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Resumo

A citricultura estd presente no Brasil desde sua colonizacdo, quando mudas de
laranja foram trazidas e comercializadas. Devido ao solo fértil e clima favoravel, ao
longo das décadas, o Brasil se tornou o maior produtor de laranjas e exportador de
suco de laranja do mundo, gerando muito lucro para o pais. Porém, com o
passardo tempo também se desenvolveu diversas doencas que trazem grandes
prejuizos para a citricultura e muitas delas ainda ndo tém cura. O cancro citrico &
uma delas e é causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xac). Muitas
pesquisas tém sido realizadas a fim de elucidar o mecanismo de infeccdo da
bactéria no hospedeiro, como elas fazem para se defender e porque sdo tdo
virulentas. Apés uma analise protedbmica da superficie celular realizada em Xac
em duas condi¢des diferentes, de infeccdo no hospedeiro e ndo infeccdo, foram
constatadas diferentes quantidades de algumas proteinas na superficie, onde
muitas delas ja haviam sido relatadas e relacionadas com a viruléncia em
outras bactérias e foram classificadas como proteinas moonlighting, que sé&o
proteinas que possuem uma func¢@o bem definida, geralmente no citosol, mas que
também foram encontradas desempenhando fungbes completamente diferentes
em outras regides celulares, na maioria das vezes na superficie. Tais proteinas
podem estar relacionadas com a producao de biofilme, resposta de defesa contra
o hospedeiro, adesdo das bactérias nas superficies e diversas outras funcdes.
Estudos realizados nos Ultimos anos tentaram desvendar seus possiveis
mecanismos de reconhecimento dentro da célula e como sdo secretadas para
fora, além de tentar entender quais fungBes elas possuem quando estdo na
superficie. Neste trabalho, os topicos citados acima foram abordados de forma
detalhada e discutiu-se a possivel relacdo das proteinas moonlighting encontradas

superficialmente com a viruléncia da bactéria causadora do cancro citrico.



Abstract

Citriculture has been present in Brazil since its colonization when orange seedlings
were imported and commercialized. Due to the fertile soil and favorable climate,
over the decades, Brazil has become the largest producer of oranges and exporter
of orange juice worldwide, generating a lot of profit for the country. Nevertheless,
over time, several diseases that bring significant losses to the citrus industry have
also developed, and many of them still have no cure. Citrus canker is one of them
and is caused by the bacterium Xanthomonas citri subsp. citri (Xac). Many
investigations have been carried out to elucidate the infection mechanism of the
bacteria in the host, how they defend themselves and why they are so virulent. After
a proteomic analysis of the cell surface performed on Xac under two different
conditions, host infection and non-infection, different amounts of some proteins on
the surface were found, being many of them already reported and related to
virulence in other bacteria and classified as moonlighting proteins, which are
proteins that have a well-defined function usually in the cytosol, but were also found
performing completely different functions in other cellular regions, mostly on the
surface. Such proteins may be related to biofilm production, defense response
against the host, adhesion of bacteria to surfaces, and various other functions.
Studies in recent years have tried to unravel their possible recognition mechanisms
inside the cell and how they are secreted out, as well as trying to understand what
functions they have when they are on the surface. In this work, the topics mentioned
above were addressed in detaill and the possible relationship of surface
moonlighting proteins with the virulence of the citrus canker-causing bacteria was

discussed.
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Introducao

1. Citricultura no Brasil

No inicio da colonizagdo do Brasil mudas de laranja foram trazidas da
Europa para serem cultivadas e, devido as condi¢cfes climaticas e solo fértil, seu
cultivo expandiu-se por todo o territdrio nacional. A partir da década de 1920 foi
criado o primeiro nucleo citricola nacional nos arredores de Nova Iguacu, Rio de
Janeiro, o qual era responsavel pelo abastecimento das cidades do Rio de
Janeiro e S&o Paulo e logo depois iniciou a exportacdo da fruta para a Argentina,
Inglaterra e outros paises europeus (NEVES et al. 2010). Na década de 1940 a
producdo de café sofreu uma grande crise e as plantacdes de laranja foram se
expandindo parao interior paulista. Com o avanco da tecnologia o Brasil se tornou
0 maior produtor de laranjas e exportador de suco de laranja do mundo,
exportando 98% da sua producdo (NEVES et al. 2010). As estimativas realizadas
pelo FUNDECITRUS paraas safras de 2021/2022 séo de 294,7 milhGes de caixas
de laranja de 40,8 kg cadae que apesar de serem maiores do que da safra de
2020/2021 ainda estdo 10,53% abaixo da média das ultimas dez safras devido ao
atraso das chuvas e das altas temperaturas que levaram ao abortamento dos
frutos sem levar em conta os problemas relacionados as pragas e doencas.

