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RESUMO

VITOR CHUVA COSTA DE ALMEIDA CRUZ
PROTEINAS AMILOIDES NO BIOFILME DE BACTERIAS ANAEROBIAS ESTRITAS
Orientador: Leandro Araujo Lobo
Coorientador: Scarlathe Bezerra da Costa

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da Universidade Federal
do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias
Biologicas: Microbiologia e Imunologia e aprovacio no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

O microbioma intestinal é o mais abundante do corpo humano e desempenha, coletivamente,
diversas fun¢des no hospedeiro. Estudos sobre a relacdo microbiota - hospedeiro revelam que
a liberacdo de produtos bacterianos como moléculas andlogas a neurotransmissores, LPS e
proteinas com caracteristicas amiloides podem influenciar na homeostase do Sistema Nervoso
Central (SNC) por inducdo de uma resposta imunoldgica, atravessando a barreira
hematoencefdlica, ou por sinalizacdo direta através do nervo vago. Baseado nisso, surgiu o
termo “eixo cérebro-intestino-microbiota”, no qual a disbiose no microbioma do hospedeiro
comecgou a ser observada em individuos com doengas neurodegenerativas (DNS). A agregacao
de amiloides humanos no SNC leva a perda da homeostase fisioldgica do sistema, que se associa
a danos cognitivos e a DNS como a Doenga de Alzheimer. Desde o descobrimento da fimbria
curli em 2002, a descri¢do e caracterizagdo de amiloides bacterianos vem aumentando
gradativamente, identificando diversos amiloides e suas fungdes para as células como a
proteinas Curli presente em Enterobactérias, Proteina Fap C e B de Pseudomonas sp., Proteinas
TasA de Bacillus sp., Aap e Bap presente em Staphylococcus sp. entre outras. Embora em
crescimento, a literatura existente sobre amiloides bacterianos presentes na formacio do
biofilme bacteriano se limita a certos grupos de bactérias sendo majoritariamente relacionado a
microrganismos aerdbios. Por isso, o objetivo deste estudo € utilizar abordagens in silico,
fenotipicas e moleculares para determinar se bactérias anaerdbias estritas da microbiota
intestinal sdo capazes de produzir proteinas de carater amiloide e se tais proteinas sao utilizadas
na formacdo de seus biofilmes. Para analisar a producdo de amiloides durante o crescimento
de bactérias anaerdbias, foram realizados os ensaios de crescimento em dgar Brucella contendo
vermelho do congo e ensaio de depleciao de vermelho congo as células bacterianas, onde todas
as cepas estudadas apresentaram liga¢do ao corante, tanto durante o seu crescimento, quando
pos crescimento. Para detectar a presenca das proteinas amiloides no biofilme dessas
bactérias, foram realizados ensaios de formacdo do biofilme bacteriano com posterior
coloragdo por corantes especificos para amiloides, vermelho congo e Tioflavina T, sendo
mensurado em espectrofotometro, além da andlise em microscopia de fluorescéncia do
biofilme, onde foi possivel observar a emissdo de fluorescéncia especifica indicando a ligacdo
dos corantes com proteinas amiloides. Foi realizado um extrato do biofilme das amostras que
apresentarem maior producdo dos amiloides, que serd marcado por anticorpos anti-fibra e anti-
oligdmeros, através da técnica de Dot Blot, onde todas as cepas testadas apresentaram ligacao
de ambos os anticorpos em seus biofilmes. Foram realizadas anélise in silico do proteoma da
cepa de F. nucleatum onde 23 possiveis amiloides foram identificados. Esses resultados abrem
caminho para entender melhor como a microbiota intestinal pode influenciar o hospedeiro,
especialmente em doencas como o Alzheimer, ajudando no desenvolvimento de novas
estratégias para tratar essas condi¢des no futuro. Além de auxiliar para melhor compreensao
sobre bactérias anaerdbias e sua relagdao com a saude.

Palavras-chave: Microbiota intestinal; Bactérias anaerobias; Amiloides bacterianos; eixo
cérebro-intestino-microbiota; Biofilme bacteriano.



ABSTRACT

VITOR CHUVA COSTA DE ALMEIDA CRUZ
AMYLOID PROTEINS IN THE BIOFILM OF STRICT ANAEROBIC BACTERIA
Orientador: Leandro Araujo Lobo
Coorientador: Scarlathe Bezerra da Costa

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

The gut microbiome is the most abundant in the human body and collectively performs
several functions in the host. Studies on the microbiota-host relationship reveal that the release
of bacterial products, such as neurotransmitter-like molecules, LPS, and proteins with amyloid-
like characteristics, can influence the homeostasis of the Central Nervous System (CNS) by
inducing an immune response, crossing the blood-brain barrier, or through direct signaling via
the vagus nerve. Based on this, the term "gut-brain-microbiota axis" emerged, highlighting the
observation of dysbiosis in the host microbiome of individuals with neurodegenerative diseases
(NDs). The aggregation of human amyloids in the CNS disrupts the system's physiological
homeostasis, leading to cognitive impairments and NDs such as Alzheimer's disease.Since the
discovery of curli fimbriae in 2002, the description and characterization of bacterial amyloids
have been gradually increasing, identifying various amyloids and their cellular functions, such
as the Curli proteins in enterobacteria, Fap C and B proteins in Pseudomonas sp., TasA proteins
in Bacillus sp., and Aap and Bap proteins in Staphylococcus sp., among others. Despite this
growth, the existing literature on bacterial amyloids in biofilm formation is limited to specific
bacterial groups, mainly focusing on aerobic microorganisms.Therefore, this study aims to use
in silico, phenotypic, and molecular approaches to determine whether strict anaerobic bacteria
from the gut microbiota can produce amyloid-like proteins and whether these proteins are used
in biofilm formation. To analyze amyloid production during bacterial growth, growth assays on
Brucella agar with Congo red and Congo red depletion assays were performed. All strains
studied showed dye binding both during and after growth. To detect the presence of amyloid
proteins in the biofilm of these bacteria, biofilm formation assays were conducted, followed by
staining with specific amyloid dyes (Congo red and Thioflavin T), quantified using a
spectrophotometer and analyzed via fluorescence microscopy. Specific fluorescence emission
indicated the binding of dyes to amyloid proteins. Subsequently, biofilm extracts from samples
with the highest amyloid production were labeled with anti-fiber and anti-oligomer antibodies
using the Dot Blot technique, where all tested species showed antibody binding in their
biofilms. An in silico analysis of the proteome of Fusobacterium nucleatum identified 23
potential amyloids. These results pave the way for a better understanding of how the gut
microbiota can influence the host, especially in diseases such as Alzheimer's, contributing to
the development of new strategies to treat these conditions in the future. Additionally, they
assist in improving our understanding of anaerobic bacteria and their relationship with health.

Keywords: Gut microbiota; Anaerobic bacteria; Bacterial amyloids; Gut-brain-
microbiota axis; Bacterial biofilm.
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RESUMO PARA LEIGOS

VITOR CHUVA COSTA DE ALMEIDA CRUZ
PROTEINAS VIAJANTES : UMA JORNADA DO INTESTINO AO CEREBRO
Orientador: Leandro Araujo Lobo
Coorientador: Scarlathe Bezerra da Costa

O microbioma intestinal € o conjunto de bactérias que vivem no nosso intestino e
desempenham papéis muito importantes para a satide. Essas bactérias ajudam na digestao,
fortalecem o sistema imunoldgico e até se comunicam com o cérebro. Estudos mostram que
algumas substancias produzidas por essas bactérias podem afetar o sistema nervoso. Elas
conseguem influenciar o cérebro de diferentes formas, como atravessando barreiras naturais do
corpo ou enviando sinais do intestino para o cérebro por um nervo que forma uma ponte entre
esses dois sistemas. Por causa dessa conexdo, conhecida como “eixo cérebro-intestino-
microbiota”, cientistas perceberam que mudangas no equilibrio das bactérias intestinais podem
estar ligadas a doencas neuroldgicas, como o Alzheimer. Uma caracteristica dessas doencas €
o acumulo de proteinas chamadas amiloides no cérebro, que acabam prejudicando o
funcionamento do sistema nervoso e causando danos a memoéria e outras fungdes.
Interessantemente, descobriu-se que algumas bactérias também produzem amiloides. Essas
proteinas ajudam as bactérias a formarem biofilmes, que sdo comunidades de bactérias envoltas
por uma pelicula protetora que permite que elas sobrevivam em ambientes ndo favoraveis.
Embora ja se saiba bastante sobre amiloides de bactérias aerdbias (que precisam de oxigénio
para viver), hd pouca informacao sobre os amiloides produzidos por bactérias anaerdbicas (que
vivem sem oxigénio), como as do intestino. O objetivo deste estudo foi entender se bactérias
anaerdbias do intestino humano conseguem produzir amiloides e usar essas proteinas na
formacdo de seus biofilmes. Para isso, usamos diferentes técnicas de laboratério. Primeiro,
cultivamos essas bactérias em um meio especial com um corante chamado vermelho do congo,
que se liga a essas proteinas fazendo com que a bactéria cresca com coloragdo vermelha.
Observamos que todas as bactérias testadas apresentaram crescimento vermelho, indicando a
presenca dessas proteinas. Depois, analisamos os biofilmes dessas bactérias com outro corante
chamado Tioflavina T que juntamente com o vermelho congo liberam luz fluorescente quando
ligados aos amiloides. Os resultados mostraram fluorescéncia dos corantes no biofilme das
bactérias, comprovando a presenca de amiloides ali. Além disso, usamos anticorpos que se
ligam as proteinas amiloides para verificar se as proteinas tinham caracteristicas de fibras (que
€ quando elas se montam uma em cima da outra como um quebra cabecas) ou formas de
pedacos menores (pecas separadas desse quebra cabega). Os anticorpos se ligaram em todas as
bactérias anaerdbicas testadas mostrando a presenca dessas duas formas da proteina.
Finalmente, realizamos uma andlise utilizado programas de computador de todas as proteinas
conhecidas de uma bactéria anaer6bia chamada Fusobacterium nucleatum e identificamos 23
proteinas com potencial para formar amiloides. Esses resultados abrem caminho para entender
melhor como as bactérias intestinais podem influenciar o cérebro, especialmente em doencas
como o Alzheimer, ajudando no desenvolvimento de novas estratégias para tratar essas
condig¢des no futuro. Além de auxiliar para melhor compreensdo sobre esse grupo de bactérias
e sua relacdo com a sauide.
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1 Introducao

1.1 Microbioma intestinal

O microbioma humano pode ser definido como um conjunto de microrganismos, € seus
genomas, que habitam e interagem com diversos sitios do corpo humano, podendo ser
interagdes de simbiose, comensalismo ou patogénicas (Grice e Segre., 2011). Desde o
momento do nascimento a microbiota ¢ adquirida, a partir da colonizagdo dos primeiros
microrganismos, que sdo benéficos na maioria das vezes e auxiliam o desenvolvimento do
recém-nascido. Esses organismos sdo transmitidos para o filho através da mae, possuindo uma
grande variacdo sobre a sua composi¢ao dependendo do tipo de parto (Stinson et al., 2017).
Durante o parto normal, as primeiras bactérias que a entram em contato e colonizam o bebé
sdo provenientes do canal vaginal da mae, sendo predominantes durante o inicio da vida do
bebé. Pesquisas mostram que os géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, provenientes da
microbiota vaginal da mae, apresentando importantes papéis para o recém-nascido, como
maturacao do sistema imunologico de mucosa e protegdao contra agentes patogénicos (Chong

et al.,2018; Chu et al.,2017).

Dentre os diversos sitios colonizados, hé diferengas na composicao das comunidades
microbianas que colonizam esses tecidos. Essa variagdo ocorre ndo s6 na diversidade de
espécies, mas também na quantidade total de células. O microbioma intestinal se destaca por
ser o mais abundante no corpo humano e por desempenhar uma gama de funcdes benéficas
para seu hospedeiro. Estima-se que o microbioma intestinal humano contém cerca de trilhdes
de microrganismos ao todo, sendo bactérias anaerdbias predominantes, porém esses ambientes
ainda sdo povoados por fungos, arqueas e virus, sendo em sua maior parte bacteriofagos
(Methé et al., 2012). Essa quantidade varia ao longo de todo trato digestivo. Existem
aproximadamente células por grama no duodeno, aumentando para aproximadamente células
bacterianas no coélon. O intestino entdo ¢ habitado por cerca de centenas de espécies
bacterianas, pertencentes principalmente a 5 diferentes filos: Bacillota (75,9%), Bacteriodota
(20%), Actinomycetota (3%), Pseudomonadota (1%) e Verrucomicrobiota (0,1%) (Smolinski
et al., 2021).

Desde o momento da aquisi¢ao dos primeiros microrganismos nesse sitio, a microbiota

intestinal participa da manuten¢do de diversas vias metabdlicas, auxiliando principalmente a



degradagdo de macromoléculas complexas derivadas da dieta do hospedeiro (Zhao et al.,
2018). O género Bacteroides possui espécies amplamente estudadas na sua relagdo com a
degradacdo de carboidratos complexos, em certas espécies aproximadamente 20% do seu
genoma ¢ direcionado para a quebra e para o transporte desses compostos (Schwalm &
Grosiman,2017; Wang et al., 2017). Também ha a producdo de importantes metabolitos, como
a producao de vitamina B12 e folato, produzidas principalmente por Bactérias acido laticas e
do género Bifidobacterium (Wong et al.,2018). Com a produgdo de diversos compostos no
ambiente intestinal, as células intestinais se beneficiam dessas moléculas, como os acidos
graxos de cadeira curta (SCFAs do inglés short chain fatty acid) principalmente propianato,
acetato e butirato que atuam na expressdo génica, apoptose, diferenciagdo, proliferacao e

quimiotaxia dessas células (Peterson & Artis et al.,2014;).

