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RESUMO

Corynebacterium glutamicum ¢ uma bactéria ndo patogénica amplamente utilizada na
producao industrial de aminoacidos, moléculas que se encontram em terceiro lugar no mundo
entre as mais produzidas por meio da fermentagdo, atingindo milhdes de toneladas e com
numeros crescentes no mercado mundial. C. glutamicum tem sido amplamente estudada, uma
vez que os métodos tradicionais utilizados para produgao de aminoacidos demandam um alto
custo com 1sso, com isso, alternativas estdo sendo buscadas a fim de diminuir o custo de
producao e aumentar a produtividade. Nesse contexto, a protedmica tem desenvolvido papel
fundamental para compreender e melhorar a produ¢ao de aminoacidos, visto que o
entendimento das vias de biossintese depende da interpretagdo de analises protedmicas. Isso
porqué com a protedmica existe possibilidade de descrigdo e caracterizacdo do funcionamento
das vias metabolicas, sendo capaz a identificacdo de modifica¢des pos-traducionais (PTMs).
Assim, o presente trabalho teve como objetivo identificar e caracterizar proteinas e complexos
proteicos que participam das vias da biossintese de aminoacidos dessa bactéria, sob a influéncia
de Tween 40 para producdo de glutamato, analisando o perfil proteico intracelular e
extracelular. Na analise de glutamato secretado pela C. glutamicum no tempo de 18h de cultivo,
alcangou uma concentragdo de 0,70 + 0,14 mM, na condicao tween 40, enquanto na condi¢do
controle foi de 0,04 + 0,02 mM (Teste t p<0,05). A lise celular ndo desnaturante foi efetiva,
visto que, extraiu bem os complexos e obteve uma diversidade de bandas. Os complexos
proteicos separados via eletroforese BN-PAGE, apresentaram complexos proteicos
intracelulares variando entre 20kDa e 720kDa. Foram identificadas, por anélise bottom-up,
proteinas pertencentes a esses complexos, sendo importantes para o metabolismo da C.
glutamicum , como a enolase e a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase , pertencentes a via
glicolitica e a glutamina-sintetase, envolvida na biossintese de glutamato. A analise do perfil
proteico extracelular por SDS-PAGE apresentou proteinas entre 10 a 80 kDa, sugerindo
diferenca na abundancia de algumas proteinas entre as condi¢des. Na analise, bottom-up por
LC-MS/MS do secretoma, foi possivel identificar algumas protéinas reguladas mais
abundantes na condi¢do com tween 40, como a proteina homdloga da carboxilesterase Culp6,
envolvida na manutengdo da parece celular, sugerindo que houve distirbio na parede causada
pela add de tween 40, a PEP carboxilase que foi descrita como sendo imporante para a produgao
de glutamato. Tais resultados possibilitam a melhor compreensao do maquinario bioquimico

envolvido na producao e secre¢ao de aminoacidos por Corynebacterium glutamicum.

Palavras chaves: Corynebacterium, produgdo de aminoacidos, protedmica bottom-up,
glutamato.



ABSTRACT

Corynebacterium glutamicum is a non-pathogenic bacterium widely used in the industrial
production of amino acids, molecules that rank third in the world among the most produced
through fermentation, reaching millions of tons with increasing numbers in the global market.
C. glutamicum has been extensively studied, as traditional methods used for amino acid
production incur high costs. Therefore, alternatives are being sought to reduce production costs
and increase productivity. In this context, proteomics has played a crucial role in understanding
and improving amino acid production, as the comprehension of biosynthetic pathways relies
on the interpretation of proteomic analyses. This is because proteomics offers the possibility
of describing and characterizing the functioning of metabolic pathways, including the
identification of post-translational modifications (PTMs). Thus, the present study aimed to
identify and characterize proteins and protein complexes involved in the amino acid
biosynthesis pathways of this bacterium under the influence of Tween 40 for glutamate
production, analyzing intracellular and extracellular protein profiles. In the analysis of
glutamate secreted by C. glutamicum after 18 hours of cultivation, a concentration of 0.70 £+
0.14 mM was achieved under the Tween 40 condition, while under the control condition it was
0.04 = 0.02 mM (t-test p<0.05). The non-denaturing cell lysis was effective, as it extracted the
complexes well and obtained a diversity of bands. The protein complexes separated via BN-
PAGE presented intracellular protein complexes ranging from 20 kDa to 720 kDa. Proteins
belonging to these complexes were identified through bottom-up analysis, and they were found
to be important for the metabolism of C. glutamicum. These proteins include enolase and
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, which are part of the glycolytic pathway, and
glutamine synthetase, involved in glutamate biosynthesis.The analysis of the extracellular
protein profile by SDS-PAGE revealed proteins ranging from 10 to 80 kDa, suggesting
differences in the abundance of some proteins between conditions. The bottom-up analysis of
the secretome through LC-MS/MS identified some regulated proteins that were more abundant
under the Tween 40 condition. These included the homologous protein of carboxylesterase
Culp6, involved in cell wall maintenance, suggesting that there was a disturbance in the cell
wall caused by the addition of Tween 40. Additionally, PEP carboxylase, described as
important for glutamate production, was also identified. Such results provide a better
understanding of the biochemical machinery involved in the production and secretion of amino

acids by Corynebacterium glutamicum.

Keywords: Corynebacterium, amino acid production, bottom-up proteomics, glutamate.
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1. INTRODUCAO

1.1. Atividade industrial de C. glutamicum

Os aminoacidos tém uma ampla variedade de caracteristicas em termos de valor
nutricional, sabor, agdo medicinal e propriedades quimicas e, portanto, t€m muitos usos
potenciais como aditivos alimentares, suplementos alimentares, produtos farmacéuticos,
cosméticos, materiais poliméricos e produtos quimicos agricolas. A medida que cada novo uso
¢ desenvolvido, a demanda por esse tipo de aminoacido cresce rapidamente ¢ ¢ acompanhada

pelo desenvolvimento da tecnologia de produgdo em massa desse aminoécido.

A produ¢do mundial anual de aminoéacidos tem aumentado ano a ano (Figura. 1), de 0,7
milhdo de toneladas em 1985 para 1,7 milhdo de toneladas em 1996, 3,7 milhdes de toneladas
em 2006 e 7,0 milhdes de toneladas em 2016, com perspectiva dez milhdes de toneladas em
2022, crescendo a uma taxa CAGR (Taxa Composta de Crescimento Anual) de 5,6% de 2015
a 2022 (IKEDA, M.; NAKAGAWA, 2003; KALINOWSKI et al., 2003; SANCHEZ et al.,
2018)
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Figura 1. Mudancas nas quantidades de producio anual mundial de aminoacidos. Os niumeros nos quadrados
indicam as quantidades estimadas de aminoacidos produzidos nos anos de 1985 (A), 1996 (B), 2006 (B) e 2016
(D). Nota-se uma demanda crescente de lisina nesses anos, mas a demanda de glutamato sempre me manteve alta
nesses anos. (Os numeros dentro dos quadrados significam 1000 toneladas métricas). (SANCHEZ et al., 2018).

De acordo com um recente relatorio de pesquisa de mercado (WANG et al., 2020) e
outras publica¢des relevantes (SANCHEZ et al., 2018), o mercado global de aminoacidos ¢
estimado em aproximadamente US$ 13 bilhdes em 2016 e esta crescendo anualmente a uma
taxa de 7%. A Figura 2 mostra os mercados globais estimados para aminoacidos de diferentes
aplicagdes em 2016. Os aminodcidos alimentares, ou seja, lisina, metionina, treonina e
triptofano, tém a maior fatia do mercado, gerando US$ 7,0 bilhdes. A segunda maior parcela

(USS$ 5,3 bilhoes) pertence aos aditivos alimentares, compostos principalmente pelo realgador
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de sabor glutamato monossddico e pelos aminoéacidos aspartato e fenilalanina, ambos usados
como ingredientes do edulcorante peptideo aspartil fenilalanil metil éster (Aspartame) (FENG;

XU; ZHANG, 2018).

Others
(US $0.8 billion)

\ Feed supplements
(US $7.0 billion)
L-Lys
pL-Met
L-Thr
L-Trp

Figura 2. Mercados globais estimados para 2016 para aminoacidos segmentados por aplicagdes. Nota-se uma
demanda alta de aditivos alimentares, como glutamato e aspartato, ficando atras dos suplementos alimentares,
como lisina. Mesmo assim a demanda de glutamato continua alta nos mercados globais. (SANCHEZ et al., 2018).

A maioria dos L-aminoacidos sdo fabricados através de processos bacterianos,
principalmente através da fermentacdo. Corynebacterium glutamicum, que desempenha um
papel principal na fermentacdo de aminoécidos. Tem ganhado bastante destaque e cada vez
mais sendo altamente importante, conforme demonstrado pelo numero crescente de trabalhos
de pesquisa relevantes (Figura. 3). A Figura 3 também mostra os principais topicos da
tecnologia de fermentacdo de aminoacidos e desenvolvimento de cepas durante as décadas
desde o inicio dessa pesquisa. A fermentagdo de aminoacidos foi desenvolvida principalmente
no Japao e se estendeu pelo leste da Asia e pela Europa, América do Norte e América do Sul

(IKEDA, Masato; TAKENO, 2013).

Hoje a fermentagdao de aminoacidos ¢ uma industria global observou que a China
alcangou uma presenga proeminente neste campo, conforme refletido pelo aumento drastico no

nimero de trabalhos de pesquisa relevantes para a produ¢ao de aminodacidos (XU et al., 2014;
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ZHANG, B. et al., 2020).
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Figura 3. Histéria da fermentacio de aminoacidos e tecnologia de desenvolvimento de cepas em
Corynebacterium glutamicum. No grafico também elucida o nimero anual de trabalhos de pesquisa relevantes
para este microrganismo desde a década de 70 aos anos 2000, mostrando que tece um “boom” nos Gltimos anos,
pela relevancia desse microrganismo mundialmente.

A razdo para o aumento da demanda de produgdo de aminoacidos decorre de sua ampla
utilizacdo como aditivos alimentares, suplementos alimentares, agentes terapéuticos e
precursores para a sintese de peptideos ou agroquimicos (EGGELING; SAHM, 1999). Com
isso, desde a década de 1950, existem numerosos estudos para compreender e melhorar as
condi¢des metabodlicas que levam a superproducdo de aminoacidos (TRYFONA; BUSTARD,
2005).

Aminoécido € o terceiro produto obtido a partir da fermentacao industrial, atrds apenas
da producdo de etanol e antibidticos, respectvamente (LEUCHTENBERGER;
HUTHMACHER; DRAUZ, 2005). C. glutamicum possui um sistema metabolico amplo e com
grande capacidade para producao de biomoléculas de interesse industrial (LEE et al., 2016).
Ela j4 foi utilizada para a producao de diversos aminoacidos (KIM et al., 2009). E nos dias de
hoje, existe um progresso impressionante no que diz respeito ao uso biotecnologico de
Corynebacterium glutamicum e isso diz respeito, muito além, da producao tradicional de L-
aminoacido. Esta bactéria foi projetada com sucesso para um amplo portfélio de produtos e seu
genoma revela um rico repertorio de vias (Figura 4), sugerindo propriedades atrativas para fins

de producido industrial (BECKER, J.; WITTMANN, 2012).
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Nos ultimos anos, a engenharia metabolica contribuiu fortemente para o desempenho
de C. glutamicum na produgdo industrial, incluindo modificacdes no final das vias de
producdes bem como redirecionamento de fluxo para eliminagdo de subprodutos indesejaveis
ou fornecimento aprimorado de blocos de construgdo, poder redox ou energia. A integragao da
biologia de sistemas na engenharia metabolica, mais recentemente, estendeu a engenharia de
cepas de C. glutamicum em um conceito amplo de sistemas, considerando a otimizagdo de
cepas em uma escala mais global (BECKER, J.; WITTMANN, 2012). A biologia sintética esta
ampliando ainda mais o portfélio de bioprodutos provenientes de C. glutamicum com reagdes
e caminhos para novos produtos quimicos e até ndo naturais assim como também permitindo a

implementagdo de novas matérias-primas a serem utilizadas como observado na figura 4.
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Figura 4. Rede bioquimica do metabolismo central de Corynebacterium glutamicum. Incluindo as vias
biossintéticas para produtos quimicos, materiais e combustiveis implementados e projetados neste microrganismo.
Compreende a utilizagdo de substratos naturais (verde escuro) e ndo naturais (verde claro). Além disso, sdo
indicados produtos naturais (azul escuro) e ndo naturais (azul claro) (BECKER, J.; WITTMANN, 2012).

1.2.  Corynebacterium glutamicum

Originalmente, o género Corynebacterium (BERGER et al, 1979) foi criado
essencialmente para acomodar o bacilo da difteria e algumas outras espécies animal-
patogénicas (BARKSDALE, 1970). Mais tarde, no entanto, uma colecdo variada de outras
espécies ndo formadoras de esporos, de coloragdo irregular, gram-positivas e em forma de
bastonete foram atribuidas a esse género. Como resultado, o género nao englobava apenas

organismos fenotipicamente muito diversos, mas também incluia espécies animal-patogénicas,
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vegetais-patogénicas e saprofitas (COLLINS; KROPPENSTEDT, 1983). Atualmente as
abordagens filogenéticas, principalmente analises de sequéncia de RNA ribossomal 16s (16S
rRNA) e o uso de marcadores quimiotaxondmicos (principalmente a composic¢ao lipidica,
bases de DNA e parede celular) particularmente da década de 1960 até a década de 1980, fez
muito para esclarecer a taxonomia das corinebactérias (COLLINS; KROPPENSTEDT, 1983).

O género estd agora confinado principalmente aquelas espécies que possuem
quimiotipo IV de parede celular (dcido mesodiaminopimélico, arabinose e galactose), contém
acidos corinemicoélicos (aproximadamente 22 a 36 atomos de carbono), acidos graxos celulares
dos tipos saturados e monoinsaturados de cadeia linear e menaquinonas diidrogenadas, e
possuem teores G+C de aproximadamente 51 a 68 mol% (LIEBL; KLAMER; SCHLEIFER,
1989). Esta defini¢cao mais restrita do género Corynebacterium resultou na transferéncia de
muitas espécies para outros géneros (por exemplo, os géneros Arthrobacter, Curtobacterium,
Clavihacter, Microbacterzum e Rhodococcus), bem como a atribuicdo de espécies
anteriormente colocadas em outro grupo para o género Corynebacterium (STRELKOV; VON
ELSTERMANN; SCHOMBURG, 2004). O género Corynebacterium, que atualmente conta
com mais de 110 espécies validadas, ¢ altamente diversificado, incluindo espécies de
relevancia médica, veterindria ou biotecnoldgica (OLIVEIRA et al., 2017). O género
Corynebacterium  foi descrito como gram-positivo; sésseis; presenca de granulos
metacromaticos; geralmente as células exibem arranjo tipico em forma de V; ndo esporulantes;
morfologia reta, ligeiramente curvas ou ovais; anaerdbios e aerdbios facultativos;
quimiorganotroficos; catalase positiva; parede celular predominantemente formada por
arabinose e galactose; presenca de dcidos graxos monoinsaturados; presenca de menaquinonas
hidrogenadas com oito a nove unidades de isopreno (KEILHAUER; EGGELING; SAHM,
1993).

