é composto por bacilos Gram-positivos de morfologia
irregular (claviforme) com largura de 0,3 a 0,8 um e comprimento de 1,0 a 8,0 um. (Figura
1), aerdébios ou anaerdbios facultativos, imoveis e catalase-positivos (Murray, Rosenthal e
Pfaller, 2017).

O peptidoglicano de sua parede celular é composto de &cido meso-diaminopimélico
(meso-DAP) e os principais polimeros de parede celular contém os agUcares: arabinose e
galactose (também conhecidos como arabinogalactano), podendo também apresentar
polimeros contendo manose e arabinose (chamados de lipoarabinomananas, CdiLAM)
(Moreira, Mattos-guaraldi e Andrade, 2008). Sdo encontrados também &cidos micolicos de
cadeia curta, entretanto, diferente de outros géneros taxonomicamente correlatos, ndo séo
bactérias alcool-acido resistentes (Bernard e Funke, 2015). Muitas espécies produzem &cido
a partir de glicose e alguns outros agucares em meio com peptona. Outras alcalinizam citrato
como Unica fonte de carbono, mas a maioria das espécies nao (Bernard e Funke, 2015).

As corinebactérias sdo ubiquas em plantas e animais, e normalmente colonizam a pele,
0s tratos respiratorio superior, gastrointestinal e geniturinario de humanos. A espécie mais
conhecida e estudada do género é Corynebacterium diphtheriae, o principal agente etiolégico
da difteria. C. diphtheriae possui 4 bidtipos (belfanti, gravis, intermedius e mitis) de acordo
com sua morfologia de coldnias e propriedades bioquimicas (Murray, Rosenthal e Pfaller,
2017).



Figura 1 - Coloracdo de Gram de Corynebacterium de uma amostra do trato
respiratorio de paciente com difteria (Fonte: Murray, Rosenthal e Pfaller, 2017).

1.2 Difteria

A difteria pode ser classificada em respiratdria (atingindo a cavidade nasal, faringe,
laringe e tonsilas), cutdnea (incluindo as areas genitais) ou ocular, entretanto, mais
comumente,infectam as vias respiratérias (Murphy, 1996). A apresentacdo clinica da difteria
respiratoria se caracteriza principalmente pela formagdo de uma pseudomembrana branco-
acinzentada densa que ocorre tipicamente nas tonsilas (Figura 2b), disseminando-se para as
estruturas posteriores da boca e para a faringe proximal. A pseudomembrana resulta do
crescimento bacteriano no local, onde ocorre a converséo do fibrinogénio em fibrina, com
presenca de necrose tecidual através da acdo da toxina diftérica (DT) (Hadfield et al., 2000).
O envolvimento dos ganglios linfaticos cervicais pode ocorrer (Figura 2a) e levar ao inchago
do pescoco do paciente, aspecto clinico conhecido popularmente como “pescoco de touro”
(Murphy, 1996).

A difteria cutanea se caracteriza principalmente pela ocorréncia de lesdes ulcerativas
na pele, maltiplas ou ndo, em geral cobertas por uma pseudomembrana marrom-acinzentada
(Figura 2c) que ocorre principalmente nos membros inferiores (Hadfield et al., 2000). As
Ulceras diftéricas possuem como principal caracteristica sua cronicidade pois, em geral,
perduram por muitas semanas mesmo ap0s tratamento com antimicrobianos (Livingood,
Perry e Forrester, 1946). Em raros casos, C. diphtheriae pode estar associado a infec¢fes no

ouvido, nos olhos ou na area genital feminina (Zakikhany e Efstratiou, 2012).



Figura 2 - Apresentacdes clinicas da difteria. (A) Géanglios linfaticos aumentados;
(B) Pseudomembrana espessa na faringe posterior. A pseudomembrana € uma camada
de bactériase detritos da necrose dos tecidos circundantes devido a toxina diftérica;
(C) Lesdo cutanea causada por Corynebacterium diphtheriae (Fonte: Sharma et al.,
2019).

O crescimento bacteriano ocorre no local da infeccédo, entretanto, a DT
produzida pelo microrganismo se distribui através do sangue e provoca patologia
sistémica grave, com complica¢des neurologicas e cardiacas (Hadfield et al., 2000).
Evidéncias de miocardite leve (50-75%) ou grave (10-15%) sdo encontradas em
pacientes em estado grave, em geral, entre 1-2 semanas ap0s o inicio dos sintomas. A
toxicidade neuroldgica ocorre em até 75% dos pacientes com doenca grave,
manifestando-se como neuropatia, que pode variar de fraqueza leve a paralisia total
(Hadfield et al., 2000). Embora 0 microrganismo seja mais comumente associado a
infecgbes ndo invasivas, casos de seu isolamento em infecgbes invasivas ja foram
documentados. Nos ultimos 20 anos, tem-se observado um aumento significativo nas
associaces entre infecgOes invasivas (como bacteremia, endocardite e septicemia) e

isolados ndo toxigénicos (Blackberg et al., 2021).

1.3 Toxina diftérica

Trés espécies, C. diphtheriae, Corynebacterium ulcerans e Corynebacterium
pseudotuberculosis, sdo conhecidas por produzir a DT (Will et al., 2021). A DT é
codificada por um gene presente em um bacteriéfago, cuja aquisicdo do gene tox pela
bactéria ocorre através daintegracdo lisogénica do genoma do B-profago em seu
cromossomo, tornando-a assim toxigénica. O profago que codificaa DT se integraem
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locais especificos do cromossomo da bactéria por recombinagéo especifica (Freeman,
1951). As cepas mais virulentas de C. diphtheriae podem possuir duas ou até trés
copias do genoma do B-profago inseridos em seu cromossomo (Laird e Groman,
1976).

A DT é uma exotoxina sintetizada e liberada no meio extracelular pela bactéria
como uma Unica cadeia polipeptidica de cerca de (62-63 kDa) contendo duas pontes
dissulfeto (Pappenheimer, 1977).

A DT é reconhecida e endocitada nas células do hospedeiro através da ligacao
de seu fragmento B ao fator de crescimento tipo EGF ligante de heparina (HB-EGF).
O HB-EGF esta presente em diversas células do hospedeiro (epiteliais, endoteliais,
musculares lisas, macrofagos, etc.) e regula alguns processos biolégicos, como o
crescimento celular, diferenciagdo celular e reparo tecidual. No contexto do
mecanismo de acdo da toxina diftérica, o HB-EGF atua como um receptor da DT
(Murphy, 2011). Uma vez que dominio R, presente no fragmento B, reconhece o
receptor HB-EGF, a DT é internalizada por endocitose mediada por clatrina. As
proteases associadas ao endossomo clivam parcialmente a ligacdo entre as
subunidades da DT,e ap6s esta acdo proteolitica, a proteina se separa em dois
fragmentos, A (24 kDa) e B (38-39 kDa) (Figura 3), e a exposicao as condi¢des acidas
desencadeia uma mudanga conformacional que permite que o dominio T, presente no
fragmento B, se insira na membrana do endossomo e ocorra a subsequente
translocacdo da subunidade A através da membrana endossomal para o citosol. No
citosol, o fragmento A possui a capacidade de catalisar a ADP-ribosilacao dependente
de NAD " do fator de alongamento 2 (EF-2), ou seja, promove a transferéncia da
porcdo ADP-ribose do dinucleotideo de nicotinamida adenina (NAD) para o EF-2 do
hospedeiro. A ADP-ribosilacdo impede a atividade de translocacdo de EF-2,
resultando na inibicdo da sintese proteica e, consequentemente, na morte da célula
hospedeira (Figura 4) (Murphy, 2011; Sharma et al., 2019).



C-domain  T-domain R-domain

A-fragment «—— B-fragment ——

Figura 3 - Estrutura proteica da toxina diftérica. Fragmento A, composto pelo
dominio C (vermelho) e fragmento B, composto pelo dominio T (azul) e dominio R
(verde) (Fonte: Wenzel et al., 2020).
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Figura 4 - Mecanismo de acao da toxina diftérica. A DT é endocitada apos se ligar
ao HB-EGF e a acdo de proteases e condi¢fes acidas levam a translocagdo do
fragmento A para o citosol. O fragmento A catalisa a transferéncia da por¢do ADP-
ribose do dinucleotideo de nicotinamida adenina (NAD) para o fator de elongacéo 2
(EF-2) do hospedeiro resultando na inibicdo da sintese proteica e morte celular (Fonte:

Imagem criada com BioRender).



1.4 Outros fatores de viruléncia do C. diphtheriae

Além da toxina (DT), acredita-se que outros fatores de viruléncia também
sejam de extrema relevancia para a patogenicidade do bacilo diftérico, uma vez que
cepas ndo produtorasde toxina sdo capazes de causar a difteria respiratoria, cutanea e
vém sendo associada as infecgdes invasivas (Mattos-guaraldi et al., 2003; Lovelock
etal., 2024).

Dentre esses fatores, destacam-se as moléculas de adesdo fimbriais, ligadas

covalentemente a parede celular bacteriana sendo essenciais para a colonizacdo da
bactéria no hospedeiro. O C. diphtheriae possui trés agrupamentos de genes que

codificam nove proteinas de pili, SpaA-Spal (Kang et al., 2014).

Além das fimbrias, MSCRAMMs (do inglés, Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules), encontradas em diversas bactérias Gram-
positivas, também sdo encontradasem C. diphtheriae (Ott, Mdller e Burkovski, 2022).
Entre estas moléculas, a adesinaproteica DIP0733, capaz de interagir com colageno,
fibrinogénio, eritrocitos e células epiteliais, parece ter papel relevante para a
colonizacdo bacteriana. Além de seu papel na adesdo e invasividade, a DIP0733 foi
associada a citotoxicidade e apoptose de células epiteliais (Sabbadini et al., 2012). Ja
a proteina DIP2093, esté envolvida na ligacdo ao colageno tipo | e na adesdo as células
epiteliais (Peixoto et al., 2017). As CdiLAMs de C. diphtheriae também atuam como
adesinas que se ligam as células epiteliais respiratdrias humanas, contribuindo para a
patogénese da doenca (Moreira, Mattos-guaraldi e Andrade, 2008). Outras proteinas
de superficie celular, como DIP1281 e DIP1621 também foram identificadas como
fatores de adesdo em C. diphtheriae (Ott et al., 2010).

C. diphtheriae produz, ainda, diversas enzimas que estdo envolvidas em seu
processo de patogénese. Microrganismos aerébios possuem a capacidade de manter
seus niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio (ROS) baixas através de
mecanismos de defesa que envolvem a expressdo de enzimas desintoxicantes, que
convertem ROS em produtos inofensivos e, consequentemente, protegem o
microrganismo de danos oxidativos ao DNA, proteinas e lipidios (Storz et al., 1990).
Anélises moleculares apontam a presenca do gene OxyR em cepas de C. diphtheriae,
gue atua como um regulador da expresséo da enzima catalase, produzida pelo bacilo,

e é considerado um dos principais coordenadores bacterianos da resposta antioxidante



(Cappelli et al., 2022).

De forma interessante, C. diphtheriae apresenta acido sialico em sua superficie
celular, mas nenhum gene relacionado a sintese de acido sialico foi encontrado
anteriormente em seu genoma (Kim et al., 2010). Entretanto, o bacilo diftérico
expressa uma sialidase (nanH) que pertence a uma classe de glicosil hidrolases que
catalisama remocdo de residuos de acido sialico terminal (4&cido N-acetilneuraminico,
Neu5Ac) de uma variedade de glicoconjugados das células do hospedeiro (Kim et al.,
2010). As sialidases séo consideradas importantes fatores de viruléncia, que podem
levar a uma série de efeitos que favorecem a colonizacdo, invasao e evasao do sistema
imunoldgico pelo microrganismo (Vimr, 1994).