Embora sejam extensos os beneficios da interacdo microbiota-hospedeiro, em alguns
momentos essa relacdo pode ndo ser favoravel. Assim, ¢ gerado um desequilibrio tanto na
funcionalidade, como na abundancia de espécies desse microbioma que ¢ denominado disbiose
(Levy et al., 2017). Esse fenomeno principalmente se associa com a baixa ou perda da
integridade da barreira intestinal, o que permitira a passagem de moléculas exodgenas, podendo
ser de origem microbiana ou da propria dieta do hospedeiro que em contato com sitios onde
ndo ha a tolerancia imunoldgica, podem ser reconhecidas pelo sistema imune e desencadear
uma resposta inflamatoria. Além disso, com a deterioracdo da barreira microrganismos daquela
comunidade, que se apresentavam na forma benéfica de simbiontes, ao atingirem outros sitios
podem adquirir um perfil patogénico, consequentemente iniciando um processo infeccioso e

induzindo uma resposta inflamatoria (Béckhed et al., 2012; Xi et al., 2019).

Diversos fatores podem influenciar no surgimento de um quadro de disbiose, como, a
genética do individuo, dieta, intervencdes médicas, infeccdes e uso de xenobidticos, se
destacando os antimicrobianos. Desta maneira, esses fatores culminam na diminuigdo da
comunidade de microrganismos considerados como benéficos para o hospedeiro, o que resulta
na multiplicacdo de patdgenos e na perda de diversidade geral do microbioma (Petersen &
Round., 2014; Weiss & Hennet., 2017). Um exemplo de disbiose decorrente de alteracao de
dieta, foi visto no simbionte anaerdbio Bacteroides thetaiotaomicron, espécie conhecida pela
degradacdo de fibras dietéticas, que ndo sdo digeridas pelo hospedeiro, como sua principal
fonte de glicanos. Com a mudanga de um dieta rica em fibras, para uma pobre ou sem a
presenca de fibras, ha a alteracdo da expressao nas enzimas degradadoras de carboidratos, para

a degradagdo e obtencdo de glicanos a partir da mucina. Assim, foi observada a perda da



integridade do muco intestinal que consequentemente aumentou a penetragdo de simbiontes e

de patdégenos invasores, podendo levar a inflamagao cronica e colite (Lee et al., 2022).

A disbiose pode resultar no desenvolvimento de uma série de patologias pelo
hospedeiro, como, por exemplo, as doencas inflamatorias intestinais. Essas patologias ocorrem
devido a uma ativacdo desregulada do sistema imunologico da mucosa intestinal causada por
esse desequilibrio no microbioma (Podolsky., 2002; Martinez-Guryn et al., 2019). Essas
patologias tém como uma das suas principais caracteristicas o aumento da abundancia de
anaerobios facultativos da familia Enterobacteriaceae e a diminui¢do de bactérias produtoras
de SCFAs como as pertencentes a ordem Clostridiales e as bactérias dos géneros
Bifidobacterium, Ruminococcus e Lactobacillus (Rizzati et al.,2017; Rodifio-Janeiro et
al.,2018). Dessa forma, essa comunidade perde diversidade ¢ a quantidade de individuos
produtores de moléculas anti-inflamatorias, em contrapartida, hd um aumento do nimero de
patégenos ¢ moléculas pro-inflamatdrias no tecido, o que, dependendo da gravidade, pode
gerar estresse, morte celular, perda da funcdo tecidual e desbalanco do sistema fisiologico

correspondente que gera a patologia.

Moléculas presentes nas células bacterianas como o lipopolissacarideo (LPS) de
bactérias Gram negativas podem ser fatores ativadores da resposta imune que se desenvolvem
em doencas. Pessoas portadoras da Doenca Hepatica Gordurosa ndao Alcoolica (DHGNA)
normalmente apresentam quadros de disbiose intestinal (Bousier et al., 2017; Loomba et al.,
2018). Observou-se que ha aumento na abundancia de bactérias dos filos Bacteroidota
e Pseudomonadota além de crescimento bacteriano exacerbado no intestino delgado (Aron-
Wisnewsky et al., 2020; Villard, Bousier & Andriantsitohaina, 2021) O aumento de LPS
proveniente dessa comunidade bacteriana e o aumento da permeabilidade intestinal, que
permite a chegada de LPS na circulacdo sanguinea, foi apontado como um dos fatores
ativadores de resposta inflamatodria através da inducdo da via de sinalizagdo via receptor do
tipo Toll 4 (TLR4) (Bousier et al., 2017; Rizzati et al., 2017). Além do LPS, outros
componentes bacterianos como lipoproteinas, flagelina ¢ DNA sdo capazes de ativar células
do sistema imune inato como os macrofagos, neutrofilos e células dendriticas que produzem
citocinas pr6 inflamatdrias como Interleucina la (IL-1a), interleucina 1p (IL-1B), Fator de
Necrose Tumoral a (TNFa) e Interleucina 6 (IL-6). Essas citocinas conseguem alcancar o
sistema nervoso e atuar em receptores expressos em neuronios, células da glia e microglia,

podendo alterar o estado de ativagao da célula (Sampson & Mazmanian, 2016).



Estudos sobre a relagdo microbiota - hospedeiro revelam que a liberagdo de produtos
bacterianos como moléculas andlogas a neurotransmissores, lipopolissacarideo (LPS) e
proteinas com caracteristicas amiloides podem influenciar na homeostase do Sistema Nervoso
Central (SNC). Essa interferéncia pode acontecer por trés vias, através da indugdo de uma
resposta imunoldgica, atravessando a barreira hematoencefalica, ou por sinalizagdo direta
através do nervo vago. Baseado nessas relagdes, surgiu o termo “eixo cérebro-intestino-
microbiota”. Sabe-se que ha a liberagado, pela microbiota, de uma série de moléculas analogas
a neuromoduladores do hospedeiro, além da indugdo de producao de neurotransmissores como
o0 acido gama-aminobutirico (GABA), serotonina e acetilcolina (Reigstad et al., 2014). Cerca
de 90% da serotonina necessaria para desempenhar fungdes como a modulagao do humor, sono

e comportamento ¢ produzida no intestino (Rutsch et al., 2020).

1.2 Bactérias Anaerobias como patégenos oportunistas

As bactérias anaerdbias sdo microrganismos com pouca ou nenhuma tolerancia ao
oxigénio. Esses procariotos colonizam diversos tecidos de seus hospedeiros, principalmente
mucosas, sendo predominantes na microbiota intestinal e microbiota oral. Sua coloniza¢do em
mucosas apresenta vantagens, como o impedimento da colonizacio dos tecidos por patégenos,
producdo de metabdlitos, como vitaminas, que tem diversas funcdes na fisiologia do
hospedeiro, moléculas que auxiliam a maturacdo do sistema imunolégico e contribuem para a
tolerancia imunoldgica de mucosas, produ¢do de enzimas que quebram macromoléculas
complexas e ajudam a digestdo e absor¢do de nutrientes pelo hospedeiro (Hou et al.,2022;
Rizzati et al.,2017; Rodino-Janeiro et al.,2018). Apesar dessas bactérias contribuirem de forma
positiva para saide do individuo, elas também estdo associadas a uma série de quadros
infecciosos na clinica, desde infec¢cdes enddgenas, iniciando através dos sitios de mucosas que
colonizam, ou exdgenas, sendo alguns géneros bacterianos mais citados em relagdo ao
isolamento de infec¢des e quadros patoldgicos.

O género Bacteroides estd associado a diversas patologias em humanos, como
bacteremias, infeccoes abdominais, ginecoldgicas, infec¢des necrosantes de tecidos moles e
pele, além de algumas espécies terem sido associadas ao desenvolvimento de cancer colorretal.
A espécie Bacteroides fragilis, pertencente ao género, ¢ um importante patdgeno intestinal e
extraintestinal, sendo um dos anaerébios mais isolados de infec¢cdes endégenas no mundo. Essa
caracteristica se da devido a gama de fatores de viruléncia que essa espécie pode expressar,

sendo os principais adesinas que se ligam a moléculas da matriz extracelular (MEC) e induzindo



a sua degradacdo através da ativacdo da via de plasminogénio (Ferreira et al, 2013), produgdo
de cdpsula polissacaridica com caracteristica zwiteridnicas que auxilia na evasdo imunoldgica,
produgdo de lipopolissacarideo (LPS) entre outros (Ho et al., 2017). Essa espécie também ¢é
conhecida pela sua alta capacidade de aero tolerincia, em relacio a outras espécies do género,
que se deve a presenca de uma série de reguladores génicos e a producao de proteinas associadas
a resposta ao estresse oxidativo (Teixeira et al., 2018). Algumas cepas de B. fragilis produzem
uma toxina (BFT do inglés Bacteroides Fragilis Toxin), sendo denominadas Bacteroides
fragilis Enterotoxigénico (ETBF). Essa toxina € uma metaloprotease dependente de zinco que
cliva as juncdes de E-cadherina das células, diminuindo a integridade do epitélio, além de
reorganizar o citoesqueleto de actina das células aumentando a permeabilidade do tecido.
Ainda, essa protefna ativa a sinaliza¢do nuclear de B-catenina, o que faz dessa espécie uma
potente contribuinte para transformacdes oncogénicas em células intestinais (Pierce &
Bernstein, 2016).

As espécies dos géneros Porphyromonas e Prevotella normalmente estao associadas a
infeccOes da cavidade oral, infeccOes orofaciais, pneumonias e infec¢Oes ginecoldgicas.
Também sendo associadas a contribuicdo ou indu¢do de quadros inflamatorios do sistema
nervoso, uma vez que seus componentes celulares, como LPS, sdo encontrados com frequéncia
nesse tecido, visto que muitos desses componentes possuem a capacidade de atravessar varias
barreiras bioldgicas (Beydoun et al., 2020). Espécies de Prevotella como P. melaninogenica,
P. nigrescens e P. intermedia apresentam um vasto repertorio de fatores de viruléncia, como
adesinas a componentes da matriz extracelular, células do hospedeiro e a outras espécies
bacterianas. Possuem sistemas de secrecao do tipo 6 e 9, responsdveis pela excrecdo de
proteases importantes na invasao de tecidos e evasao imunoldgica, hemolisinas que degradam
eritrocitos e recuperam ferro para o crescimento bacteriano, e exopolissacarideos que atuam na
evasao de fagocitose, produgdo de LPS, moléculas de quérum sensing que auxiliam a formagao
e manuten¢do do biofilme, resisténcia intrinseca e adquirida aos antimicrobianos através da
producao de B-lactamases, bombas de efluxos, alteracdes ribossomais entre outros (Sharma et
al., 2020). As espécies do género Porphyromonas, como P. gingivalis apresentam como fatores
de viruléncias principais: Adesinas a componentes celulares e da MEC como fimbrias,
producdo de um LPS modificado que auxilia na invasdo de tecidos e possui maior
imunogenicidade ao ser reconhecido por dois tipos de receptores do tipo Toll-like (TLR2 e
TLR4), Proteases como a gingipaina, que atua na evasdo da resposta imunoldgica, entre outros

fatores (Jia et al., 2019).



As bactérias do género Fusobacterium, como Fusobacterium nucleatum, além de serem
associadas também com infec¢Oes orofaciais, estdo relacionadas a abscessos, bacteremias,
processos carcinogénicos e infeccdes gastrointestinais. A espécie F. nucleatum é uma das mais
abundantes na cavidade oral, tanto em individuos sauddveis, quanto nos acometidos por alguma
patologia nessa regido. Sendo relacionada a diversas doencas periodontais, como a periodontite
crOnica, gengivite e periodontite periapical, além de infeccdes endodOnticas como necrose
pulpar. Também sendo associada a desordens gastrointestinais (Cancer colorretal, doenca
inflamatodria intestinal e apendicite), infec¢des de cabega e pescogo (otites, sinusites, linfadenite
cervical), infec¢cdes pulmonares, abdominais, dsseas, no cérebro e bacteremias. Para colonizar
e causar infecgOes, essa espécie conta com uma gama de fatores de viruléncia, sendo esses:
Adesinas que ligam a diferentes tipos celulares e componentes da matriz extracelular e proteinas
de adesdo interespécies que auxiliam na colonizagdo e formacao de biofilme bacteriano (Han.,
2015). Producao de serino-proteases que degradam a MEC auxiliando na invasdo bacteriana
nos tecidos do hospedeiro e na evasdo do sistema imunolégico ao degradar imunoglobulinas e
proteinas do sistema complemento (Chen et al., 2022).

Outras espécies de anaerdbios clinicamente importantes, como Clostridioides difficile,
estdo relacionadas a quadros diarreicos associados ao uso de antimicrobianos e colite
pseudomembranosa (Morais et al., 2022). Esta espécie vem sendo considerada uma grave
ameaca nos ambientes de assisténcia a sadde, principalmente devido a sua capacidade de formar
esporos que sdo resistentes a uma série de condi¢des ambientais e substincias, o que resulta em
uma alta dificuldade de eliminar esse patdgeno de superficies (Alves et al.,, 2017). Ademais,
vem sendo estudada a capacidade zoondtica dessa espécie, relacionada principalmente a
animais domésticos, o que aumentaria muito o risco de exposi¢ao e colonizag¢do da populacao
em geral (Leite et al., 2023). Vdrios fatores de viruléncia estdo relacionados as infeccoes
causadas por C.difficile, como a producdo de toxinas (A, B e bindria) que estdo associadas ao
rearranjo do citoesquelo celular, apoptose e morte celular, presenca de flagelos que auxiliam na
adesdo a tecidos, formacdo de biofilme e internalizac@o celular, sinalizacao por moléculas de
quorum sensing, entre outros (Tijerina-Rodriguez et al., 2019).