Embora o género Corynebacterium compartilhe propriedades muito peculiares da
parede celular, como a presenca de polissacarideos complexos especificos da parede celular e
uma grande variedade de lipidios ndo convencionais, todos os membros desse género
bacteriano t€m sido considerados como tendo, uma arquitetura de parede celular monodérmica.
Com o aperfeigoamento das analises bioquimicas e microscdpicas, tornou-se progressivamente
claro que eles tinham uma organizagdo didermatica atipica: uma membrana citoplasmatica
fosfolipidica cercada por um exoesqueleto incomum e complexo, covalentemente ligado a uma

membrana externa contendo acido micolico (chamada micomembrana) (PLITZKO et al.,
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2008). Estes acidos micdlicos, marca registrada de Corynebacteriales, sdo tinicos acidos graxos
B-hidroxilados de cadeia longa (C30-C90) ramificados que esterificam fragdes de trealose ou
arabinose de um polimero de arabinose e galactose (o arabinogalactano) (MARRAKCHI;

LANEELLE; DAFFE, 2014).

Dentro do género, a Corynebacterium glutamicum provou ser um modelo cada vez mais
importante para representar a organizagdo intima do envelope celular de Corynebacteriales.
Uma organizacdo modelo especulativa atualizada do envelope celular de C. glutamicum é
mostrada na Figura 5. O nucleo especifico deste envelope consiste em uma espessa rede de
peptidoglicano na qual um nimero bastante limitado de micolatos esterificados, as cadeias de
arabinogalactano, estdo associadas por um ligante covalente ramnose-glucosamina. Por sua
vez, essas cadeias lipopolissacaridicas fornecem plataformas bésicas para a inser¢cdo de
micolatos de trealose junto com fosfolipidios convencionais para montar a micomembrana.
Outros glicolipidios complexos sdo encontrados na membrana externa da micobactéria, mas
estdo ausentes em C. glutamicum (LAYRE et al, 2014; JACKSON, 2014). Polimeros
secundarios, como lipoglicanos, sdo essenciais nessa estrutura, embora sua funcdo exata seja
desconhecida. A maioria deles estd ancorada na membrana citoplasmatica e pode estabilizar a
estrutura geral conforme proposto para os acidos teicoicos em arquiteturas monodérmicas

(SWOBODA et al., 2010).
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Figura 5. Modelo do envelope celular de C. glutamicum representando a organizacio de seus principais componentes.
Do citoplasma para o meio externo este envelope contém: (i) uma membrana interna (IM), composta por proteinas e
fosfolipidios (principalmente fosfatidil inositol, fosfatidil glicerol e cardiolipina). Um esqueleto da parede celular: o micoloil-
arabinogalactano-peptidoglicano (mAGP) constituido por uma rede de peptidoglicano (PG) ligada ao arabinogalactano (AG)
através de um ligante covalente fosforil-glucosamina ramnose, com algumas das terminagdes AG esterificadas por acidos
micolicos. A estrutura detalhada do mAGP ¢ mostrada no zoom na parte inferior direita da figura. (BIRCH et al. 2009).



Embora a anédlise protedmica de diferentes fragdes do envelope celular tenha
identificado uma ampla gama de proteinas presentes nesse compartimento (HANSMEIER et
al.,2004), apenas algumas delas, ou seja, porinas, foram caracterizadas funcionalmente in vivo
ou in vitro por sua capacidade de formam poros hidrofilicos em bicamadas lipidicas. Mais
recentemente, por meio de fracionamento celular, mais de 40 proteinas diferentes
demonstraram localizar-se especificamente na micomembrana de C. glutamicum
(MARCHAND et al., 2012). Suas funcdes ainda precisam ser determinadas. O envelope de
Corynebacteriales, devido a sua organizagdo especifica e a presenga de acidos micoélicos de
cadeia longa, ¢ altamente impermeavel a pequenos solutos hidrofilicos e compostos
antimicrobianos. Isso foi claramente demonstrado em Mycobacterium smegmatis
(MAILAENDER et al., 2004), mas ndo ¢ necessariamente verdadeiro para todos os membros
de Corynebacteriales. A esse respeito, pode ser importante observar que as cepas modificadas
de C. glutamicum sao altamente eficazes na secrecdo de uma ampla gama de metabolitos e
proteinas, indicando que seu envelope pode ter evoluido com suas proprias especificidades e
pode ser muito mais permeavel do que o envelope de outras do mesmo género (LEE et al.,

2016).

Com todas essas descobertas, a Corynebacterium glutamicum, figura 6, foi isolada em
1956 pela primeira vez por pesquisadores da empresa Kyowa Hakkon no Japdo, sendo

inicialmente denominada Micrococcus glutamicus (YANG; YANG, 2017).

Figura 6. Microfotografia eletronica de C. glutamicum elucidando sua morfologia. Observa-se sua morfologia
cilindrica e os frequentes arranjos em pares do tipo v, devido ao “snapping division”, mostrado pelas setas. Sendo
uma caracteristica exclusiva para determninacdo do género Corynebacteriales. (KALINOWSKI, J., 2005)
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Nesse periodo, a empresa Kyowa Hakko estava em busca de microrganismos
selvagens que pudessem produzir aminodcidos, quando ocasionalmente desscobriu essa
bactéria. Mais adiante, M. glutamicus e as outras espécies descobertas como produtoras de
aminoacidos tiveram suas identificagdes alteradas para a espécie C. glutamicum (LIU et al.,
2017). A descoberta de microrganismos produtores de aminoacidos foi um marco na década
de 50, porque até entdo, a ciéncia ndo considerava possivel que microrganismos fossem capazes

de produzir metabdlitos primdrios em grandes quantidades (SHIRAI et al., 2007).

A bactéria C. glutamicum se tornou tao promissora no quesito producio de aminoacidos
em geral que o sequenciamento de seu genoma se deu por dois grupos concomitantes
Kalinowsk ef al., (2003) e posteriormente por outro grupo independente para complementar a

pesquisa Yukawa et al., (2017).

1.3. Producio de aminoacidos (glutamato)

Geralmente, o metabolismo do esqueleto carbonico compreende uma rede complexa de
aproximadamente 100 a 200 reagdes bioquimicas, que estdo intimamente interconectadas. A
analise dos fluxos através dessas reacdes € baseada principalmente em um modelo da rede de
reacdo subjacente. Felizmente, a extensa caracterizagdo bioquimica e fisioldgica de C.
glutamicum durante as ultimas décadas fornece uma rica fonte de informagdes sobre muitas
das enzimas e vias presentes neste organismo (KIND; BECKER; WITTMANN, 2013;LI;
WADA; YOKOTA, 2007). H4& aproximadamente 15 anos, esse conhecimento foi
complementado e atualizado com informagdes de sequenciamento do genoma (GRAF et al.,
2019). No entanto, deve-se estar ciente de que o metabolismo central ainda ndo ¢ totalmente
compreendido. Descobrimos continuamente novas caracteristicas em praticamente todos os
microrganismos estudados, que t€ém impacto substancial para a andlise de fluxo, ou seja, em

relacdo a especificidade da enzima (NIKEL et al., 2015) ou mesmo a existéncia de rotas

metabolicas completas (LANGE et al., 2012).

A parte central do metabolismo em C. glutamicum parece estar bem compreendida
atualmente. A bactéria possui a via das pentoses fosfato (PP), a via Emden-Meyerhof-Parnas
(EMP), do ciclo do &cido tricarboxilico (TCA), da 4cido glioxilico € um rico conjunto de

enzimas, que interconectam os metabolitos C3 da via EMP com metabdlitos C4 do ciclo do
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TCA (Figura 7) (KIND; BECKER; WITTMANN, 2013; BECKER, M. et al., 2013; WOLF et
al., 2021) Os intermediarios metabolicos sdo retirados dessas vias metabolicas centrais para
servir como blocos de construcdo para a formagdo de biomassa, o que resulta em fluxos

anabdlicos continuos nas células em crescimento.

Glucose

NADPH
NADP
NADP
---- G6P NADPH

6PG

Figura. 7 Rede bioquimica do metabolismo central de Corynebacterium glutamicum a nivel metabdlico.
Mostra as vias das pentoses fosfato (PP), a via Emden-Meyerhof-Parnas (EMP), do ciclo do acido tricarboxilico
(TCA), da acido glioxilico, além das enzimas necessarias para formagao da biomassa (WOLF et al., 2021).

C. glutamicum requer glicose 6-fosfato, frutose 6-fosfato, ribose 5-fosfato, eritrose 4-
fosfato, gliceraldeido 3-fosfato, piruvato, fosfoenolpiruvato, acetilCoA, oxaloacetato e 2-
oxoglutarato para a formagao de biomassa (Figura 7) (WOLF et al., 2021). Devido a estrutura

da parede celular, o diaminopimelato, um precursor direto da L-lisina, ¢ adicionalmente
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consumido (IMAO et al., 2017). Além dos precursores de carbono, 0o NADPH ¢ necessario
como poder redutor para a biossintese. No geral, 16.400 pmol de NADPH sao consumidos para
formar 1 g de biomassa. Essa quantidade deve ser gerada pelas enzimas fornecedoras de
NADPH, glicose 6-fosfato desidrogenase (IKEDA, Masato; TAKENO, 2013) 6-
fosfogluconato desidrogenase (LEE et al., 2016) isocitrato desidrogenase (JIANG et al., 2020)
e enzima malica (WOLF et al., 2021) (Figura. 7).

Além disso, reagdes e vias para produtos secretados devem ser consideradas. O mais
importante, ao estudar superprodutores, ¢ a via biossintética para o produto alvo. Como
exemplo, as vias biossintéticas de L-lisina e L-glutamato comecam a partir de oxaloacetato e
2-oxoglutarato, respectivamente, dois intermedidrios da rede central de carbono e,
adicionalmente, demandam NADPH (4 NADPH por L-lisina ¢ 1 NADPH por L- glutamato).
Além disso, C. glutamicum pode secretar partes menores de subprodutos, como trealose,
acetato, lactato, succinato, piruvato, L-alanina, L-glutamato e L-glicina (GRAF et al., 2019;
IKEDA, Masato et al., 2006). O espectro do subproduto observado determina qual das vias

correspondentes deve ser levada em consideragao.

Desde o ano 2000, dados gendmicos e outros “Omicos” se acumularam para C.
glutamicum, modificando profundamente os métodos de desenvolvimento de cepas e
fornecendo uma compreensado global da fisiologia, redes regulatorias e fungdes desconhecidas
deste microrganismo, bem como os mecanismos subjacentes a hiperproducdo (LEE et al.,
2016; NIEBISCH et al., 2006). Como resultado, os alvos da engenharia metabdlica se
expandiram além das principais vias biossintéticas, levando a aminoécidos de interesse em todo
o sistema celular, incluindo sistemas de regeneracdo de cofatores, sistemas de captagdo e
exportacao, metabolismo energético, regulacao global e respostas ao estresse. A engenharia
metabolica sistematica levou repetidamente a melhorias de rendimento bem-sucedidas para a
producdo de aminodacidos por C. glutamicum (BECKER, J. et al., 2018; IKEDA, Masato et al.,
2006; KEILHAUER; EGGELING; SAHM, 1993). Além disso, o espectro de produtos de C.
glutamicum também foi expandido com isso, a engenharia metabolica e inducdao de
superproducao por fatores externos sdao aplicados a producdo de aminoacidos que
anteriormente nao podiam ser produzidos de forma eficaz a partir da glicose, como serina,

metionina e cisteina.

Desde a descoberta de C. glutamicum como produtor do glutamato monossddico

aromatizante de alimentos, a produ¢ao comercial de glutamato tem sido conduzida usando
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exclusivamente este microrganismo. Supde-se que concentragdo de glutamato industrial
exceda 150 g/L (SANCHEZ et al., 2018). A demanda global por glutamato monossddico
totalizou mais de trés milhdes de toneladas em 2016 (LI, H. ef al., 2022; SANCHEZ et al.,
2018) deve ultrapassar quatro milhdes de toneladas até 2023 (Global market insights 2016). A
producao de glutamato por C. glutamicum ¢ induzida por limitagao de biotina ou por tratamento
com certos surfactantes de éster de acido graxo ou com antibidticos B-lactdmicos como a
penicilina. Embora o tratamento de indugao seja a principal tecnologia envolvida nos processos
industriais de produgdo de glutamato, a base molecular da inducdo da secre¢do de glutamato

era desconhecida ha muito tempo.

Nos ultimos anos, no entanto, uma visao valiosa sobre o mecanismo de secrecao foi
obtida com a identifica¢do do produto do gene NCgl1221 como um exportador de glutamato
(NAKAMURA et al., 2007). Um achado intrigante ¢ que apenas uma mutagdo pontual
especifica no gene NCgl1221 resultou na secre¢do de glutamato sem nenhum tratamento de
indugdo. Também foi demonstrado que a amplificacdo do gene NCgl1221 de tipo selvagem
aumenta a secre¢do de glutamato enquanto sua interrupcao abole substancialmente a secregio
acompanhada por um aumento no pool de glutamato intracelular sob as condi¢des de inducao
mencionadas acima. O gene em questdo codifica a proteina YggB, que foi originalmente
descrita como um canal mecanossensivel putativo (NOTTEBROCK et al., 2003). Estudos
eletrofisiologicos posteriores usando uma cepa de E. coli ou Bacillus subtilis desprovida de
canais mecanossensiveis indicaram que o produto do gene NCgl1221 realmente possui a

atividade de um canal mecanossensivel (HASEGAWA et al., 2008).

Também foi demonstrado que a excre¢do de glutamato através do canal foi mediada
por difusao passiva (KATAOKA et al., 2006), enquanto a secre¢ao de glutamato mediada por
carreador em C. glutamicum mostrou ser dependente de energia (NAKAYAMA, 2021). Com
base nessa possivel fun¢do como canal mecanossensivel, o seguinte mecanismo foi proposto:
as condicdes de inducdo, alteram a tensdo da membrana por inibi¢do da sintese de lipidios ou

peptidoglicanos.

A producao de glutamato, especificamente, requer dois processos principais: 1) uma
alteracdo do fluxo metabdlico pela inibicdo do complexo 2-oxoglutarato desidrogenase
(ODHC); 2) a abertura de canais mecanossensiveis (IKEDA, Masato; TAKENO, 2013). A
mudanca na sintese de glutamato pela inibicdo do complexo 2-oxoglutarato desidrogenase

(ODHC) foi estudada exclusivamente no passado, e foi claramente demonstrado que ODHC ¢
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inibido sob condigdes produtoras de glutamato para alterar o fluxo metabdlico em diregao a

sintese (KATAOKA et al., 2006).

Por outro lado, o mecanismo de secre¢do de glutamato permaneceu indefinido até que
o principal exportador de glutamato em C. glutamicum fosse identificado. Isso ocorre porque
todos os tratamentos que desencadeiam a secre¢do de glutamato danificam a estrutura do
envelope celular bacteriano. Assim, inicialmente pensou-se que o glutamato simplesmente
vazava das células como consequéncia de membranas danificadas. No entanto, um carreador
de glutamato especifico foi identificado, o que finalmente encontrou suporte através da
descoberta de MscCG (originalmente denominado NCgl1221). Este canal mecanossensivel
semelhante ao MscS funciona como um grande exportador de glutamato (NAKAMURA et al.,
2007). Estudos recentes forneceram mais evidéncias para o efluxo de glutamato ocorrendo

exclusivamente devido a abertura do MscCG (BECKER, M. ef al., 2013) como ilustra a figura
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Figura 8. Condicdes das trés possiveis inducdes para superproducio de glutamato. Influéncia sob Odhl,
ODHC, principalmente, além da ilustracdo do canal mecanossensivel NCgl1221 para o efluxo de glutamato
(IKEDA, 2020).
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Os trés principais tratamentos especificos que desencadeiam o efluxo de glutamato em
C. glutamicum sdo: limita¢do da biotina, surfactantes de ésteres de acidos graxos (Tween 40)
e antibioticos P-lactamicos (penicilina) que induzem a secregdo de glutamato. (NAKAYAMA
etal.,2018). A limitagao da biotina diminui a quantidade total de lipidios e causa uma mudanga
no componente lipidico e saturacao lipidica. Os surfactantes de ésteres de acidos graxos, como
Tween 40, também sdo conhecidos por afetar a sintese de 4cidos graxos em C. glutamicum e a
emulsificacdo dos lipidios da membrana pode alterar a tensdo superficial na membrana. Um
fato interessante ¢ que apenas Tween 40 e 60, que possuem monopalmitato € monoestearato
como tipo de acido graxo, respectivamente, desencadeiam a secrecdo de glutamato em C.
glutamicum, enquanto Tween 20 e 80 ndio (NAKAYAMA et al., 2018).