Além da producdo de catalase e sialidase, C. diphtheriae também € uma
bactéria produtora de hemeoxigenase, que catalisa a conversdao dependente de
oxigénio da hemina em biliverdina, monoxido de carbono e ferro livre. O ferro é
essencial para a sobrevivéncia da bactéria e um dos mecanismos para contornar as
baixas concentracdes de ferro livre extracelular é através de enzimas de degradacéo de
heme, como as hemeoxigenases (Chu et al., 1999). Além disso, o ferro desempenha
papel crucial para C. diphtheriae, pois sua baixa concentracdo desencadeia a
transcricdo da DT, regulada pela proteina repressora DtxR dependente das

concentracOes de ferro intracelular (Schmitt e Holmes, 1991).

15 AvacinaDTP

A vacina contra a difteria foi desenvolvida na década de 1920 utilizando a
toxina diftérica modificada por tratamento com formaldeido para a imunizagao, sendo
chamada de toxdide (Rappuoli e Malito, 2014). O uso do toxdide para imunizacao
ativa, comecou na décadade 1930 nos Estados Unidos e posteriormente na Europa e
levou a reducdo significativa no numero de casos de difteria dos paises
industrializados (Rappuoli e Malito, 2014). A partir da década de 1980, quando foi
amplamente administrada por todo o mundo, a difteria foi considerada o Unico
exemplo de doenca bacteriana quase eliminada como resultado direto da imunizacéo
ativa (Pappenheimer, 1977).

O protocolo original utilizado para a producdo do toxdide pela primeira vez
aindaé utilizado, com apenas pequenos novos refinamentos (Clarke et al., 2019). A

descoberta do toxoide tetanico fez com que houvesse uma investigacdo sobre a
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possibilidade de uma vacinacdo simultanea contra difteria e tétano usando as
respectivas anatoxinas (Chippaux, 2024). Desde a década de 1940, as criangas de
paises industrializados sdo imunizadas com uma vacina combinada contra difteria,
tétano e coqueluche (DTP), que se tornou uma das vacinas mais utilizadas e faz parte
do Programa Ampliado de Imunizacdo (PAI) da OMS desde 1974 (OMS, 2018). A
vacina com toxoide difterico também esta disponivel em combinagdo apenas com o
toxoide tetanico (dT) em duas formulagdes, com maior quantidadedo toxdide ou
menor para imunizacgdo de adultos e criangas ou adolescentes, respectivamente. A
partir da década de 1990, a vacina combinada DTPw (difteria, tétano e coqueluche de
células inteiras) passou a ser substituida pela DTPa (difteria, tétano e coqueluche
acelular) para imunizacdo infantil em grande parte do mundo (OMS, 2018).

A duracdo média da protecdo conferida pela vacina DTP é de cerca de 10 anos,
e a imunidade protetora pode ser reforgada pela administracdo de doses de reforgo
apos este periodo (OMS, 2018). A recomendacdo da OMS para a imunizacao contraa
difteria é a aplicacdo eficaz na infancia e manutencdo da imunidade durantetodo o
periodo de vida (OMS, 2018).

Apesar de a imunizagdo com toxoide ter sido muito bem-sucedida, diminuindo
significativamente o nimero de casos apos sua implementacdo (Clarke et al., 2019) a
difteria continua sendo uma ameaca em diversos lugares do mundo (Mattos-guaraldi
et al., 2003; Medugu et al., 2023).

1.6 Epidemiologia

A difteria foi uma das principais causas de morte na infancia na era pré-
vacinacao. A vacinacdo em larga escala contra a doenca foi implementada em toda a
Europa Ocidental, Rassia e América do Norte entre 1920 e 1950 (Zakikhany e
Efstratiou, 2012). No Brasil, a vacinacdo contra difteria comegou a ser administrada
em larga escala a partir de 1977 (Figura 5a), quando o pais a definiu como vacina
obrigatéria para menores de 1 ano de idade,conforme estabelecido pela Portaria
Ministerial n° 452, de 6 de dezembro (Ministério da Satde, 1998). Como consequéncia
desses programas de vacinacdo, a incidéncia global de difteria caiu em
aproximadamente 70% entre 1970 e 1980 e continuou a diminuir significativamente
(Figura 5b) (Galazka, Robertson e Oblapenko, 1995).



Cobertura vacinal da DTP no mundo 1980-2023
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Figura 5 - Situacéo epidemiologica da difteria no mundo. (A) Cobertura vacinal

da primeira e terceira dose da vacina DTP no mundo entre os anos de 1980 até 2022;

(B) Numero de casos reportados e incidénciade difteria no mundo entre os anos de

1980 ate 2022 (Fonte: WHO Immunization Data portal, 2024).
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Apesar da diminuicdo significativa de casos apds a implementacdo da
vacinacao, cepas toxinogénicas de Corynebacterium ainda sdo relatadas globalmente
e a doenca continua endémicaem alguns paises (Clarke et al., 2019). Além disso,
grandes epidemias de difteria ocorreram em diversas regides do mundo, como na
Russia durante a década de 1990. A propagac¢do da doenca para paises vizinhos, como
Finlandia, Suécia e Noruega (Skogen et al., 2000), resultou em um nimero alarmante
de casos, atribuido principalmente a auséncia de programas de imunizacéo,
consequéncia da desintegracdo da antiga Unido Soviética (Skogen et al., 2000).
Contudo, o numero de casos elevados e alta mortalidade persistiu durante 2001 e
2002, incluindo pacientes totalmente vacinados (Sharma et al., 2019).

Entre 2011 e 2015, a india teve o maior niimero de casos notificados por ano,
seguido pela Indonésia e Madagascar e entre 2016 e 2019, surtos de difteria foram
notificados em diversos paises, como Bangladesh, Iémen, Haiti e Venezuela e muitos
envolvem populacdes vulneraveis ou areas em que estdo ocorrendo conflitos sociais

e politicos (Figura 6) (Dandinarasaiah et al., 2013).

Nimero de casos de difteria por regides 1980-2023
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Figura 6 - Situacao epidemiolégica da difteria nas diferentes regides do mundo.
Evolucio do numero de casos de difteria reportados nas regides da Africa, Américas,
Pacifico Ocidental, Sudeste Asiatico, Europa e Mediterraneo Oriental no periodo de
1980 a 2023. (Fonte: WHO Immunization Data portal, 2024).
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Ha ainda uma subnotificagdo significativa de casos 8 OMS o que ressalta que
o verdadeiro nimero de casos da doenca é provavelmente subnotificado (OMS, 2018).
Esse aumentode casos demonstra potencial para surtos graves de difteria em
comunidades que tém uma grande popula¢do de adultos ndo imunizados e uma

fraca cobertura vacinal para criancas (Clarke et al., 2019).

No Brasil, ainda ocorrem casos de difteria em algumas regides (Figura 7),
como entre 2008 e 2009, quando foram confirmados 89 casos da doenca no Brasil (Dias
et al., 2011). Em 2010, em trés municipios do estado do Maranhdo, onde a cobertura
vacinal era de 56%, foram confirmados 27 casos de difteria, resultando em duas
mortes (Dias et al., 2011). Além disso, a difteria de natureza zoondtica causada por
Corynebacterium ulcerans tem se tornado mais prevalente em diferentes paises,
incluindo o Brasil (Dias et al., 2011).

Casos de difteria no Brasil 2000-2023

100+

Numero de casos

Figura 7 — Casos de difteria no Brasil entre 2000 e 2023. (Fonte: WHO

Immunization Data portal, 2024).
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Estudos recentes revelam uma impressionante diversidade de cepas de C.
diphtheriae, e um aumento alarmante na resisténcia antimicrobiana do
microrganismo, com um ndmero substancialmente maior de genes de resisténcia a
antibidticos na Gltima década (Will et al., 2021). MutacGes no gene da toxina também
foram demonstrados, com 18 variantes identificadas, algumas com impacto estrutural
de moderado a alto, o que poderia implicar significativamente na eficacia da vacina
atual contra difteria (Will et al., 2021).

Nos ultimos 20 anos, cepas de Corynebacterium ndo produtoras de DT
(NTCD) também tém sido relatadas como agentes causadores de doencas invasivas,
como endocardite, pneumonia, osteomielite e infeccdes relacionadas a cateteres,
principalmente em pacientes adultos, com varios casos resultando em 6bito (Tiley et
al., 1993; Gomes et al., 2009; Peixoto et al., 2016). Esses relatos sugerem que cepas
nédo produtoras de DT sdo capazes de causar doengas por meio de outros mecanismos

de viruléncia (Batista araujo et al., 2021).

1.7 Vesiculas extracelulares

Vesiculas extracelulares (VES) s@o particulas de tamanho variando de nano a
micro escala, delimitadas por bicamada proteolipidica que ndo possuem um nucleo
funcional, ou seja, ndo podem se replicar por si mesmas sendo liberadas por diferentes
tipos de células procaridticas e eucarioticas (Welsh et al., 2024). Estas nanoparticulas
sdo capazes de empacotar diferentes moléculas provenientes da célula parental, como
acidos nucleicos, proteinas, lipidios, virus, enzimas e toxinas e podem possuir
didmetro entre 20-400 nm (Kim et al., 2015). Em bactérias, desempenham diferentes
papeis, como na comunicacdo intercelular, envolvimento em processos fisioldgicos,
interagdes com o sistema imunitario, regulacdo do microambiente e na patogénese de
doengas (Buzas, 2023).

As VEs podem ser classificadas de acordo com sua biogénese, como 0s
ectossomos (particulas provenientes de compartimentos internos da célula) e os
exossomos (particulas provenientes da superficie celular) (Welsh et al., 2024),
entretanto, o uso de termos baseados na biogénese das VES vém sendo desencorajado
pela dificuldade de caracterizacédo definitiva desses subtipos sem que haja marcadores

moleculares universais para cada um deles. As VEs também podem ser classificadas
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de acordo com o tamanho de cada particula, VEs menores que 200 nm sdo chamadas
de pequenas VEs (do inglés small EVs), enquanto as maiores sdo chamadas de grandes
VEs (do inglés large EVs) (Welsh et al., 2024).

Em bactérias Gram-negativas, as VES séo originadas da membrana externa e
carregam componentes tanto periplasmaticos quanto citoplasmaticos. Embora a
producdo de VEs por bactérias Gram-positivas fosse considerada improvavel devido
a estrutura de sua parede celular, sua existéncia foi demonstrada em diversos estudos
(Lee et al., 2009; Rivera et al., 2010; Prados-rosales et al., 2014a; Briaud e Carroll,
2020). Estudos recentes indicam que a liberacao de VEs por bactérias Gram-positivas
comeca com o brotamento da membrana citoplasmatica, promovida por dominios
enriquecidos em lipidios especificos (Briaud e Carroll, 2020). Investigacdes
lipodémicas revelaram que a membrana citoplasmatica e as VES sdo compostas por
lipidios semelhantes (Briaud e Carroll, 2020). No entanto, diferencas na
predominancia dos tipos de lipidios das VEs e da membrana citoplasmatica foram
observadas (Briaud e Carroll, 2020). Por exemplo, as VESs de S. pyogenes apresentam
enriquecimento em fosfatidilglicerol e cardiolipina depletada quando comparadas
com a membrana citoplasmatica da bactéria (Resch et al., 2016). Estas variaces na
composicdo entre as membranas celulares e as VEs sugerem que a formacgéo das
vesiculas pode ocorrer em regides especificas da membrana citoplasmatica,
enriquecidas com determinados tipos de lipidios. Esta hipdtese é respaldada por
pesquisas em bactérias Gram-negativas, que demonstraram que uma distribuicdo
assimétrica de fosfolipidios na membrana externa é a principal for¢a que desencadeou
a vesiculacédo (Roier et al., 2016).