As bactérias anaerdbias ao longo de muito tempo vém se apresentando como ameagas
para a saide humana, porém a investigacao sobre anaerébios dentro da clinica e pesquisa ainda
¢ baixa, embora haja diversas justificativas que demonstram a importancia de se pesquisar e
entender mais desse grupo de bactérias. Como o fato de que diversos patdgenos anaerdbios
estdo associados a infec¢Oes polimicrobianas, algumas espécies como C. difficile, estdo

associadas a doengas graves e potencialmente fatais. Apesar da gravidade de doengas causadas



por bactérias anaerdbias, o isolamento desses microrganismos durante a pesquisa
microbioldgica da clinica é negligenciado, por tanto nao se sabe a verdadeira situacdo
epidemioldgica dessas bactérias no Brasil e no mundo. Com a falta de pesquisa clinica, na
maioria das vezes os tratamentos antimicrobianos em pacientes sdo empiricos € nao conseguem
assegurar a eliminacdo desses patogenos. Além da eficidcia comprometida do tratamento, essa
abordagem esta diretamente relacionada ao aumento da resisténcia aos antimicrobianos por

anaerébios que vem crescendo a cada ano, o que as torna ameagas cada vez mais graves para a

saude.

1.3 Biofilmes bacterianos e a resisténcia aos antimicrobianos

Um evento preocupante para a saide mundial, que vem se tornando cada vez mais
comum, € a resisténcia a antimicrobianos. Ao passo que o ritmo da pesquisa por novas drogas
e alvos terapéuticos para infec¢des bacterianas vem crescendo de forma lenta, a resisténcia a
antimicrobianos tem crescido de forma répida. Bactérias possuem a capacidade de formar
estruturas complexas, denominadas biofilmes bacterianos, constituidas por células bacterianas,
envoltas por uma matriz polimérica extracelular composta por lipideos, polissacarideos,
proteinas € DNA. Essa estrutura de comunidade confere aos microrganismos ali inseridos
protecdo contra uma série de fatores ambientais como estresses mecanicos, quimicos e
bioldgicos, como bacteri6fagos, além de possibilitarem um ambiente de troca genética e de
nutrientes para aquela comunidade microbiana (Flemming &Wingender., 2010).

Na constru¢do do biofilme ocorre a formacdo de multicamadas que oferecem uma
maior protecdo as células. Essas camadas formadas pela matriz e outros componentes
embebidos nela conferem resisténcia a diversos tipos de estresse que o ambiente possa
proporcionar, como, diminuindo a quantidade de moléculas téxicas, como antimicrobianos que
penetram ao longo da matriz, promovendo também uma limitacdo na disponibilidade de
nutrientes, o que na maioria das vezes leva a diminuicao do metabolismo das células presentes
nas camadas mais profundas, as tornando menos responsivas a essas moléculas até mesmo em
altas concentracdes. Em conjunto, esses fatores levam a menor a¢do dos antimicrobianos sobre
essas bactérias. Além disso, metabdlitos secretados no biofilme, como enzimas, podem
degradar as moléculas de antimicrobianos ou alterar sua estrutura, inativando-os (Hall & Mah.,
2017). Outra fun¢ao do biofilme, no contexto da resisténcia a antimicrobianos, € atuar como o
reservatorio de genes de resisténcia. Dessa forma, os microrganismos presentes nessa
comunidade, através de métodos de transferéncia horizontal, apresentam uma troca ativa

desses genes. Sendo assim, microrganismos que nao possuem genes de resisténcia, muitas



vezes entram no biofilme, adquirem esses genes e sao dispersados com um novo perfil génico,
podendo apresentar um ou mais mecanismos que conferem resisténcia para uma ou mais
classes de antimicrobianos. Assim, mesmo com a eliminacdo de maior parte do biofilme, as

células persistentes conseguem repopular essa estrutura (Zhang, 2014).

1.4 Amiloides Funcionais Bacterianos

De forma generalizada, o termo “amiloide” indica agregados insoluveis, com
predominancia de folhas B-pregueadas, que possuem uma orientagdo perpendicular ao eixo
fibrilar. Esses agregados de morfologia fibrilar, composto pelas proteinas amiloides,
apresentam uma alta insolubilidade em solugdes fisiolégicas, além de uma resisténcia alta a
protedlise fisica, quimica e enzimética. A alta estabilidade das fibras estd relacionada as
ligacdes de ponte de hidrogénio entre as folhas P-pregueadas adjacentes. A cinética de
fibrilacdo de amiloides € iniciada por auto agregagdo, normalmente induzida por nucleadores,
de mondmeros em dimeros, oligdmeros e posteriormente protofilamentos, que se agregam
lateralmente para formar as fibras amiloides maduras. Esse processo acontece principalmente
em decorréncia da alta presenga de aminodcidos aromdticos, que possuem natureza
hidrofébica, e compde a estrutura de proteinas de cariter amiloide. As proteinas e fibras
amiloides ainda apresentam a capacidade de ligar diversos corantes especificos como
Vermelho Congo, Tioflavinas T e S, Tiofenos e alguns derivados de curcumina que quando
observados em microscopia de fluorescéncia apresentam diferencas entre os espectros de
excitagdo/emissdo dos corantes, o que difere os amiloides de proteinas ndo amiloides
(Schwartz, Kelly & Boles., 2013).

Proteinas amiloides sdo conhecidas pelo seu papel na patogénese de uma série de
distdrbios em mamiferos, que tem como principal causa o mal enovelamento dessas proteinas,
resultando na formacgdo de oligdmeros - que j4 desempenham uma série de alteragdes na
fisiologia celular e tecidual — e posteriormente na formacdo de fibrilas e agregados fibrilares
que se depositam nos tecidos, alterando a homeostase fisiologica desse sistema. Nos tecidos
esse agregados estdo associados principalmente com a citotoxicidade e danos teciduais que
geram o quadro patoldgico (Van gerven et al., 2018). Como € o caso da doenga de Parkinson
(PD), onde ha a acumulacdo de agregados amiloides da proteina neuronal a-sinucleina em
regides especificas do cérebro, que levam a inflamacdo e morte celular de neur6nios
dopaminérgicos resultando em danos motores (Poewe et al., 2017). Entretanto, j4 se sabe que
o processo de mau enovelamento das proteinas humanas ndo é o unico responsavel pela

formacdo e deposicdo das fibras amiloides. Foi visto que microrganismos podem produzir



estruturas proteicas fibrilares que em seu estado funcional podem estar relacionadas com esse
processo de deposi¢do. Isso se deve a identidade estrutural dessas proteinas de microrganismos
com os amiloides humanos, que podem induzir a cascata de agregacdo das fibras amiloides
humanas (Miller et al.,2021; Sampson et al., 2020).

A definicdo de amiloides funcionais foi dada para aquelas proteinas amiloides que
possuem seu processo de formagado e degradacao bem regulados, assim tendo uma fun¢ado para
o organismo que as produz (Otzen, 2010). Amiloides bacterianos funcionais j4 foram
identificados em espécies dos principais filos: Bacillota, Pseudomonadota, Actinomycetota e
Bacteriodota. Essas proteinas participam de diferentes processos celulares das células
bacterianas como, formacdo de biofilme e adesdo (Dueholm et al.,2010); controle de
replicacdo plasmidial (Molina-Garcia et al.,2016); divisdo celular (Claessen et al., 2003);
citotoxicidade (Hetz et al.,2002) e na viruléncia bacteriana (Oh et al., 2007). Também se sabe
que proteinas amiloides podem estar envolvidas na resisténcia bacteriana a antimicrobianos.
Cepas de Escherichia coli produtoras da fimbria curli, em biofilme, apresentam uma maior
dificuldade de eliminacdo pelos antimicrobianos, consequentemente maior dificuldade de

tratamento de suas infec¢des (Karigoudar et al., 2019).

1.5 Amiloides funcionais bacterianos no biofilme

Na sua forma fibrilar, as proteinas amiloides, compdem principalmente o arcabougo desse
biofilme, atuando na sua integridade estrutural e conferindo maior elasticidade e consisténcia.
Os amiloides funcionais bacterianos, encontrados nos biofilmes podem ser classificados em
duas formas: Amiloides intrinsecos, onde a conformagdo amiloide representa o estado
estrutural e funcional nativo da proteina e amiloides facultativos onde as proteinas t€ém seu
estado nativo em uma forma globular solivel e em determinadas condi¢des alteram sua
conformacdo para a amiloide. Sdo exemplos de amiloides intrinsecos as proteinas curli de
enterobactérias, Fap de Pseudomonas spp. e a proteina MTB de Mycobacterium tuberculosis.
Ja exemplos de amiloides facultativos sdo as modulinas soliveis em fenol (PSMs) de
Staphylococcus aureus e a proteina TasA produzida por Bacillus subtilis e Bacillus cereus.

O primeiro amiloide funcional bacteriano descrito foi a fimbria curli em E. coli, no ano de
2002, (Chapman et al., 2002). O curli se mostrou essencial para a formagdo do biofilme
bacteriano em diferentes superficies, como células de planta (Jeter & Maththysse., 2005), aco
inoxidavel (Ryu & Beuchat., 2005), vidro e plastico (Dueholm et al., 2010) e para a resisténcia
a antimicrobianos. A biogénese dessa proteina se d4 através de dois operons csgBAC e o

csgDEFG, onde o primeiro codifica CsgA que é a maior subunidade da proteina e sendo seu
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principal amiloide, a por¢do que formard as fibrilas, CsgB que é uma menor subunidade do
curli e um amiloide secundério que possui funcdo nucleadora. Também codifica a proteina
CsgC, uma chaperona, que mantém as proteinas fora de seu estado amiloide até que sejam
exportadas da célula, evitando estresse celular e citotoxicidade para a bactéria. O segundo
operon, possui funcdo reguladora e transportadora. Para que CsgA e CsgB cheguem ao meio
extracelular, a proteina CsgG forma poros na membrana externa. Associada a essa proteina,
estdo CsgE e CsgF que auxiliam a saida das proteinas e posterior agregacdo da fibra. Além
disso, CsgF interage com CsgB garantindo a fixa¢do da subunidade na superficie celular e
inicio da formacdo fibrilar. CsgD age como regulador positivo, a nivel transcricional da
expressdo do operon csgBAC (Barnhart & Chapman., 2010).

No genéro Pseudomonas a proteina amiloide mais bem caracterizada é a proteina Fap.
Essa proteina tem sua montagem coordenada por componentes de apenas um unico operon
fapA-F, diferentemente do curli que possui dois. Diversas espécies desse género expressam a
proteina Fap, como a espécie patogé€nica Pseudomonas aeruginosa. Nem todas as espécies
patogénicas expressam a proteina, porém as que expressam demonstram um carater
potencializador da viruléncia de Fap. A proteina FapC € a principal amiloide presente nas
fibrilas e FapB a segunda mais presente, sendo secretadas de forma similar ao curli, tendo sua
montagem na superficie celular (Dueholm, Otzen &Nielsen., 2013).

As PSMs de S. aureus se apresentam como uma importante parte da arquitetura do
biofilme dessa bactéria. As PSMs estdo relacionadas com diversas fungdes patogénicas. Esses
pequenos peptideos anfipéticos sdo codificados por genes que estdo localizados nos operons
psma, psmp e no RNAIII (Peschel & Otto., 2013). Cepas nao produtoras das modulinas o/
apresentaram a formacgdo do seu biofilme prejudicada, o que indica que as PSMs sdo
necessdrias para manter a estrutura do biofilme bacteriano da espécie. Além disso, na forma
monomérica, ou seja, nao fibrilar, as modulinas apresentam uma capacidade pré-inflamatdria
recrutando, ativando e lisando os neutréfilos. As PSMs sdo armazenadas no biofilme séssil
como fibras inertes até que haja condi¢des favordveis a sua dissociacdo, promovendo a
desmontagem e aumentando a viruléncia desse biofilme (Schwartz et al., 2012; Cheung et al.,
2014). Na sua forma fibrilar, fortificam o biofilme que é capaz de resistir a estresses tantos
quimicos quanto mecanicos (Bi & Daggett.,2018). Por fim, foi visto que o aumento da
expressao de aPSMs aumentou a viruléncia de Staphylococcus resistente a meticilina (MRSA)
(Wang et al., 2007).

No contexto de biofilme, os amiloides funcionais bacterianos, tanto intrinsecos como

extrinsecos, aparentam exercer diferentes funcdes, porém a adesao e conservacao de estrutura
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sd0 as mais observadas. Cepas de P. aeruginosa com superexpressao de Fap apresentaram um
biofilme mais hidrofébico e espesso, além de apresentar fenétipo mais agregativo e biofilmes
mais resistentes em comparagdo as cepas selvagens (Zeng et al., 2015). Apesar das proteinas
amiloides apresentarem um campo de estudo crescente, os estudos em desenvolvimento ou
que foram desenvolvidos, focam em microrganismos de metabolismo ndo anaerdbico.
Sabendo que bactérias anaerdbias estritas sdo a maioria na microbiota intestinal e estdo
presentes em outros sitios como a boca, estando envolvidas com diversos quadros clinicos, se
faz necessario entender a funcdo dessas proteinas também nessa populagcdo bacteriana, além
de compreender o papel delas na patogénese desses microrganismos a fim de selecionar novos
alvos terapéuticos.