O tratamento com penicilina inibe a sintese da parede celular. Ao contrario de outras
bactérias Gram-positivas, C. glutamicum possui uma parede celular do tipo micobactéria. Sua
estrutura consiste principalmente em trés componentes: uma camada de peptidoglicano, uma
camada de arabinogalactana e uma camada de 4acidos micélicos. A camada de acido micolico
¢ considerada a barreira de permeabilidade mais externa a solutos e drogas antibacterianas.
Esses tratamentos causam um aumento na tensdo da membrana, que ativa carreadores
especificos para efluxo de glutamato na membrana de C. glutamicum (NAKAYAMA et al.,

2018) como pode ser observado na figura 9.
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Figura 9. Trés principais processos para superproduc¢io de glutamato. 1) Limitacdo de biotina em que ha uma
reducdo na quantidade total de lipideos da membrana, aumentando o efluxo de glutamato. 2)Utilizagdo de Tween 40
que altera o fluxo metabolico . 3) Adicao de penicilina que remove a parede celular bacteriana, fazendo com aumente
atensdo da membrana também. Todos os trés processos ativam carreadores de glutamato fazendo com que haja seu
efluxo (SHINFUKU et al., 2009).

A atividade do complexo 2-oxoglutarato desidrogenase (ODHC) supostamente diminui
durante a producao de L-glutamato em resposta a limitacao de biotina, surfactantes de éster de
acido graxo e penicilina (SHINFUKU et al., 2009). Como o ODHC esté localizado no ponto
de divergéncia entre o ciclo do TCA e a biossintese de L-glutamato (Figura 10), uma

diminui¢do na atividade do ODHC muda o fluxo metabdlico do ciclo do TCA para a sintese de
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L-glutamato (Figura 11) (HIRASAWA; SHIMIZU, 2016). ODHC ¢ geralmente composto por
trés enzimas: 2-oxoglutarato desidrogenase (Elo), di-hidrolipoamida S succiniltransferase
(E20) e di-hidrolipoamida desidrogenase (E3). A interrup¢ao de odhA (NCgl1084/cg1280),
que codifica a subunidade Elo, resulta na secre¢do de L-glutamato sem indu¢cdo (ASAKURA

etal.,2007).
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Figura 10. Via biossintética do L-glutamato em C. glutamicum. O L-glutamato ¢ sintetizado a partir do 2-
oxoglutarato. O complexo 2-oxoglutarato desidrogenase (ODHC) ¢ uma enzima chave para a sintese de L-
glutamato. Odhl € uma proteina inibitéria para ODHC (MIZUNO et al., 2016).

Adigao do tween 40 causa aumento da abundancia relativa de algumas enzimas das vias

glicoliticas e na inibi¢ao de parte do ciclo do 4acido citrico (MIZUNO et al., 2016).
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Figura 11. Visualiza¢do da mudancga do fluxo metabélico do ciclo do TCA para a sintese de L-glutamato. Em
destaque de vermelho mostra a mudanga de fluxo de metabodlico que pode acontecer com a indugdo para producdo
de glutamato, em que segue a via do citrato, isocitrato, 2-oxoglutarato ¢ a producdo de glutamato (SHINFUKU et
al., 2009).

Além disso, o mais importante, ao estudar superprodutores, ¢ a via biossintética para o
produto alvo. Como exemplo, as vias biossintéticas de L-lisina e L-glutamato comegam a partir
de oxaloacetato e 2-oxoglutarato, respectivamente, dois intermediarios da rede central de
carbono e, adicionalmente, demandam NADPH (4 NADPH por L-lisina e 1| NADPH por L-
glutamato). C. glutamicum pode secretar também partes menores de subprodutos, como
trealose, acetato, lactato, succinato, piruvato, L-alanina e L-glicina (BECKER, M. et al., 2013).
O espectro do subproduto observado determina qual das vias correspondentes deve ser levada
em consideracdo. Por isso, conhecer o fluxo metabolito que estd sendo seguido durante a

producao de glutamato, por exemplo, ¢ importante para estabelecer quais sao as enzimas e
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proteinas diretamente relacionadas ao processo.

1.4. Secrecio de proteinas C. glutamicum

Secrecdo de proteinas diretamente no meio de cultura tem varias vantagens sobre um
sistema citoplasmatico. Nao ha necessidade de ruptura celular, e a purificagdo a jusante de uma
proteina secretada ¢ mais facil do que das proteinas citoplasmaticas porque ha menos proteinas
no meio de cultura em comparacdo com as do citoplasma (NGUYEN ez al., 2015). A falta de
atividade proteolitica extracelular detectavel e util para manter a estabilidade das proteinas
secretadas em C. glutamicum (YUKAWA et al., 2007) que ¢ livre de endotoxinas e ¢ uma cepa
geralmente reconhecida como segura (GRAS) (MELBY et al., 2021). Nguyen et al., (2015)
demosntraram que menos proteinas endogenas foram secretadas na cultura por C. glutamicum
em comparagdo com outros sistemas hospedeiros, embora mais de 140 proteinas tivessem
massas moleculares que variaram de 10 a 50 kDa no sobrenadante da cultura (KIM ez al., 2011).
Devido a essas caracteristicas, o processo downstream de purificacdo de proteinas-alvo ¢
simplificado usando C. glutamicum como hospedeiro de expressdo em comparagao com outros
hospedeiros (LIU et al., 2017; RAUL et al., 2019; ZHANG, Q. et al., 2018), isso porque, até

onde se sabe, poucas proteinas sdo secretadas pela C. glutamicum.

Mesmo assim, C. glutamicum € um hospedeiro potencial para a produgdo secretora de
proteinas importantes, como enzimas industriais e proteinas farmacéuticas. Uma variedade de
proteinas foi expressa com sucesso em C. glutamicum, como transglutaminase, hEGF, amilase,
GFP, glutamato descarboxilase, scFv, nitrila hidratase e Fab. CORYNEX (sistema de
expressao de Corynebacterium) ¢ um novo sistema de expressao de proteina/peptideo que usa

C. glutamicum como hospedeiro (TSUGE; MATSUZAWA, 2021).

No entanto, os principais problemas com o sistema de expressdo acima sao a falta de
exemplos de aplicacdo dessas proteinas secretadas e a baixa quantidade de expressao
encontrada. Por isso, ha uma grande demanda por estudos sobre a secrecao de proteinas em C.
glutamicum para que ela possa cumprir seu potencial (LI, H. et al., 2022) porque existe uma

demanda muito alta conhecida de glutamato, por exemplo, mundialmente.

O transporte de proteinas através da membrana ¢ um processo complexo que inclui a

etapas: as proteinas sdo transportadas para o membrana através da translocase, entdo os
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peptideos sinal sao clivados por peptidases sinal tipo I, e, entdo as proteinas sdo liberadas da

membrana (FREUDL, 2018).

Existem duas vias principais de translocagdo em C. glutamicum, a via Sec e a via Tat.
A via Sec transporta proteinas enoveladas, enquanto a via Tat transporta proteinas
desenoveladas. Os peptideos de sinal das proteinas dependentes de Sec ou dependentes de Tat
tém caracteristicas semelhantes e especificidade propria (LIU et al., 2017).

Antes que as proteinas processadas sejam liberadas da membrana, elas devem ser
enoveladas em sua conformagdo nativa e o peptideo sinal deve ser clivado, a proteina ¢
transportada pelo canal. Em seguida, as proteinas maduras passam pela parede celular e sdo
finalmente liberadas no meio de cultura. As proteinas podem ser encontradas na membrana,

sobrenadante e fragdes soltiveis em extratos celulares (LIU ez al., 2017).

1.5. Cultivo celular

Um dos primeiros meios de cultura utilizados para C. glutamicum com uma composi¢ao
claramente definida (CGXII), contém apenas glicose como fonte de carbono e energia, bem
como diferentes fontes para nitrogénio, fosfato, enxofre, vitami-nas, sais minerais e elementos
tracos (BENDT et al., 2003). Curiosamente, este meio, também contém grandes quantidades

de carbonato de célcio (CaCO3), que se mostrou ser benéfico para o crescimento da cepa.

Em 1989 foi descoberto que na auséncia de compostos quelantes de ferro, como
CaCO03, o crescimento de C. glutamicum ¢é interrompido. Dessa forma, foi pro-posto a
utilizacao do acido 3,4-dihidroxibenzoico (4cido protocatecuico, PCA) para uso padrao em
meios definidos (KALINOWSKI, J., 2005). Posteriormente o meio CGVIII foi
substancialmente modificado adicionando o quelante de ferro PCA e trocando o CaCO3 por
quantidades muito baixas de fontes alternativas de calcio (CaCl2), sendo este o meio
comumente referido como meio minimo CGXII, apresentado na Tabela 1, que dependendo do
sis-tema de cultivo, € usado com ou sem o 4cido 3-(N-morfolino) propanossulfonico (MOPS)
como tampao regulador de pH (KEILHAUER; EGGELING; SAHM, 1993). Desde que CGXII
foi formulado, ele se tornou o meio padrao para Engenharia Metabodlica e Biologia de Sistemas

com C. glutamicum até agora.
A biotina contida no meio ¢ uma vitamina (B7) que atua principalmente como cofator
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das enzimas piruvato carboxilase e acetil-CoA carboxilase, que sdo importan-tes nas vias
metabolicas da gliconeogénese e sintese de dcido graxo. Estudos de-monstraram que as células
cultivadas em meio pobre de biotina podem formar glutamato tanto na fase estacionaria quanto
na exponencial, enquanto maiores adi¢des de biotina ao meio de cultura reduzem a producdo
(SCHNEIDER et al., 2012). Analises bioquimicas demonstraram que o excesso de biotina
reduz a permeabilidade celular dos aminoacidos, nesses casos foi observado (SHIMIZU et al.,
2003) que ocorreu uma redugdo da liberacdo de glutamato e atividade da enzima aspartato
aminotransferase. Foram realizados experimentos com a adi¢do de detergentes para aumentar
a permeabilidade celular, o que demonstrou um leve aumento de glutamato total (intracelular
e secretado) o que pode indicar que o excesso de biotina resulta em acumulagdo de glutamato
intracelular, deslocando o equilibrio quimico em direcdo de formagdo do precursor, ou seja,

acdo de feedback negativo em evento de regulacdo metabdlica.

Foram realizados nas tultimas décadas muitos estudos com o intuito de elucidar a
genética molecular da produgdo de aminoécidos pela bactéria C. glutamicum, principalmente
através das construgdes por vetores de clonagem (MIWA et al., 1985). Devido a grande
importancia industrial deste microrganismo, existem extensas pesquisas focadas no
melhoramento de cepas utilizando técnicas como: mutagénese aleatoria; técnicas de DNA
recombinante ou por meio dos transposons, o que permite a criagdo de grandes bibliotecas
com cepas recombinantes para maior rendimento na secre¢ao de aminoacidos (MUSTAFI et

al., 2014).

Essas experiéncias demonstram claramente que um conhecimento quantitativo
detalhado da fisiologia metabodlica € necessario para projetos racionais de otimizacao de cepas
para obter maior produ¢do de aminoacidos por C. glutamicum, que ¢ caracterizada por uma
conexao estreita entre o metabolismo central e as vias biossintéticas do produto, uma melhor
compreensdo da regulacdo metabolica global acabou sendo crucial para melhorias efetivas da

cepa.

1.6. Proteomica

Devido a sua importancia para a biotecnologia industrial, C. glutamicum tem sido
amplamente estudada, e sua sequéncia genomica estd disponivel juntamente com seus dados
de transcriptoma, metaboloma e fluxoma (KROMER et al., 2004). A primeira analise

protedomica de C. glutamicum foi realizada através da criagdo de um mapa de referéncia

35



baseado em eletroforese em gel bidimensional (VOGES et al., 2015).

Nos ultimos anos, abordagens sem gel tém sido usadas para estudar o impacto de fatores
como estresse externo causado pela mudanga de pH e pressdo osmdtica no proteoma de C.
glutamicum. Além disso, os efeitos de diferentes fontes de carbono e turnover de proteinas
foram investigados (SHINFUKU et al., 2009). Essas investigacdes estabeleceram uma ampla
base de conhecimento, tornando C. glutamicum um organismo modelo para sistema biologico.
As primeiras redes metabdlicas em todo o genoma estdo atualmente disponiveis, permitindo
assim a elucidagdo das capacidades metabolicas e limitagdes deste organismo para aplicacdes
especificas (KJELDSEN; NIELSEN, 2009). Com isso, a obten¢do de um entendimento mais
profundo em nivel de sistema que requer a integracdo de redes metabdlicas com redes de
regulacdo do genoma e o proteoma de interconexao ¢ necessaria para C. glutamicum. Nos
ultimos anos, varios métodos para a quantificacdo absoluta de proteinas por espectrometria de

massa tém sido apresentados (VOGES et al., 2015).

A protedmica ¢ o campo de estudo que inclui a analise de proteinas. As proteinas podem
ser investigadas por sua abundancia, variedade de proteoformas devido as modificagdes pos-
traducionais (PTMs) e suas interagdes proteina-proteina estaveis ou transitorias (DUPREE et
al., 2020). A importancia de estudar proteinas diretamente ¢ clara pelo fato delas serem as
biomoléculas efetoras primarias das células, além disso, o simples nivel de mRNAs presente
em uma amostra ndo pode ser correlacionado diretamente a quantidade de proteinas, ja que o
processo de tradu¢do pode sofrer algum tipo de regulacdo e a proteina pode, ja de inicio, sofre

regulacdo proteolitica. (CATHERMAN; SKINNER; KELLEHER, 2014).

A protedmica baseada em espectrometria de massa (MS) tem levado a possibilidade de
caracterizar e quantificar o perfil proteico de espécimes biologicos, bem como a possibilidade
de descobrir suas complexas interagdes envolvidas em varias patologias especificas (DUPREE

et al.,2020).

Atualmente existem duas principais abordagens para andlises protedmicas por MS, uma
chamada de bottom-up e outra de top-down . Um fluxo de trabalho protedmico de bottom-up
tipico, como ilustra a figura 12, consiste em vdrias etapas principais: (i) isolamento da mistura
de proteinas da amostra bioldgica estudada, seguido por (ii) quantificacdo das concentragdes
de proteinas isoladas, entdo ( iii) fracionamento de proteinas por métodos de eletroforese em

gel ou cromatografia liquida. Apos o fracionamento, (iv) as proteinas sdo clivadas
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proteoliticamente por enzimas (geralmente tripsina); seguido por (v) uma medi¢ao
espectrométrica de massa dos peptideos resultantes e (vi) uma pesquisa de banco de dados para
identificacdo de proteinas (DUPREE et al., 2020). Ao analisar a proteina intacta, a detec¢do
anterior a fragmentacdo sempre vai informar a massa da proteina com todas as suas modificacdes
presentes no momento, como acontece na técnica bottom-up. Ja para a abordagem top-down, as
proteinas serdo ionizadas intactas e sofrerdo fragmentacdo em espectrometro de massa
(CHAIT, 2006) e essa abordagem ¢ favorecida quando se trata da analise de PTMs (figura 13).
A abordagem bottom-up estd mais bem estabelecida atualmente e possui maior variedade de
recursos quando comparada a top-down, isso se deve a limitagdes técnicas de espectrometros
para analisarem moléculas grandes, como proteinas intactas, no inicio do desenvolvimento

de protedmica por espectrometria de massa (CATHERMAN; SKINNER; KELLEHER, 2014).
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Figura 12. Fluxograma de trabalho de um experimento utilizando bottom-up. A abordagem bottom-up segue
algumas etapas principais como isolamento da proteina da amostra de interesse, quantificacdo destas,
fracionamento das proteinas para analise em gel, digestdo e analise dos peptideos no espectrdmetro de massas
juntamente com uma pesquisa no banco de dados (DUPREE et al., 2020)
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Atualmente, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS) ¢
uma técnica analitica comum e indispensavel para investigacao protedmica. Este acoplamento
iniciou o desenvolvimento de novos métodos de ioniza¢do e levou a uma ampla gama de
interfaces destinadas a separar varias misturas de complexos biologicos (WOLTERS;

WASHBURN; YATES, 2001).