O mecanismo pelo qual as VEs atravessam a parede celular ainda nao é
completamente compreendido. No entanto, analises protebmicas por espectrometria
de massa revelam a presenca de proteinas ligantes a penicilina (PBPs) e autolisinas
em VEs, sugerindo que a modificacdo da parede celular desempenha um papel
fundamental na liberacdo dessas vesiculas (Wang et al., 2018). Estudos com cepas
mutantes deficientes na producdo de autolisinas e PBPs demonstram uma reducéo no
tamanho e na liberacdo de VEs, reforcando a importancia dessas proteinas nesse
processo (Wang et al., 2018).

As VEs desempenham um papel essencial em diversos mecanismos da
fisiologia bacteriana. Estdo envolvidas em processos como a transferéncia de DNA

cromossdmico bacteriano, revelada em Ruminococcus spp (Klieve et al., 2005) e,
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também, na transferéncia de genes mediando a infecgdo por bacteriéfagos, como
observado em Bacillus subtilis (Tzipilevich, Habusha e Ben-yehuda, 2017).

As VEs também podem contribuir para a sobrevivéncia e competicdo
microbiana, como demonstrado em VEs derivadas de Mycobacterium tuberculosis,
Streptomyces coelicolor e Staphylococcus aureus capazes de carrear fatores de
ligacdo ao ferro que contribuem para a sobrevivéncia bacteriana sob condi¢bes
limitadas de ferro (Lee et al., 2009; Schrempf et al., 2011; Jeon et al., 2016).

Foi demonstrada também a presenca de outros fatores de viruléncia nas VEs,
como a colagenase, que rompe a matriz extracelular (MEC) e de serina proteases, que
auxiliam na ruptura de barreiras fisicas (Surve et al., 2016), presenca de toxinas
(Rivera et al., 2010; Thay, Wai e Oscarsson, 2013), reforcando o papel destas
estruturas na fisiopatologia de diferentes microrganismos (Liu et al., 2018).

Além de atuarem na fisiologia bacteriana, sdo capazes de interagir com células
do hospedeiro. Evidéncias demonstram que podem ser internalizadas por células
eucarioticas por meio de endocitose (Kim et al., 2012) ou se fundir diretamente com
a membrana eucariotica (Thay, Wai e Oscarsson, 2013). Além da internalizagéo,
podem interagir com receptores do hospedeiro, como as VEs de Mycobacterium, que
possuem as proteinas LprG e LprA capazes de se interagir diretamente com o receptor
Toll-like 2 (TLR-2), influenciando na apresentacdo de antigenos pelo complexo
principal de histocompatibilidade do tipo Il (MHC-I1) (Prados-rosales et al., 2014c).

O potencial das VEs atribuivel a sua capacidade de modular células
hospedeiras juntamente com a possibilidade de modificar sua superficie por
bioengenharia as torna fortes candidatas na aplicacdo de terapias (Figura 8) (Micoli
e Maclennan, 2020). Estudos recentes apontam as VES como potenciais agentes
vacinais contra patdgenos bacterianos, ja que herdam padrdes moleculares associados
a microrganismos (MAMPS) de suas bactérias parentais e, consequentemente, podem
induzir uma resposta imunitaria contra patdgenos (Micoli e Maclennan, 2020). Além
de seus MAMPs, permitem interacdes com células apresentadoras de antigenos
(APCs) e podem ser fagocitadas pelas APCs (Micoli e Maclennan, 2020).

Vacinas baseadas em VEs foram licenciadas pela primeira vez para uso em
Cuba contra o sorogrupo B de Neisseria meningitidis (MenB) em 1987 (Sierra et al.,
1991) e, posteriormente foram empregadas com sucesso como vacinas para prevenir
surtos de meningococo do grupo B, na Noruega (Rosengvist et al., 1995) e na Nova
Zelandia (MeNZB) (Wedege et al., 2007). Desde entdo, vacinas candidatas baseadas



15

em VEs estdo em desenvolvimento em nivel pré-clinico contra diferentes patégenos
tais como Vibrio cholerae, Klebsiella pneumoniae, Bordetella pertussis, Salmonella
Typhimurium e Mycobacterium tuberculosis, e tém provado elicitar respostas imunes
humorais e celulares (Micoli e Maclennan, 2020).

Além de potenciais agentes vacinais, as VESs também vém sendo estudadas
como estratégia para o tratamento do cancer (Starnes, 1992; Nagakubo, Nomura e
Toyofuku, 2019; Li et al., 2020; Xie et al., 2022), como sistemas de entrega de drogas
(Witwer e Wolfram, 2021), agentes antibacterianos (Schulz et al., 2018) e como
biomarcadores para diagnosticar e monitorar diferentes doencas (Han et al., 2021),
mostrando o grande potencial e aplicabilidade destas estruturas como nanoparticulas.

Ainda ndo se sabe se C. diphtheriae é capaz de produzir VEs e 0 papel dessas
estruturas na patogénese da doenca.
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Figura 8 — Potencial de aplicabilidade das vesiculas extracelulares. As VEs sdo
fortes candidatas como (1) potenciais agentes vacinais, (2) estratégia para o
tratamento do cancer, (3) sistemas de entrega de drogas, (4) agentes antibacterianos e
(5) biomarcadores; (Fonte: Xie et al., 2022).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi investigar a producdo de VEs de C.
diphtheriae, focando em sua composicdo proteica e seu efeito em diferentes tipos

celulares.

2.2 Objetivos especificos

e Padronizar o método de isolamento das VEs de C. diphtheriae;

e Auvaliar os aspectos estruturais das VEs isoladas;

e Investigar a presenca de DT nas VEs através de SDS-PAGE e Western blotting;

e Investigar o efeito das VEs na atividade metabolica de diferentes tipos
celulares, incluindo macréfagos murinos, células de epitélio renal e
pneumdacitos humanos;

e Investigar a capacidade das VEs de ativar macréfagos murinos analisando a

producéo de oxido nitrico e citocinas.

3. METODOLOGIA

3.1 Isolamento de vesiculas extracelulares

3.1.1 Condicdes de cultivo

As VEs de C. diphtheriae foram obtidas seguindo os procedimentos
estabelecidos em Informagbes Minimas para o Estudo de Vesiculas Extracelulares
(Minimal information for studies of extracellular vesicles, MISEVV2023) com algumas
modificacbes (Witwer et al 2013; Welsh et al. 2024). Para o isolamento das VEs, foi
utilizada a amostra atoxinogénica de C. diphtheriae ATCC 27010 ou a amostra
toxinogénica de C. diphtheriae ATCC 27012-.

Para o preparo do pré-indculo, aliquotas de 20 uL das bactérias estocadas a -
20°C foram inoculadas em 3 tubos de ensaio contendo 5 mL de caldo triptona de soja
(Trypticase Soy Broth, TSB, ISOFAR) e incubados a 37°C por 24h. Este volume foi
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inoculado em um Erlenmeyer contendo 150mL de TSB e incubado por 24 h a 37°C
sob agitacdo de 125 RPM (Incu-Shaker, Benchmark). Apo6s a incubacao, os 150 mL
de crescimento bacteriano foram adicionados em um novo Erlenmeyer contendo
1350mL de TSB, seguido de uma nova incubagdo por mais 24 h a 37°C, sob agitacéo
de 125 RPM (Incu-Shaker, Benchmark).

3.1.2 Isolamento das VEs

O volume total do caldo contendo o crescimento bacteriano foi adicionado em
tubos de centrifuga de 500 mL (Nalgene) e uma centrifugacdo de alta velocidade a
12.000 g/10 min/4 °C (Hitachi CR21GlI, Himac; Rotor R10A3, Himac) foi realizada.
Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi filtrado em um sistema de filtragdo a vacuo
(JetBiofil, Membrana PES, 0,22um) com auxilio de uma bomba de vacuo (121 -
Prismatec).

Foi adicionado ao sobrenadante filtrado azida 1M (1:1000 - v/v) para evitar
contaminacdo e o material foi submetido a uma filtracdo de fluxo tangencial em um
sistema VivaFlow (Vivaflow® 200 TFF, 100kDa). O VivaFlow (Figura 9) € um
sistema que realiza a concentracdo e ultrafiltracdo da amostra através de um fluxo
tangencial, conhecido como TFF (Tangential Flow Filtration), por meio de uma
tubulacdo e uma bomba peristaltica. O cassete possui uma membrana de 200 cm? de
polietersulfona nao-estéril, possuindo tamanho de poro de 100 kDa. Inicialmente, o
sistema do VivaFlow foi montado acoplando as tubulagdes/mangueiras e a bomba
peristaltica Masterflex L/S ao cassete. O sobrenadante foi recirculado e concentrado
durante aproximadamente 3 horas no sistema até que o volume do concentrado se

reduzisse até 40 mL.
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Figura 9 — Sistema VivaFlow. Cassete acoplado as mangueiras € a uma bomba

peristalticaMasterflex L/S (Fonte: Imagem criada com BioRender).

Os 40 mL finais concentrados resultantes do processo foram adicionados em
dois tubos de policarbonato de 26,3 mL (Beckman, 355618) e foram, entdo,
ultracentrifugados em uma ultracentrifuga (Beckman, Optima™ LE-80K, Rotor tipo
70 Ti de angulo fixo - 355618) a 100.000g por 1h a 4°C. ApGs esse processo, 0
sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi ressuspendido em PBS estéril para
ser centrifugado a 15.000g por 10 min. a 4°C para eliminar os debris restantes. O
pellet formado foi descartado, o sobrenadante foi avolumado para 20 mL e
ultracentrifugado novamente pelo mesmo processo descrito anteriormente. Ao final
da segunda ultracentrifugacgéo, o sobrenadante foi descartado e o pellet contendo VEs
foi ressuspendido no menor volume de PBS estéril possivel (~200puL) para a obtencdo
de um material mais concentrado. A concentracdo de proteinas totais foi dosada
(Thermo, Pierce™ BCA-23227) e as VEs foram estocadas em um freezer -80°C na
presenca de penicilina-streptomicina (100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
streptomicina) (Figura 10).

S
Bactéria — ~ / J
i’ - | gos i
o v ' E
| -l =
C. diphtheriae 8.000 RPM/ 0.22 uM VivaFlow 100.000g/1h/4°C
5min/4°C filtragdo (2X)

Figura 10 — Esquema do protocolo adaptado para isolamento e purificacdo de

Vesiculas Extracelulares (Fonte: Imagem criada com BioRender).

3.2 Analise estrutural de vesiculas extracelulares

3.2.1 Microscopia Eletrénica de Transmisserdo (MET)

A morfologia e o tamanho das VEs foram determinados por microscopia
eletronica de transmissdo (TEM) utilizando a técnica de coloracdo negativa (Vargas
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et al., 2020). Este ensaio foi realizado em colaboragdo com o Dr. Jhon Jhamilton
Artunduaga Bonilla sob supervisdo do Dr. Leonardo Nimrichter do Laboratério de
Glicobiologia de Eucariotos (IMPG, UFRJ). Em resumo, 5 uL de VEs foram
adsorvidas por 30 seg. em um filme de Formvar (Ted Pella, Inc.) em uma grade de
cobre de malha 300 revestida com carbono. O excesso foi removido utilizando papel
de filtro. Em seguida, as amostras foram coradas com acetato de uranila a 2,5% (Ted
Pella, Inc.) por 30 segundos. As VEs foram visualizadas utilizando um microscopio
eletrénico de transmissdo (FEI Tecnai Spirit) operado a 120 kV. O software ImageJ
(versdo 1.53K) foi utilizado para medir o diametro das VEs.