Ha diversas doencas que afetam a citricultura a nivel mundial, ocasionando
grande perda da producdo e prejuizo aos citricultores. Segundo o Guia de
Controle de Pragas e Doengas de 2022 do FUNDECITRUS a maioria delas ndo
possuem cura, apenas medidas de controle que ndo sao téao eficazes. Sao elas: o
greening, doenca que afeta todos os citros, considerada a pior dentre todas e é
causada pela bactéria Candidatus liberibacter asiaticus que se espalha pelas
raizes, caule, galhos, folhas e frutos através do floema, levando a planta & morte.
A pinta preta é causada pelo fungo Phyllosticta citricarpa (Guignardia citricarpa) e
leva a queda prematura dos frutos, gerando prejuizos de até 85% na producao. Ja
a podridao floral, provocada por alguns fungos dos complexos Colletotrichum
acutatum e C. gloeosporioides, leva a contaminacao das flores que causa a queda
prematura dos frutos ainda verdes e bem pequenos. A leprose, causada pelo virus

Citrus leprosis virus além de causar a queda prematura dos frutos também
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reduz a vida util da arvore. A clorose variegada dos citros, também conhecida
como CVC, é causada pela bactéria Xylella fastidiosa que se desenvolve no
xilema e atrapalha a distribuicdo de &gua e nutrientes das raizes para a copa,
levando ao amadurecimento precoce e endurecimento do fruto provocando sua
gueda. O cancro citrico também € uma das principais doencas que afetam a

citricultura brasileira e ser4 melhor detalhado a seguir.

2.0 cancro citrico

O cancro citrico originou-se na Asia e foi observado pela primeira vez no
Brasil em 1957, nos estados de Sao Paulo e Parand (NEVES et al. 2010). Esta
doenca afeta a maioria dos citros de grande importancia comercial e € causada
pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri, uma bactéria Gram-negativa, em

forma de bacilos (Fig. 1).

FIGURA 1: Bactérias Xanthomonas citri subsp. citri vistas através de
microscopia confocal, com proteinas Dnak superficiais marcadas com FITC.

Existem trés tipos de cancroses mais frequentes que sdo dotipo A,Be C. A

cancrose do tipo A é causada pela Xanthomonas citri subsp. citri tipo A (Xac) e € a
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mais agressiva dentre as trés (GOTO 2016), seguida pela cancrose do tipo
B, causada pela Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo B (Xau-B) e a
cancroseC causada pela Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo C (Xau-C),
sendo esta,de origem brasileira e que tém como Unico hospedeiro, o limédo galego
(SCHAAD et al. 2016). Sua infeccdo acontece através dos estdbmatos ou lesdes
nas folhas e galhos acarretando na queda prematura dos frutos, desfolha dos
galhos, desvalorizagdo dos frutos devido a presenca de lesdes (Fig. 2) e
consequentemente também gera restricado na comercializacao para areas livres da

doenca.

FIGURA 2: Sintomas de cancro citrico nas folhas, galhos e frutos de laranjas. Fonte:
https://www.fundecitrus.com.br/doencas/cancro.

&

3.0 Cinturao Citricola

Cinturdo citricola € o nome dado a regido de onde saem mais de 80% das
laranjas produzidas no Brasil e se estende do sul do estado de Sdo Paulo até a
regido do triangulo mineiro. Este territério € comumente dividido em cinco setores:
Noroeste, Norte, Centro, Sul e Sudoeste. No levantamento anual de 2020 feito
pelo FUNDECITRUS, estima-se que 0 cancro citrico esta presente em todas as
regides e cerca de 24,59% dos talhBes estdo contaminados, mostrando um
aumento de 9%se comparado com o levantamento do ano anterior e 17,26% das
arvores também possuem a doenca que é equivalente a 34 milhdes de arvores
(Fig. 3 e 4). Dentre todas as regides, a Noroeste € a mais afetada, com 73,16%
de talhdes e 57,57% das arvores contaminadas e a regido Sul a menos afetada,
com 3,24% de talhdes e 2,08% de arvores doentes. Como o aumento da doenca
nas plantas provoca a queda prematura dos frutos, na safra 2019/2020 houve um
aumento de 0,08% ponto percentual em relacdo a safra anterior, totalizando
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0,38% de perda dos frutos antes da colheita. As maiores taxas de queda pelo
cancro citrico ocorreram nas regidesde Sado José do Rio Preto, com 1,26%, e

Votuporanga, com 1,12%.