Com o acoplamento foi possivel a realizacdo de algumas analises, como por exemplo,
as analises de acetiloma e succiniloma de C. glutamicum produtora de glutamato sugeriram
que a acetilagdo e a succinilacdo de proteinas estao envolvidas na produgdo de glutamato por
meio do controle pos-traducional de enzimas-chave, como fosfoenolpiruvato carboxilase
(PPC) e ODHC (MIZUNO et al., 2016). Foi demonstrado que a acetilacdo do PPC na lisina
653 causou diminui¢do da atividade enzimatica, resultando na redug¢do da producdo de
glutamato (SHIRAI et al., 2007). Pelo contrario, a desacetilagdo do residuo de lisina foi
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sugerida para melhorar a produc¢dao de glutamato por meio da ativagdo do PPC porque o
aumento da atividade do PPC durante a producao de glutamato foi cancelado pelo defeito das
desacetilases (SHIRAI et al., 2007). Todas essas descobertas foram possiveis gragas a

espectrometria de massas.

A andlise transcriptomica do genoma completo ajuda a entender melhor os mecanismos
de regulagdo da transcri¢do de C. glutamicum. Essa abordagem comecou a ser utilizada para
aumentar a tolerdncia a ambientes extremos, melhorar o crescimento celular e aumentar a
sintese do produto alvo em C. glutamicum (MA, Q. et al., 2020). Além disso, por meio do
método protedmico, pode-se analisar a abundancia de expressao de proteinas. J4 uma analise
metabolica abrangente pode ser usada ao mesmo tempo para revelar quaisquer alteragdes nas
quantidades dos compostos que afetam as vias metabolicas relevantes para a sintese de
glutamato, por exemplo, como produtos génicos envolvidos no metabolismo central do
carbono e no metabolismo de aminoécidos (MA, Y. et al., 2019). No geral, uma combinagao
de analises transcriptomicas, protedmicas e metaboldmicas contribui para conhecer as
caracteristicas metabolicas celulares com base nas mudancgas na transcri¢do génica, expressao

proteica e niveis de metabolitos intracelulares.

A solubilidade da proteina representa um grande desafio na protedmica baseada em MS
de top-down , especialmente para proteinas de membrana e proteinas da matriz extracelular
(ECM) que sao dificeis de extrair e solubilizar de tecidos e células, mas desempenham papéis
biologicos significativos. Apesar do sucesso de varios estudos importantes de protedmica
bottom-up de proteinas de membrana, as preparacdes demoradas e trabalhos intensivos antes
da analise de MS deixam espaco significativo para melhorias tecnologicas nessa area. Além
disso, os primeiros trabalhos geralmente se concentravam em direcionar uma proteina
especifica de interesse ou o subproteoma da membrana mitocondrial. Os surfactantes (também
conhecidos como detergentes) sao normalmente usados em tampdes de extracdo de proteinas
para solubilizar efetivamente as proteinas das células e tecidos (NAKAYAMA et al., 2018a).
No entanto, surfactantes convencionais que sdo capazes de solubilizar e desnaturar proteinas
com alta eficiéncia, como dodecil sulfato de s6dio (SDS), ndo sdo compativeis com a analise
de MS a jusante devido a supressao de sinal de proteinas e, portanto, requerem limpeza extensa
que pode resultar em perda de proteina e irreprodutibilidade. Embora surfactantes nao ionicos,
como dodecil B-D-maltosideo (DDM) e octil B-D-glucopiranésido (OG), sejam compativeis

com MS quando usados em concentragdes mais baixas, eles sdo surfactantes relativamente
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suaves com capacidade de solubilizacao limitada.

Os surfactantes clivaveis por acido foram desenvolvidos anteriormente para protedmica
bottom-up para permitir a solubilizacdo de proteinas e melhorar eficiéncia da digestao em gel
ou em solucdo. No entanto, nenhum desses surfactantes ¢ diretamente compativel com a

protedmica top-down baseada em MS (VELLAICHAMY et al., 2010).

Apesar das vantagens da metodologia bottom-up, a analise de proteinas intactas vem se
tornando cada vez mais robusta com os avangos tecnoldgicos, aumento de acuracia e resolucao
dos espectrometros de massa e melhorias em técnicas que antecedem a etapa de espectrometria
de massa, como o GELFrEE (Gel-eluted liquid fraction entrapment electrophoresis), o sSSEC
(serial Size Exclusion Cromatography) e o CZE (Capillary Zone Electrophoresis). Esses
métodos sdo tipos de fracionamento, que causam a divisdo de amostras iniciais em fracdes
menos complexas. Esses procedimentos sdo importantes para a analise de proteinas por MS,
justamente pela reducdo da complexidade das amostras, o que melhora a propor¢do de
sinal/ruido e a cobertura de identificagdo e quantificagdo, principalmente de peptideos e

proteinas em pequenas quantidades na amostra (MOSTOVENKO et al., 2013).

O GELFrEE ¢ uma técnica utilizada para fracionar amostras complexas de proteinas
baseada nos tamanhos dessas moléculas. Esse fracionamento pode ser feito de maneira
desnaturante, utilizando um detergente para carregar e desnaturar as proteinas (geralmente
SDS), quanto nao desnaturante, empregando moléculas que nao deturpam a conformagao das
proteinas para carrega-las, como Coomasie. Essa metodologia ¢ baseada na aplicagdo de
corrente elétrica em polos de cargas positiva e negativa, com um gel de poliacrilamida tubular
entre eles. A carga das proteinas ¢ uniformizada pela adi¢cdo de alguma molécula com carga
negativa, seja ela SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) ou Coomasie blue-G e aplicadas no topo do
gel de poliacrilamida. Ao aplicar a corrente, as proteinas migram pelo gel de acordo com o seu

tamanho e s3o coletadas ao final do tubo em uma camara de coleta (SKINNER ez al., 2016).

Combinando a analise de fluxo metabdlico com outras ferramentas, como as analises
de transcriptoma e proteoma podem ser realizadas investigacdes mais profundas fornecendo
assim uma compreensao significativamente melhorada da regulagdo metabolica e otimizacao
direcionada de C. glutamicum com o fim de melhorar os processos atualmente estabelecidos

assim como criar novos (ROESSNER et al., 2016).
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2. JUSTIFICATIVAS

Diante a importancia da bactéria Corynebacterium glutamicum na biotecnologia branca
(processos industriais), visto o vasto numero de estudos relacionadas a esta nos ultimos anos
(BECKER, J.; WITTMANN, 2012) e o numero de patentes relacionados a esta bactéria (LEE
et al., 2016), ainda existe uma necessidade de uma melhor compreensao sobre os mecanismos
de funcionamento das vias metabolicas, pois mesmo com tantas publicagdes e estudos, a

caracterizacao de seu proteoma continua incompleta (LUBITZ; WENDISCH, 2016).

A fim de melhorar a eficiéncia da produ¢dao de aminoécidos por C. glutamicum, ¢
imprescindivel o entendimento e regulacdo das vias metabdlicas que levam a esses produtos
industrialmente importantes. Assim, faz-se necessario a identificagao de proteinas e complexos

multiproteicos envolvidos nas vias de sintese e consequente caracterizacdo de seu proteoma.

Além disso, sabe-se que o aumento da producdo de glutamato por C. glutamicum pode
ser estimulado por diversos mecanismos, dentre eles a deplecao de biotina, que € necessaria
para o crescimento celular; adicdo de surfactantes de ésteres de acidos graxos no meio de
cultura (Tween 40); e adi¢ao de antibidticos como a penicilina (IKEDA, 2013). Dessa maneira,
a comparacao do proteoma nativo intracelular sem estimulante e do proteoma com a adi¢do de
um estimulante torna-se interessante para determinar qualitativamente e quantitativamente o
grau de impacto das mudancgas nas atividades enzimadticas das vias de interesse e, assim,

melhorar o entendimento das vias metabdlicas.

Além disso, até o momento presente ndo tem estudos para a analise extracelular do
cultivo bacteriano com ou sem estimulo, gerando mais um pontapé de estudo para melhor
entendimento do proteoma da C. glutamicum e quais as mudancas visuais e analiticas podem

ser observadas.

Essa pesquisa visa utilizar a protedOmica bottom-up para caracterizar proteoformas e
complexos proteicos de C. glutamicum, principalmente, aminoacidos secretados durante o
cultivo. Além de buscar uma comparacao entre proteinas intracelulares e extracelulares, para o
melhor entendimento das vias metabdlicas voltadas para produgdo de aminécidos de interesse

industrial, como glutamato.
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3. OBJETIVOS GERAIS

Caracterizagdo do proteoma da bactéria C. glutamicum e identificacdo de proteinas e
complexos multiproteicos (tanto de forma nativa quanto extracelular ) reguladores da via de

biossintese de aminoacidos

3.1. Objetivos especificos

e Caracterizacdo de proteinas relacionadas ao metabolismo de
aminoacidos presentes no secretoma e proteoma intracelular e

extracelular de C. glutamicum em meio CGXII.

e Identificacdio das proteinas presentes em C. glutamicum sob
condigdes de estimulo por tween 40 na produgdo de aminoacidos

em analise bottom-up.

e Identificacdo de proteinas reguladoras na produgdo de aminoacidos

em C.glutamicum, visando a produ¢do de glutamato.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Microrganismo e meio de cultivo

A bactéria Corynebacterium glutamicum (cepa ATCC 13032) foi adquirida a partir da
Colegao de culturas Tropicais da Fundagdo André Tosello (http://fat.org.br/colec culturas/,
Campinas, SP). Foi realizado um cultivo da Corynebacterium glutamicum em placa de petri,
com meio TSA (figura 14), em que posteriormente foi escolhida uma tnica colonia isolada e

inoculada em meio TSB.
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Figura 14. Cultivo da C. glutamicum em placa de petri com meio TSA. Mostra-se a placa depois de 24h de
cultivo, em que se pode observar as coldnias isoladas, das quais uma foi inoculada no pré-indculo e dado
sequéncia ao cultivo nos indculos com meio CGXII.

Os meios de cultura utilizados foram o meio TSB (Meio a base de tripticos de soja),
proveniente da empresa MERCK, preparado de acordo com protocolo do fabricante e o meio
de cultura CGXII (Tabela 1) utilizado para a analise protedmica e de aminoacidos
(KEILHAUER; EGGELING; SAHM, 1993). A solugdo de sais foi utilizada para lavar as

amostras apds o pré-inoculo para que pudesse ser inoculada.
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Tabela 1. Composicido dos meios de cultura TSBe CGXII. O meio CGXII
para o cultivo das 24h, sendo este o meio proprio desenvolvido para C.
glutamicum e o meio de cultura TSB foi tulizado para cultivo do pré-inoculo.

Meio TSB, pH=7.3

Peptona de caseina 17g/L
Peptona de soja 3g/L
Glicose 2,5g/L
Cloreto de sédio 5g/L
Fosfato dipotassico 2,5g/L

Meio CGXIl, pH=7.0

(NH4),S04 20g/L
Ureia 5g/L
KH,PO, 1g/L
K2HPO4 1g/L
MgS0,4.7H,0 0,25g/L
3-morpholinopropanesulfonic acid (MOPS)  42g/L
CaCl, 10mg/L
FeS0O4.7H,0 10mg/L
MnS0O4.H,0 10mg/L
ZnS04.7H,0 1mg/L
CuSO,4 0,2mg/L
NiCl,.6H,0 0,02mg/L
Biotina 0,005mg/L
Glicose 40g/L
Acido protocatechuico (PCA) 0,03mg/L

Solugdo de Sais (Vf=900mL)

(NH4)2S04 20g
Ureia 5g/L
KH,PO4 1g
K;HPO, 1g
MgS047H, 0,25g

3-morpholinopropanesulfonic acid (MOPS)  42g




4.2, Cultivo bacteriano

Para anélise intracelular nativa, a bactéria C. glutamicum foi pré-inoculada em 300mL
de meio TSB durante 18hs sob temperatura de 30°C e agitacao de 170 RPM (4 RCF) utilizando
shaker de incubagao (Tecnal, Brasil). Em seguida, foi medida a densidade 6ptica do pré-indculo
e calculado o volume necessario para indculo com OD inicial igual a 1 em seis Erlenmeyers
contendo 100mL de meio de cultura minimo CGXII suplementado com glicose. 30mL do pré-
indculo foram coletados e adicionados a cada Erlenmeyer, que foram centrifugados a 12.000 g
por 10 minutos a 23°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado utilizando-se
solucdo de sais. Apos homogeneizacdo, os tubos foram novamente centrifugados nas mesma
condi¢des, o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado foi ressuspendido no meio CGXII,
processo realizado nos 6 Erlenmeyers. A bactéria foi cultivada durante 24h sob temperatura de
30°C e agitacdo de 170 RPM utilizando shaker de incubagdo (Tecnal, Brasil). Apds 6h de
crescimento, foi adicionado ao cultivo 370uL de Tween 40 (Sigma, Alemanha), concentragao
de 4mg/mL, nos Erlenmeyers IV, V e VI, triplicata biologica com o Tween 40, enquanto os
Erlenmeyers I, II e III foram relativos a triplicata do cultivo sem adi¢do de Tween 40. Foi
coletado ImL de cada réplica nos tempos Oh, 6h, 12h, 18h e 24h de cultivo, que foram

posteriormente centrifugados e armazenados os sobrenadantes para analise dos aminoécidos.

Para analise extracelular de proteinas, a C. glutamicum foi submetida a um cultivo nas
mesmas condi¢des descritas anteriormente. O cultivo foi feito em quadruplicata, em que foi
medida a densidade Optica do pré-indculo (figura 15, A) e calculado o volume necessario para
inoculo com OD inicial igual a 1 em oito Erlenmeyers contendo 100mL de meio de cultura
minimo CGXII, com isso foram adicionados 26,17mL (figura 15, B) (centrifugado e lavado 4
vezes com solugdo de sais) do pré-indculo em cada Erlenmeyer. Apos 6h de cultivo, tween 40
foi adicionado nos Erlenmeyers V, VI, VII e VIII. O cultivo teve duracdo de 24h, sendo
coletados 5 mL de cada réplica nos tempos Oh, 6h, 12h, 18h e 24h de cultivo, que foram
posteriormente centrifugados e armazenados os sobrenadantes para andlise das proteinas

secretadas.
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Figura 15. Processo de cultivo da C. glutamicum desde o Pré-inoculo ao cultivo em CGXII. A) Cultivo celular
no pré-indculo com 300mL de meio TSB durante 18h sob agitacdo de 170RPM a uma temperatura de 30 °C. B)
Erlemeyers com 100mLde meio CGXII em que 30mL do pré-inoculo foram inoculados em cada erlenmeyer. C)
Cultivo dos 8 frascos apos 24h.