Entendendo que as proteinas amiloides tém grande responsabilidade em conferir a
resisténcia da estrutura do biofilme, essas proteinas se apresentam como bons alvos para novos
alvos terapéuticos, como antimicrobianos, substancias anti biofilme, entre outras. Atualmente,
existem estudos que propdem o uso de novas substincias, ou o uso combinado de
antimicrobianos ja em uso para inibir a formacao de fibras amiloides, o que levaria a formacao
de biofilmes defeituosos ou a prevencao da formagao deles. Um exemplo € a epigalocatequina
galato (EGCG), essa molécula € um polifenol encontrado no cha-verde que possui a
capacidade de inibir a expressao da proteina curli, de E. coli, a nivel transcricional, além de
impedir a sua fibrilacdo no meio extracelular e a formacdo de seu biofilme. Essa molécula
também demonstrou capacidade de inibir as fibras amiloides humanas, tendo atividade conta

a a-sinucleina e o peptideo B-amildide-42 (Feter et al., 2016).

1.6 Amiloides funcionais bacterianos no contexto da neurodegeneracao

Um dos grandes desafios para a medicina e ciéncia modernas sdo as patologias
neurodegenerativas. Inimeras sdo as doencas que afetam a saide neuronal. As mais
conhecidas sdo a Doenca de Parkinson (DP), Doencga de Alzheimer (DA), Doenca de corpos
de Lewis (LBD), atrofia multipla sist€émica (MSA) e a atrofia lateral amiotréfica (ELA). A
rapida progressdo e a perda de cogni¢do do paciente sdo fatores em comum dentre essas
patologias. E comum também a presenca do mau enovelamento, agregacio e deposicdo de
certas proteinas no cérebro dos individuos afetados. Essas proteinas mal enoveladas formam
agregados amiloides no cérebro que estdo relacionados a um processo inflamatério local e

morte celular, com posterior dano e perda de func¢ao tecidual (Walker, Schelle & Jucker, 2016).
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Os amiloides funcionais bacterianos possuem sua estrutura primdria, ou seja, a sua
sequéncia de aminoacidos diferentes dos amiloides de mamiferos como, a-sinucleina e o
peptideo AB-42, entretanto, quando enovelados, em sua estrutura quaterndria apresentam
similaridade tridimensional com os amiloides humanos. Dessa forma, podendo funcionar
como nucleadores, induzindo a cascata de agregacdo e formagao das fibras amiloides humanas.

A microbiota é capaz de produzir uma série de moléculas neuromodulatérias como o
GABA, serotonina e acetilcolina que sdo conhecidos neurotransmissores humanos Diversos
produtos liberados pela microbiota, sistema enddcrino e imunoldgicos em resposta a alguma
fonte de estresse podem prejudicar a integridade da mucosa intestinal e a barreira
hematoencefalica o que as torna mais permissivas a citocinas e moléculas neuromodulatdrias
(Pokusaevaetal., 2017). A exposicao a amiloides bacterianos promove a producio e agregacao
de a-sinucleina tanto no intestino quanto no cérebro de animais, como ja foi mostrado. Em
Caenorhabditis elegans transgénico, que apresenta expressao de a -sinucleina humana, foi
demonstrada que a exposi¢do a E. coli produtoras de curli induziu uma maior agregagio de a
-sinucleina no tecido muscular, aumento que nao foi observado quando o modelo foi exposto
a cepas ndao produtoras da proteina curli. Além disso, amiloides ndo-ortélogos podem
apresentar deposicdo cruzada devido as suas semelhancas estruturais e fisico-quimicas. Foi
demonstrado que a proteina curli de E. coli pode aumentar a agregacdo de a-sinucleina,
consequentemente induzindo danos motores em camundongos que super expressavam a
proteina humana (Sampson et al., 2020).

A capacidade de producdo de proteinas amiloides pelo microbioma e possivel
agrupamento cruzado de amiloides nao-ort6logos nos tecidos do hospedeiro traz a necessidade
de investigacdo da capacidade dessas proteinas, amiloides bacterianos, serem agravantes da
neurodegeneracdo, tendo em vista que componentes bacterianos t€ém a capacidade de
atravessar a barreira hematoencefalica. Sabe-se também que os amiloides sdo capazes de
induzir uma resposta inflamatéria local no tecido cerebral, o que por si s6 ja apresenta um

problema para a satde do hospedeiro.
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2 Justificativa

Trabalhos recentes indicam que amiloides bacterianos tem um papel importante na
viruléncia e persisténcia bacteriana em infeccdes humanas. Também é especulado que esses
amiloides possam desempenhar funcdes na patogénese de doencas neurodegenerativas, porém
ndo ha descrito na literatura a presenca de amiloides funcionais em anaerdbios estritos da
microbiota humana. Investigar a produgdo de proteinas amiloides por bactérias, principalmente
representantes da microbiota humana, pode ser importante para correlacionar as doencgas
neurodegenerativas e disbiose, o que consequentemente, promove uma maior € importante
elucidacdo sobre a patogenia desses tipos de doencas. Na literatura, membros do género
Bacteroides, Fusobacterium, Prevotella e Porphyromonas foram apontados como possiveis
relagdes no desenvolvimento de neuropatologias degenerativas e disbiose intestinal, pois seus
componentes celulares ja foram encontrados no cérebro de pacientes acometidos pela Doenca
de Alzheimer. Por fim, o desenvolvimento dessa linha de pesquisa, assim como as metodologias
propostas, permitird uma maior compreensao das relagdes microbioma — hospedeiro. Além
disso a implantacdo e desenvolvimento de linhas de pesquisa sobre a microbiota intestinal
associada a doenca e a sadde poderd ser decisiva para a realizacdo de abordagens
multidisciplinares, inseridas no contexto da saide humana e da busca de novos alvos
terapéuticos no tratamento dessas neuropatologias, visto que outras bactérias anaerébias podem

vir a ser estudadas pelas mesmas técnicas que serdo validadas nesse projeto.
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3 Objetivo

O objetivo deste estudo € utilizar uma abordagem que faz integracdo de metodologias in

silico, fenotipicas e moleculares para determinar se espécies de bactérias anaerdbias estritas

presentes na microbiota intestinal sdo produtoras de proteinas de carater amiloide e se tais

proteinas sdo componentes de seus biofilmes.

Para atender ao objetivo as seguintes etapas sao propostas:

II.

I1I.

IV.

VL

Identificar cepas produtoras de amiloides através do cultivo em agar com vermelho
congo;

Identificar a presenca da producdo de amiloides através de ensaio de precipitacdao
com vermelho congo;

Detectar a presenga de proteinas amiloides no biofilme das cepas em placas de 96
pOcos;

Detectar a producdo de proteinas amiloides no biofilme de bactérias selecionadas
por microscopia de fluorescéncia;

Detectar a presencga de fibras e oligdbmeros na biofilme das cepas estudadas através
do uso de anticorpos anti-fibra amiloide e anti-oligdmero amiloide;

Identificar possiveis proteinas de cardter amiloide através da andlise in silico do

proteoma das cepas estudadas;



4 Metodologia

4.1 Cepas bacterianas e Condicoes de cultivo

15

As seguintes cepas foram utilizadas no estudo (Tabela 1). Estas amostras fazem parte da

colecao de culturas do Laboratério de Biologia de Anaerdbios do Instituto de Microbiologia

Paulo de Goées da Universidade Federal do Rio de Janeiro (IMPG/UFRIJ). As amostras

encontravam-se congeladas a -80°C e seu cultivo foi realizado primariamente em Agar sangue

suplementado (ASS) com 5 % de sangue de carneiro desfibrinado, menadiona (10 pg/mL) e

hemina (0,5 mg/mL). Apos o crescimento, as amostras foram cultivadas em caldo BHI pré

reduzido e esterilizado anaerobicamente (BHI-PRAS) suplementado com menadiona (10

pug/mL) e hemina (0,5 mg/mL) sob o fluxo de CO,. Todas as Incubagdes foram realizadas em

estufa a 37°C por 72 horas, em atmosfera anaerébica (80% de N2 ; 10% de Haz ; 10% de CO»-).

Tabela 1 - Cepas utilizadas no estudo

Amostras E spécie Origem Amiloid es bac terianos
ATCC 25285 Bacteroides fragilis Abspeszo ?
ATCC 43839 Bacteroides fragilis Diarréia infantil ?

638K Bacteroides fragilis Bactersmia ?
ATCC 29741 Bac teroide s tethaiotaomicron Especime clinica ?
R20291 NAP-1 Closiridicides difficile Origem humana ?
ATCC 23384 Fusobacte rium micleatum Lesdo cervico-facial ?
ATCC 3482 Phocaeiocola vidgatus Perfuracio de apéndice ?
ATCC 40046 Prevotella Intermedia Eolsa periodontal 2
ATCC 25843 Prevorella melaninogénica Escamo 7
ATCC 33563 Prevotella nigrescers Gengivite ?
PAOL Psendomonas aeuri ginosa ¥ FapC
ATCC 359384 Staphylococens epidermidis Sepse por cateter Aap
MC4100 ACsgA Escheiric hia coli Niutante da MCL10) Nie produz
MC4100 Lscheiric hia coli ¥ Curli

? - Ndo ha produgdo conhecida; * Ndo consta no bando de dados
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4.2 Analise de producio de proteinas amiloides em agar com vermelho congo

Para analisar a producao de proteinas de carater amiloide e a capacidade de seus agregados
de se ligar ao corante vermelho congo. As cepas estudadas foram cultivadas em Meio de cultura
contendo o corante vermelho congo (“CR” do inglés Congo Red), como descrito por Reichhardt
e colaboradores (2015) com modificagdes para o cultivo de anaerdbios. As cepas foram
previamente cultivadas em caldo BHI PRAS a 37°C por 72h, apés o cultivo serdo inoculadas,
com auxilio de alga bacterioldgica, em 4gar Brucella, suplementado com menadiona (10
pg/mL), hemina (0,5 mg/mL), com vermelho congo (100 pg/ml). Apds o processo de
autoclavagdo o meio de cultura foi resfriado até uma temperatura de 55°C e entdo foi adicionada
uma solugdo de vermelho do congo (1 mg/mL), para uma concentragao final de 100pg/ml no
meio de cultura. Apds a adigdo do corante ao meio de cultura foi vertido em placas de petri e
estocado em geladeira a até ser utilizado para o cultivo bacteriano. As placas entdo foram
incubadas em anaerobiose, a 37°C por 72 h . O crescimento serd analisado com auxilio de uma
Lupa, para observacao das colonias. As cepas produtoras de proteinas amiloides apresentam
seu crescimento na cor vermelha e podem apresentar perda da cor do meio de cultura devido a

ligagdo das proteinas ao corante.

4.3 Ensaio de deplecio do vermelho congo com células

O protocolo foi realizado conforme descrito por Reichhardt e colaboradores (2015), As
amostras de bactérias anaerdbias e as cepas controle PAO1 e ATCC 35984 foram cultivadas
em ASS a 37°C por 72h e 24h. As cepas de E. coli MC4100 e sua mutante foram cultivadas
em Agar Yesca a 28°C por 48h. Foram coletados os crescimentos das cepas com auxilio de uma
alca bacterioldgica, e preparado uma suspensao com OD 1,0 (600 nm) em PBS gelado. Com as
suspensoes prontas, foi adicionado o corante vermelho congo para uma concentracao final de
10 pg/mL, a partir de uma solucdo estoque filtrada de 1 mg/mL. As células foram incubadas
com o corante por 10 minutos em temperatura ambiente em agitacdo. Apds o periodo de
incubacdo as células foram levadas a centrifugacdo a 10.000 g por 5 minutos. Com o material
celular depositado foi realizada uma andlise visual da sua coloracdo, em comparacdo com a
cepa controle negativo MC4100 ACsg. Foi coletado e despejado 100l do sobrenadante de cada
amostra em placas de 96 pocos a absorbancia dos sobrenadantes foi lida a 500 nm através do

espectrofotometro Spectramax 13 (Molecular Devices).
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4.4 Analise da presenca de proteinas amiloides no biofilme bacteriano

4.4.1 Ensaio de formacio de Biofilme em placas de 96 pocos

O ensaio de formacao de biofilme foi realizado no intuito de observar se as proteinas
amiloides seriam componentes da matriz extracelular do biofilme das espécies bacterianas
estudadas. Apos crescimento em placas de ASS como descrito no item 4.1, as amostras foram
novamente inoculadas em placas de dgar sangue de carneiro desfibrinado suplementadas com
menadiona (10 pg/mL) e hemina (0,5 mg/mL). As placas entdo foram incubadas em
anaerobiose, a 37°C por 72h. Em seguida, as amostras foram recuperadas com auxilio de alga
inoculadora estéril e suspendidas em 4 mL de tampao PBS 1x . O in6culo foi ajustado conforme
escala de McFarland 1 (3 x10% UFC/mL). A partir do inoculo ajustado, 20 puL das amostras é
adicionado em placa de 96 pogos de poliestireno junto com 180 pL de BHI caldo com glicose
1% (p/v). A placa entdo foi incubada a 37°C, em anaerobiose por 72h. Apos a incubagdo, o
biofilme foi lavado 3 vezes com tampao PBS e incubado a 60 °C por 1 hora. Em seguida foram
realizadas as devidas colorag¢des, Na coloragdo com o corante Vermelho do Congo, em cada
poco da microplaca foram adicionados 150 pL do corante a 10 pg/mL, A placa serd incubada
por 15 min e lavada trés vezes com PBS 1x (Tursi et al.,2020). Para a coloragdo com ThT, 150
puL do corante a 10 uM foram adicionados a cada pogo. A placa foi incubada por 15 min, ao
abrigo de luz (Gallo et al., 2015). Ap6s a coloracgdo, a placa foi lavada trés vezes com PBS 1x,
para retirar o excesso de corante, e entdo foi realizada a solubilizagdo dos corantes ligados ao
biofilme e leitura da fluorescéncia. Para solubilizagdo dos corantes foram adicionados 200 pL
de solugao descorante (Metanol 33%). A leitura do experimento foi realizada por fluorescéncia
através do espectrofotometro Spectramax 13 (Molecular Devices). A placa corada por ThT foi
submetida a leitura com emissdo a 500 nm e excitacdo a 450nm. J& a placa corada pelo Vermelho

do congo, a uma emissdo de 610 nm e excitacdo de 561 nm (Tursi et al.,2020).