FIGURA 3: Mapa do cinturdo citricola com as respectivas porcentagens
de arvores contaminadas em cada regido. Fonte: Levantamento anual
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FIGURA 4: Gréfico do percentual de crescimento de arvores sintomaticas no
periodo de 2017 a 2020. Fonte: Levantamento anual do FUNDECITRUS
2020.
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Como o cancro citrico ndo possui cura, a forma de conté-lo é apenas com

medidas de controle, antes ndo tdo eficazes. Até o ano 2018, quando houve

mudancas na legislacdo, essas medidas eram muitas vezes negligenciadas

pelos agricultores e ao identificar a contaminacdo em seus pomares eles a

mantinham em segredo, pois a medida a ser tomada nestes casos eram a queima

de boa parte das arvores e uma area a sua volta acarretando em grandes

prejuizos. Isto fez com que a doenca se alastrasse cada vez mais pelo pais
(FUNDECITRUS 2020). Desde 2010 pesquisas sobre o manejo da doenca foram

intensificadas e otimizadas levando a uma modernizacdo do manejo do cancro

citrico, deixando-o0 mais eficiente, sustentavel e menos custoso ao produtor.

As medidas de controle aplicadas atualmente segundo o FUNDECITRUS
séo:

Quebra-vento: sdo plantadas arvores nos limites das propriedades, e entre
os talhdes, com espacamento de 100 a 400 metros e perpendiculares a
direcdo do vento. Esta barreira atua como um obstaculo de disseminacéo
da bactéria pelos ventos além de impedir que a planta sofra lesdes
facilitando a entrada da bactéria (Fig. 5a).

Utilizacdo de mudas sadias e resistentes: a compra de mudas sadias, com
certificacdo da Coordenadoria de defesa Agropecuaria (CDA) ou 0 uso de
plantas resistentes ou menos suscetiveis a contaminacao (nao significa que
sdo imunes), pode reduzir as medidas de controle utilizadas e também os

custos.

[Il) Cobre: apesar do uso de cobre ndo impedir a entrada da bactéria no pomar,

ele atua principalmente na reducéo da quantidade de sintomas da planta e
naprevencdo da queda dos frutos. Pesquisas recentes identificaram que ha
um estagio em que os frutos sdo mais suscetiveis a infeccdo o que levou a
uma otimiza¢do do uso do cobre nessa época. Os bactericidas de cobre
formam uma camada protetora nas folhas e frutos, impedindo a evolucao
da contaminacgéo, deixando-as menos predispostas, 0 que nao significa a
imunizacao total ja que existe uma quantidade maxima de cobre permitida e
também ndo ha como garantir que ele sera aplicado de forma homogénea

emtodo o pomar.
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IV) Controle do minador dos citros: este inseto (Phyllocnistis citrella), conhecido
popularmente como o minador dos citros, provoca lesdes na planta,
principalmente nos brotos, facilitando a entrada da bactéria causadora
dadoenca (Fig. 5b).

FIGURA 5. A) Exemplo de quebra-vento em plantacdes. Fonte:
https://stringfixer.com/pt/Shelterbelt B) Estrago causado pelo inseto conhecido como
minador de citrus. Fonte: https://www.fundecitrus.com.br/pragas/minador.