3.2.2 Andlise de rastreamento de nanoparticulas por Zetaview

Os tamanhos das VEs foi estimado utilizando o analisador de rastreamento de
nanoparticulas ZetaView (NTA; Particle Metrix GmbH, Inning am Ammersee,
Alemanha) (Valdez et al., 2023). Este ensaio foi realizado em colabora¢do com o Dr.
Alessandro F. Valdez sob supervisdo do Dr. Leonardo Nimrichter do Laboratorio de
Glicobiologia de Eucariotos (IMPG, UFRJ). Para as medicdes, as amostras foram
diluidas em PBS estéril (1:1000 - v/v) para obtencdo de uma concentracdo ideal de
particulas para a analise pelo software NTA (ZetaView Software versdao 8.02.31,
Particle Metrix GmbH). Os parametros que foram utilizados na anélise foram a
temperatura a 23°C, a sensibilidade de 30-85 frames por segundo (fps), uma
velocidade do obturador de 55 ms e uma duracao do pulso do laser igual a duracdo do
obturador. Os parametros de aquisicdo foram definidos com um brilho minimo de 20
unidade de brilho arbitraria (UBA) um tamanho méximo de 200 pixels e um tamanho
minimo de 5 pixels. Particulas de poliestireno (Microtrac GmbH, Haan, Alemanha)
com um tamanho médio de 100 nm foram utilizadas paracalibrar o instrumento antes
das leituras das amostras. Os dados foram analisados utilizando o software ZetaView
(versdo 8.02.31) e o GraphPad Prism 7 (GraphPad, CA, EUA). Para os graficos de
distribuicdo de tamanho, o nimero de particulas detectadas em cada ponto foi
normalizado para o nimero total de particulas em cada amostra, e os resultados foram
expressos como o numero relativo de particulas/mL. Essa normalizacdo foi realizada

para facilitar a visualizacdo da distribui¢do de tamanho entre 0s grupos.
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3.3 Analise de contetido proteico das VES

3.3.1 SDS-PAGE

O contetdo de proteinas totais das VEs, foi inicialmente analisado por
eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970). Para o preparo das VEs, uma aliquota correspondente a 30 pg/mL
foi separada, adicionada ao tampéao da amostra 2X e fervida a 96°C por 10 min. As
VEs foram aplicadas ao gel de poliacrilamida 12%, para separacdo eletroforética a
200V (PowerPac Basic power supply - Biorad) por aproximadamente 1h30min. Em
seguida, o gel foi corado com Coomassie Blue R-250 (45% metanol; 10% Acido
acético; 45% agua deionizada; 3g/L Coomassie blue R-250, Sigma) overnight, 4°C e
descorado em solucdo descorante (10% &cido acético; 50% agua deionizada; 40%

metanol) para observacédo e registro fotografico.

3.3.2 Deteccdo da toxina diftérica por Western blotting (WB)

A pesquisa da presenca de DT nas VEs purificadas foi realizada por WB.
Aliquotas de 30ug de VEs e 15 pg de toxina diftérica purificada (Sigma), ambas na
presencga ou auséncia do redutor de ligagdes dissulfeto, B-mercaptoetanol (21985-023,
Gibco), foram separadas por SDS-PAGE. Em seguida, as proteinas foram transferidas
para membranas de nitrocelulose (0,2 um, Bio-Rad), em tampdo de transferéncia (25
mM Tris, 192 mM glycine, pH 8.3, 20% methanol (vol/vol)) por 1h30 a 250mA. Apds
a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com uma solucdo de 3% de leite
desnatado em tampdo TBS-T (Tris-buffered saline com Tween 20) por 1 h a
temperatura ambiente (TA) paraprevenir ligacGes inespecificas. Em seguida, as
membranas foram incubadas com o anticorpo primario anti-toxina diftérica [11D9]
(Abcam, ab53827) diluido na proporcao de 1:2000 em PBS (3% BSA; 0,1% tween
20). Apos a incubagdo overnight a 4°C as membranas foram lavadas trés vezes com
TBS-T. As membranas foram entdo incubadas com o anticorpo secundario anti-lgG
mouse HRP (Jackson ImmunoResearch, 115-035071) diluido a 1:10.000 em TBS-T
com 3% de leite desnatado, por 1h. em temperatura ambiente. Apds esta incubacéo, a
membrana foi novamente lavada trés vezes com TBS-T, e a deteccdo das bandas foi

realizada utilizando um substrato de quimioluminescéncia ECL (Thermo Scientific™,
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32109) em um equipamento ImageQuant™ LAS 500.

3.3.3 Protedmica

Para identificacdo do contetdo proteico das VEs purificadas foi realizada
analise cromatografica em colaboracdo com a equipe Centro de Espectrometria de
Massas de Biomoléculas (CEMBIO) do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho
(IBCCF-UFRJ). Nesta analise, foram utilizadas VEs da cepa atoxigénica (ATCC
27010) devido a auséncia da toxina diftérica, o que as torna uma op¢do mais segura
para manipulacdo em laboratério e mais adequadas para o desenvolvimento de
imunobioldgicos, uma vez que VES que carreiam a toxina podem néo ser desejaveis
para esta finalidade. Para isso, 100 pg/mL de VEs foram misturadas a 200 uL. de uma
solucdo (100 mM Tris HCI pH 8,6; 1% desoxicolato de sédio (DOC)), seguido de
incubagdo 60°C/10min. Em seguida 800 uL de metanol, 200 uL de cloroférmio e 550
uL de agua foram adicionados e a amostra foi centrifugada (14.000g/5min/TA). O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 600 pul de metanol e a
centrifugacéo foi repetida. O pellet restante foi ressuspendido em 100 pL da solucéo
inicial (100 mM Tris HCI pH 8,6; 1% DOC). As proteinas foram dosadas, reduzidas
com 10 mM de Ditiotreitol (DTT) e incubadas 60°C/1h. As proteinas foram alquiladas
com 20 mM foi acido indol-3-acético (IAA) e incubadas TA/30min no escuro.
Tripsina (1:30) foi adicionada e a amostra foi incubada TA/18h no escuro. Apés a
incubacdo, 1% de &cido trifluoroacético (TFA) 10% foram adicionados e a amostra
foi centrifugada (14.000 g/ 1 min/ TA). O sobrenadante foi separado em um novo tubo
e a dosagem de peptideos foi realizada. Uma aliquota de 10 pg foi submetida ao zip
tip e a amostra passou por secagem no rotaevaporador. A amostra foi ressuspendida
em acido férmico 0,1% para 0,5 pug/ pL e aplicada em um sistema de cromatografia
liquida NanoElute 2 (Bruker) em fase reversa com coluna C18 (15 cm x 75 um 1,9
um — Bruker) a 45°C. A corrida cromatografica foi realizada no modo eluigéo por
gradiente com fluxo de 0.2 pL/min, iniciando com fase movel A (d&gua com é&cido
férmico 0,1%) a 98% e finalizando com fase movel B (acetonitrila com acido formico
0,1%) a 95%.

O detector utilizado para a analise foi 0 espectrdometro de massas Maxis Impact
(ESI-Q-TOF — Bruker), programado no modo de aquisi¢cdo dependente de dados
(DDA/AutoMS), com isolamento/fragmentacao de 20 precursores por ciclo. A fonte
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de ionizagdo foi um nanoEletrospray com pressdo de nebulizacdo de 0,4 bar e com
polaridade positiva. A faixa de varredura foi de 70-2200 m/z. Os resultados foram
analisados usando o software MaxQuant e comparados com o0 banco de dados
protedmico de Corynebacterium diphtheriae do Uniprot (KAEWSEEKHAO et al.,
2023).

3.4 Ensaios de atividade biolégica das VEs

3.4.1 Ensaio de atividade metabdlica

O efeito bioldgico das VEs purificadas na atividade metabdlica foi testada nas
seguintes células: macréfagos murinos RAW ATCC 264.7 e AMJ2C11 ATCC CRL-
2456, epitélio renal de macaco VERO ATCC CRL1586 e pneumocitos humanos
ATCC A549 CCL-185. Os tubos armazenados em nitrogénio liquido contendo cada
linhagem celular foram descongelados, centrifugados (360 g/5 min/4°C — centrifuga
5804R, rotor S-4-72, Eppendorf) e os pellets ressuspendidos em meio DMEM
suplementado (Dulbecco's Modified Eagle Medium; 10% soro fetal bovino; 100 U/mL
de penicilina e 100 pg/mL de streptomicina) , seguido de uma incubagdo a 37°C e 5%
CO2. O meio DMEM suplementado foi trocado a cada 48h até que as células
atingissem confluéncia de 80%. Os macrofagos RAW foram removidos das garrafas
com o auxilio de um cell scraper. As células VERO e A549 foram removidas com
tripsina 0,05% (Gibco). Em seguida, todas foram centrifugadas (360 g/5 min/4°C —
centrifuga 5804R, rotor S-4-72, Eppendorf), ressuspendidas em DMEM
suplementado e uma aliquota de 10 pL da suspensdo foi misturada ao azul de tripan
para determinacdo do nimero de células viaveis.

Para o ensaio, 5x10* células foram adicionadas em cada poco de uma placa de
poliestireno de 96 pocos (Corning® 96-well Clear Flat Bottom Polystyrene, 3599) com
volume final de 200 uL de DMEM suplementado. Apds 24h, as células foram
estimuladas com DMEM suplementado contendo diferentes concentragdes (2,5, 5, 10,
17,5, 20 ou 30 pg/mL) de VEs provenientes da cepa atoxinogénica ATCC 27010 ou
da cepa toxinogénica ATCC 27012, ou tratadas com Triton 1% para induzir morte
celular ou ndo foram estimuladas (NE). Uma DT comercial (Sigma) também foi
utilizada nas concentragdes de 5 e 10 pg/mL como um controle para atividade da DT.

Apbs do 24, 48, 72 ou 96h. do estimulo realizado, o sobrenadante foi


https://www.atcc.org/products/ccl-185
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desprezado e foram adicionados a placa 200uL de DMEM suplementado e 10uL do
reagente Tetrazolio de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT, 5mg/mL
em PBS 1x) (fabricante) e a placa foi incubada a 37°C por 4 h. Apos o periodo de
incubacéo, foram adicionados aos pocos 50uL de dimetilsulfoxido (DMSO) (D2438,
Sigma), seguido de nova incubacdo de 30 min. a 37°C. Apds a incubacéo, a leitura foi
realizada em leitor de placas (Thermo Scientific Multiskan GO Microplate
Spectrophotometer) a 570 nm. A atividade metabdlica celular foi detectada atraves da
formacdo de um pigmento roxo correspondente a capacidade que enzimas
mitocondriais das células possuem, quando metabolicamente ativas, de reduziro MTT

(corante amarelo) em um produto insoltvel de formazana de cor purpura.

3.4.2 Ensaio de dosagem de 6xido nitrico

Para o ensaio de dosagem de 6xido nitrico, os macréfagos RAW ATCC 267.4
ou AMJ2C11 ATCC CRL-2456 foram adicionadas em placa de 24 pogos (Corning,
351147) com volume final de 500 pL de DMEM suplementado (5x10° céls/pogo).
ApGs 24h, as células foram estimuladas com VEs (5, 10 ou 20ug/mL), por 24h, 48h e
72h. O LPS (Sigma) foi utilizado na concentracao de 1 pug/mL como controle positivo.
Em seguida, 50 pL do sobrenadante das células estimuladas anteriormente e a curva
padréo foram adicionadas em uma nova placa e 50 pL do reagente de Griess (2,34%
acido fosforico; 0,1% di cloridrato de N-1 naftalenodiamina; 1% sulfanilamida) foi
adicionado em todos os poc¢os. A leitura foi realizada em leitor de placas (Thermo

Scientific Multiskan GO Microplate Spectrophotometer) a 540 nm.