4.3. Curva de Crescimento

Para a construcdo da curva de crescimento da fragdo intracelular, aliquotas de 1 mL
foram coletadas nos tempos de incubagao de Oh, 6h, 12h, 18h e 24h. As leituras de absorbancia
foram medidas a 600 nm em espectrofotometro e foram feitas em triplicata para cada uma das
réplicas bioldgicas nas condi¢des sem Tween 40 (I, I, IIT) e com Tween 40 (IV, V e VI) para
acompanhamento do crescimento. O mesmo se deu para as fragdes extracelulares, assim as
leituras de absorbancia foram medidas a 660 nm em espectrofotdmetro e foram feitas em
triplicatas para cada uma das réplicas bioldgicas nas condi¢des sem Tween 40 (I, 11, III, IV) e
com Tween 40 (V, VI, VII e VIII). Foram utilizados os valores referentes as médias de

absorbancia em cada triplicata bioldgica para construgdo do grafico.
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4.4, Analise dos aminoacidos

Os sobrenadantes coletados nos tempos 12h e 18 h foram analisados para quantidade
de aminoacidos. O preparo para a analise de aminoacidos passou por duas etapas: precipitagcdo
em metanol/cloroformio/agua (WESSEL; FLUGGE, 1984) e troca cationica. Brevemente, ao
volume de 200 puL de cada réplica biologica foram adicionados 800 puL de metanol, 200 pL de
cloroformio e 600 L de dgua, com homogeneizac¢ao de 30 s em vortex entre cada adicdo. A
solucdo foi entdo submetida a centrifugagdo a 21.000 x g e a fase polar foi coletada para passar
por troca catidnica. Para o preparo da coluna de troca cationica, realizada em resina strongly
acidic dowex 50w x8-200, foram utilizadas ponteiras T-1000-B (Axygen) fechada com algodao

de vidro em sua ponta.

Para ativar a resina foram adicionados 2 volumes de HCl 4M e a suspensao resultante
foi aquecida em banho maria a 100°C por 1 h. A resina foi, entdo, lavada com agua até o pH
da lavagem se igualar ao da dgua utilizada. Apds as lavagens com agua, foram adicionados 2
volumes de NaOH 10% (p/v), em seguida a resina foi aquecida e lavada como descrito
anteriormente e armazenada em HCI 2M at¢ ser utilizada. Todos os procedimentos de remogao
de solugdo da resina sdo feitos apos a decantacdo da mesma em frasco de vidro,
subsequentemente o liquido € vertido, evitando a saida da resina. Para realizar a troca catidnica
a fase polar coletada da precipitagdo metanol/agua/cloroférmio foi acidificada (pH = 2-3)

carregada em 500 pL de coluna com resina ativada e eluida com 2 mL de NH40OH 1 M.

A quantificagdo e determinacdo dos aminodcidos livres secretados pelas bactérias foi
realizada em cromatografo de troca cationica de alta eficiéncia acoplado a detector
amperométrico pulsatil (High Performance Anion-Exchange with Pulsed Amperometric
Detection — HPAE-PAD) ICS-5000 (Dionex) com coluna cromatografica AminoPAC PA10
de 2 mm X 250 mm. As amostras eluidas da coluna de troca cationica foram diluidas em
propor¢ao 1:5 em agua Milli-Q e aplicadas em triplicatas de 10 pL. O gradiente utilizado foi
baseado em trés fases moveis (A = H20, B = Acetato e C= NaOH), montado da seguinte forma
em uma corrida de 72 minutos, com fluxo constante de 250 pL/min: 24%B por 2 min; 36%B
por 9 min; 90%B e 10%C por 6 min; 16% B e 40% C por 2 min; 16% B e 70 % C por 19,1
min; 80% B por 2,1 min; 24% B por 24,8 min.
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4.5. Analise Proteomica

4.5.1. Precipitacio das amostras

As amostras foram precipitadas a partir da metologia de metanol cloroférmio, em que
3 mL de cada réplica bioldgica forams precipitados. Nessa metodologia, adiciona-se 4 vezes o
volume inicial de metanol, coloca no vortex por 30s, adiciona-se 1 volume de cloroférmio,
depois mais 30s no vortex. Apos, adiciona-se 3 vezes o volume de dgua milli Q e mais 30s de
vortex. Centrifugar por 10 minutos a 1400 RPM (241 RCF). Apos a centrifugacao se observam
duas camadas: a fragdo dgua/metanol acima e a fragdo cloroférmio abaixo. As proteinas estdo
flutuando na interface. Caso nao seja possivel ver as proteinas, tem menos de 5 pg de amostra.

Removeu-se a fragao superior com cuidado para ndo remover também as proteinas na
interface. Apos, adicionou-se 3 volumes de metanol e misturou bem com petelecos (ndo pode
usar vortex), tomando cuidado para ndo romper o precipitado. Centrifugou por mais 10 minutos
a 14000 RPM. Removeu o sobrenadante, deixando cerca de 10 pL de liquido. E o solvente
residual evaporou em fluxo laminar por cerca de 20 minutos ¢ depois de seco, as amostras

foram ressuspendidas em SDS 1% e TRIS 50mM.

4.5.2. Metodologia de lise celular ndo-desnaturante

A lise das células de C. glutamicum foi realizada 18hs ap6s o indculo em CGXII, pois
¢ quando estd no apice do crescimento, consequentemente mais bactérias. Foram coletados
SmL do meio cultivado de cada réplica bioldgica nas duas condigdes propostas e centrifugados
a 10000 RPM (123 RCF), sob temperatura de 30 °C por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi lavado com solugdo de sais, que, apds homogeneizagao foi novamente
centrifugado nas mesmas condi¢des. Em seguida, foram adicionados ao pellet 500uL de
tampao de lise ndo-desnaturante (Sacarose 250 mM, Tris-HCI 10 mM, EGTA 0,1 mM
suplementado com inibidor de protease) para homogeneizagao. O procedimento de lise se deu
por esferas ou “beads” disruptoras de 0.lmm de didmetro (Scientific Industries, Inc.). O
protocolo foi adaptado de “Scientific Industries Disruptor Beads™” para otimizagdo da lise
ndo-desnaturante. Brevemente, 250uL (1/3 do volume da suspensdo de células) de “beads”
foram adicionados a solugdo contendo o homogeneizado de células. Foram realizados
intervalos de 1 min com amostra no equipamento (Bead Beater) e 1 min com a suspensdo

mantida no gelo, em um total de sete repeti¢des nas mesmas condi¢des. Posteriormente, os
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microtubos contendo o lisado celular foram centrifugados a 12000 g, 4°C por 20 min. O

sobrenadante foi coletado e utilizado na etapa posterior.

4.5.3. Quantificaciio de proteinas

A quantificagdo das amostras resultantes da lise celular foi realizada a partir da medida
de fluorescéncia pela técnica de Qubit (Invitrogen). Inicialmente, o reagente foi preparado pela
jung¢do do tampao e do fluoroforo, ambos vendidos comercialmente pela marca, na proporcao
de 1:200. Em seguida, aliquotas de 5 uL de amostra diluidas em agua milli-Q (1:50) foram
adicionadas ao reagente, obtendo-se volume final de 200 pL. As misturas foram incubadas por
15 minutos e analisadas no equipamento Qubit. A concentragdo final de proteinas foi obtida

multiplicando-se o valor da leitura de cada amostra pelo fator de diluigao.
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Figura 16. Esquema ilustrativo de quantificacdo de proteinas por Qubit. A quantificacdo das proteinas se da
pela técnica de Quibit, em que a concentragdo ocorre pela medida de fluorescéncia. Adaptado de Invitrogen®.

4.5.4. Gel Free

A partir da quantificagdo proteica, 500 pg foram reduzidos e alquilados em tampao de
amostra desnaturante (4% SDS, 20% glicerol, 0,05 M DTT, 0,004 % azul de bromofenol, 0,125
M Tris HCl) (DEHART et al., 2017). Em seguida, essas foram fracionadas usando sistema
GELFrEE, prototipo em teflon (Figura 17), como descrito anteriormente (TRAN;
DOUCETTE, 2008). Brevemente, tubos preenchidos com acrilamida 12% (500 uL de volume)

para o gel de separagdo e 4% para o gel concentrador (300 uL de volume) sdo acoplados ao
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sistema GELFrEE, onde as camaras sdo completamente preenchidas com tampao de corrida
(0,192 M glicina, 0,025 M Tris e 0,1% SDS). Nesse sistema foi aplicada corrente elétrica
constante de 10 mA para a separagdo e as fragdes foram coletadas apds a saida da frente azul
do tampao de amostra da malha do gel (0 min, 1 min, 2 min, 3 min, 4 min, 5 min, 7 min, 9 min,
11 min, 13 min, 15 min, 20 min, 25 min, 30 min, 45 min, 60 min, 75 min, 90 min, 120 min).
Em seguida, as fracdoes foram submetidas a SDS-PAGE para aferimento da massa e a

precipitacdo utilizando metanol/cloroférmio/agua para remocao do SDS.

Figura 17. Foto de estrutura utilizada para realizacio de GELFrEE. As camaras de carga sdo as proximas
aos fios preto e vermelho, a camara de coleta ¢ indicada pelo niimero 5 e a frente de corrida € a linha em azul no
tubo transparente.

4.5.5. BN-PAGE (Blue Native-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

As amostras proteicas intracelulares obtidas pela lise ndo-desnaturante foram separadas
pelo método de eletroforese ndo-desnaturante BN-PAGE (WITTIG; BRAUN; SCHAGGER,
2006). As amostras foram injetadas por quantidade de 30ug cada. A malha do gel utilizada foi
preparada por gradiente de 4% a 18%. A eletroforese foi realizada com uma corrente constante
de 15 mA. Apoés o término da corrida, a revelagdo foi feita pelo corante Coomassie Brilliant

Blue G-250.

4.5.6. Eletroeluicao

Depois da eletroforese ndo-desnaturante por BN-PAGE, bandas de interesse obtidas no
gel foram cortadas em segmentos menores, de forma que as bandas da mesma altura e da

mesma triplicata bioldgica foram juntadas. Assim, a por¢ao correspondente a essas bandas foi
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transferida ao dispositivo multiplex de -eletroforese preparativa. Brevemente, foram
adicionados 200 pL de tampao de corrida na camara de coleta, mesmo compartimento contendo
as bandas cortadas. A eletroeluicdo se deu por 20 minutos a 10 mV em tampao de corrida 1x
(Tris 250 mM, glicina 2.5M, SDS 1% para tampao 10x). O contetido das proteinas

eletroeluidas foram, posteriormente, submetidas a separagao por SDS-PAGE.

_v

Figure 18. Dispositivo multiplex de eletroforese preparativa. Para eletroelui¢do, inicialmente adiciona-se
membranas de dialise em ambas as extremidades laterais da pega correspondente a camera de coleta, ao centro.
Em seguida, o tampao de corrida ¢ adicionado nas cdmaras maiores e a amostra (banda digerida) ¢ inserida junta
ao tampao de corrida na camera de coleta. Aplicado a uma fonte de alimentag@o constante, as proteinas contidas
nas bandas sdo eletroeluidas e passardo para meio liquido, encontrando-se na camera de coleta.

4.5.7. SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel

Electrophoresis)

No gel SDS foram aplicadas 10 pg das fragdes obtidas na eletroelui¢do foram
adicionadas a 1:4 de tampao de amostra desnaturante 4x (célculo feito individulamente para
cada amostra baseada na quantificacdo) e injetadas em malha de gel SDS-PAGE com
concentragdo de acrilamida/bis-acrilamida (28.5%,/1.5%) em concentracdo final de 12% para

separagao eletroforética a 15mV. A revelagdo se deu por nitrato de prata.

4.5.8. Digestio de proteinas e analise por espectrometria de massas

bottom-up

A preparacdo das amostras para analise por espectrometria de massas bottom-up foi
realizada por digestdao em gel das bandas de interesse do SDS-PAGE. O protocolo de digestao
foi adaptado de acordo com o disponivel pela Nature Protocols (SHEVCHENKO et al., 2007).
Brevemente, foram selecionadas 40 bandas de proteinas no BN-PAGE. As bandas selecionadas
foram cortadas e transferidas para eppendorfs. A solu¢do descorante de nitrato de prato

utilizada foi de TEAB 0.02M, Ferrocianeto de Potassio 15mM e Tiossulfato de S6édio 50mM.
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Posteriormente, as amostras foram dessalinizadas utilizando-se ponteira de pipeta
ZipTip com resina C18. Inicialmente, as ponteiras foram hidratadas com solugdo contendo 50%
ACN em um processo de 3 repeticdes de adi¢ao e descarte de 10 pL de solugdo. Em seguida,
as amostras contendo os peptideos foram ligadas a resina aspirando e dispensando o contetido
por repetigdes de 7 a 10 ciclos. A lavagem ap0s a ligacdo foi feita utilizando-se 0.1% TFA. A
eluicdo foi realizada com solu¢do contendo 50% ACN e 0.1% TFA. A amostra foi aspirada e

dispensada em eppendorfs, a partir da ponteira, com 5 pL de solugdo de eluigdo.

As amostras dessanilizadas foram submetidas a analise por espectrometria de massa do
tipo LC-MS/MS foram realizadas em Nano-UHPLC (Ultra high performance liquid
chromatography) Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific™) acoplado a um
espectrometro de massas LTQ-Orbitrap Elite (espectrdmetro de massa iontrap-orbitrap hibrido,
ThermoFisher Scientific™). A fase movel utilizada foi 80% acetonitrila 0,1% acido féormico
(B) € 0,1% acido férmico (A) em corridas de 48 min com fluxo constante de 0,230 pL/min. O
gradiente utilizado nas analises das fragdes foi o seguinte: 1% B por 0.1 min, 10,3% B por 22,9

min, 42,3% B por 1 min, 99% B por 4 min ¢ por tltimo 1% B por 20 min.

Os espectros de massa serao adquiridos no modo positivo aplicando-se “data dependent
aqcisition” e aquisicao de espectros de massas em tandem
(MS/MS). Cada MS scan no Orbitrap (amplitude de massa: m/z 300-1650 e resolugdo:
120.000) sera seguido por MS/MS dos quinze ions mais intensos também no Orbitrap
com resolugdo de 15.000. A fragmentagdo ocorrera por colisdio de alta energia
(HCD) com NCE de 50 e threshold de 5.000 e as seqiiéncias de ions selecionados serdo
excluidas dinamicamente por 90 segundos com janela de massa de mais ou menos 10 m/z.

Serao excluidos da fragmentacao ions com carga +1 e com carga indefinida.

Foi utilizado um nano-UHPLC Dionex ultimate 3000 acoplado ao espectrometro de
massa Orbitrap Elite™ (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha). A cromatografia foi realizada
usando uma coluna analitica (75 um x 30 cm) empacotada com Reprosil-Pur 120 A poro C-18
de 5 um (Dr. Maich, Ammerbuch, Alemanha), e uma coluna armadilha (100 pm x 3 cm)
embalado com Reprosil-Pur 120 A poro C-18 de 3 um (Dr. Maich, Ammerbuch, Alemanha).
A eluicdo dos peptideos foi realizada utilizando solvente LC A (4cido férmico 0,1%) e solvente
LC B (ACN, acido formico 0,1%), sob vazao de 0,230 puL/min, durante 116 min. O gradiente
usado foi o seguinte: 0-10 min 5% de solvente B, 10-17,5 min 9% de solvente B, 17,5-65 min

25% de solvente B, 65-90 min 45% de solvente B, 90-91 min 85% de solvente B, 91-96 min
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85% de solvente B, 91-96 min 2% de solvente B, 96-116 min 2% de solvente B.

A aquisi¢ao dos dados de MS foi realizada durante 106 min. Foi utilizada uma estratégia
de aquisi¢do dependente de dados com duracdo de exclusdo dinamica de 90 s e janela de
isolamento de 2 m/z. O tipo de ativagdo foi dissociacdo de colisdo de alta energia (HDC) com
energia normalizada de 35 nos 15 picos mais abundantes de cada MS1. As resolugdes usadas

foram 120.000 FWHM e 15.000 FWHM para MS1 e MS2, respectivamente bioinformatica.