4.Proteinas Moonlighting

Proteinas do tipo moonlighting foram relatadas pela primeira vez em 1982,
guando Thomas Ingolia e Elizabeth Craig, da Universidade de Wisconsin-Madison,
estudavam quatro proteinas de choque térmico de Drosophila, hsp22, 23, 26 e 27
(HSP, do inglés heat shock protein) e ap0s sequenciar e compararem com outras
proteinas conhecidas ficaram surpresos ao descobrir a semelhanca com a o-
cristalina de mamiferos, proteina que constitui 35% dos olhos dos vertebrados
(INGOLIA 1982). Desta relagédo foram levantadas diversas hipoteses e ao longo de
mais estudos foram observados que a a-cristalina também era expressa em outros
tecidos e quando isolada diretamente dos olhos dos mamiferos ela apresentava
atividade de chaperona, in vitro, sugerindo que havia realizado essa atividade em
outro tecido. A concluséo deste estudo foi que a mesma proteina, expressa a partir
do mesmo gene, pode realizar duas ou mais fun¢des néo relacionadas em uma
célula dependendo de onde, quando e quanto dela foi expressa. Em 1988, Joram
Piatigorsky e colaboradores (HENDERSON 2016), deram o0 nome de
compartilhamento de genes para este fendbmeno e em 1999, Constance Jeffery
utilizou o termo “"moonlighting™" para descrevé-lo (JEFFERY et al.1999).
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Atualmente foram identificadas aproximadamente 700 proteinas
moonlighting e um quarto delas estdo relacionadas a viruléncia de patdégenos
bacterianos eflingicos. Isso acontece porque suas fungdes primérias estdo em vias
metabolicas centrais, na maioria das vezes na fungdo de chaperona e uma vez
infectado, o hospedeiro tera dificuldade em reconhecer esse fator de viruléncia
como nao proéprio reduzindo sua chance de produzir anticorpos (SINGH, N.;
BHALLA, N. 2020). Em bactérias € geralmente observado proteinas moonlighting
com fung¢des intracelular/superficial onde podem intermediar a sinalizacdo, adeséo
celular, participar na producao de biofilme ou até atuarem como toxinas (JEFFERY
et al. 2017). Foi observado que muitas ligam-se a proteinas superficiais das
células hospedeiras permitindo uma conexdo direta com o host, como por
exemplo, Listeria que utiliza a proteina de adesdo &lcool acetaldeido
desidrogenase para se ligar as células epiteliais intestinais (KIM et al. 2006). Em
Streptococcus (FULDE et al. 2014), Mycoplasma (BAO et al. 2013) e Plasmodium
falciparum (READ et al. 1994), a enolase da glicdlise foi encontrada
desempenhando papel na ligagdo de plasminogénio, fibronectina e outras
proteinas importantes na infeccdo de hospedeiros humanos, caninos e aviarios.
Porém, algumas vezes essas interacfes ndo sdo sinais de infeccdes como no
caso da bactéria Lactobacillus acidophilus que utiliza GAPDH em sua superficie
para ligar-se a mucina do intestino e ajudar na sua colonizacdo (PATEL et al.
2016).

Alguns membros das familias de proteinas HSP60/HSP10, HSP70, HSP90,
HSP100 e HSP110 que séo chaperonas responsaveis pelo enovelamento correto
de complexos protéicos intracelulares, encontradas em diversos organismos,
desdebactérias a seres humanos foram encontrados fora da célula com funcdes
adicionais. A Dnak, uma HSP70, foi relacionada com a patogenicidade em
Staphylococcus aureus (SINGH et al. 2012), Bifidobacterium (CANDELA et al.
2007), Neisseria meningitidis (KNAUST et al. 2007) e Mycobacterium tuberculosis
(XOLAPA et al. 2007) e em estudos recentes, foi apontado que ela é secretada por
uma via ndo convencional (KANG, Q; ZHANG, D. 2019), levantando a hipétese de
gue ela pode participar de algum mecanismo de defesa em algumas bactérias em
situacdo de estresse produzida por sais biliares e falta de oxigénio (CANDELA et
al. 2010).
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A grande questdo a respeito das proteinas moonlighting era: como elas
podem exercer duas funcdes completamente diferentes na célula uma vez que
ésua estrutura quem define sua funcdo? Seria entdo necessaria uma alteracédo
nasua estrutura que resultaria na perda de sua funcdo principal. Foi notado que
elas passam por mudancas conformacionais, algumas radicais, onde ficam
completamente distintas, com mudancgas em seus sitios ativos, outras nem tanto, e
gue na maioria dos casos a fungdo extracelular envolve a ligagéo a outra proteina
(JEFFERY et al. 2017), isso porque ao longo de milhdes de anos de evolugéo
parte da superficie de uma enzima ou chaperona (que é grande e fica exposta ao
solvente) pdde ganhar padrbes de aminoacidos capazes de interagir com outras
moléculas, como um receptor de superficie celular ou proteina, sem afetar seu
sitio ativo (JEFFERY et al. 2000).