3.4.3 Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Para a deteccdo da producéo de citocinas TNF-a, IL-10 e IL-12 foi realizado
0 ensaio imunoenzimatico (ELISA), seguindo as instru¢bes do fabricante para cada
kit (Cat. n® 88-7324-88; Cat. n° 88-7064-88, Cat. n° 88-7105-88, Cat. n° 88-7121-
88; Thermo Fisher Scientific). Em um microplaca de 96 po¢os foram adicionados 25
pL do anticorpo de captura para cada uma das citocinas e a placa foi incubada por
18h. a 4°C. Apos a incubacao, a placa foi lavada com PBS tween (0,05%), sequido de

um bloqueio com 175 pL de Elisa diluent (solugdo diluida de 1:5 de acordo com o
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fabricante) por poco e a placa foi incubada por 1 h. em temperatura ambiente. Apds a
incubacdo, a placa foi lavada novamente. A curva padrdo correspondente a cada
citocina e as amostras foram adicionadas a placa, que foi incubada por 18 h. em TA.
O LPS (Sigma) foi utilizado na concentragcdo de 1 pg/mL como controle positivo.
Apos a incubagdo, a placa foi lavada novamente e 25 pL do anticorpo de detecgdo para
cada citocina foi adicionado aos pocos e a placa foi incubada por 1 h. em TA. Apds
ser lavadanovamente, foram adicionados aos pocos 25 pL de enzima
(avidina/estreptavidina) por 30 min. Por fim, a placa foi lavada e 50 uL do substrato
5,5'-tetrametil-benzidina (TMB) foi adicionado em todos 0s pogos. As placas foram
lidas no leitor de placas (Thermo Scientific Multiskan GO Microplate

Spectrophotometer) a 650 nm.

3.4.4 Anélises estatisticas
Os valores de n e 0 que eles representam podem ser encontrados em cada legenda
das figuras. As andlises estatisticas foram realizadas com o software Prism 8.0,
utilizando ANOVA seguida do teste de Newman—Keuls—Student. Valores de P < 0,05
(teste bicaudal) foram considerados significativos.

4. RESULTADOS

4.1 Andlise estrutural de VEs de C. diphtheriae

A primeira andlise visual realizada apds a purificacdo das VES permitiu a
observacdo de fluorescéncia no material apds exposicdo a luz UV (Figura 11a). A
andlise, atraves de microscopia eletronica de transmissdo (TEM), das VEs revelou
vesiculas esféricas intactas de formato tipico (Figura 11b). As amostras também foram
analisadas por DLS (dinamic light scattering) para obtencéao da distribui¢do de tamanho
das vesiculas em seu estado nativo. Os didmetros encontrados viariaram de 15 a 315
nm, o didmetro medio das vesiculas foi de 92.8 nm e as VEs de 100nm foram as mais

abundantes por mL (Figura 11c).
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Figura 11 — Andlise estrutural de VEs de C. diphtheriae. (A) Pellet de vesiculas ap6s
ultracentrifugacdo ressuspenso em PBS estéril mostra fluorescéncia; (B) TEM dos
pellets de vesiculas mostra VEs esféricas intactas; (C) DLS mostra uma variagao de 15
a 315 nm e tamanho médio de 92.8nm.

4.2 Andlise de conteludo proteico das VESs

4.2.1 SDS-PAGE

O conteldo de proteinas totais das VEs foi analisado por meio de SDS-PAGE
seguido de coloracdo com o corante azul de Coomassie (R-250). A anélise revelou a
presenca de diversas bandas proteicas, que se apresentaram de forma consistente em
outras analises semelhantes, sugerindo a conservagdo do perfil proteico nas VESs
purificadas (Figura 12).

Figura 12 — Analise de VEs purificadas de C. diphtheriae ATCC 27010 por SDS-
PAGE. Imagem representativa do perfil proteico de VEs de C. diphtheriae ATCC
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27010, que parece consistente em todas as repeti¢des do ensaio; PM, padréo de peso

molecular; gel 12%.

4.2.2 Deteccao da toxina diftérica por Western blotting

A andlise da presenca da DT nas VEs foi realizada por meio de Western
blotting, utilizando o anticorpo monoclonal de camundongo anti-toxina diftérica
[11D9] (Abcam, ab53827). Uma DT purificada comercial (Sigma) foi utilizada como
controle positivo do ensaio. Os resultados demonstraram a presenca da DT integra (63
kDa) nas VEs da cepa toxinogénica ATCC 27012, enquanto nenhuma deteccdo foi
observada na cepa ndo toxinogénica ATCC 27010. O fragmento A (24 kDa) foi
identificado exclusivamente em condic¢des desnaturantes, ou seja, quando as amostras
foram tratadas com [-mercaptoetanol (Figura 13). Estes resultados parecem
demonstrar que a DT esta presente nas VES provenientes de cepas toxinogénicas e

ausentes nas VES de cepas atoxinogeénicas.

Figura 13 — Deteccdo da toxina diftérica (DT) nas VEs isoladas de C. diphtheriae
produtor ou ndo de toxina. PM, padrdo de peso molecular; DT ¢/ 3, DT purificada
(15n9) na presenga de B-mercaptoetanol; DT s/ B, DT purificada (15ug) na auséncia de
B-mercaptoetanol; CdiVE 27010 c/ B, vesiculas extracelulares purificadas da cepa
atoxinogéncia 27010 na presenga de P-mercaptoetanol (30ug); CdiVE 27010 s/ B,
vesiculas extracelulares purificadas da cepa atoxinogéncia 27010 na auséncia de B-
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mercaptoetanol (30ug); CdiVE 27012 c/ B, vesiculas extracelulares purificadas da cepa
toxinogéncia 27012 na preseng¢a de B-mercaptoetanol (30ug); CdiVE 27012 s/ B,
vesiculas extracelulares purificadas da cepa toxinogéncia 27012 na auséncia de -

mercaptoetanol (30ug); gel 15%.

4.2.3 Proteébmica das VEs de C. diphtheriae

Uma andlise preliminar de protedmica das CdiVEs provenientes da cepa
atoxinogénica (ATCC 27010) identificou a presenca de 123 proteinas, conforme
detalhado na Tabela 1, que inclui a lista completa das proteinas encontradas, juntamente
com suas respectivas identificacdes, intensidades e pesos moleculares (PM). Do total de
proteinas foi possivel identificar diferentes fatores de viruléncia. Entre eles, destacam-
se algumas, como a catalase, a septicolisina e a proteina bigA. Além disso, foram
identificadas subunidades fimbriais ancoradas na superficie (spaD e spaF), proteinas
relacionadas a aquisicéo de nutrientes, como a ferritina e proteinas de transporte de ferro
e zinco, incluindo proteinas de ligacdo ao transportador ABC e sideroforo de ferro.
Também foram detectadas enzimas antioxidantes, como superdéxido dismutase [Zn] e
[Mn], e proteinas envolvidas na manutencdo celular, como chaperonin GroEL 1 e

proteina da familia PspA/IM30. Além de diversas proteinas associadas a fisiologia

bacteriana.
Nome da proteina Intensidade PM (kDa)
Alfa-1,4-glucano fosforilase 1392800000 92,068
Ferritina 452550000 18,041
Catalase 191070000 57,951
Glutamina sintetase 119090000 53,891
Enolase 67518000 45,029
Proteina de protegao de fase estacionaria / inanicdo de DNA Dps 63512000 18,433
Proteina de biossintese de molibdopterina MoeB 45910000 36,848
NADH desidrogenase / oxidorredutase dependente de FAD 26447000 49,356
Superéxido dismutase [-Zn] / Proteina da familia Superéxido dismutase 23769000 20,292
Ni/Fe-hidrogenase subunidade O do citocromo tipo B 21111000 43,754
Glutamato desidrogenase 18677000 49,079
Chaperonina GroEL 2 18147000 57,205
Subunidade da 5-fosfato sintase piridoxal PdxS / Subunidade da 5-fosfato sintase liase piridoxal Pdx 17970000 31,34
Superéxido dismutase [Mn] / Superéxido dismutase 17571000 21,887
Proteina da familia PspA/IM30 / Proteina ndo caracterizada 16894000 30,774
Enzima de ramificacdo 1,4-alfa-glucana GlgB 15432000 82,603
Diidroorotase 14307000 47,994

Septicolisina 14011000 17,600




Hidroperdxido de alquila redutase AhpD

Polipeptideo repressivel de ferro (redutase putativa) / peroxirredoxina
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase / Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase tipo |

23S rRNA (Guanosina(2251)-2'-O)-metiltransferase RImB / SpoU rRNA Proteina da familia da metilase
Proteina de membrana / proteina contendo dominio DUF5129

Polirribonucleotideo nucleotidiltransferase

Ribonuclease J

Protease

Chaperonina GroEL 1

Subunidade fimbrial ancorada na superficie

Difosfato quinase nucleosideo

Proteina de ligagdo ao ATP do transportador ABC

Proteina de membrana / Proteina secretada

Proteina de ligacdo ao sistema de transporte de ferro (secretada) / Proteina de ligagao ao sider6foro de ferro
Proteina secretada / Proteina ndo caracterizada

Antigénio secretado / Trealose corinomicolil transferase C

proteina contendo dominio DUF2505

Proteina ndo caracterizada

Regulador transcricional da familia LytR

Proteina de ligagdo ao substrato do transportador ABC / Proteina secretada de ligagdo ao aglicar
Frutose-bifosfato aldolase / Frutose-bifosfato aldolase classe 1

O sistema de transporte ABC exportou proteina / proteina de ligagao ao substrato do transportador ABC de zinco
Proteina chaperona DnaK

Subunidade beta da ATP sintase

Helicase

Proteina A da camada superficial / Esterase

Subunidade catalitica aspartato carbamoiltransferase / aspartato carbamoiltransferase
Proteina de subunidade ribossdmica grande uL2 / proteina ribossomal L2

Serina protease

Inosina-5-monofosfato desidrogenase / IMP desidrogenase

Proteina de transporte de ligagdo ao substrato

Malato desidrogenase

Hidrolase

Proteina bigA de viruléncia exposta a superficie

Ribose-fosfato difosfoquinase / Ribose-fosfato pirofosfoquinase

Receptor de ferrisider6foro Irp6A / proteina de ligagéo ao substrato do transportador ABC
Subunidade alfa da RNA polimerase DNA-dependente

Fator de alongamento Ts / Fator de alongamento de tradugdo Ts

Proteina de subunidade ribossdmica pequena uS17 / 30S proteina ribossomal S17

Cisteina sintase / Cisteina sintase A

Proteina de subunidade ribossdmica grande bL12 / proteina ribossomal L7/L12
Subunidade 2 da citocromo ¢ oxidase / Citocromo B

Alfa-1,4-glucano:maltose- 1-fosfato maltosiltransferase (GMPMT)

Aminopeptidase da familia M18

Aldeido desidrogenase / succinato-semialdeido desidrogenase dependente de NAD
Proteina de membrana / proteina contendo dominio DUF418

Subunidade beta da RNA polimerase dirigida por DNA

Dihidrolipoila desidrogenase (LPD)