Como a metodologia busca marcar os amiloides presentes no biofilme com os corantes
especificos, para formacdo de biofilme dos controles foi utilizada a mesma metodologia, porém
com meios de cultura e caracteristicas de incubacao diferentes para a melhor produgao de
biofilme ou expressdo da proteinas desejada nas respectivas espécies. Sendo, assim a formagao
de biofilme das cepas de E.coli, MC4100 produtora de curli e MC 41000 nao produtora de curli,
foi realizada em meio Yesca (10g/L casaminoacidos; 1g/L de extrato de levedura; pH 7,2) por
48h a 28°C para maior producao de curli. Ja para formagao de biofilme da cepa PAO1 de

Pseudomonas aeruginosa, foi realizado em meio Luria Bertani (LB), durante 24h a 37°C. Para
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a formagdo do biofilme de S.epidermidis, foi utilizado meio TSB suplementado com 1% de

glicose, a incubacao foi realizada por 24h a 37°C.

4.4.2 Deteccado de amiloides no biofilme bacteriano por microscopia de

fluorescéncia

Para analise da presenca de amiloides no biofilme bacteriano por microscopia de
florescéncia, foi realizada a formagao do biofilme em placas de poliestireno de 24 pogos. O
ensaio foi realizado conforme descrito no item 4.3.1, com modificagdes. Nos pocos das placas
foram adicionados 900 pL de BHI-PRAS com glicose 1%(p/v) e suplementado com menadiona
(10 pg/mL) e hemina (0,5 mg/mL), junto com 100 uL do indculo bacteriano ajustado conforme
o item 4.3.1. A placa foi incubada a 37°C numa atmosfera de anaerobiose por 72h. Apos a
formag¢do do biofilme, os pocos foram lavados gentilmente duas vezes com PBS 1x e fixada
por 1h a 60°C em estufa. Para coloragdo foram utilizados solu¢des de CR e ThT a 20uM, os
pogos foram corados com 500uL de CR e incubados por 15 minutos, depois da incubagdo foram
lavados gentilmente duas vezes com PBS 1x. A mesma técnica foi aplicada para coloragdao com
ThT. Apds as coloracdes, a placa foi incubada a 37°C para secagem dos pogos. Os biofilmes
foram analisados por microscopia de fluorescéncia no microscopio EVOS M5000 Imaging
System (Thermo Fischer Scientific), através das objetivas de 10x e 20x, com os filtros de
fluorescéncia RFP (Ex: 530 nm/Em: 593 nm) e GFP (Ex: 470 nm/Em: 525 nm), para o

vermelho congo e Thioflavina T respectivamente.

4.5 Confirmacio da presenca de proteinas amiloides por Dot blot

4.5.1 Obtencao do extrato do biofilme bacteriano

O ensaio foi realizado com base no protocolo descrito por Zhou e colaboradores (2013)
com modificagdes. O biofilme foi formado em uma placa de 24 pogos de poliestireno, conforme
descrito no item 4.3.2. Os pogos contendo biofilme, foram lavadas duas vezes com H,0 MiliQ,
a biomassa restantes foi suspendida 500 pL de tampao KPI (Tampao fosfato de potassio 5S0mM,
pH 7.2; feito 28.9 mM KH,PO,e 21.1 mM K,HPO, em H,0). A suspensdo foi coletada em
microtubos e centrifugada a 16.000 G x 5 min. O sobrenadante foi removido e o material
depositado foi suspenso novamente em Tampao KPI e levados para tratamento com ultrassom
em sonicador de banho por 30 min, para quebra da matriz do biofilme. Apos o sonicador, a
amostra foi dividida em 2 grupos, levados para centrifugacdo a 16.000 G x 5 min. O primeiro

grupo foi suspenso diretamente em H,0 MiliQ, ja o segundo grupo foi suspenso em 100 de
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uma solugdo de 4cido férmico 90 %. O grupo tratado com acido foi levado para secagem em

rotaevaporador por 30 min a 45°C e ressuspendidos em H,0 MiliQ.

4.5.2 Deteccao de fibras e oligomeros amiloides no extrato do biofilme

através de Dot Blot.

Para a identificagdao de possiveis amiloides no extrato do biofilme das cepas estudadas, foi
realizado um Dot blot utilizando anticorpos anti-fibra amiloide (Anti-Amyloid Fibrils OC
Antibody; AB2286; Merck Millipore). e anticorpos anti-oligdmeros amiloides (Oligomer A1l
Polyclonal Antibody; AHB0052; Invitrogen). Foram feitas as marcagcdes em duas membranas
de nitrocelulose, sendo uma para identificacdo de oligdmeros e outra para a identificagdao de
fibras, onde foram adicionados 10 pL de cada amostra. Apds a secagem das amostras, na
membrana, em temperatura ambiente, foi realizado o bloqueio das membranas adicionando 10
ml de Intercept (TBS) Blocking Buffer (LI-COR biosciences), e incubando por 1h sob agitacao.
Em seguida foram realizadas duas lavagens de 5 minutos com tampao PBS 1x, seguido da
adi¢do dos anticorpos primarios @ membrana em uma propor¢ao de 1:5000. Foi realizada a
incubacdo dos anticorpos primarios durante a noite na geladeira. Logo apds o periodo de
incubagdo, o tampao com anticorpos primarios foi retirado e as membranas foram lavada trés
vezes por 5 min com PBS 1x e foram adicionados os anticorpos secundérios IRDye® 800CW
Goat Anti-Rabbit IgG (LI-COR biosciences), as membranas foram incubadas durante 1h em
homogenizador, em local protegido da luz. Depois da incubacdo, foram realizadas mais 3
lavagens de 5 min com tampao PBS 1x. A leitura do resultado foi feita através da fluorescéncia

a 795nm no Leitor ODYSSEY® DLx (LI-COR biosciences).

4.6 Anadlise in silico

A fim de analisar todas as proteinas com possivel cardter amiloidogénico; codificadas
nos genomas das amostras que serdo utilizadas, serd realizada uma andlise in silico em
diferentes softwares e servidores. Para tanto, inicialmente sera realizada uma busca no
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) pertencente ao National Center for
Biotechnology Information (NCBI) das sequéncias FASTA de todas as proteinas da das cepas
utilizadas.  Apds  esse  processo  foi  utilizado o  servidor Pasta 2.0
(http://protein.bio.unipd.it/pasta2/help.html). Este analisa a sequéncia de aminoécidos da

estrutura primdria das proteinas, prevendo quais partes deste peptideo tem propensdo a
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formacdo de fimbrias amiloides (Walsh et al., 2014). Os resultados gerados no Pasta 2.0 serdo
adicionados no servidor Cello (http://cello.life.nctu.edu.tw/). Este sistema prediz a localizagcdo
da referida proteina na célula (Yu, Lin, & Hwang, 2004). Sendo assim, serdo selecionadas as
proteinas que se localizam no periplasma, na membrana externa e as extracelulares.
Posteriormente, esse resultado sera analisado pelo servidor Tango
(http://tango.crg.es/protected/correctlogin.jsp) que prevé a agregacdo P-cruzada, a-hélice
(Fernadez-Escamilla et al., 2004; Linding et al., 2004; Rousseau, Schymkowitz & Serrano,
2006). Paralelamente, o resultado desta andlise também serd analisado pelo servidor da
Universidade de Cambridge o Vendruscolo Lab - Software, este fornece o célculo do perfil de
solubilidade, visto que os aminodcidos com maiores propensdes a formacao de amiloides sdao
mais insoluveis. Em seguida, as sequéncias proteicas serdo analisadas em bancos de dados de
proteinas: NCBI, UniProt, SwissProt para pesquisa da predi¢do de suas fungdes (Sormani,

Aprile, & Vendruscolo, 2015). Para todas as anélises serdo utilizadas as sequéncias de proteinas

Para analise nos softwares de predi¢do de caracteristicas amiloides, foi estabelecida um
cutt-off de valores para selecdao dos resultados (Tabela 2). Esse valor foi escolhido com base na
analise dos resultados de amiloides humanos e bacterianos ja caracterizados. Foram utilizados
como controle as proteinas: amiloide humano AB-42 e a Proteina Curli de E. coli. Para o
software PASTA 2.0 foi utilizado como cutt-off o valor 20 da caracteristica “#Amyloid” que
indica o numero de regides de fibras amiloides previstas pelo software, Ambas as proteinas
controles tiveram um #Amyloid = 20. No software Tango, Foi utilizado o valor de 100.000
como cut-off para selecdo dos resultados. As proteinas controles apresentaram os respectivos
valores : amiloide humano AB-42 (159.846), Proteina Curli de E. coli (799.262), Na andlise das
proteinas pelo software CamSol (Vendruscolo Laboratory), foi considerado que proteinas
amiloides sdo reconhecidas por sua caracteristica extremamente insoluveis e hidrofobicas.
Neste cenario, proteinas que apresentaram valores até 0.9 foram consideradas, tendo em vista
que o método utilizado pelo software considera proteinas com valores iguais ou acima de 1
soluveis. Por outro lado, aquelas mais proximas de -1 ou menores do que esse valor sdo
consideradas mais insoltiveis. Os valores apresentados pelo amiloide humano AB-42 e a

proteina curli de E. coli foram respectivamente 0.303015 e 0.863488.
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5 Resultados

5.1 Teste de crescimento em agar vermelho congo

As cepas produtoras de amiloide utilizadas como controle positivo PAO1 de Pseudomonas
aeruginosa ¢ ATCC 35984 Staphylococcus epidermidis e MC4100 de Escherichia coli
apresentaram coldnias com uma coloragdo avermelhada, indicando a presenca de amiloides e
ligacdo do corante em suas colonias, enquanto a cepa MC4100 ACsg apresentou coldnias com

coloragdo branca, indicando a ndo producdo de amiloides durante seu crescimento (Fig. 1).

Figura 1- Crescimento das cepas controles em agar Yesca com vermelho congo (100pg/ml). A. E. coli MC4100
Produtora da fimbria curli. B. E. coli MC4100 ACsgA, ndo produtora de Fimbria Curli. C. S. epidermides ATCC
35984, produtor da proteina amiloide Aap. D. Pseudomonas aeruginosa PAO1 produtora de FapC.
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As cepas de Bacteroides fragilis ATCC 25285 e 638R apresentaram um crescimento de
coloracdo alaranjada fraca, indicando uma adsor¢do do corante em suas colonias, embora
visivelmente mais fraca que em comparagdo com as cepas controle positivo. J4 a ATCC 43859
possuiu um crescimento de cor avermelhada, mais forte que as outras cepas da espécie,
apresentando toda a sua colonia com ligacdo ao corante. Todas as cepas do género Bacteroides
apresentaram uma mudanca na coloracdo do meio de cultura de um meio avermelhado para

uma coloracdo azul transliicida com a presenga de precipitados (Fig. 2).

Figura 2 - Crescimento de Bacteroides spp. em agar Brucella com vermelho congo (100pug/ml). A. Crescimento
de Bacteroides fragilis ATCC 25285 B. Crescimento de Bacteroides fragilis ATCC 43859. C. Crescimento de
Bacteroides fragilis 638R. D. Crescimento de Bacteroides thetaiotaomicron ATCC 29741.
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Foi observada uma forte ligacdo do corante nas coldnias das cepas do género Prevotella
e da espécie F. nucleatum ATCC 25586. As cepas de P. melaninogenica e P. nigrescens,
apresentaram o crescimento de cor vermelha, além de uma descoloragao do meio de cultura ao
redor do crescimento. Observou-se também uma dificuldade de crescimento da cepa de P
intermedia no meio de cultura. Embora pouco o crescimento ainda apresentou coloracao
vermelha intensa. A descoloragdo do meio também pode ser observada no crescimento de F
nucleatum, embora em menor quantidade. Enquanto as cepas do género Prevotella
apresentaram colonias inteiramente corados de vermelho, F. nucleatum apresentou o centro de

suas colonias coradas, enquanto as bordas ndo apresentaram coloragdo (Fig. 3).

Figura 3 - Crescimento de Prevotella spp. e Fusobacterium nucleatum em agar Brucella com vermelho congo
(100pg/ml). A. Crescimento de Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 (B) Crescimento de Prevotella intermedia
ATCC 49046. C. Crescimento de Prevotella melaninogenica ATCC 25845 (D) Crescimento de Prevotella nigrescens
ATCC 33563 .
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O crescimento de Phocaeicola vulgatus ATCC 8482 apresentou coloracdo alaranjada,
e suas coldnias apresentaram um acumulo de corante no centro de suas colonias de cor
vermelha, enquanto a parte exterior da colonia apresentou uma coloragdo laranja fraco. Essa
cepa ainda apresentou descoloracdo do meio de cultura, que passou de vermelho para um

laranja fraco (Fig.4).

A cepa de Clostridioides difficile NAP-1 apresentou um crescimento de coloragao
alaranjada, onde havia maior crescimento bacteriano. As colonias apresentaram um interior
corado com vermelho do congo, enquanto o exterior possuia uma coloragdo esbranquigada,

caracteristica do crescimento dessa espécie (Fig.4)

Figura 4 - Crescimento de Phocaeicola vulgatus e Clostridioides difficile em agar Brucella com vermelho congo
(100pg/ml). A. Crescimento de Phocaeicola vulgatus ATCC 8482. B. Crescimento de Clostridioides difficile R20291.