4.1 Secrecéo de proteinas moonlighting

Para algumas proteinas moonlighting sabe-se que ha sinais enviados para
que elas troquem de fungdo, porém sabe-se muito pouco como elas sé&o
sinalizadas e secretadas para fora das células, ja que elas ndo possuem uma
sequéncia de sinal N-terminal, C-terminal, nem marcacdes utilizadas por outros
sistemas de excrecdes conhecidos. Estudos recentes (KANG; ZHANG 2019)
levantaram hipoteses sobre uma via de secrecdo ndo classica. Inicialmente se
imaginava que havia algum tipo de lise celular, pois as proteinas que estavam
sendo encontradasna superficie eram proteinas abundantes no citosol e também
na maioria das vezes eram encontradas durante a fase estacionaria do
crescimento celular (ANTELMANN et al. 2005). A Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) de Streptococcus pneumoniae, por exemplo, foi a
primeira proteina excretada pelo método néo classico estudada e os resultados
corroboram com a teoria de lise celular, pois era conhecida como uma proteina

‘pegajosa” e que se ligava a superficie de muitas
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bactérias apos excretadas (OLIVEIRA et al. 2012) mas com o passar do tempo foi
descoberto que na verdade desempenha um papel importante na colonizacdo do
hospedeiro quando presente na superficie. Com o0 passar dos anos e o
aperfeicoamento das técnicas de protedmica e caracterizacdo molecular, novos
estudos mostraram que a lise celular ndo seria a responsavel pela secrecéo
dessas proteinas e sim algum tipo de via ndo classica (YANG et al. 2011). Em um
experimento, foram utilizados marcadores citoplasmaticos especificos para avaliar
a integridade das células e quase nenhum marcador foi encontrado fora das
células enquanto proteinas ndo secretadas classicamente estavam presentes em
abundancia (BECK et al. 2009; DREISBACH et al. 2010; KATAKURA et al.
2010). H4 também o caso da Dnak, citada anteriormente, que é secretada em
condicdes especificas de estimulagado externa. Alguns estudos mostraram também
gue a estrutura terciaria da proteina deve estar intacta para que ocorra a secrecao
ndo classica, pois foram feitos mutantes com modificagbes em partes dessas
estruturase eles ndo foram secretados, mas encontrados no citosol (ZHAO et al.
2017). A via de secregdo ainda nao foi sistematicamente descoberta, mas foram
propostos alguns possiveis mecanismos de acordo com o que se tem estudado
até entdo. Nesta discussdo ha dois pontos a serem levantados que sé&o
essenciais, 0 primeiroé que para que a secre¢ado ocorra, € necessario que a célula
diferencie as proteinas moonlighting das proteinas que nado deverdo ser
secretadas e 0 outro é a secrecdo em si, ou seja, todo o processo da passagem

dessas proteinas pela membrana e parede celular.

4.2 Reconhecimento das proteinas moonlighting

Para serem secretadas, as proteinas comuns sao sinalizadas por peptideos
sinais, localizados nos terminais —N ou —C dependendo da via Sec ou Tat, que
sdo reconhecidos por elementos secretores que as guiam para 0 meio
extracelular. Uma hipotese é que da mesma forma pode haver sequéncias
peptidicas das proteinas ndo secretadas classicamente que atuam como sinal,
mas que ndo sao clivadas apls serem transportadas (YANG et al. 2014).

Experimentos realizados mostraram que a sequéncia terminal polar de algumas
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proteinas € necessaria para seu processo de secrecdo e inclusive essas
sequéncias podem direcionar a secre¢ao de proteinas citoplasmaticas que agem
como um sinal guia na expressao proteica (PAN et al. 2016; ZHAO et al. 2017).
Outra caracteristica importante de proteinas moonlighting € que elas tendem a
apresentar estruturas multiméricas (ZHAO et al. 2017) e levando isso em
consideracao levantou-se a hipotese de que essa estrutura € necessaria para ser
reconhecida e transportada e que se for alterada a regido hidrofobica dessas
estruturas, elas também ndo sdo transportadas (WANG et al. 2018; ZHAO et al.
2017).