Mureina transglicosilase endolitica / Transglicosilase endolitica MItG

Proteina de subunidade ribossdmica pequena uS9 / 30S proteina ribossomal S9

12790000
10071000
9996300
9872000
9702400
7013800
6560600
6198900
5979000
5963500
5306500
4925700
4772100
4619000
4389800
4232200
4122800
4086300
3925600
3846600
3744200
3607400
3600300
3575000
3451200
3344000
3340900
2954800
2705800
2666200
2515500
2492900
2461300
2201800
2180800
1994100
1980500
1973500
1934100
1848100
1783600
1636900
1612200
1353800
1282000
1211400
1062900
984290
975180
962740
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18,814
22,365
36,212
33,724
53,688
81,266
74,369
33,595
56,771
61,235
14,801
33,167
19,592
32,238
9,967
69,765
17,868
4,785
51,440
43,528
37,256
34,282
65,834
52,262
83,983
38,302
34,11
31,094
43,809
53,32
58,150
34,976
39,574
31,014
35,357
43,101
36,974
29,463
10,519
32,659
13,213
40,467
75,388
48,35
50,187
34,558
147,984
50,153
41,17
19,112




Proteina de subunidade ribossdémica pequena bS16 / 30S proteina ribossomal S16

Tiorredoxina

Proteina de subunidade ribossomica grande uL15

Peptidase / Proteina Secretada

UPF0182 proteina DIP0733 / proteina da familia UPF0182

Proteina de subunidade ribossdémica grande bL20 / 50S proteina ribossomal L20

Proteina de membrana / proteina de ligagdo ao substrato transportador ABC de zinco

Subunidade alfa da ATP sintase

Glicose-6-fosfato isomerase (GPI)

Lipoproteina LpgE

Proteina reguladora de nitrogénio / regulador de nitrogénio da familia P-11

Sistema PTS, componente 1LABC especifico para glicose / subunidade transportadora de beta-glicosideo PTS EIIBCA
Proteina de membrana / Proteina ndo caracterizada

Cadeia beta 1 da propionil-CoA carboxilase / Subunidade beta da acil- CoA carboxilase / Metilmalonil- CoA carboxiltran
Peptidase M13

Subunidade fimbrial ancorada a superficie / spaF

Proteina secretada do sistema de transporte ABC / Proteina de ligagdo ao substrato do transportador ABC de metionina
ATP fosforibosiltransferase (ATP-PRT)

IMP desidrogenase / Proteina contendo dominio GMP redutase / Proteina relacionada a desidrogenase IMP da familia G
Proteina de ligagdo ao DNA de fita simples

Subunidade de flavoproteina da succinato desidrogenase / succinato desidrogenase

Proteina de subunidade ribossémica grande bL17 / 50S proteina ribossomal L17

Subunidade de diidroxiacetona quinase / subunidade da DhaK (diidroxiacetona quinase)

Proteina secretada do sistema de transporte de peptideo / proteina de ligagdo ao substrato do transportador ABC
Proteina de subunidade ribossdémica grande uL11 / 50S proteina ribossomal L11

Subunidade SecD da proteina translocase

Aminotransferase de aminoacidos de cadeia ramificada (BCAT)

Piruvato desidrogenase / Piruvato oxidase

Peptidil-prolil cis-trans isomerase (PPlase)

Prolil aminopeptidase / Prolina iminopeptidase

Desidrogenase

Proteina secretada / Proteina de ligagdo ao substrato do transportador ABC de ferro ou zinco

Fator de alongamento Tu

Fator de gatilho (TF)

Proteina secretada / Proteina néo caracterizada

Subunidade de ferro-enxofre de Rieske do complexo de citocromo bcl / Ubiquinol-citocromo ¢ redutase ferro-enxofre
Sédio: antiportador de prétons / dicarboxilato / aminoacido: transportador catidnico

Coproheme descarboxilase

Proteina exportada / proteina contendo dominio de tiorredoxina / MdbA

Subunidade b da ATP sintase

Policetideos sintase tipo | / Sintase de &cidos graxos

Transaldolase

Proteina férrica semelhante & nitrobindina

Fosforibosilaminoimidazol-succinocarboxamida sintase / purC / Fosforibosilaminoimidazolesuccinoca

Proteina relacionada ao estresse / Proteina universal do estresse

Proteina secretada / proteina de ligagdo ao substrato transportador ABC

Esterase / Trealose corinomicolicil transferase B / cmtB

DNA topoisomerase 1

Subunidade de cobaltoquelatase CobN / proteina relacionada a biossintese de cobalamina
1,4-di-hidroxi-2-naftoil- CoA sintase / menB

Desoxiuridina 5'-trifosfato nucleotidohidrolase (dUTPase)

Fosfoenolpiruvato carboxiquinase [GTP]

Micotiona redutase

Protegdo do DNA durante a proteina de fome / Proteina de protegao de fase estacionéria / fome de DNA

Proteina primossomal

916030
907050
861470
849860
818890
802880
797090
702520
664480
662030
625170
609650
555660
552450
518650
515090
504760
490240
475460
466790
462850
441070
431210
428210
378360
365990
346290
322000
300060
279930
275900
271090
269360
258050
257920
248640
247810
239160
195760
191430
179500
175510
166930
166180
164990
162870
145790
112430
91827
87038
72823
68680
0
0
0

16,985
11,825
15,632
28,563

108,774
14,652
35,790
58,215
59,411
19,213
12,197
71,599
34,651
58,271
73,695

110,282
31,280
30,481
40,525
20,022
74,439
16,962
345518
57,408
15,077
62,422
39,919
62,497
19,197
45,852
20,370
34,900
43,944
49,515
15,636
44,957
45512
27,230
26,600
21,009

313,950
38,850
23,825
33,170
15,246
52,466
36,077
106,551
133,598
32,252
16,404
67,353
50,573
18,223
45214
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Tabela 1 - Andlise protedmica de VEs de C. diphtheriae ATCC 27010 mostra um

perfil de 123 proteinas totais detectadas.

As proteinas identificadas foram ainda organizadas em diferentes grupos com
base em dois critérios principais: suas localizagdes subcelulares (Figura 14a) e suas
categorias funcionais (Figura 14b). Em relacdo as localiza¢Ges subcelulares, 39% das
proteinas detectadas sdo citoplasmaticas, 23% estdo associadas a membrana, 5% séo
secretaveis, 4% sdo periplasmaticas, 1% estdo na superficie celular e 1% no nucleoide.
Além disso, 27% das proteinas ndo tiveram sua localizac&o subcelular definida e foram
classificadas como desconhecidas.

As proteinas também foram agrupadas de acordo com suas categorias
funcionais. Em relacdo a essas categorias, 13% das proteinas foram classificadas como
fatores de viruléncia, 48,78% das proteinas foram associadas ao metabolismo e
catabolismo, 23,27% das proteinas foram relacionadas a sintese e processamento de
proteinas e acidos nucleicos, 13% das proteinas foram associadas ao transporte de
moléculas e 8,94% das proteinas estdo envolvidas na resposta ao estresse e defesa. Alem
disso, 3,25% das proteinas foram classificadas em Sintese de Parede Celular e Processos

Relacionados e 13% das proteinas ndo possuem sua funcéo caracterizada.

A B
Desconhecido Desconhecido
Periplasma Biossintese de parede celular
Proteinas secretaveis Resposta ao estresse
Superficie celular Transporte
Membrana Processamento de proteinas e acidos nucleicos
Citoplasma Metabolismo celular
Nucleoide Fatores de Viruléncia-____]
I T T T 1 T T T T 1
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 50
a/n a/ﬂ

Figura 14 — Distribuicdo das 123 proteinas detectadas nas VEs de C. diphtheriae.
As proteinas foram organizadas em grupos de acordo com suas (A) localizacGes

subcelulares e suas (B) categorias funcionais.

4.3 Ensaios de atividade biolégica

4.3.1 Efeito das VEs purificadas na atividade metabdlica de

diferentes células
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O ensaio para avaliacdo do efeito das VEs produzidas pela cepa atoxinogénica
de C. diphtheriae ATCC 27010 na atividade metabolica de macrofagos da linhagem
RAW revelou uma diminuicdo da atividade metabolica das células apenas em
concentragfes mais elevadas de VEs (10 e 20 pug/mL) ap6s 24 h. de estimulo (Figura
15a). No entanto, com tempos de incubacao mais prolongados (72h), ndo foi observada
uma reducéo significativa da atividade metabdlica (Figura 15b), mesmo nas maiores

concentragdes testadas.
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Figura 15— Efeito das VEs de C. diphtheriae na atividade metabdlica de macréfagos
murinos (RAW ATCC 264.7) detectada através do ensaio MTT. Células RAW
ATCC 264.7 tratadas com o VEs (2,5, 5, 10 ¢ 20 ug/mL) por (A) 24 h.e (B) 72 h. A
significancia estatistica foi avaliada através de ANOVA; NE = ndo estimulado; *, p <
0,05; ** p < 0,01; **** p < 0,0001.

Para os macréfagos alveolares AMJ2C11 (Figura 16a) e pneumdcitos A549
CCL-185 (Figura 16b) estimulados com 10 pg/mL de VEs da cepa atoxinogénica
ATCC 27010, também néo foi observada perda de atividade metabdlica significativa
apos 24h. Indicando que, na concentracdo testada, as VEs ndo apresentam efeito na

diminuicdo de atividade metabdlica significativo.



32

ATCC AMJ2C11 CRL-2456
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Figura 16 — Efeito das VEs de C. diphtheriae na atividade metabdlica de macréfagos
alveolares ATCC AMJ2C11 CRL-2456 e pneumdcitos ATCC A549 CCL-185
detectada através do ensaio MTT. (A) Macrofagos alveolares e (B) pneumdcitos
tratados com 10 pg/mL de VE por 24 h. A significancia estatistica foi avaliada através

de ANOVA; NE = ndo estimulado; ns = ndo significativo.

O ensaio de citotoxicidade também foi realizado em células de epitélio renal de
macaco VERO ATCC CRL1586 estimuladas por 24h com VEs atoxinogénicas
(provenientes da cepa ATCC 27010) nas concentragdes de 5, 10, 20 e 30 pg/mL. Néo
foi observada diminuicao de atividade metabolica significativa, exceto na concentracdo
de 10 pg/mL (Figura 17a).

Além disso, 0 ensaio também foi testado em um maior tempo de incubacéao (96h)
utilizando como estimulo as CdiVEs da cepa atoxinogénica (ATCC 27010) e da cepa
toxinogénica (ATCC 27012). Neste caso, as CdiVEs toxinogénicas foram adicionadas
ao ensaio devido a suscetibilidade que as células VERO possuem a DT, diferentemente
das células murinas, que ndo possuem receptores suscetiveis a acao da toxina. O tempo
de incubacdo de 96h escolhido foi utilizado levando em consideracdo trabalhos
anteriores que utilizam as células VERO para avaliar a acdo da DT (Miyamura et al.,
1974). Os resultados mostram perda de atividade metabdlica significativa nas células
estimuladas com a DT comercial (controle), com CdiVEs atoxinogénicas e com CdiVEs
toxinogeénicas. Estes resultados indicam que as CdiVEs parecem levar a diminuicdo de
atividade metabdlica das células VERO independentemente da presenca da DT. Ainda,
as CdiVEs atoxinogénicas levaram a uma diminuicdo de atividade metabdlica mais
significativa quando comparada as CdiVEs toxinogénicas, indicando que outros fatores

de viruléncia parecem estar associados ao declinio metabdlico observado (Figura 17b).
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Figura 17 — Efeito das VEs de C. diphtheriae na atividade metabdlica de células de
epitélio renal de macaco VERO ATCC CRL1586 detectada através do ensaio
MTT. (A) estimulo com 5-30pug/mL de VEs da cepa ATCC 27010 atoxinogénica por
24h (B) estimulo com 2,5 ou 17,5ug/mL de VEs da cepa ATCC 27010 atoxinogénica
ou ATCC 27012 toxinogénica por 96 h; DT, toxina diftérica comercial (Sigma) 5 e 10
pug/mL; Triton 1%, controle positivo; A significancia estatistica foi avaliada através de
ANOVA,; NE = ndo estimulado; ns = ndo significativo; *, p <0,05; ** p <0,01; ****
p < 0,0001.