4.5.9. Analise por espectrometria de massas top-down

Inicialmente as amostras foram submetidas a procedimento de remog¢do do SDS
conforme ja descrito previamente (WESSEL; FLUGGE, 1984). Em estudos de proteinas
nativas apos eletroelui¢ao ou GELFrEE nativos as remog¢des do CHAPS das fragdes coletadas
serdo realizadas via “spin column” especificas para remocao de detergentes. A metodologia
para cromatografia liquida capilar (“capillary-LC”) foi recentemente descrita pelo grupo do
Professor Neil L. Kelleher (KELLIE et al., 2010). Em resumo, 10 pL de amostras limpas serdo
injetadas em uma coluna capilar de 10 cm x 75 pm PLRP-S (particula de 5 pm de tamanho)
(New Objective, Woburn, MA, USA) equipada com uma coluna armazenadora (trap column)
de 2cm % 150 pm (particulas do mesmo tamanho). Um fluxo de 300 nL/min a partir de um
sistema Eksigent 1D Plus (Eksigent, Dublin, CA, USA) ser4 usado sob o seguinte gradiente: 0
min, 5% B (ACN+0.2% acido férmico); 5 min, 20% B; 50 min, 55% B, 55 min, 85% B, 60
min, 5% B. As amostras serdo analisadas em um espectrometro de massas Orbitrap Elite
(Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA). Os pardmetros de MS a serem usados para as fracdes
coletadas contendo proteinas com peso molecular abaixo de 25 KDa serdo similares a aqueles
jé descrito por Kellie e colaboradores em 2010. Para fragdes contendo proteinas acima de 25
KDa, serdo usados parametros de MS recentemente trabalhados por Vellaichamy e
colaboradores que utiliza fragmentagdo tipo “nozzle-skimmer dissociation” (NSD)

(VELLAICHAMY et al., 2010).

4.5.1. Analise por bioinformatica

A identificacdo e quantificacao de proteinas foi feita usando o software MetaMorpheus
(Solntsev, Shortreed, Frey, & Smith, 2018). Resumidamente, arquivos brutos foram carregados

com proteoma de referéncia de Corynebacterium glutamicum (cepa ATCC 13032 / DSM
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20300/BCRC 11384 /JCM 1318 /LMG 3730/ NCIMB 10025) de uniprot no MetaMorpheus.
Um arquivo de possiveis contaminantes também foi usado para a pesquisa. A primeira etapa
do processamento foi a calibracdo dos espectros, com parametros padrio, seguida pela
Descoberta de modificagao pds-traducional aprimorada global (G-PTM-D), em busca de PTMs
biologicos comuns. A tltima etapa foi a busca e quantificagao de peptideos e proteinas usando
os espectros calibrados ¢ PTMs criados em banco de dados descobertos por G-PTM-D. A
quantificagdo foi realizada pelo FlashLFQ, dentro do MetaMorpheus (Millikin, Solntsev,
Shortreed, & Smith, 2018), usando match between runs (MBR).

A interpretagdo das identificagOes e analise estatistica da quantificagdo de proteinas foi
realizada no RStudio (RStudio Team, 2021), usando a linguagem de programacao R (R Core
Team, 2022), especificamente, usando o pacote pmartR para controle de qualidade e analise

estatistica de dados protedmicos (STRATTON et al., 2019).

A anélise dos dados raw gerados por abordagem BU também foi realizada no programa
MetaMorpheus (STRATTON et al., 2019), que para identificagdo de peptideos utiliza uma
versao modificada do Morpheus (MILLER ef al., 2019), e para quantificacao label-free usa o
FlashLFQ (Millikin, Solntsev, Shortreed, & Smith, 2018). Resumidamente, os arquivos .raw e
o proteoma de referéncia do UniProt de C. glutamicum ATCC 13032 (UP000000582) em
formato xm! foram carregados no MetaMorpheus. A partir desses, foi feita uma calibragao dos
espectros com parametros default. Em seguida, foram feitas buscas de PTMs ndo anotadas nos
proteomas de referéncias usando a abordagem G-PTM-D, que buscou as modificagdes
biologicas comuns, artefatos comuns e adutos metalicos nos espectros. Entdo foi feita a
identificacdo permitindo duas perdas de clivagens, duas modificagdes por peptideo, e tamanho
minimo de 7. Além disso, carbamidometilagao de cisteina e selenocisteina foram classificadas
como modificagdes fixas, e oxidagdo de metionina como variavel. Parcimonia de proteinas foi
aplicada na identificagdo, requerendo pelo menos dois peptideos por protein group. No caso
da abordagem BU quantitativa, o algoritmo FlashLFQ foi utilizado para quantificagdo baseado
em MSI, usando MBR (Match Between Runs). Peptide Spectrum Matches (PSMs) foram

considerados validos se o g-valor < 0.01 e a pontuagdo do MetaMorpheus > 5.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando os testes One Way Anova e Tukey’s

Parwise Comparisions, todos com niveis de significancia P < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Crescimento Bacteriano

O crescimento foi avaliado sob duas condigdes de crescimento para células de
Corynebacteium glutamicum: com adigdo de Tween 40 e sem a adicdo do emulsionante
(Figura 19).

—eo— Controle

—=—  Teste

0.D.

0 I I I |
0 6 12 18 24

Tempo (h)

Figura 19. Curva de crescimento da bactéria C. glutamicum. Se encontra em duas condi¢des de crescimento:
com Tween 40 e condigdo controle, sem Tween 40. Relagdo entre o crescimento da absorbancia observada em
espectrofotometro incubador (EPOCH) e o tempo de cultivo da bactéria C. glutamicum em meio CGXII em que
Aliquotas de ImL foram coletadas nos tempos Oh, 6h, 12h, 18h e 24h e as leituras de absorbancia foram medidas
a 660 nm em espectrofotdmetro do meio.. Os valores para construgdo da curva sdo referentes as médias de
absorbancia obtidas pela triplicata de ambas condigdes.

A caracteristica Unica da bactéria C. glutamicum ¢é sua capacidade de superproduzir
glutamato apenas quando o envelope celular (membrana celular e parede celular) ¢
influenciado por tratamentos especificos, como limitagcdo de biotina, adicao de surfactantes de
¢éster de acido graxo ou antibidticos que inibem a sintese da parede celular (NAKAYAMA et

al., 2018).

Analisando a curva de crescimento, nota-se um maior crescimento bacteriano na
condicdo controle. Essa diminui¢do do crescimento na condigao teste (Tween 40) ocorreu pela
possivel alteragdo do fluxo metabdlico, isso porque, como citado anteriormente, o ODHC esta

localizado no ponto de divergéncia entre o ciclo do TCA e a biossintese de L-glutamato, uma
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diminui¢do na atividade do ODHC faz com que haja uma mudanga no fluxo metabolico do
ciclo do TCA para a sintese de L-glutamato (HIRASAWA; SHIMIZU, 2016). E essa condicao
de mudanga de fluxo de glutamato em C. glutamicum é possivel com com a adicdo de
surfactantes ndo i6nicos (Tween 40 e Tween 60) (TAKINAMI; YAMADA; OKADA, 1966).
Quando os mesmos sao adicionados, C. glutamicum dimiui o crescimento € comega a sintetizar
e secretar glutamato de forma semelhante a condi¢ao de limitagao de biotina (NAKAYAMA
et al., 2018a). O detergentes supracitados mudam a tensdo superficial da bicamada lipidica
reduzindo a tensdo interfacial entre a agua e os lipidios de membrana (TAKINAMI;

YAMADA; OKADA, 1966).

Foi observado uma maior multiplicagdo de C. glutamicum nas 18h iniciais de cultivo,
tanto na condic¢do controle quanto na condi¢ao com tween 40 . Apds esse periodo, inicia-se a
fase estaciondria da bactéria em ambas as condi¢des. Essa parada no crescimento pode ser
devido ao acimulo de metabdlitos toxicos, mas também pelo esgotamento de 02, isso porque
foi demonstrado que, em condic¢des de privagdo de oxigénio, C. glutamicum converte glicose

em l-glutamato e succinato sem crescer (KOEK et al., 20006).

5.2. Analise dos aminoacidos

Na andlise dos aminoacidos nao foi possivel detectar com clareza os demais
aminoacidos a nao ser glutamato, produzido em maior quantidade que os demais. C.
glutamicum € um organismo aerdbio, porém a fermentagdo ¢ um mecanismo menos eficiente
do ponto de vista energético quanto a produgdo de ATP, e nesses casos 0s processos
bioquimicos de biossintese sao reduzidos, demonstrando assim que a otimizagdo da aeragao
durante o crescimento € muito importante, tanto para o crescimento maximo durante a fase
logaritmica quanto para a producdo de glutamato (DOMINGUEZ et al., 1993). Embora o
cultivo por agitagdo de frascos Erlenmeyer em incubadoras Shakers seja o método de cultivo
mais comum utilizado em laboratdrios, esse método apresenta um gargalo quanto a
reprodutibilidade dentre as diferentes amostras (DOMINGUEZ et al., 1993), sendo uma

hipotese da diferenca da quantidade de aminoécidos secretados por essa bactéria.

Com isso, o tempo escolhido para analise inicial foi de 12h e 18h, pois em 6h comegou
a fase exponencial, como podemos observar na figura 20 e em 18h seria o pumax (pico de
crescimento antes da fase estaciondria). A concentracdo de glutamato em 18h foi de 0,70 +

0,14 mM na condi¢do tween 40, enquanto que na condi¢do controle foi de 0,04 = 0,02 mM.
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Como esperado, foi produzido mais glutamato sob efeito de tween 40 quando comparada a
producao na condicao controle. O resultado final da concentragao de glutamato foi de 0,51g/L
com adi¢do de tween 40 em 18h e 0,033 g/L na condi¢do controle em 18h, como mostra a
figura 20, tendo diferenca significativa entre as médias comparadas em ambas condi¢des (Teste
t p<0,05).

Concentragao de glutamato secretado

< 0.8-
K=} — Sem tween 40
8
£ 0.6 —‘_ =3 Com tween 40
8
=]
=)
3 0.4+
o
lg _I_
£ 0.2-
[
I,
2
S 0.0-j| il
12 18

Tempo (horas)

Figura 20. Concentracao de aminoacidos detectados no sobrenadante de 12h e 18h de cultivo em condicio
controle e com tween 40. Comparagdo da quantidade dos aminoacidos detectados entre as condig¢des controle e
com tween 40 com 12h e 18h de cultivo. O calculo da concentragdo de aminoacido de cada condi¢do foi feito
considerando a média das replicatas bioldgicas. O desvio padrdo desses aferimentos esta ilustrado pela barra preta.

A maior presenga de glutamato na condi¢ao sob efeito de tween 40 (SCHULTZ et al.,

2007) corrobora o funcionamento dessa metodologia para estimular a producdo desse

aminoacido, como ja descrito em outros estudos (KIM et al., 2009).

5.3. Quantificacido de proteinas

5.3.1. Intracelular
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Tabela 2. Quantificacdode proteinas
intracelulares das condi¢des controle (I a I1T)
e com tween 40 (IV a VI).

| 16,9
[ 16,6
1l 13,2
\Y 15,1
Vv 13,2
VI 14,5

Analisando os resultados da quantificacdo das amostras intracelulares, ¢ possivel
determinar que ndo ha uma diferenca estatistica significativa entre ambas as condigdes, sendo

p>0,05.

5.3.2. Extracelular

Tabela 3. Quantificagdo extracelular das
amostras controles (I a IV) e com tween 40 (V a

VII).
. Réplicas  Quantificagdio ug/ul
| 0,8
I 0,96
1] 0,95
\Y 0,85
Vv 1,56
Vi 1,83
Vi 1,58
Vil 1,59

Analisando os resultados da quantificagdo extracelular nota-se que as amostras com
tween 40 (representadas de V a VIII), contém praticamente o dobro de proteinas em relagao ao
controle. A mudanga no fluxo metabdlico celular causado pelo tween descrita em outros
estudos (IKEDA; TAKENO, 2013; KATAOKA) pode ocasionar em aumento da secre¢ao de
proteinas, como observado.

A analise de ambas as tabelas (2 e 3) estabelece que existe diferenca significativa na

concentragdo de proteinas secretadas e intracelulares, entre as condi¢des (Teste t, p<0,05).
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5.4. Anadlise proteémica intracelular dos géis

A separagdo das amostras por BN-PAGE (Blue Native-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) para analise dos complexos multiproteicos do lisado celular mostrou-se
eficiente ao ser possivel a observagdo de bandas nitidas presentes nas trés replicatas (Figura

21).

Ao ser possivel observar as bandas nitidas no gel, mostra eficiéncia na lise ndo
desnaturante, o que ¢ uma boa alternativa para manter a conformag¢ao da maioria das proteinas.
Como este procedimento mantém a conformagdo das proteinas, ¢ importante lembrar que
células sdo repletas de proteases. A proteolise protéica é evitada através do uso de inibidores

de proteases no tampao de lise e todo o processo de lise deve ser realizado no gelo.

Controle Teste
MM (kDa)
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Figura 21. Analise do lisado celular de C. glutamicum por BN-PAGE (4% a 18%). Sao mostradas as amostras
em triplicata, apos a lise celular, referentes ao cultivo bacteriano nas condi¢des controle (sem adi¢do de Tween
40) e teste (com adigdo de Tween 40). As bandas selecionadas para eletroelui¢do sdo mostradas na direita da
imagem do gel com seus respectivos numeros. Legenda: M.M (marcador de peso molecular); 1 a 20 (bandas
selecionadas, em triplicata e em ambas as condig¢des, para posterior eletroelui¢do).
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A andlise do gel BN-PAGE (Figura 21) permitiu a observacao de proteinas e/ou
complexos proteicos de aproximadamente 20kDa a maoires que 720kDa. As bandas mais
evidentes foram selecionadas para serem fracionadas e subdivididas em seus componentes
individuais por eletroelui¢ao. Como foi possivel observar reprodutividade nas amostras a partir
da anélise pelo BN-PAGE, bandas do mesmo tamanho e condi¢cdo foram agrupadas, por

triplicata, e o processo de eletroeluicao foi realizado para cada condigdo separamente.

Ao analisar o gel, nota-se que nas amostras com tween 40 (teste) aparecem bandas que
ndo sdo possiveis observar ou aparecem em menor intensidade no controle, como exemplo as
fracdes 3 e 5. As fracdes obtidas de cada eletroeluicdo foram aplicadas em gel SDS-PAGE 12%

para analise das subunidades individuais (Figura 22).
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Figura 22. Analise do perfil proteico desnaturante por SDS-PAGE 12% das fragdes obtidas por eletroeluicio
das bandas selecionadas dos géis nativos BN-PAGE . Sdo mostradas as 40 fra¢des obtidas pela eletroeluigdo das
20 bandas da triplicata com Tween 40 e 20 bandas da triplicata controle observadas no gel BN-PAGE. Na Fig. A
sdo mostradas as fragdes referentes as bandas 1 a 4 do gel BN-PAGE, a Fig. B mostra as fragdes obtidas a partir das
bandas 5 a 8, a Fig. C mostra as fragdes referentes as bandas 9 a 12, a Fig. D referente as bandas 13 a 16 e, por fim,
a Fig. E mostra as fracdes obtidas a partir das bandas 17 a 20. Legenda: M.M (marcador de peso molecular); 1 a
20 (amostras referentes as bandas selecionadas no BN-PAGE para eletroeluicao); C e T (se referem a condigdo
controle e a adicdo de Tween controle no cultivo celular - condicao teste -, respectivamente).
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Os resultados das eletroforeses em gel SDS-PAGE sugeriram a presenga de proteinas
com peso aproximado entre 15 e 250kDa algumas provaveis subunidades dos complexos

intracelulares observados no gel BN-PAGE (Figura 21).