4.3 Hipoteses de secrecao

As hipéteses levantadas de secrecao de proteinas moonlighting séo:

) “Afrouxamento” da membrana: esta hipotese assume que h& alguma
substancia que induz um “afrouxamento” da membrana ocasionando a saida de
proteinas citoplasmaticas (Fig. 6A). Um exemplo deste caso é a PSMa2, proteina
citoplasmatica em Staphylococcus aureus (EBNER et al. 2017). As PSM’s
(Phenol-soluble modulins) sédo peptideos anfipaticos alfa-helicoidais que tém
multiplos papéis na patogénese estafilocicica e contribuem em grande parte para
0 sucesso patogénico de estafilococos virulentos, como o staphylococcus aureus.
PSMs podem causar lise de muitos tipos de células humanas, incluindo leucdcitos

e eritrocitos, estimular processos inflamatérios.

7

Il) Atividade autocatalitica: outra hipdétese é que algumas proteinas
possuem atividade autocatalitica que sdo capazes de dissolver a membrana e
exportar-se para o lado externo (Fig. 6B). Por exemplo a cutinase e a
fosfolipase que tém a capacidade de hidrolisar fosfolipideos para aumentar a
permeabilidade da membrana e sdo encontradas extracelularmente em grandes
guantidades (SU et al. 2013a, 2013b, 2015, 2017; LYU et al. 2016).

[ll) Exportadas por componentes secretores desconhecidos: da mesma
forma que ha canais transmembrana na secrecdo por Sec ou Tat, podem haver
canais transmembrana ainda nédo descobertos que fazem parte da via secretora
nao classica. (Fig. 6C).
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IV) Através de um transportador: Ha também a possibilidade dessas
proteinas serem exportadas por algum tipo de transportador ainda ndo descoberto.
(Fig. 6D).

FIGURA 6: A) Esquema de afrouxamento de membrana para secre¢éo da proteina.
B) Dissolucdo da membrana por atividade autocatalitica da proteina. C) Suposto
canal transmembrana ainda ndo descoberto. D) Exportacdo da proteina por algum
tipo de transportador ndo descoberto. Fonte: Kang et al. 2019
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4.4 A relacado de proteinas moonlighting com a producéao de
biofilme

Na natureza, os microrganismos nao ficam dispersos de modo que suas
células figuem soltas (planctbnicas), na maioria das vezes, vivem em agregados

polimicrobianos como filmes, lodo, tapetes e biofilme (RIGANO 2007).

O biofilme é composto por uma matriz de biopolimeros conhecidos como
substancias poliméricas extracelulares (EPS) (ZIMARO 2013), que sdo colbnias
altamente organizadas e estruturadas que permitem um estilo de vida

completamente diferente do estado planctonico, obtendo protegdo contra
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antibidticos, ambientes hostis e resposta de defesa do hospedeiro (COSTERTON
et al. 1995). O EPS varia muito de acordo com 0S microrganismos presentes e
permite que ocorra interacdes intensas de comunicacao entre as células, que haja
reciclagem dos componentes das células lisadas, facilitando a transferéncia
horizontal de genes, por ter um reservatério de DNA disponivel, além de fornecer
um estoque de nutrientes para manutencdo celular e fonte de energia (RIGANO,
2007).

Como mencionado anteriormente, foi observado que algumas proteinas
moonlighting estavam relacionadas com a producdo de biofilme, contribuindo
assim para sua viruléncia e para o processo infeccioso. As bactérias do género
Xanthomonas produzem um biofilme constituido de acidos nucleicos,
lipopolissacarideos (LPS) e um exopolissacarideo (EPS), conhecido como
xantana, um complexo muito utilizado pela indastria farmacéutica e alimenticia
(NERY, et al. 2008) e que esta relacionado diretamente com a patogenicidade pois
oferece protecdo externa e interna (quando esta no interior do hospedeiro) para a
bactéria além de também estar relacionada com a motilidade (MALAMUD et al.
2010).