4.3.2 Inducéo da producdo de 6xido nitrico (NO) em macro6fagos
murinos estimulados com VEs

No ensaio de dosagem de Oxido nitrico, observou-se que as células RAW
ATCC264.7 estimuladas com VEs em diferentes concentragdes (5, 10 e 20pg/mL)
apresentaram um aumento significativo na produgdo de Oxido nitrico (NO) em
comparagdo com o grupo controle, que ndo recebeu estimulo (NE). Esse aumento foi
evidenciado em todos os trés intervalos de tempo distintos que foram avaliados: 24, 48
e 72 horas (Figura 18, a, b, c). O pico de producdo de NO pelas células murinas foi
observado 48 h. ap6s a exposi¢do ao estimulo com VEs.

O estimulo dos macrofagos AMJ2C11 ATCC CRL-2456 com as VEs na

concentracdo de 10pg/mL também proporcionou um aumento significativo na
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producdo de NO em compara¢do com o grupo controle, que ndo recebeu estimulo.

Este aumento foi observado 24 h. ap6s o estimulo das células murinas com as VES
(Figura 18d).
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Figura 18 — Producéo de éxido nitrico (NO) por macréfagos murinos estimulados
com diferentes concentracdes de VEs de C. diphtheriae. Célula RAW ATCC 264.7
estimulada com VEs purificadas nas concentragdes de 5, 10 ou 20 mg/mL por (A) 24h,
(B) 48h e (C) 72h; (D) Macrdéfagos alveolares AMJ2C11 ATCC CRL-2456 estimulados
com VEs purificadas na concentragdo de 10ug/mL por 24h; A significancia estatistica
foi avaliada através de ANOVA,; *, p < 0,05; **** p < (0,0001.

4.3.3 Deteccdo da producdo de citocinas em macréfagos
estimulados com VEs purificadas

O ensaio ELISA foi realizado para quantificar a producdo de citocinas em
células RAW 264.7 estimuladas com VEs em diferentes concentracdes. Os resultados
mostraram um aumento significativo nos niveis de TNF-a quando as células foram
estimuladas com 5, 10 e 20 pug/mL de VEs apds 24h de incubag¢do com o estimulo
(Figura 19a). Em contrapartida, as citocinas IL-12 e IL-10 ndo apresentaram varia¢Ges

significativas nos seus niveis de producdo apos 24h do estimulo em comparagdo ao
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controle ndo estimulado, independentemente da concentracgéo de VEs utilizada (Figura
19b e c).
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Figura 19 — Deteccédo da producdo de citocinas por macréfagos RAW ATCC 264.7
estimulados com VEs purificadas. As células RAW ATCC 264.7 foram estimuladas
com VEs purificadas (5, 10 ou 20 mg/mL) por 24h e a producao de (A) TNF-a (B) IL-
12 e (C) IL-10, detectada por kit ELISA, seguindo as recomendacdes do fabricante. A
significancia estatistica foi avaliada através de ANOVA; ns = ndo significativo; ** p <
0,01; **** p < 0,0001.

5. DISCUSSAO

O aumento dos casos de difteria, que, apesar da disponibilidade da vacina,
continua a representar um desafio significativo para a saude publica (Clarke et al., 2019)
e o0 alarmante aumento do numero de casos de infeccdes causadas por cepas de C.
diphtheriae ndo produtoras de toxina (Wagner et al., 2010; Indumathi, Shikha e
Suryaprakash, 2014) evidencia que a vacinagdo, que se concentra na protecdo contra a
DT, pode n&o ser suficiente para prevenir doencas associadas a estas cepas (Clarke et
al., 2019). Esta situagdo mostra a necessidade de estudos sobre outros fatores de
viruléncia do bacilo diftérico que possam estar relacionados a sua patogénese.

Em paralelo, as VEs emergem como um alvo terapéutico promissor devido a sua
capacidade de carrear padrdes moleculares associados a microrganismos (MAMPS), que
sdo reconhecidos pelo sistema imunolégico (Micoli e Maclennan, 2020). Estudos
anteriores demonstram que VEs que carream MAMPs podem ativar receptores de
reconhecimento de padrdes moleculares (PRRs) nas células do hospedeiro,

desencadeando respostas imunes robustas e potencialmente eficazes contra infeccbes
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(Prados-rosales et al., 2014c; Kopparapu et al., 2021; Yerneni et al., 2021). Além disso,
as VEs ndo possuem a capacidade de se replicar, 0 que minimiza o risco de recuperagédo
da capacidade replicativa que outros tipos de vacina podem possuir. Também, sdo
altamente estaveis quando expostas a diferentes temperaturas e tratamentos e contém
muitos dos componentes imunogenicos associados a membrana da bactéria de origem o
que confere a essas nanoparticulas uma atividade adjuvante prépria, capaz de
potencializar as respostas de anticorpos e células T aos antigenos. Por fim, também se
destacam pela possibilidade de serem bioengenheiradas para expressar qualquer
antigeno escolhido e manipuladas para reduzir sua endotoxicidade, ampliando ainda
mais seu potencial terapéutico e vacinal (Kaparakis-liaskos e Ferrero, 2015).

Nossos resultados demonstraram, pela primeira vez, que o C. diphtheriae é capaz
de produzir VEs (CdiVESs) em quantidade satisfatéria para a realizacdo dos ensaios
posteriores. Os ensaios de avaliagcdo da estrutura das VEs por microscopia eletronica de
transmissdo (TEM) mostraram uma estrutura esférica tipica, intacta (15 - 315 nm),
corroborando com dados ja descritos na literatura para VEs de diversas espécies
bacterianas, como Streptomyces (30-250m) (Schrempf et al., 2011), Mycobacterium
(20-250) (Lee et al., 2015) e Bacillus anthracis (50-250nm) (Rivera et al., 2010).

Em nossos ensaios preliminares de analise protebmica das CdiVESs da amostra
de C. diphtheriae atoxinogénica, foi possivel observar a presenca de 123 proteinas, entre
as quais se destacam fatores de viruléncia, proteinas relacionadas ao metabolismo
celular, ao transporte de nutrientes e a resposta ao estresse. Esses resultados indicam
que as CdiVEs podem desempenhar um papel multifacetado na patogénese da infeccao,
ndo apenas como veiculos de transporte de fatores de viruléncia, mas também como
estruturas envolvidas em processos essenciais para a sobrevivéncia e adaptacdo
bacteriana no ambiente do hospedeiro.

A identificacdo de proteinas como a catalase, a septicolisina e a proteina bigA,
além de subunidades fimbriais como spaD e spaF, sugere que as VES transportam
componentes diretamente relacionados a adesdo bacteriana e a evasdo da resposta
imune. A catalase, por exemplo, atua no estresse oxidativo induzido pelo sistema imune
do hospedeiro (Cappelli et al., 2022), enquanto a septicolisina pode estar envolvida na
formacdo de poros na membrana de células hospedeiras, facilitando a disseminagédo da
infeccdo (Schroder, 2024). As subunidades fimbriais podem desempenhar um papel
crucial na adesdo da bactéria a superficie das células do hospedeiro, essencial para a

colonizagdo e o inicio da infecgdo (Kang et al., 2014).
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Outro aspecto relevante foi a presenga de proteinas associadas a aquisi¢do de
nutrientes, como a ferritina e as proteinas de transporte de ferro e zinco, incluindo os
sideroforos de ferro. Estudos anteriores demonstram que situac¢des de limitacdo de ferro
sdo capazes de estimular uma maior producdo de VES e como estas VEs aparentam
carrear mais sideroforos (Prados-rosales et al., 2014b). Isso indica que as VEs podem
facilitar a captacdo de nutrientes essenciais para a sobrevivéncia bacteriana durante a
infeccdo. O ferro, em particular, € um nutriente limitado durante a resposta imune, e 0s
siderdforos sdo fundamentais para a bactéria superar essa limitacdo, favorecendo sua
proliferacdo dentro do hospedeiro. Para C. diphtheriae, a regulacdo do ferro é
particularmente importante para a expressdo de sua DT, um dos principais fatores de
viruléncia da bactéria. Estudos envolvendo as VEs de M. tuberculosis demonstram sua
superexpressdo em ambientes com limitagdo de ferro (Prados-rosales et al., 2014b).
Além disso, a presenca de enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase, reforca
a ideia de que as VEs ajudam a proteger C. diphtheriae contra os mecanismos de defesa
do hospedeiro, permitindo a bactéria uma maior resisténcia ao estresse oxidativo.

A analise das localizacGes subcelulares das proteinas revelou que a maioria das
proteinas identificadas estdo associadas ao citoplasma e a membrana celular. 1sso sugere
que as VESs ndo apenas contém proteinas secretadas, mas também proteinas envolvidas
em processos internos essenciais a fisiologia bacteriana. A presenca de proteinas de
transporte e de manutencao celular, como a chaperonina GroEL e proteinas da familia
PspA/IM30, por exemplo, indica que as VEs também parecem estar envolvidas na
protecdo e manutencdo da integridade das células bacterianas durante a infecgéo, além
de facilitar a adaptacdo a condi¢Oes adversas (Elderkin et al., 2002; Goyal, Qamra e
Mande, 2006). A analise da protedbmica também revelou a presenca da adesina DIP0733,
que é capaz de interagir com colageno, fibrinogénio, eritrdcitos e células epiteliais, parece
ter papel relevante para a colonizagdo bacteriana e ja foi associada anteriormente a
citotoxicidade e apoptose de células epiteliais (Sabbadini et al., 2012).

Em relacdo a fungédo das VEs na infeccdo, a combinacéo de fatores de viruléncia,
proteinas antioxidantes, e componentes relacionados ao transporte de nutrientes e a
adesdo celular sugere que as VEs desempenham um papel essencial na modulagéo da
interacdo entre C. diphtheriae e as células hospedeiras. Por fim, a diversidade funcional
das proteinas encontradas nas VEs de C. diphtheriae sugere que as VESs sdo
componentes multifuncionais que vao além da simples liberacdo de toxinas,

desempenhando um papel crucial na modulacédo da viruléncia bacteriana e na adaptacao
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ao microambiente do hospedeiro.

Neste trabalho, foi demonstrado que as VEs provenientes da cepa de C.
diphtheriae produtora de toxina (ATCC 27012) parecem carrear a DT, visto que foi
observada marcacgéo positiva quando o anticorpo monoclonal contra DT foi utilizado.
Ensaios de andlise protedbmica de CdiVEs isoladas da amostra toxinogénica sao
necessarios para confirmar a presenca da DT nessas VES. A presenca de DT na CdiVE
sugere que as VEs podem atuar como veiculos de transporte direcionados, facilitando a
entrega da toxina as células do hospedeiro. Tal mecanismo j& foi descrito em outros
estudos envolvendo VEs de diversas espécies bacterianas, nos quais desempenham um
papel central na disseminacdo de fatores de viruléncia (Fiocca et al., 1999; Kesty et al.,
2004; Effah et al., 2024).