5.2 Ensaio de ligacdo do vermelho congo em células apds o crescimento

Foi feita uma andlise primaria visual do ensaio, observando a coloragdo do material
depositado, onde todas as cepas, menos MC4100 ACsg, apresentaram coloracdo vermelha
intensa. Ainda, foi possivel observar visualmente a diferenga entre os sobrenadantes de cada
amostras, em comparacdo ao controle, tendo todas as cepas, menos MC4100 ACsg,

apresentado diferenca visivel, com destaque para as cepas F. nucleatum, P. nigrescens, C.
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difficile e B. fragilis ATCC 43859 que apresentaram grande diferenga de coloracdo nos
sobrenadantes (Fig. 5).

Figura 5 — Analise visual do ensaio de deplecio do vermelho congo. Observagido da
coloragd@o do sobrenadante ¢ material depositado nos microtubos ap6s a centrifugacéo.

Na detec¢do de absorbancia do vermelho do congo no sobrenadante (Fig.6), foi
possivel observar uma menor absorbancia de todas as cepas, em comparagdo com controle
negativo, o que demonstra uma maior absorcao do corante pelo material celular depositado.
Na andlise estatistica todas as cepas apresentaram valor estatistico de p< 0,0001/**** na sua

diferen¢a de absorbancia, somente a cepa de B. thetaiotaomicron apresentou um valor de p =

0,0003/%**,
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Figura 6 — Leitura da absorbincia do sobrenadante com vermelho do congo a 500 nm. Observou-se uma
maior retirada de corante do sobrenadante por todas as cepas quando comparadas ao controle negativo E. coli
MC4100 ACsg ( *** p=0,003; **** p <0,0001).
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5.3 Ensaio de formacao de biofilme em placas de 96 pocos

Na coloragdo com corante Vermelho Congo (Fig.7), foi possivel observar a maior
fluorescéncia em comparacdo com controle negativo, tendo maior significancia as amostras:
E. coli MC4100 ( p<0.185/*), B. fragilis 638R e P. aeruginosa PAOI1 (p<0,0018/*%*), P
vulgatus ATCC 8482 (p< 0,0006/***), C. difficile NAP-1, B. fragilis ATCC 25285, S.
epidermidis ATCC 35984, P. nigrescens ATCC 33563 e F nucleatum ATCC 25568
(p<0,0001/****),

No ensaio com coloracdo por Tioflavina T (Fig.8) as cepas que apresentaram maior
significancia na fluorescéncia foram: C.difficile NAP-1 (p<0,03/*), F. nucleatum ATCC
25568, P. aeruginosa PAOI, E. coli MC4100 e S. epidermidis ATCC 35984 (p<0,0001/***%*),
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Figura 7 - Fluorescéncia emitida pelos biofilmes corados com Vermelho congo. Observou-se uma maior
fluorescéncia no biofilme formado pelas cepas de P. nigrescens, C. difficile, Bacteroides fragilis 638R, F. nucleatum
quando comparadas ao controle negativo E. coli MC4100 ACsg (* p<0,185; ** p<0,0018; **** p <0,0001).
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Figura 8 - Fluorescéncia emitida pelos biofilmes corados com Tioflavina T. Observou-se uma maior
fluorescéncia no biofilme formado pelas espécies P. nigrescens, C. difficile ¢ F. nucleatum quando comparadas ao
controle negativo E. coli MC4100 ACsg (* p<0,05; ** p<0,01; **** p <0,0001).

5.4 Microscopia de fluorescéncia do biofilme bacteriano.

5.4.1 Cepas controle

Na marcacdo com os corantes fluorescentes ThT e CR no biofilme das cepas controle,
foi observado a fluorescéncia dos dois corantes nas cepas MC4100 (Fig.9), ATCC 35984
(Fig.11) e PAO1 (Fig.12). Pode-se observar marcacdo fluorescente dos corantes nos locais
somente onde o biofilme foi formado, quando as imagens foram sobrepostas. Foi possivel ainda
observar a sobreposicao dos corantes nas mesmas areas. A cepa controle negativo MC4100
ACsg, apresentou formagdo de biofilme, porém ndo foi detectada fluorescéncia no biofilme

(Fig.10).
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Figura 9 — Microscopia de fluorescéncia do biofilme de E. coli MC4100 em objetiva de 10x. A. Biofilme
em Luz branca (Trans); B. Fluorescéncia do vermelho do congo no biofilme; C. Fluorescéncia de Tioflavina
T no biofilme; D. Sobreposi¢cdo das imagens (trans, ThT e CR).

Figura 10 — Microscopia de fluorescéncia do biofilme de E. coli MC4100 ACsg em objetiva de
10x. A. Biofilme em Luz branca (Trans); B. Fluorescéncia do vermelho do congo no biofilme; C.
Fluorescéncia de Tioflavina T no biofilme; D. Sobreposicdo das imagens (trans, ThT e CR).
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Figura 11 — Microscopia de fluorescéncia do biofilme de S. epidermidis ATCC 35984 em objetiva de 10x. A.
Biofilme em Luz branca (Trans); B. Fluorescéncia do vermelho do congo no biofilme. C. Fluorescéncia de
Tioflavina T no biofilme D. Sobreposi¢ao das imagens (trans, ThT e CR).

Figura 12 — Microscopia de fluorescéncia do biofilme de P. aeruginosa PAO1 em objetiva de 10x. A. Biofilme
em Luz branca (Trans); B. Fluorescéncia do vermelho do congo no biofilme. C. Fluorescéncia de Tioflavina T
no biofilme D. Sobreposigdo das imagens (trans, ThT e CR).
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5.4.2 Fusobacterium nucleatum

Foi observada a formag¢ao do biofilme de F. nucleatum, que apresentou um biofilme
espesso, com deteccdo da fluorescéncia para ambos os corantes. Pode-se observar a marcagao
de fluorescéncia em certas areas do biofilme, nessas mesmas areas foi possivel observar a

sobreposi¢do de ambos os corantes (Fig. 13).

Figura 13 — Microscopia de fluorescéncia do biofilme de F. nucleatum ATCC 25586 em objetiva de 10x.
A. Biofilme em Luz branca (Trans); B. Fluorescéncia do vermelho do congo no biofilme. C. Fluorescéncia
de Tioflavina T no biofilme D. Sobreposi¢do das imagens (trans, ThT e CR).

5.4.3 Prevotella sp.

Todas as cepas do género Prevotella formaram biofilme, que apresentou fluorescéncia
para ambos os corantes. Na cepa de P. melaninogenica pode-se observar a detec¢do de
fluorescéncia onde houve a formacdao do biofilme, locais onde também foi observada a
sobreposi¢do dos corantes (Fig. 14). Para cepa de P. intermedia (Fig. 15) e P. nigrescens (
Fig.16) observou-se também a fluorescéncia por toda a area em que houve a formagao do

biofilme, com sobreposi¢cao dos corantes por toda extensao dos biofilme.



31

Figura 14 — Microscopia de fluorescéncia do biofilme de Prevotella melaninogenica em objetiva
de 10x. A. Biofilme em Luz branca (Trans); B. Fluorescéncia do vermelho do congo no biofilme. C.
Fluorescéncia de Tioflavina T no biofilme D. Sobreposi¢do das imagens (trans, ThT e CR).

Figura 15 — Microscopia de fluorescéncia do biofilme de Prevotella intermedia ATCC 49046 em objetiva
de 10x. A. Biofilme em Luz branca (Trans); B. Fluorescéncia do vermelho do congo no biofilme. C.
Fluorescéncia de Tioflavina T no biofilme D. Sobreposicdo das imagens (trans, ThT e CR).
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Figura 16 — Microscopia de fluorescéncia do biofilme de Prevotella nigrescens ATCC 33563 em
objetiva de 10x. A. Biofilme em Luz branca (Trans); B. Fluorescéncia do vermelho do congo no biofilme.
C. Fluorescéncia de Tioflavina T no biofilme D. Sobreposi¢ao das imagens (trans, ThT e CR).

5.4.4 Bacteroides sp.

As trés cepas de Bacteroides fragilis apresentaram deteccdo da fluorescéncia com
ambos os corantes em seu biofilme. As cepas ATCC 25285 (Fig.17) e ATCC 43859 (Fig.18),
apresentaram fluorescéncia em toda extensdo do seu biofilme, juntamente com a sobreposi¢ao
da fluorescéncia dos corantes. Ja a cepa 638R, embora tenha apresentado uma menor formagao
de biofilme quando em comparacdo com as outras cepas da mesma espécie, ainda apresentou
fluorescéncia quando corada com ambos os corantes, com énfase na fluorescéncia de
Tioflavina T, a fluorescéncia dos dois corantes também apresentou sobreposi¢do em alguns
pontos do biofilme (Fig.19). No biofilme de Bacteroides thetaiotaomicron foi detectada a
fluorescéncia tanto na coloragao com Tioflavina T, quanto com vermelho congo, apresentando

também a sobreposicao da fluorescéncia dos corantes no biofilme (Fig. 20).
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Figura 17 — Microscopia de fluorescéncia do biofilme de Bacteroides fragilis ATCC 25285 em objetiva
de 10x. A. Biofilme em Luz branca (Trans); B. Fluorescéncia do vermelho do congo no biofilme. C.
Fluorescéncia de Tioflavina T no biofilme D. Sobreposi¢do das imagens (trans, ThT e CR).

Figura 18 — Microscopia de fluorescéncia do biofilme de Bacteroides fragilis ATCC 43859 em objetiva
de 10x. A. Biofilme em Luz branca (Trans); B. Fluorescéncia do vermelho do congo no biofilme. C.
Fluorescéncia de Tioflavina T no biofilme D. Sobreposi¢do das imagens (trans, ThT e CR).
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Figura 19 — Microscopia de fluorescéncia do biofilme de Bacteroides fragilis 638R em objetiva de 10x.
A. Biofilme em Luz branca (Trans); B. Fluorescéncia do vermelho do congo no biofilme. C. Fluorescéncia
de Tioflavina T no biofilme D. Sobreposi¢do das imagens (trans, ThT ¢ CR).

Figura 20 — Microscopia de fluorescéncia do biofilme de Bacteroides thetaiotaomicron ATCC 29741 em
objetiva de 10x. A. Biofilme em Luz branca (Trans); B. Fluorescéncia do vermelho do congo no biofilme.
C. Fluorescéncia de Tioflavina T no biofilme D. Sobreposicdo das imagens (trans, ThT e CR).
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5.4.5 Phocaeicola vulgatus

Foi detectada a fluorescéncia tanto de Tioflavina T, quanto de Vermelho do congo no
biofilme de P. vulgatus, sendo detectada nas regides onde ha presenga de biofilme bacteriano.
Observou-se a fluorescéncia em toda a extensdo do biofilme, além da sobreposicao das

fluorescéncia dos corantes (Fig.21).

Figura 21 — Microscopia de fluorescéncia do biofilme de Phocaeicola vulgatus ATCC 8482 em
objetiva de 10x. A. Biofilme em Luz branca (Trans); B. Fluorescéncia do vermelho do congo no
biofilme. C. Fluorescéncia de Tioflavina T no biofilme D. Sobreposi¢ao das imagens (trans, ThT e
CR).
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5.4.6 Clostridioides difficile

Foi detectada a fluorescéncia tanto de Tioflavina T, quanto de Vermelho do congo no
biofilme da cepa NAP-1, sendo detectada nas regides onde ha presenca de biofilme bacteriano.
Observou-se a fluorescéncia em toda a extensdo do biofilme, além da sobreposicdo das

fluorescéncia dos corantes (Fig.2).

Figura 22 — Microscopia de fluorescéncia do biofilme de Clostridioides difficile em objetiva de 10x. A.
Biofilme em Luz branca (Trans); B. Fluorescéncia do vermelho do congo no biofilme. C. Fluorescéncia de
Tioflavina T no biofilme D. Sobreposi¢do das imagens (trans, ThT e CR).
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5.5 Dot blot

Na detecgdo de oligdmeros através de anticorpos especificos, todas as cepas, menos
MC4100 ACsg, apresentaram marcacdo dos anticorpos nos extratos dos seus biofilmes que
ndo foram tratados com dacido formico 90% (Fig. 23). As cepas E. coli MC4100, S.
epidermidis ATCC 35984, P. melaninogenica ATCC, P. nigrescens ATCC , P. intermedia
ATCC, F. nucleatum ATCC 25586 apresentaram maior detec¢do em comparagao com as outras
cepas. Ainda, Nap-1 apresentou menor marcacdo em ambos os grupos (tratado e ndo tratado
com 4cido férmico 90%). Na maioria das amostras o grupo tratado com acido férmico
apresentou uma fluorescéncia mais baixa, em comparacdo com o ndo tratado. Somente P,

melaninogenica apresentou maior deteccao de oligdmeros na amostra tratada com acido .
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Figura 23 - Dot Blot com anticorpo anti-oligdmero A11. Os grupos de amostras foram
posicionados em pares, sendo na esquerda o biofilme nao tratado e na direita o extrato tratado
com acido formico 90%.
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Na detec¢do de fibras amiloides no extrato de biofilme, MC 4100 ACsg ndo apresentou
fluorescéncia em nenhum dos grupos de tratamento. Foram detectadas fibras, no grupo ndo
tratado com acido formico, em todas as cepas testadas. Com maior fluorescéncia as cepas MC
4100, S. epidermidis ATCC 35984, 638R, P. melaninogenica ATCC 25845 , F. nucleatum
ATCC 25586. Os grupos tratados com acido formico 90% apresentaram menor fluorescéncia

na maioria das cepas, menos em P. melaninogenica ATCC 25845 e PAOI de P. aeruginosa

(Fig. 24).
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Figura 24 - Dot Blot com anticorpos anti-fibra OC. Os grupos de amostras foram
posicionados em pares, sendo na esquerda o biofilme néo tratado e na direita o extrato tratado
com acido formico 90%.
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5.6 Andlise in silico