A andlise dos resultados dos geis SDS-PAGE, mostram a diferenga entre algumas
bandas das condi¢des. Essa diferenca pode ser obervada mais visivelmente nas bandas 1C, 2C
3C, 4C, 8C, 16C em que as amostras do controle tém bandas menos intensas que as amostras

com tween, como pode ser observado na figura 22.

5.5. Identificacdo das proteinas de complexos proteicos

As informagoes geradas pelo LC MS/MS foram analisadas pelo software PEAKS e foi
possivel a identificacdo de dez proteinas, nas trés réplicas biologicas (Tabela 4): Glutamina
Sintetase, Detergent sensitivity rescuer (dtsR2), Enolase, Glutamato desidrogenase NAPD
dependente, Componente E1 de piruvato desidrogenase, Fumarato hidratase classe II,
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, Serina hidroximetiltransferase, Fator de elongacao TU

e Cisteina Sintase, com suas respectivas bandas mostradas no BN-PAGE.
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Tabela 4. Proteinas identificadas pelo PEAKS a partir das informacdes geradas pelo LC MS/MS. Na tabela sdo
mostradas as proteinas que foram identificados em triplicata e em ambas as condigdes submetidas (controle e teste, com adigdo
de Tween 40). Também séo mostrados a banda correspondente a cada proteina no BN-PAGE (Fig. 21 ), a maior porcentagem
de cobertura da sequéncia de proteina encontrada na triplicata, a massa molecular em kDa (lembrando que a massa apresentada
¢ somente da proteina em questdo e ndo da banda total do BN-PAGE. Para resultar na massa da banda no BN-PAGE ¢ preciso
fazer o match das protéinas encontradas para dar a massa molecular observada no BN-PAGE) e o processo biologico em que
a proteina esta envolvido. Dados obtidos do UniProt. A cobertura representa a proporcao de peptideos identificados em relagdo
ao total de petideos criticos a proteina.

Processo
Proteina Banda no Cobertura Massa (kDa) | Biolégico ou
BN-PAGE (%) g
molecular
Biossint
Glutamina-sintetase 2 70 53,301 fosstn e.s ¢ de
glutamina
et , v Degradacao
etergent sensitivi
& (dtsR2) o4 5 58 57,997 de propanoil
rescuer CoA 1
P
Enolase 6 93 44,949 {000
glicolitico
Glutamato Biossintese de
desidrogenase NADP 7 92 48,998
glutamato
dependente
‘Componen.te El da 9 69 102,826 P‘roce’s‘so
piruvato desidrogenase glicolitico
Fumarato hidratase Ciclo de
11 86 50,244
classe 11 ’ Krebs
liceraldeido-3- P
Glicera qeldo 3 14 93 36,046 ‘roce’s'so
fosfato desidrogenase glicolitico
Processo
metabolico do
acetado,
Acetil-CoA hidrolase 16 18 55,946 acetilcoA,
propionato e
ciclo do
metilcitrato
Serina Biossintese de
hidroximetiltransferase 17 36 46,541 glicina a‘partlr
de serina
Fator de elongacao TU 18 69 43,852 Tradugdo
Biossi
Cisteina Sintase 20 85 32,518 iossintese de

cisteina
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Dentre as proteinas e complexos identificados, quatro sao proteinas envolvidas nas vias
de biossintese de aminoacidos: glutamina-sintetase, glutamato desidrogenase NADP
dependente, serina hidroximetiltransferase e cisteina sintase. Essas proteinas foram

identificados em ambas as condigdes, sugerindo a ativacao da via biossintétic de glutamato.

Foram identificadas, em ambas as condig¢des, duas proteinas da via glicolitica: a enolase
e a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. Além disso, foi identificada uma proteina
pertencente ao ciclo de Krebs, a fumarato hidratase classe II. A via glicolitica e o ciclo de Krebs
sdo importantes para a geracdo de energia para as células e para fornecerem intermediarios
precursores da biossintese de aminoacidos em bactérias, como o precursor 3-fosfoglicerato,
intermediario da glicdlise e precursor da serina. A serina, semelhantemente, funciona como
precursora para a sintese de cisteina e glicina (sintetizada a partir da cisteina sintase e da serina

hidroximetiltransferase, respectivamente, enzimas que também foram identificadas).

Além das proteinas identificadas por triplicata nas duas condi¢des submetidas, também
foi possivel a identificacdo, em duplicata ou triplicata, de proteinas presentes em apenas uma

das condicoes (Tabela 5).
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Tabela 5. Proteinas identificadas pelo PEAKS a partir das informacdes geradas pelo LC MS/MS. Na tabela sdo
mostradas as proteinas que foram identificados em triplicata ou duplicata em apenas uma condi¢do submetida (controle ou
teste). Também sdo mostrados a banda correspondente a cada proteina no BN-PAGE (Fig. 21), a maior porcentagem de
cobertura da sequéncia de proteina encontrada na triplicata/duplicata, a massa molecular em kDa e o processo biologico em
que a proteina esta envolvido. Os dados foram obtidos do UniProt.

i Banda no | Cobertura Massa Processo
Proteina . v
BN-PAGE (%) (kDA) Biologico
Biossintese
- il- teina- - 21 :
3-oxoaci (pro e?lna carreadora 0Ce 1C (00); 30 315,128 de dcidos
acil) sintase (10)
graxos
Proteina ribossomal 30S S7 0T 14 17,471 Tradugao
Subunidade beta da RNA
3 23 147,295 T ica
polimerase dirigida por DNA ¢ ’ ranserieao
Transporte
. 41 (37); 64 ]
Ferritina 3T e 4T (3T) 18,066 de ions de
4T)
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A banda 0C e OT, foram escolhidas a partir de uma analise feita no gel que teria uma
banda acima da demarcada como 1, entdo uma banda acima da 1 foi cortada para andlise
também. Apesar de terem sido identificadas em duplicata/triplicata em apenas uma condigdo e
algumas em mais de uma banda, a caracterizagdo dessas proteinas ¢ de alta importancia para o
entendimento de outras vias biossintéticas de aminodcidos. A identificagao em duplicata, para

algumas amostras, ¢ o aparecimento das proteinas em apenas uma condi¢ao sugere analises
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adicionais para confirmacdo dos resultados, mas garante a presenca dessas proteinas no
intracelular dessa bactéria. Dessa forma, também contribui para a caracterizagao do proteoma
e para o entendimento das vias metabdlicas, principalmente as vias de biossintese de
aminoacidos. Como exemplo, a presenca da 5-metiltetrahidropteroiltriglutamato-homocisteina
metiltransferase apenas na condicdo teste sugere a maior ativagdo dessa enzima nessa via de

biossintese da metionina.

Foram identificadas diversas proteinas em cada banda, com isso ndo foi possivel
determinar os complexos proteicos observados no BN-PAGE de maneira clara, porque ndo foi

possivel determinar o que seriam as proteinas dos complexos de fato.

5.6. Analise de proteinas extracelulares por SDS-PAGE

Como as amostras extracelulares tiveram que passar por um processo de precipitacdo
logo no inicio das analises, essas amostras foram aplicadas em gel SDS 12%.

As amostras extracelulares froam precipitadas para remocdo de contaminantes e
ressuspendidas em Tampao de precipitagdo (descrito no item 4.5.1.1), com dodecil sulfato de
sodio (SDS), conhecido também como lauril sulfato de s6dio. O SDS foi utilizado por ser um
detergente com forte efeito de desnaturagdo de proteinas que se liga ao esqueleto da proteina

em uma propor¢ao molar constante, facilitando a solubilizagdo das proteinas precipitadas.

MM (kDA) I II II1 v \4 VI VIl VIII

97.0

66.0

45.0

30.0

20.1

Figura 23. Anailise do perfil proteico desnaturante por SDS-PAGE 12%. No gel SDS sdo mostradas as 2
condi¢des (controle e tween 40), sendo as amostras de I a IV réplicas do controle e de V a VIII réplicas biologicas
da codig@o com tween 40. As amostras se dispdem em bandas de 97 kDa a um pouco menor que 20 kDa, como
observado em relagdo ao marcador molecular Amersham Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS
Electrophoresis.



A andlise do gel SDS 12% sugere diferengas entre as condi¢des. Sendo elas, bandas que
ficam mais intensas nas condigdes com tween 40, na altura de 18, 25 e 60 kDa (figura 23),
como indicam as setas. A figura também mostra que o cultivo de ambas condi¢des foram bem
sucedidas e que o perfil proteico foi mantido em todas as réplicas biologicas.

De acordo Kim et al (2011), no sobrenadante do cultivo de C. glutamicum foram
encontradas proteinas variando de 10 a 50 kDa, o que pode ser observado no gel SDS-PAGE,

tendo até algumas proteinas na faixa de 70 kDa.

5.7. Protedmica Bottom-up do extracelular de C. glutamicum com

estimulo (tween 40) ou sem estimulo (controle)

Na andlise protedomica Bottom-up foram identificadas 257 proteinas (Tabela
suplementar 1) com pelo menos um peptideo tnico, nas condi¢des tween 40 e controle. Dessas
proteinas foram identificados termos enriquecidos (analisados no STRING) para processos
biologicos como organizagdo, processo de biossintese e construcdo de peptideoglicano da
parede celular. Para componente celular foram identificadas proteinas relacionadas a
membrana celular externa, envelope, regido extracelular, translocagdo e exportagdo de
proteinas. E dessas 257 protéinas, 60% apresentaram peptideo sinal, sugerindo que sao

proteinas destinadas a serem secretadas (Tabela suplementar 2).
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Figura 24. Andlise das abundancias das proteinas. A) Grafico PCA, em que as proteinas que tém o perfil de
abundancia parecido foram agrupadas. B) Grafico Heatmap (Pearson) mostra a correlagdo de cada réplica entre
si e entre as condi¢des (controle e tween).

Na andlise da abundancia das proteinas (figura 24), pode-se observar que no grafico
PCA (fig 24, A), mostra que o estd variando no eixo X estd oscilando de uma maneira
semelhante em todo o grafico, ou seja, as condigdes estdo bem dividas entre controle e tween
no eixo X, tendo uma representatividade grande da amostra (R2= 0.473). A analise das
abundancias por PCA consegue demonstrar que as réplicas das condi¢des estdo bem agrupadas
entre si ¢ as duas condigdes estdo bem separadas. Mesmo que as amostras tenham sido
agrupadas de forma efetiva, é possivel observar que uma réplica da condigdo tween ficou

distante das suas réplicas, tendo como referencial PC2.

O gréfico de Pearson (Figura 24, B) indica a mesma conclusdo. No heatmap mostram
essa relagdo que as réplicas das condi¢des sao mais semelhantes entre si do que do teste. Entre
as amostras tween 4 com controle 1, hd uma correlacao de aproximadamente 0,92 mostrando
que as amostras nao sao tao correlacionadas quando ha uma comparagdo, por exemplo, entre o
controle 3 e o controle 4, o que ja mostra uma correlagdo de 0,98. Determinando, entdo, que as
amostras do controle estdo mais correlacionadas entre si do que com as do tween. E as que
amostras do tween estdo mais correlacionadas entre si do que com as controle, ou seja, existe
mais diferenca entre as condi¢des do que entre as réplicas. Corroborando mais uma vez, o

sucesso do cultivo am ambas condigdes.
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Resultados de amostras outliers
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Figura 25. Andlise RMD (Mahalanobis). Para fazer a analise de RMD de outliers considera dados de MAD -
median absolute deviation, correlacdo, assimetria e propor¢ao de missing values

A andlise do grafico de RMD (Figura 25) mostra que apesar de ter uma diferenga um
uma réplica do PCA (figura 24), nenhuma das réplicas analisadas foi considerada como um
outlier extremo (extremidade mostrada na parte superior do grafico demarcado por uma linha
na horizontal). Por isso, analisando os graficos de PCA, heatmap ¢ RMD nenhuma réplica foi
tirada, pois nenhuma amostra foi considerada um outlier extremo, sendo assim ndo interferiu

as analises subsequentes.
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Figura 26. Volcano Plot. Grafico de dispersdo em que se observa as proteinas reguladas com maior abundéancia
em cada uma das condigdes.

Na andlise do géfico de dispersdo (Volcano Plot), observa-se as proteinas reguladas
(tem mais em uma condi¢ao que na outra). Com isso, 123 proteinas apresentaram diferenca
significativa entre as condi¢des. Dessas proteinas, 63 estavam reguladas mais abundantes na

condigdo tween e 60 estavam mais abundantes na condi¢do controle.
5.8. Identificacdo das proteinas extracelulares

Ap0s as analises estatisticas das amostras, foram determinados acessos das proteinas
identificadas em ambas condi¢des. Na tabela 6, das 60 proteinas reguladas na condicdo
controle, 31 foram mais relevantes das analises, baseado no nivel de log » fold change (-1< FC

> +1). Essas 31 protéinas foram reconhecidas pelo UniProt e KEGG, a partir do seu acesso,

tendo sua nomenclatura e fun¢ao deduzida descritos.
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Tabela 6.
Proteinas encontradas em maior abundéancia ou somente na condicio controle. Codigos de acesso do Uniprot e descrigdo fornecidas
pelo KEGG das proteinas relacionadas ao metabolismo de C. glutamicum com suas respectivas nomenclaturas e fungdo deduzida.

Superenrola negativamente o DNA circular fechado de fita

Q8NUC6 Subunidade A da DNA girase dupla
Q8NS85 Proteina contendo repeti¢do LGFP Envolvido na biossintese de peptidoglicano
Q8NT42 Proteina de membrana hipotética Nao definida
Ligante de Ca+2, importante em uma variedade de funcdes
Q8NRT5 Proteina contendo dominio de ligagdo ao calcio celulares
Q8NTG3 ATPases envolvidas no particionamento cromossémico ATPases envolvidas no particionamento cromossdmico
Q8NQWO Proteina secretada Nao definida
Q8NTB9 Proteina de membrana hipotética Nao definida
Q8NUA6 Proteina hipotética Naio definida
Q8NU23 Proteina hipotética de membrana Nio definida
Parte do complexo transportador ABC PstSACB envolvido na
Q8NMJ8 Proteina de ligagdo ao fosfato PstS importacdo de fosfato.
Fosfatase alcalina Catalise da reagdao: um monoéster ortofosff’)rico + H20 =um
Q8NMV7 alcool + fosfato, com um pH alcalino 6timo.
Q8NQC1 Polipoproteina LppL Componente da parede celular
Q8NQN2 Proteina secretada N3io definida
Q8NSCOo Lipoproteina LpgB Componente da membrana celular
Q8NPK6 Proteina contendo o dominio DUF2188 Reposta SOS
Catalisa a fosforilagdo de residuos
Q8NMQ6 Proteina quinase serina/treonina de serina ou treonina nas proteinas
Q8NM31 Proteina de membrana hipotética Naéo definida
Q9X713 Pantotenato sintetase Catalisa a condensacdo de pantoato com beta-alanina
Liga-se ao rRNA 23S e também ¢ visto fazendo contatos com
Q8NTO00 Proteina ribossémica 50S L16 0s tRNAs do sitio A
Q8NLES Proteina hipotética Nao definida

Sl €@ paicess Clivagem de sinal N-terminal hidrofobico ou sequéncias

Q8NNZ3 lideres de proteinas secretadas e periplasmaticas
Q8NPH2 Proteina contendo repeti¢do LGFP Integridade da parede celular

Q8NLN8 Regulador transcripcional Nao definida

Q8NRC4 Proteina secretada N3o definida

Q8NPJ9 Lipoproteina Componente da parede celular
Q8NMAS5 Proteina contendo o dominio DUF4236 Nao definida

Q8NPT9 Proteina hipotética Nao definida

Q8NRM7 Proteina de membrana N3o definida

Q8NNQ6 Proteina hipotética Nio definida

De acordo com a dentificag¢do das proteinas da tabela 6, pode-se observar proteinas que

sdo encontradas no metabolismo da C. glutamicum.