Esse resultado levanta questdes relevantes sobre o mecanismo de internalizagao
da DT mediada pelas VEs. Estudos futuros sdo necessarios para elucidar a localiza¢do
exata da toxina — no interior das vesiculas ou associada a sua membrana — e compreender
se a internalizacdo da DT pelas VEs depende de sua interacdo com o receptor HB-EGF.
Além disso, a capacidade das VESs de transportar e proteger a DT pode ter implica¢Oes
importantes na viruléncia de C. diphtheriae, permitindo que a bactéria explore
mecanismos adicionais de evasdo imune e maior eficiéncia na disseminacéo de fatores
toxicos.

Uma hipoétese interessante a ser considerada é que a introducdo da vacina
baseada na DT pode estar induzindo uma pressao seletiva sobre o bacilo diftérico,
estimulando a bactéria a desenvolver novos mecanismos de adaptacdo para proteger a
toxina e garantir sua sobrevivéncia no hospedeiro. Nesse contexto, o transporte da DT
dentro das VEs poderia representar uma estratégia evolutiva da bactéria para evitar a
neutralizacdo da toxina pelo sistema imunolégico do hospedeiro.

Ademais, essa adaptacdo poderia também envolver a modificacdo das toxinas
transportadas pelas VEs, em um esforco para eludir a resposta imunoldgica ou as
estratégias terapéuticas que visam neutralizar a toxina. J& se sabe que C. diphtheriae
produz variantes modificadas da DT o que podem alterar seu reconhecimento pelo
sistema imunologico dos hospedeiros vacinados (Will et al., 2021).

A vacina atual contra a difteria é obtida através do cultivo da cepa
hipertoxinogénica de C. diphtheriae seguida da remog&o das bactérias por centrifugacao
e tratamento com formaldeido para inativacdo da toxina. Apos o tratamento, o toxoide

é concentrado por ultrafiltracdo e purificado por uma combinacdo de fracionamento de
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sal e métodos cromatograficos, e é entdo testado quanto a poténcia, toxicidade,
esterilidade e reversibilidade (Linggood, 1963). Para preparacao da vacina, os toxoides
séo absorvidos em hidroxido de aluminio (Rappuoli e Malito, 2014).

Sem duvida, a criacdo da vacina de toxoide contra a difteria representa um marco
historico para a medicina e para a humanidade. Entretanto, ndo esta claro se a producao
de anticorpos para neutralizar os efeitos da exotoxina sao suficientes para prevenir a
colonizacdo ou eliminar cepas ndo toxigénicas do hospedeiro. Além disso, ndo se sabe
se a selecdo induzida por vacinas desempenha algum papel no surgimento de cepas
invasivas ndo toxigénicas de C. diphtheriae (Hoskisson, 2018). Nesse sentido, a
identificacdo de antigenos presentes nas VEs pode abrir novas perspectivas para o
desenvolvimento de imunobioldgicos mais eficazes contra C. diphtheriae, que
estimulem uma ativacdo mais abrangente e robusta do sistema imunitario.

Investigar essas questdes € essencial para compreender a dindmica da interagdo
entre o principal fator de viruléncia de C. diphtheriae e as células do hospedeiro, além
de oferecer informacdes valiosas para o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas e estratégias vacinais.

Os resultados aqui obtidos sugerem que as VEs de C. diphtheriae da cepa ATCC
27010 apresentam baixo efeito na atividade metabdlica de diferentes tipos celulares,
como macréfagos alveolares, pneumacitos e células epiteliais renais, quando avaliadas
em um periodo de incubacdo de 24 h. Ja as células RAW, parecem ter sua atividade
metabolica afetada pelas VEs da cepa ATCC 27010 em um periodo de incubacdo de 24
h. apenas quando testadas em maiores concentragfes. Entretanto, em periodos de
incubacdo mais prolongados, como 72 h., observa-se que as células RAW demonstram
a capacidade de superar o efeito de diminuicdo de atividade metabdlica inicialmente
causado pelas VEs em concentracbes mais elevadas. Conforme evidenciado nos
resultados, apds esse intervalo de tempo, as células retomam sua capacidade
proliferativa, indicando uma possivel adaptacdo ou recuperacdo frente a exposicao
prolongada as VEs.

A baixa citotoxicidade observada é uma caracteristica desejavel que permite que
as VEs induzam respostas imunes eficazes, carregando antigenos especificos que
estimulam a producéo de anticorpos e a ativacdo de células T, promovendo uma resposta
imune robusta sem causar danos significativos as células do hospedeiro (Xie et al.,
2022). Estudos adicionais utilizando variadas concentrac@es de VESs e diferentes tempos

de incubacgéo, além da utilizagdo de células humanas ndo imortalizadas, s&o necessarios.
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A exposicdo prolongada das celulas VERO as CdiVEs isoladas de ambas as
cepas atoxinogénica (ATCC 27010) e toxinogénica (ATCC 27012) resultou em uma
citotoxicidade significativa em todas as concentracbes avaliadas. Esse efeito foi
observado em tempos de incubagdo mais longos (96h), indicando que, mesmo em
concentragfes mais baixas de VE, a interacdo prolongada com as células foi suficiente
para desencadear danos consideraveis.

E importante considerar que a escolha dos tipos celulares no estudo foi baseada
em suas caracteristicas especificas. As células VERO, derivadas de rim de macaco-
verde africano, foram selecionadas devido a sua conhecida susceptibilidade a DT
(Morris et al., 1985), enquanto os macr6fagos RAW ndo sdo suscetiveis a acdo da DT.
Apesar dessa diferenca, os resultados mostraram que as VESs das cepas de C. diphtheriae
que ndo produzem toxina também foram capazes de induzir citotoxicidade em células
VERO. Isso sugere que a perda de atividade metabdlica observada pode ndo estar
exclusivamente associado a DT e pode estar sendo mediado por outros fatores de
viruléncia presentes nas VES.

Além disso, possivelmente, devido a diferencas na origem e caracteristicas
especificas de cada linhagem as células VERO apresentaram maior susceptibilidade a
citotoxicidade das VEs em comparacdo as células RAW. Essa diferenca pode ser
atribuida a diversos fatores, como varia¢Ges na composicdo da membrana plasmatica,
na expressdo de receptores celulares, ou mesmo na capacidade de ativacdo de vias de
reparo e defesa celular.

A ativagdo de macrofagos é um processo essencial da resposta imune inata,
desempenhando um papel fundamental na defesa contra patdgenos. Ao serem ativados,
0s macrofagos se tornam células efetoras altamente funcionais, capazes de reconhecer e
eliminar microrganismos invasores (Trost et al., 2010). Além disso, sdo mediadores
cruciais na comunicacdo entre a imunidade inata e adaptativa. Um dos principais
mecanismos de killing bacteriano dos macréfagos é a producdo de NO (Slauch, 2011),
que ocorre através da acdo da enzima oOxido nitrico sintase (NOS2), a qual € induzida
em resposta a estimulos inflamatorios, como a ativacao de PRRs (Weinberg, 1998).

Por esse motivo, realizamos experimentos de dosagem de nitrito em macré6fagos
da linhagem RAW e macro6fagos alveolares AMJ que foram estimulado por 24h. com
CdiVEs da cepa atoxinogénica. As CdiVEs se mostraram capazes de estimular a
producdo de NO nestes macréofagos, o que também ocorre quando o estimulo é realizado

com o bacilo diftérico vivo (Vidal, 2019).
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Além disso, quando ativados, por exemplo, por meio de PRRs, os macréfagos
se tornam uma fonte crucial de mediadores pro-inflamatorios, como o TNF-a ¢ as
interleucinas (ILs) como IL-10 e IL-12, conhecidos por seu papel na resposta
inflamatoria (Degré, 1996). O TNF-a é uma citocina produzida principalmente por
macrofagos e células T ativadas e desempenha um papel fundamental na mediacdo da
inflamacdo e na ativacdo de outras células do sistema imunitario. A elevada producéo
de TNF-a em resposta as CdiVEsS da cepa atoxinogénica indica uma ativacao
significativa dos macro6fagos, estimulando-os a liberar essa citocina, mesmo quando as
VEs foram utilizadas em baixas concentracfes. Tal resultado corrobora com outros
estudos que encontraram concentracdes elevadas de TNF-a no sobrenadante de culturas
de células e no plasma de camundongos (Peixoto et al., 2014; Vidal, 2019). Apesar do
estimulo dos macrofagos com as CdiVEs da cepa atoxinogénica levar a producao
significativa de TNF-a, ndo foi observada uma producéo significativa das interleucinas
IL-10 e IL-12. A IL-10, conhecida por suas propriedades regulatérias, desempenha um
papel regulatdrio crucial da resposta imune. Por outro lado, a IL-12 é fundamental para
a ativacdo de células T e a promocéo de respostas imunes adaptativas, especialmente na
defesa contra patogenos intracelulares (Degre, 1996).

Estes resultados, assim como trabalhos anteriores, demonstram o potencial que
VEs de diferentes espécies bacterianas possuem de elicitar uma resposta do sistema
imunitario do hospedeiro. Trabalhos anteriores demonstram que monocitos e
macrofagos estimulados com VEs de Neisseria meningitidis induzem a producao de
CCL2, CCL3, CCL5, CXCLS, IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12p40, IL-12p70 e TNF (Tavano
et al., 2009). De forma semelhante, VEs de Helicobacter pylori promovem a producao
de IL-6 por células mononucleares de sangue periférico humano (Winter et al., 2014),
enquanto OMVs de Salmonella spp. induzem a producdo de TNF e NO por macro6fagos
de camundongos (Alaniz et al., 2007). Além disso, surge a hipotese de que as CdiVESs
possam ser internalizadas pelas células do hospedeiro, semelhante ao observado com
VEs de outras espécies. Por exemplo, estudos demonstraram a presenca de VEs de
Legionella pneumophila no citoplasma de macrofagos (Jager et al., 2014).
Considerando que o préprio bacilo diftérico possui a capacidade de ser internalizado por
macréfagos, é plausivel questionar se as VEs de Cdi apresentam comportamento
semelhante (Vidal, 2019).

Os dados obtidos neste trabalho demonstram que as VEs de C. diphtheriae

representam importantes veiculos de biomoléculas associadas a viruléncia,
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comunicacdo e fisiologia bacteriana, além de seu potencial de modular resposta
imunitaria e a fisiologia de células hospedeiras. Estes achados contribuem para a
compreensdo dos mecanismos pelos quais C. diphtheriae interage com o hospedeiro,
fornecendo subsidios para estudos futuros sobre seu papel na patogénese e potenciais
aplicacgdes terapéuticas das VEs.

6. CONCLUSOES

- C. diphtheriae é capaz de produzir VEs com didmetros variando entre 15 e
315 nm, com um tamanho médio de 92,8 nm, conforme demonstrado por DLS e
microscopia eletronica de transmissao;

- As VEs isoladas da amostra toxinogénica de C. diphtheriae ATCC 27012
apresentaram a DT, detectada por Western blotting.

- A analise por proteémica das CdiVEs evidenciou a presenca de 123 proteinas,
entre as quais, foram detectados fatores de viruléncia, como catalase, septicolisina e
proteina bigA, além de proteinas associadas a fisiologia bacteriana, ressaltando a
relevancia das VEs como portadoras de moléculas essenciais envolvidas na patogénese
bacteriana.

- Ensaios de citotoxicidade revelaram que as VEs de C. diphtheriae possuem
baixa citotoxicidade em células AMJ2C11 e A549. Entretanto, macrofagos RAW foram
sensiveis a determinadas concentracfes de VE ap6s estimulo por 24h.

- Células VERO foram sensiveis as VEs ap6s 96h de estimulo,
independentemente da presenca da DT;

- O estimulo de macréfagos com VEs resultou em aumento significativo na
producdo de 6xido nitrico (NO) e producdo de TNF-a, sugerindo um papel potencial na
modulacdo da resposta inflamatdria.
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