5.6.1 Fusobacterium nucleatum

Utilizando a base de dados no NCBI foi possivel resgatar a sequéncia de 4.986 proteinas
de F. nucleatum ATCC 25586. Todas as sequéncias foram analisadas no software PASTA 2.0.
Proteinas que apresentaram esse valor maior ou igual a 20 foram utilizadas nas analises
seguintes. Um total de 271 (Fig. 25) proteinas apresentaram essa caracteristica, correspondendo
a 5% do total de proteinas resgatadas no NCBI. No PASTA 2.0, além do coeficiente de
propensdo amiloide, foi possivel recuperar o valor energético (best energy). Proteinas amiloides
costuma ter uma assinatura exotérmica, ou seja, de liberacdo de calor. Neste caso valores
energéticos exotérmicos sao representados com sinal negativo. Desta forma, foram selecionadas
proteinas que apresentaram valores negativos de energia. Por fim, nesta andlise foi também
predita a porcentagem que regides de folha  na proteina, também sendo uma caracteristica

conhecida de proteinas amiloides (Tabela 2).
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Figura 25: Possiveis proteinas amiloides de F. nucleatum ATCC 25586. Apos pesquisa no banco de dados do
NCBI foram resgatadas um total de 4.986 sequéncias proteicas. Apos analise no software PASTA 2.0, 271 (5%)
proteinas apresentaram valor de propensdo amiloide igual ou acima de 20

As 271 proteinas com possivel propriedade amiloide foram submetidas a anélise no
software Cello, que realiza a predicdo da localizagdo celular de cada proteina. O resultado
obtido sugere que 151 proteinas (56%) estejam localizadas no citoplasma celular, 26 (10%)

estejam localizadas no periplasma, 42 (15%) estejam localizadas na membrana externa e 49
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(18%) sejam extracelulares e por fim, a membrana interna foram relacionadas trés proteinas

(1%) (Fig. 26).

u Citoplasma

© Membrana interna
& Periplasma

B Membrana externa
m Extracelular

Figura 26 : Localizagio celular de possiveis proteinas amiloides de F. nucleatum ATCC 25586. Apds submeter
as sequéncias proteicas de possiveis amiloides no software Cello foi possivel determinar a predicdo de suas
localizagdes celular. A maior parte das proteinas estd localizada no citoplasma, seguidos de proteinas
extracelulares, membrana externa e periplasma.

Em seguida, essas 271 proteinas com propensao amiloide segundo o software PASTA
2.0 foram submetidas a andlise de propensdo de agregacao de folhas B no software Tango, que
Baseado no resultado obtido a partir da analise no software Tango e CamSol 114 proteinas
foram selecionadas. Entretanto, entre estas 114 proteinas, 23 apresentaram perfil de
insolubilidade igual ou menor que -1. Estas foram selecionadas, por apresentarem as

caracteristicas mais compativeis com amiloides (Tabela 2). Além disso, foram divididas

conforme sua possivel localizacdo celular (Fig. 27).

= Extracelular
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Figura 27: Possivel localizacdo celular das proteinas preditas como mais insoluveis no software CamSol.
Das 23 proteinas, 8 tem sua localiza¢do predita no citoplasma (35%), 6 sdo de localizagdo extracelular (26%), 3
de membrana externa (13%), 2 de membrana interna (9%) e 4 localizadas no periplasma (17%).



Tabela 2: Proteinas com maiores caracteristicas amiloides com base na analise in silico
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As proteinas com maiores propensdes a serem proteinas amiloides, segundo a analise

in silico realizada, foram submetidas no banco de dados de estruturas proteicas, Alpha Fold,
que possui um algoritmo acurado de predicdo da estrutura tridimensional proteica. Para a
determinagdo da estrutura tridimensional da proteina, o Alpha Fold compara a sequéncia com
proteinas cuja estrutura j& foi elucidada, dessa forma, em alguns casos a confianca de
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identidade obtida ndo ¢ de 100%, e ainda ¢ gerado uma legenda do grau de confiabilidade da
predi¢ao (Fig. 32).

Model Confidence @

Il Very high (pLDDT > 90)
High (90 > pLDDT > 70)
Low (70 > pLDDT > 50)

Very low (pLDDT < 50)

Figura 28 - Nivel de confianca da predi¢ao estrutural fornecida pelo Alpha Fold. A cor azul escuro se refere
a predicao com grau muito alto de confianga, a cor azul claro com predigao de alto grau de confianca, amarela uma
predicdo com baixa confiancga e a cor laranja se refere a uma predicdo com grau muito baixo de confianga.

Na Figura 29 estdo relacionadas a predicdo da estrutura tridimensional das proteinas
selecionadas na etapa final da andlise in silico. O output disponibilizado no Alpha Fold pode
ser utilizado em programas de analise estrutural proteica, dessa forma o formato de arquivo
PDB foi recuperado e analisado no programa PyMOL 2.4.0, onde as estruturas em a-hélice
foram coloridas de vermelho, as folhas § de amarelo e as algas de verde, para fins de melhor
visualizacdo. De forma geral, a confianga da predicao obtida foi muito alta, entretanto, para as
proteinas AVQ15376.1, AAL95390.1 e AAL95217.1 essa predicdo ndo foi considerada
confiavel. Além disso, a proteina AAL94726.1 teve sua estrutura predita como uma Unica o
hélice, o que seria contraditorio com as caracteristicas descritas na literatura quando se trata
de proteina amiloides. Ademais, a maioria das sequéncias submetidas tiveram sua estrutura
predita com 100% de identidade com depdsitos disponiveis no banco de dados, com excecao
das proteinas AVQ15931.1 (94%), AVQ14741.1 (93%), AVQ14477.1 (76%), AVQ14090.1
(61%), AAL94775.1 (94%) e AAL94460.1 (94%), cuja identidade encontrada estdo

relacionadas entre parénteses.
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AVQ15931.1 AVQ15896.11 AVQ15788.1

AAL95390.1

AAL95217.1

AAL95108.1

AAL94324.1
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AVQ14741.1

AVQ14477.1

AVQ14090.1

Figura 29: Predicio da estrutura tridimensional obtida no Alpha Fold. As proteinas que apresentaram caracteristicas mais
semelhantes com proteinas amiloides foram submetidas no banco de dados Alpha Fold. De forma geral as predigdes tiveram alta
confiabilidade, entretanto, para as proteinas AVQ15376.1, AAL95390.1 e AAL95217.1 a predig@o apresentou um grau muito baixo de
confianca. As imagens estdo dispostas em pares, em fundo branco a imagem obtida no Alpha Fold e com fundo escuro a imagem obtida a
partir do programa PyMOL.

Além da predigao estrutural, o resultado gerado no Alpha Fold se conecta com outros
bancos de dados proteicos, como Uniprot, KEGG e Pfam. Em todos eles sao depositadas

informacodes sobre a possivel fun¢do da proteina investigada (Tabela 3).
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Tabela 3: Possivel fun¢io de proteinas selecionadas na analise in silico de F. nucleatum.

cll\f)ull\ln Cel];)l Uniprot Pfam Possivel funcao
Proteina com dominio NusG. Esse dominio € encontrado em proteinas NusG.
AVQ16019.1 | UPI00OD115D43 | UPI00D115D43 Essas proteinas atuam como fatores na sintese do RNA. Podem interagir com
’ dcidos nucleicos e proteinas auxiliares. Podem suprimir ou promover a
transcricdo.
Proteinas com dominio MG2 que é comum em proteinas denominadas de a-2-
macroglobulinas. Sdo proteinas extracelulares, ancoradas na membrana que
AVQ15931.1 | Q8RFV3 PF21142 realizam a captura de proteases e as inativa. Além do seu papel principal, esta
classe de proteinas consegue também ligar a citocinas e moléculas do
complemento.
AVQI15896.1 | QSRGES ) Proteina com fung@o desconhecida, mas com caracteristicas de proteina
transmembranar.
Possivel lipoproteina. Lipoproteinas podem estar envolvidas em diversos
AVQ15788.1 | AOA223AV92 - processos, como formato da célula, motilidade, transporte de diferentes
substancias, transducio de sinais entre outros.
Proteina com dominio DKNYY. Proteinas com esse dominio sdo
AVQI15611.1 | DSREU2 PF13644 abundantes em fusobactérias. Podem possui diversas repeticdes KNXXXYY
espacadas por um intervalo de 35 aminodcidos. A fun¢do dessas proteinas
ainda permanece desconhecida.
Proteina hipotética de citosol. De acordo com o banco de dados KEGG
AVQIS376.1 | Q8RES3 ) orthology (KQ), essa proteina é ortéloga a ATPases transportadoras de célcio.
Transportador do tipo ABC com dominio de Transtirretina. Em vertebrados a
transtirretina € uma proteina tretamérica que se liga a hormdnios da tireoide.
Em bactérias proteinas com esse dominio podem ser encontradas compondo a
AVQ15310.1 | AOAOM4SAT2 PF10670 estrutura do sistema de secre¢do do tipo VI. Esses dominios podem formar
estruturas que interagem entre si. Em humanos, a doenga amiloidose por
transtirretina acontece quando ha ma formacdo da proteina que se aglomera de
forma desorganizada e de deposita em diferentes tecidos. Ademais,
transportadores ABC podem estar envolvidos na resisténcia a miltiplas drogas.
AVQ14819.1 | Q8RGF3 PF07009 Idem AVQ16019.1
AVQI4741.1 | Q7P2K3 ) Proteina pertencente a familia de proteinas de membrana externa de
) Fusobacterium, sem funcio predita.
Proteina com funcdo de autotransportador. Em bactérias, autotransportadores
AVQ14477.1 | X8I4A8 - podem estar envolvidos em adesdo, autoagregacdo, invasdo, formacdo de
biofilme, citotoxicidade entre outros processos.
AVQ14392.1 | Q8RHS3 - Proteina de funcdo desconhecida.
AVQ14090.1 | AOA2C6BIGS - Idem AVQ14477.1
AAL95487.1 | Q8RE37 PF13644 Idem AVQI15611.1
AAL95390.1 | QS8REBS - Proteina de funcdo desconhecida.
AAL95217.1 | AOAOM4RZG7 - Transportador do tipo ABC de cdlcio com atividade ATPase.
Enzima Adenosil-GDP-cobinamida ribazoltransferase. Realiza a transferéncia
o-ridazolol 5'-fosfato para adenosil-GDP-cobinamida gerando 5-fosfato de
adenosilcobalamina. Esta € a etapa final na sintese da vitamina B12 realizada
AAL9S108.1 | Q8R666 PFO2654 por procariotos. Esta proteina é da familia da enzima cobalamina-5-fosfatase
sintase (CobS) presente em diversas espécies bacterianas, como E. coli e
Pseudomonas aeruginosa.
Proteina de membrana externa com regido de ligacdo da familia das o-
AALS4TTS.1 | FOEP46 PF00207 macroglobulinas. Idem AVQ15931.1
AAL94726.1 | Q8R6I0 - Proteina ndo caracterizada
AAL94555.1 | Q8RGES - Proteina ndo caracterizada
AAL94550.1 | Q8RGF3 PF07009 Idem AVQ16019.1
AAL94460.1 | Q7P2K3 ) Proteina pertencente & familia de proteinas de membrana externa de
) Fusobacterium, sem funcéo predita.
AAL94324.1 | Q8RHO06 - Proteina nio caracterizada
AAL93762.1 | Q8RIF3 - Idem AVQ15788.1
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6 Discussao

A identificacdo e a descricdo de amiloides bacterianos € um processo complexo e
minucioso, principalmente quando os dados disponiveis na literatura estdo limitados a grupos
especificos de bactérias, como aerdbios e enterobactérias. Aliado com a dificuldade de cultivar
e estudar microrganismos anaerdbios, esse processo se torna ainda mais complexo. Ao
estabelecer um meio de cultura com vermelho do congo que permitisse o crescimento de
bactérias anaerdbias, conseguimos observar diferentes cendrios de ligacdo do corante
vermelho do congo a esses microrganismos. Diferentes espécies apresentam multiplas formas
e coloragdes em suas colonias, além de diferentes caracteristicas metabolicas que implicam
diretamente nas condigdes e tempos de crescimento necessarios para se obter um resultado.
Todos esses fatores dificultam uma identificacdo uniforme por meio deste método, embora

tenhamos conseguido observar a adsor¢ao do corante as cepas testadas.

Entre os diversos corantes que se ligam a proteinas amiloides, o vermelho do congo vem
sendo amplamente utilizado nos diversos protocolos para identificagdo dessas proteinas,
devido a capacidade do vermelho do congo de ligagao proteinas de carater amiloide e proteinas
hidrofébicas. Embora o seu uso tenha se disseminado, o, estudos recentes vem demonstrando
ligagdes do vermelho do congo a outras moléculas hidrofobicas, como alguns carboidratos e
proteinas, podendo afetar o resultados dos protocolos que utilizam o corante, devido a essas
ligacdes inespecificas (Yakupova et al, 2019). A cepa MC4100 ACsg, por ser nao produtora de
amiloides, pode ser utilizada como um controle comparativo a fim de minimizar falsos

positivos sendo possivel excluir marcag¢des inespecificas nos protocolos estudados.