Esta repeticdo de 54 aminoacidos (acesso: Q8NS85) ¢ encontrada em muitas proteinas

hipotéticas. Varias proteinas hipotéticas de Corynebacterium glutamicum juntamente com a
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proteina PS1 contém esta regido repetida. A regido N-terminal do PS1 contém um dominio
esterase que transfere o acido corinocolico. A regido C-terminal consiste em 4 repeticdes LGFP
seguidas. Supde-se que as proteinas PS1 em Corynebacterium, quando associadas a parede
celular, podem ser ancoradas por meio das repeticoes LGFP em sequéncia que podem ser
importantes para manter a integridade da parede celular (NAKAYAMA et al., 2018). A
delecao da proteina Q01377 (Precursor da proteina PS1) resulta em um aumento de 10 vezes
no volume celular do organismo e infere o envolvimento correspondente da proteina na
formagdo da forma celular. Prevé-se que a estrutura secundaria de cada repeti¢do inclua duas

cadeias § e uma a-hélice (MIZUNO et al., 2016).

Estudos sugerem que a pknA (acesso: Q8NMQ6) ou pknB ¢ necessdrio para o
crescimento da C. glutamicum (NIEBISCH et al., 2006). C. glutamicum possui quatro quinases
do tipo Hanks (PknA, PknB, PknG e PknL) e uma tnica fosfoserina/fosfotreonina fosfatase
(Ppp). PknA (cg0059/NCgl0041), PknB (cg0057/NCgl0040), PknL (cg2388/NCgl2095) e Ppp
(cg0062/NCgl0044) contém uma Unica hélice transmembranar, indicando que sdo proteinas
integrais da membrana, enquanto PknG (cg3046/NCgl2655) ndo contém e é previsto que seja

uma quinase soluvel (STANCIK et al., 2018).

Os dominios quinase de PknA, PknB e PknL demonstraram possuir atividade de
autoquinase (proteina quinase dependente de autofosforilacio) (BOULAHYA et al., 2010).
Existem relatos conflitantes sobre a autofosforilacao de PknG: Fiuza et al., relataram que tanto
o dominio completo quanto o dominio quinase de PknG recombinante ndo exibiram atividade
de autofosforilagdo e sugeriram que PknG requer fosforilagdo dependente de PknA para sua
ativagdo. Em contraste, Schultz et al., (2007) relataram que PknG purificado de um C.
glutamicum com pknA deletado exibiu atividade de autofosforilagcdo e foi capaz de fosforilar

Odhl, sugerindo fortemente que PknG ¢ uma autoquinase auténtica.

Schultz et al., (2007) analisaram a dele¢do de pknG em C. glutamicum e determinaram
que houve um efeito positivo da delegdo de pknG na produgdo de glutamato e provavelmente
foi devido a um nivel aumentado de Odhl nao fosforilado que inibe a atividade de ODH, mas
pode ndo ser verdade para todas as condigdes. Especula-se que as outras quinases (PknA, PknB
e PknL) sejam responséveis pela fosforilacdo de Odhl e/ou a atividade da fosfatase Ppp contra

Odhl varia dependendo das condigdes de indugao.

Em C. glutamicum, as ATPases (acesso: Q8NTG3) ParA e PldPsao protéinas
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importantes na divisao celular (SZARDENINGS; GUYMER; GERDES, 2011). P1dP localiza-
se no local da futura divisao celular, enquanto sua exclusao causa alteragao no posicionamento

dos septos da divisdao. No entanto, 0 mecanismo subjacente ainda nao foi investigado.

O dominio DUF2188 (acesso: Q8NPK6) representa uma proteina associada ao
ribossomo prevista para mediar a inibi¢do da tradug¢ao juntamente com o reparo de dano ou
restrigdo do DNA em contextos de conflito (KATAOKA et al., 2006), nesse contexto, sugere
sua aparicao pois o cultivo de C. glutamicum em condi¢do com tween ¢ um meio de estresse

para a bactéria.

Na analise das proteinas mais abundantes na condi¢ao tween 40 foram identificadas 32

proteinas relacionadas ao metabolismo da C. glutamicum na producdo de glutamato.
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Tabela 7 Acessos das proteinas reguladas da condi¢ao tween 40, com sua nomenclatura e funcdo deduzida obtida pelo UniProt ou juntamente

com KEGG.

Q79VvC8

Q8NLN7
Q8NSY5
Q8NSQO
Q8NRF2
Q8NQ16
Q8NS10
Q8NTB5
Q8NR75

Q8NT19
Q8NTS3
Q8NSYO

Q8NLL9
Q8NRS2

Q8NL74
Q8NS88
Q8NRRO
Q8NNT2
Q8NSL7
Q8NLR4
Q8NLC7

Q01651
Q8NQN5

Q8NTX7
Q8NRS3

Q8NLR5
Q8NNS6
Q8NUO1

Q8NP51

Q8NLR1
P12880

Porina

Lipoproteina (LppX LprAFG lipoprotein)
Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina secretada putativa
Proteina de membrana prevista
Proteases de serina
Proteina de membrana

Hidrolases ou aciltransferases previstas

Fator de alongamento G

Proteina contendo dominio semelhante a CsbD

Proteina Hipotética

Fosfohidrolase

Proteina contendo o dominio SLT da transglicosilase
Sistemas de transporte de Fe3+-sideroforos do tipo
ABC

Tripsina
Proteina secretada
Proteina secretada
Lipoproteina
Proteina contendo o dominio DUF732

Proteina de membrana

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
Esterase do tipo hidrolase SGNH

Proteina de choque frio

Porina B

Homdlogo da carboxilesterase Culp6
Proteina contendo o dominio DUF4352

Serina Hidrolase
Proteina contendo dominio AMIN

Trehalose O-micoliltransferase

Fosfoenolpiruvato carboxilase

Passagem de solutos hidrofilicos
Translocagdo de lipidios complexos para a membrana
externa

Nao definida
Nao definida
Nao definida
Transportador ativo primario
Endopeptidase do tipo serina
Resposta SOS

Catalisa a etapa de translocagao ribossomal dependente de
GTP

proteina bacteriana de resposta ao estresse geral.

Catalise da reagdo: um monoéster ortofosforico + H20 =
um alcool + fosfato, com um pH acido 6timo.

Nio definida

Transporte de ferro através da membrana
Hidrolise de proteinas em polipeptideos

Nao definida

Nao definida

Composi¢do membrana
Nao definida
Nao definida
Catalisa a fosforilagdo oxidativa do gliceraldeido 3-

fosfato (G3P) a 1,3-bifosfoglicerato (BPG) usando o
cofator NAD

Proteinas de ligagdo de RNA/DNA multifuncionais,
caracterizadas pela presenga de um ou mais dominios de
choque frio

Forma um canal polar com uma superficie externa apolar
Esterase envolvida na biossintese e/ou manutengdo da
parede celular
Nao definida

Hidrolise de substratos
Papel previsto na localizagdo de diversos complexos de
proteinas periplasmicas
Sintese da parede celular, transporte de glicolipidios da
parede celular e armazenamento de energia

PEP + HCO;~ — oxaloacetato + Pi
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De acordo com a tabela 7, foram identificadas proteinas importantes na produgao de
glutamato. A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (acesso: QO01651), por exemplo, ¢
indispensavel para o crescimento da bactéria em glicose (OMUMASABA et al., 2005), sendo
uma enzima essencial na via da glicolise e da gliconeogénese. Como o NADH ¢ gerado
principalmente pelo gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) na glicolise devido a
diminuig¢ao da atividade do ciclo do TCA em condigdes de privacao de oxigénio e a atividade
da GAPDH demonstrou ser inibida sob maior razio NADH/NAD+ (DOMINGUEZ et al.,
1993) tendo a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase regulada na condigdo com tween sugere
que a producao de NDH-2 diminui a relagdio NADH/NAD-+, aliviando a inibi¢ao da atividade

da GAPDH e, consequentemente, aumentando o consumo de glicose.

A porina B (acesso: Q8NRS3), uma das quatro porinas distintas em C. glutamicum, é
conhecida para ser localizado na camada de acido micolico da parede celular como uma forma
pentamérica e desempenha um papel fundamental na formagdo do canal anion-seletivo da
parede celular (AN; YIM; JEONG, 2013). Anteriormente, devido a sua localiza¢do na parede
celular, PorB era usado como motivo de ancoragem para exibicao da superficie celular em C.

glutamicum (MAILAENDER et al., 2004).

A enzima trehalose O-micoliltransferase (acesso: Q8NLRI1) catalisa a troca de acido
micolico entre trealose, trealose micolato e trealose bismicolato, responsavel pela formacao da

complexa parede celular de C. glutamicum (KOEK et al., 2006; LI, H. et al., 2022).

Para producao de glutamato, a adicao de tween 40 pode alterar a tensdo da membrana
celular ou a abertura do canal mecanossensivel, bem como levar a reducao da atividade da 2-
oxoglutarato desidrogenase (acesso: Q8NRC3) que, por sua vez, afeta o fluxo do ciclo do TCA
(HIRASAWA et al., 2012). Embora os eventos moleculares associados a esses fenotipos nao
sejam totalmente compreendidos, a producao de glutamato em C. glutamicum esté relacionado
com a estrutura da superficie celular (membrana celular) e com o fluxo metabdlico
(principalmente através do ciclo do TCA), uma vez que estes estdo profundamente envolvidos

na energética celular (LEDERER, 1971; MARRAKCHI; LANEELLE; DAFFE, 2014).

Na cadeia respiratéria aerobica de C. glutamicum, varias desidrogenases primarias,
incluindo NADH desidrogenase tipo Il e sistemas de reoxidacdo de NADH dependentes de
quinona oxidoredutase e lactato desidrogenase, funcionam doando elétrons de cada substrato

para a menaquinona, € o menaquinol resultante ¢ oxidado pelo supercomplexo citocromo bec-
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aa3 e citocromo bd oxidase. O supercomplexo bcc-aa3 e a bd oxidase geram forga proton

motriz, razao H+/O de 6 e 2, respectivamente (GRAVOUIL et al., 2017).

As andlises de acetiloma e succiniloma de C. glutamicum produtoras de glutamato
sugeriram que a acetilagdo e a succinilacdo de proteinas estdo envolvidas na producdo de
glutamato por meio do controle pés-traducional de enzimas-chave, como fosfoenolpiruvato

carboxilase (PPC) e ODHC (MIZUNO et al., 2016).

Durante a produgdo de L-glutamato, quantidades significativas do intermediario do
ciclo TCA 2-oxoglutarato sdo retiradas, resultando na necessidade de reposi¢ao anaplerotica
(KIM et al., 2009; SHIRAI et al., 2007). A fim de apoiar a carboxilacdo anaplerdtica, a enzima
glicolitica central do piruvato, a quinase, foi deletada no tipo selvagem de C. glutamicum, o
que melhorou a produgdo de L-glutamato sob condi¢des limitadas de biotina (NAKAYAMA
et al., 2018a). A expressdo adicional de uma PEP (acesso: P12880) carboxilase desregulada
por feedback foi especialmente benéfica para a produgdo de L-glutamato (LI, L.; WADA;
YOKOTA, 2007). Isso esta de acordo com descobertas anteriores, que mostraram que a PEP
carboxilase ¢ indispensavel para a producdo de L-glutamato e carrega o maior fluxo

anaplerotico nessas condic¢des (KIM et al., 2009).

A proteina homologa da carboxilesterase Culp6 (Q8NLRS, que estd envolvida na
biossintese e ou manutencao da parece celular, sugere que houve disturbio na parede causada

pela adi¢ao de tween 40.

Além disso, foi possivel observar varias proteinas com peptideos sinal, ou seja, que
foram secretadas. Outras que sdo relacionadas a composi¢cdo da membrana, divergindo das da
composi¢do encontrada na condicdo controle, sugerindo diferengas na composicdo da
membrana quando estimulada por tween 40. E varias proteinas de resposta SOS, sugerindo que
a adicao de tween 40 torna o meio estressante para bactéria e pode estar envolvido na
manuten¢do da parede e membrana da C. glutamicum. E algumas sdo proteinas secretadas pela
bactéria que ndo tiveram sua funcao estabelecidas ainda, mas que tém potencial relevante para
pesquisa. Todas essas identificacdes mostram a importancia de analisar o proteoma da C.
glutamicum para compreender melhor quais proteinas estdo mais ou menos envolvidas na

sintese de aminoacidos de interesse.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Como visto em outros estudos (SCHULTZ et al., 2007), a maior quantidade de
glutamato presente nas réplicas com adi¢ao de tween 40, demonstra a eficacia da metodologia

para producdo desse aminodcido tdo importante mundialmente.

A analise do gel BN-PAGE, figura 21, demonstrou eficacia na metodologia de lise nao
desnaturante, em que pdde-se visualizar os complexos proteicos da C. glutamicum e

posteriormente as subunidades dos complexos, demonstrados na figura 22.

Foi observado também, tanto no SDS-PAGE do proteoma intracelular quanto no SDS-
PAGE extracelular, que existem diferencas no perfil proteico entre as condi¢des. Nas réplicas
com tween 40, existem mais proteinas do que nas réplicas controle, isso porque existe uma
mudanga no fluxo metabolico celular causada pelo tween que pode ocasionar em aumento da

secre¢do de proteinas (YUKAWA et al., 2007).

A utilizagdo de abordagem protedmica Bottom-up em C. glutamicum permitiu a
identificacdo de proteinas que sugerem regulagdo metabdlica na mesma e estdo ligadas
diretamente com a producao de glutamato nesse organismo. Como exemplo, a PEP carboxilase,
proteina regulada na condi¢do com tween 40, que estd diretamente ligada a producao de

glutamato.

O presente trabalho contribui, entdo, para o melhor entendimento da biologia de C.
glutamicum, pois foi mostrado que desde o ano 2000, dados gendmicos e outros “6micos”
foram sendo melhores estudados para C. glutamicum, modificando profundamente os métodos
de desenvolvimento de cepas e fornecendo uma compreensdo global da fisiologia, redes
regulatorias e fungdes desconhecidas desse organismo, bem como 0s mecanismos subjacentes
a hiperprodu¢do de aminodacidos, que antes julgava ndo ser possivel produzir de forma esficaz
(BECKER, M. et al., 2013; YUKAWA et al., 2007). Como resultado, os alvos da engenharia
metabolica se expandiram além das principais vias biossintéticas que levam a aminoacidos de
interesse em sistemas celulares inteiros, incluindo sistemas de regeneragdo de cofatores,
sistemas de captacdo e exportacdo, metabolismo energético, regulacdo global e respostas ao

estresse (OHNISHI ez al., 2002).

Os objetivos de identificagdo das protéinas, do proteoma e secretoma, da C. glutamicum
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foram alcangados, juntamente com a relagdo dessas proteinas no metabolismo de glutamato.
Tais conquistas trazem a necessidade de validagdes por metodologias complementares a
espectrometria de massa ¢ o desenvolvimento de novas hipdteses. Com isso, apresento como
perspectivas:

- Testar métodos de preparo para protedmica top-down para eliminagdo completa do
tween nas amostras e ndo haver supressao de sinal , complementando, assim, a analise bottom-
up e ter mais resultados sobre as modificagdes pos-traducionais na producao de glutamato e
outros aminodcidos.

- Fazer gel 2D para conseguir separa de maneira mais eficiente as subunidades proteicas
dos complexos.

- Realizar uma comparagao dos outros métodos de producao de glutamato (deplegdo de
biotina, adi¢cdo de penicilina) julgando qual seria mais efetivo para producdo de glutamato e

outros aminoacidos secretados por C. glutamicum.
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