Um estudo feito por Rigano e colaboradores (2007) mostrou que o biofilme
desempenha um grande papel para a sobrevivéncia de Xac e para o
desenvolvimento do cancro citrico, apds observar o crescimento do biofilme de
Xac através de uma microscopia confocal de varredura (CLSM) por quatro dias
onde foi observado que a partir do terceiro dia as bactérias estavam bem
estabelecidas e organizadas em colbnias complexas interconectadas semelhantes
a um favo de mel (Fig. 7) e ao realizar o mesmo experimento em folhas de lim&o
monitoradas durante 25 dias foi constatado que as bactérias também formavam
uma estrutura de agregados semelhantes dentro do cancro desenvolvido (Fig. 8)
(RIGANO et al. 2007). Outro estudo realizado por Stoodley e colaboradores
mostrou que quando o biofilme atinge o estagio maduro, ocorre a ativacao de um
sistema regulador de genes especificos associados a viruléncia, resisténcia a
compostos antimicrobianos e respostas de defesa do hospedeiro (STOODLEY et
al. 2002).
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Xac GFP

FIGURA 7: Biofilme produzido por Xac marcados com GFP cultivadas diretamente nas laminas
e observadas em diferentes estagios de formacdo do biofilme sob microscopia confocal de
varredura durante quatro dias. Dias 1 e 2: fixacdo e multiplicagdo das células na lamina; Dias 3
e 4: Observa-se a tipica estrutura do biofilme da microcol6nia de Xac, em formato de favos de
mel e seu crescimento. Barra de escala de 20 ym. Fonte: Rigano et al. 2007.

Day 1 Day 2 Day 3 Day 4

FIGURA 8: Desenvolvimento do cancro em folhas de liméo.
Cada figura mostra o cancro analisado e a distribuicdo de
bactérias marcadas com GFP dentro da pustula em B, x100, C,
x1.000 e D, %4.000. As barras de escala sao B, 200 um, C, 20
pum e D, 5 um. As areas circuladas em vermelho em A e C séo
mostradas ampliadas nos painéis B e D respectivamente. Em
A, pustula decancro citrico observada por microscopia confocal
de varredura a laser. Fonte: Rigano et al., 2007.
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4.5 Relacdo das proteinas moonlighting com a
patogenicidade da bactéria Xanthomonas citri subsp.

citri

Ap0s anos de estudos tentando descobrir formas de vencer o cancro citrico,
abordagens protedbmicas foram utilizadas para estudar como a bactéria
causadorada doenca se relaciona com o hospedeiro na hora da infeccdo. Uma
analise protedmica total em condi¢Bes in vivo mostrou que proteinas excretadas
pelos sistemas de secrecdo Tipos Il e IV e proteinas relacionadas a biossintese
da goma xantana estavam diretamente ligadas a viruléncia do patdgeno
(FACINCANI et al. 2014). Outro estudo demonstrou que apoés cultivar Xac in vitro,
em um meio que mimetizava o ambiente vegetal e induzia a patogenicidade foram
encontradas um alto nimero de proteinas superficiais, dentre as quais estavam a
malato desidrogenase e a DnaK, além de outros receptores e proteinas

transportadoras associadas a formacao de biofilme (ZIMARO, 2013).

Sabendo disso, Carnielli e colaboradores (2017) decidiram fazer uma analise
protebmica detalhada por 2D-DIGE (Two-Dimensional Difference Gel
Electrophoresis) para determinar as proteinas encontradas superficialmente em
condi¢Bes in vitro e in vivo (ndo infectante e infectante, respectivamente) e
compara- las para ver se havia alguma diferenca entre essas condi¢cées. Foram
descritas 36 proteinas ndo redundantes encontradas diferencialmente expressas
entre as duas condi¢cBes estudadas (em condi¢do infectante e ndo infectante). A
analise dessas proteinas demonstrou que 50% delas estavam preditas como
proteinas citoplasmaticas, 36% como sendo proteinas de membrana externa e

3% proteinas de membrana interna.
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FIGURA 9: Proteinas de superficie de XAC encontradas diferencialmente entre as condi¢des
infecciosa e nao infecciosa. Fonte: Carnielli et al. (2016).
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Ao analisar as funcdes destas proteinas, foi possivel identificar algumas
peculiaridades. Nas células em condi¢ao infectante, foram identificadas na
superficie as proteinas DnaK (XAC e chaperonina 60 kDa ou GroEL
(XAC0542), que séao proteinas que conhecidamente estdo envolvidas com os
processos de enovelamento proteico no citosol bacteriano. A presenca de tais
proteinas citosolicas na superficie bacteriana de células infecciosas, pode sugerir
gue elas sejam proteinas moonlighting, pois como ja citado anteriormente, boa
parte das proteinas moonlighting podem tem papel fundamental na viruléncia
bacteriana, e esse envolvimento com a patogenicidade ja foi descrito para a
enzima DnaK em bactérias da flora humana e alguns patégenos humanos
(CANDELA et al. XOLAPA et al e KNAUST et al. 2007). Em E. coli essas
proteinas chaperonas possuem um papel fundamental de resposta a choques
térmicos(KUSUKAWA, 1989).