No cultivo das cepas estudadas em 4gar Brucella contendo vermelho do congo as cepas do
género Prevotella, assim como a cepa de F. nucleatum (Fig.3), apresentaram aspectos dos eu
crescimento condizentes com os controles positivos, como a coloracdo vermelha em suas
colonias, juntamente com uma descoloracdo do meio de cultura nos locais com maior
quantidade crescimento, o que demonstra a retirada do corante do meio e ligagdo a proteinas
da coldnia bacteriana, indicando a produgdo de proteinas amiloides (Reichhardt et al, 2015).
Em paralelo, as cepas do género Bacteroides (Fig.2) apresentaram uma coloracdo alaranjada,
embora todo o meio de cultura onde foram cultivados tenha sua cor alterada para um meio
azulado com a presenca de precipitados. Sabe-se que mudangas no pH podem afetar ndo so a
coloracdo, mas podendo afetar a estrutura do corante o que resulta na sua precipitacdo

(Csillag,et al, 2023). Ainda, o agar Brucella apresenta em sua composi¢do glicose em uma



47

concentragdo de 1%. Sabendo que o género Bacteroides tem a capacidade de produzir acidos
a partir da metabolizacdo de glicose consequentemente diminuindo o pH do meio (Rios et al,
2016), essa relacao metabodlica pode explicar o problema de coloracao dessas espécies no meio

de cultura proposto.

Algumas cepas apresentaram a coloracdo com vermelho congo no centro da col6nia, como
FE nucleatum (Fig.3), Clostridioides difficile e Phocaeicola vulgatus (Fig.4), indicando a
presenca de amiloides no seu interior, enquanto nas regidoes mais externas nao houve ligagao
do corante. Essa caracteristica pode estar relacionada com a fase de produgdo das proteinas,
sendo essas proteinas possivelmente produzidas apds determinado tempo de desenvolvimento
daquela comunidade microbiana, a expressao dessas proteinas e consequentemente ligacdo do
vermelho congo s6 ocorrerdo em regides com tempo maior de desenvolvimento, como o centro
das colonias, visto que a distribuicdo durante o crescimento bacteriano tende a ser radial, onde
as células mais antigas se encontram no centro e as células mais novas se distribuem pelas

extremidades da colonia (Cao, ef al, 2021).

Sabe-se que cé€lulas produtoras de amiloides, como curli, apresentaram capacidade de ligar
ao vermelho congo, apos a incubacao com solu¢do do corante ( Gophna et al. 2001 ; Cherny
et al, 2005; Reichhardt et al, 2015). Ainda, a ligacdo do corante as células retira o vermelho
congo da solugdo inicial, permitindo uma analise da absorbancia do corante em suspensao apds
a incubacao com as diferentes amostras. Sendo assim, esse protocolo permite uma analise nao
somente qualitativa, observando a coloracdo do material celular depositado, quanto
quantitativa da retirada do corante vermelho congo da solucdo. O ensaio de deplecdo de
vermelho congo entdo pode ser utilizado para detectar de forma rapida a presenca de proteinas

amiloides em crescimento bacteriano, quando em comparagao com um controle nao produtor.

No ensaio de precipitagdo com vermelho do congo, foi observado que todas as cepas de
bactérias anaerdbias e cepas controles positivo apresentaram ligagcdo ao corante, indicando a
presenca de producdo de amiloides por essas cepas. Foi possivel observar a coloragdao
avermelhada do material depositado em todas as cepas citadas, menos o controle negativo MC
4100 ACsg que apresentou material depositado branco, ou seja, sem ligacdo ao corante. Ainda
foi possivel observar a coloragdo dos sobrenadantes, ap6s a centrifugacdo das amostras, onde
novamente todas as amostras, menos MC4100, apresentaram diferenga do controle composto
somente por corante em tampao PBS. Apresentando uma maior descoloragdo do sobrenadante

as cepas de F. nucleatum, Clostridioides difficile, Prevotella nigrescens, Bacteroides fragilis
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ATCC 43859 (Fig. 5). No intuito de minimizar quaisquer ligagdes inespecificas do vermelho
congo em componentes do crescimento bacteriano, as andlises quantitativas do corante no
sobrenadante foram realizadas em comparacdo com MC4100 ACsg. Nesse ensaio entdo
observamos que todas as cepas apresentaram significancia nas analises estatisticas, tendo
apresentado um valor de p = 0,003/*** na cepa de Bacteroides thetaiotaomicron, enquanto as
outras amostras estudadas apresentaram valor de p< 0,0001/**** (Fig.6). Dessa forma,
confirmando de forma mais precisa que a analise visual, a presen¢a de amiloides durante o

crescimento em colonias dessas espécies.

O uso de corantes fluorescentes representa uma das técnicas mais eficazes na detecgao de
agregados proteicos patogénicos. Sabe-se que proteinas amiloides possuem afinidade por
diversos corantes como Tioflavinas, Vermelho do congo, Proteostat, Tiofenos e derivados de
curcumina (Lee D. ef al, 2019). A ligacao de Tioflavina T e vermelho do congo a proteinas
amiloides, induz uma mudanga nos espectros de emissdo de excitacdo de sua fluorescéncia, o
que implica na sua utilizagdo como marcadores para detec¢do de amiloides em diversas

amostras (Xue, C. , et al, 2017; Girych, M. et al, 2016).

Dessa forma, utilizando dessas caracteristica dos corantes, essas moléculas foram
utilizadas para corar os biofilmes formados em placas de 96 pocos. A fluorescéncia de
vermelho congo obtida no ensaio, apresentou significancia estatistica nas amostras de
Bacteroides fragilis 638R e Pseudomonas aeruginosa PAOI (p<0,0018/**), Phocaeicola
vulgatus (p<0,0001/****) Bacteroides fragilis ATCC 25285, Staphylococcus epidermidis,
Clostridioides difficile, Fusobacterium nucleatum e Prevotella nigrescens (p<0,0001/****),
quando comparadas com MC 4100 ACsg (Fig.7). Ja no ensaio com coloragdo de Tioflavina T
(Fig.8), apresentaram significincia as cepas de Clostridioides difficile (p<0,05/%*),
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Fusobacterium nucleatum e
Prevotella nigrescens (p<0,0001/****). Como cepas e espécies diferentes apresentam diversos
perfis de formagdao do seu biofilme, essa ensaio ndo pode ser considerado um ensaio
quantitativo, pois espécies conhecidas como produtoras de um biofilme forte como
Staphylococcus epidermidis e Fusobacterium nucleatum normalmente apresentardo maior

fluorescéncia devido a maior produ¢do de biomassa no biofilme.

Ainda, o uso do perfil de fluorescéncia dos corantes foi aplicado a microscopia de
fluorescéncia do biofilme das espécies estudadas. O protocolo para microscopia de

fluorescéncia desenvolvido neste trabalho foi testado primariamente com as cepas controles,
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onde S. epidermidis (Fig.11), E. coli MC4100 (Fig. 9) e P. aeruginosa PAO1 (Fig. 12)
apresentaram fluorescéncia com ambas as marcacdes, sendo marcadas somente nos locais onde
foi observada a presenga de biofilme. Ja em MC 4100 ACsg, foi possivel observara a formagao
do biofilme, embora nao tenha apresentado fluorescéncia nas marcagodes do corante (Fig.10).
Esses dados demonstram a eficacia desse protocolo na marcagdo de amiloides em biofilmes
bacterianos, além da especificidade ao se ligar a proteinas amiloides nesse biofilmes. Para as
cepas de bactérias anaerobias, o protocolo foi igualmente eficiente, onde todas as espécies
testadas apresentaram fluorescéncia com ambos os corantes, em seus biofilmes(Fig. 13 a 22).
Ainda, foi possivel observar a sobreposicdo da marcagdo fluorescente de Tioflavina T e
Vermelho congo nas imagens de microscopia, fortificando a ideia de que as marcagdes

apresentam especificidade para amiloides presentes no biofilme.

Desde seu descobrimento, a ligagdo antigeno-anticorpo vem sendo amplamente
utilizada em diversas técnicas como forma de detec¢ao especifica de moléculas. Pensando
nisso, foram utilizados anticorpos anti-fibra amiloide e anti-oligdbmeros para deteccdo dessas
formas de amiloides no biofilme bacteriano. O anticorpo anti-oligdmero (Oligomer All
Polyclonal Antibody; AHB0052; Invitrogen) tem a capacidade de reconhecer oligdmeros
amiloides independente da sequéncia de aminoacidos, além de ndo apresentar o
reconhecimento de mondmeros e fibras maduras. Ja o anticorpo anti-fibra (Anti-Amyloid
Fibrils OC Antibody; AB2286; Merck Millipore) consegue reconhecer epitopos genéricos
presentes em fibras amiloides, ndo reconhecendo oligdmeros pré fibrilares nem proteinas em
sua forma nativa. Devido a essas caracteristicas, esses anticorpos foram escolhidos para

identificar a presen¢a de amiloides bacterianos ainda nao identificados.

Assim, como descrito anteriormente o uso das cepas controles se fez importante para
padronizacdo do protocolo, visto que os anticorpos utilizados foram caracterizados e
comercializados para uso em amiloides ndo bacterianos. Foi detectada ligagdo dos anticorpos
anti-fibra (Fig.24 ) e anti- oligdmero (Fig.23) nos extratos do biofilme das cepas controle
positivo, S. epidermidis ATCC 35984, E. coli MC4100 e P. aeruginosa PAOI. Enquanto a

cepa MC4100 ACsg, nao apresentou ligagdo com nenhum dos anticorpos utilizados.

Na membrana tratada com anticorpos anti-oligdmero, todas as cepas de bactérias
anaerdbias apresentaram ligagdo aos anticorpos, apresentando uma maior fluorescéncia as

cepas de F. nucleatum, P. melaninogenica, P. intermedia e P. nigrescens. Na membrana com
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anticorpos anti-fibra amiloide, também foi possivel observa a detecg¢@o nas cepas de bactérias
anaerobias testadas, tendo apresentado maior fluorescéncia as cepas de F. nucleatum, P.
melaninogenica, Bacteroides fragilis 638R. Observou-se também uma tendéncia na maioria
das cepas, em apresentar menor ligagdo dos anticorpos nos grupos tratados com acido féormico,
0 que pode estar relacionado com a capacidade do 4cido féormico em modificar e dissolver

fibras amiloides (Klunk, W. E., Pettegrew, J. W., 1990).

Realizar uma identificacao in silico exata de novas proteinas amiloides no proteoma de
organismos apresenta grandes dificuldades, visto que os softwares existentes para esse tipo de
analise ndo conseguem realizar uma separacdo de proteinas amiloidogénicas de nao-
amiloidogénicas. Esses softwares analisam uma série de fatores que podem estar relacionados
com esse tipo de proteina, como nivel de desordem, insolubilidade, regides de maior propensado
a agregacgdo, sequéncias especificas de aminoacidos hidrofébicos. Sendo entdo uma analise
multifatorial, baseando em cutt-off gerados por analises de amiloides ja caracterizados, uma

melhor opg¢ao para esse tipo de analise.

Na anélise in silico de F. nucleatum foi possivel chegar a 23 possiveis proteinas
amiloides (Tabela 2), essas proteinas foram analisadas softwares como Alphafold e PyMOL
para predicao de suas estruturas, além da comparacdo das predi¢des para maior confiabilidade
do resultado (Fig.10). Em relacdo a funcdo das proteinas, foi possivel ver que algumas
proteinas selecionadas pela analise in silico podem apresentar fungdes que poderiam estar
envolvidas na resisténcia a antimicrobianos. Proteinas NusG tem sido relacionada com a
ativacdo de proteinas relacionadas a resisténcia a antimicrobianos em B. subitilis (Takada et
al, 2022). Os transportadores da familia ABC também sdo relacionados ao efluxo de drogas
levando a um fendmeno de resisténcia a multiplas drogas em bactérias (Orelle.C., Mathieu K.,
Jault J., 2019). Além disso, moléculas que compdem a célula bacteriana podem fazer parte de
sistemas de resisténcia, como lipoproteinas e outras moléculas (MacDermott-Oneskin H.I.,
Gupta V., O’mara M. L., 2022). Ainda, entre as proteinas recuperadas foi encontrada a proteina
AVQI15310.1 que possui dominio de Transtirretina. Em humanos a proteina transtirretina
proteina possui capacidade de se ligar a hormoénios da tireoide, transpassar a barreira

hematoencefalica, além de ser responsavel por amiloidoses.

Com esse estudo, esperamos aumentar o entendimento sobre bactérias anaerobias e seu
papel na relagdo entre o microbioma e doengas neurodegenerativas, além de enriquecer a

pesquisa sobre amiloides funcionais bacterianos demonstrando a presenga dessas proteinas em
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novas espécies, além das ja caracterizadas na literatura. Para isso, continuaremos as analises
in silico com as outras cepas do estudo, além de métodos de purificacao e identificagdo desses
amiloides, para entdo caracterizar essas proteinas e suas func¢des para célula bacteriana, sua

patogénese e relagdo com o hospedeiro.



52

Conclusao

Foi detectada a producdo de proteinas amiloides no crescimento das bactérias

anaerdbias estritas estudadas, através do corante Vermelho do congo;

Ensaios do biofilme detectaram a presenga de proteinas amiloides no biofilme das

bactérias anaerdbias estritas estudadas;

Foi possivel padronizar um protocolo para detec¢ao de amiloides bacterianos no
biofilme através de microscopia de fluorescéncia com corantes especificos Tioflavina

T e vermelho congo;

Proteinas amiloides foram detectadas em extrato bruto do biofilme das cepas de

bactérias anaerdbias estudadas;

Detec¢do de amiloides bacterianos no biofilme com o uso de anticorpos anti-

oligomeros A 11 e anti-fibra OC.

Andlises in silico da cepa Fusobacterium nucleatum evidenciaram 23 possiveis
proteinas amiloides, que apresentam fung¢des na patogenicidade, resisténcia a

antimicrobianos e outras funcoes celulares;

Andlise in silico de Fusobacterium nucleatum evidenciou como possivel amiloide a
proteina AVQI15310.1 que possui dominio transtirretina, que em humanos esta

associado a amiloidoses;
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