Outra enzima identificada na superficie das células de XAC em

condi¢cBesinfecciosas € a Malato desidrogenase (MDH) (XAC1006), uma enzima
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do ciclo de Krebbs responsavel pela conversdo do L-malato a oxaloacetato.
Anteriormente ja havia sido citado por Zimaro (2013), que a MDH tinha sido
diferencialmente expressa e encontrada no biofilme de Xac mas até os estudos
realizados por Carnielli (2017) , ndo haviam indicios da presenca de MDH na
superficie bacteriana. Estudos posteriores foram realizados pelo mesmo grupo de
pesquisa e foi confirmado a expressdo em maior quantidade dessa enzima na
superficie celular sob condigcéo deinfecciosidade (MARTELLI, 2019), sugerindo que

talvez a MDH seja uma proteina moonlighting.

Mais uma enzima reconhecida na superficie de células de XAC em situagéo
de infeccdo € a enzima fosfomanose isomerase (PMI) (XAC3580). Essa enzima €
responséavel pela interconversdo de D-manose-6-fosfato em D-frutose-6-fosfato,
mas em alguns casos ela converte a D-manose-1-fosfato em GDP-D-manose,
sendo esse Ultimo essencial para a formacdo de EPS, como a goma xantana
de XAC (JENSEN; REEVES, 1998; MILES; GUEST, 1984;
PAPOUTSOPOULOU; KYRIAKIDIS, 1997; SMITH et al., 1992). Trabalhos
recentes mostraram que, na auséncia dessa proteina, a formacao de biofilme em
XAC é reduzida significantemente (ALEXANDRINO, 2019).

Um outro trabalho, realizado por Artier e colaboradores (2018), realizou
uma analise protedmica comparativa da fracdo periplasméatica de XAC in vitro
guando em meio indutor de patogenicidade (XAM-M) e nao indutor de
patogenicidade (NB). Geralmente no periplasma encontram-se muitas proteinas e
substancias relacionadas com a patogenicidade e nesse estudo foram
identificados algumas moonlighting ja citadas em outros trabalhos, como a GAPDH
(glyceraldehyde phosphate dehydrogenase), a PGM ( Phosphoglucomutase) e a
60-kDa chaperonin (ARTIER 2018).

Trabalhos realizados pelo grupo de pesquisa do LBBMA — UFSCar
(resultados ainda nao publicados) sobre a proteina DnaK mostraram através de
microscopia confocal de fluorescéncia (Fig. 1) que a mesma encontra-se na
superficie das células de Xac e que quando elas sdo bloqueadas com anticorpos
anti-DnaK a producao de biofilme é reduzida, demonstrando que possivelmente

ela esta envolvida no mecanismo de producdo de  biofilme.
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Considerac0fes Finais

Como abordado inicialmente, ha diversas doencas que afetam a producéo
de citros no Brasil e no mundo, levando a um prejuizo imensuravel.
Considerando queo Brasil € o maior exportador de suco de laranja do mundo, € de
grande interesse comercial procurar alternativas que diminuam o prejuizo ou até
mesmo achar uma cura. Muitos pesquisadores ao longo das ultimas duas décadas
contribuiram para o avango nessa area, refinando e melhorando cada vez mais as
técnicas de proteémica, obtendo resultados satisfatorios que ajudaram a elucidar
novas teorias e entender melhor o mecanismo de infeccdo do hospedeiro.
Trabalhos de protedmica diferencial auxiliam e direcionam os estudos funcionais
de alvos envolvidos na patogenicidade de XAC, bem como no estudo do
envolvimento desses genes com as demais funcdes celulares (ou no caso de
proteinas moonlighting, os dois) e sdo capazes de gerar possiveis alvos na
mesma medida em que eles vao sendo analisados. Nao podemos descartar o
avanco das técnicas de protedmica diferencial livres de gel como a técnica de
shotgun, que permite a analise do proteoma completo sem a perda de amostras.
Entretanto as técnicasmais convencionais ainda se mostram as principais aliadas
na busca por alvos precisos para o controle do cancro citrico.

Com a descoberta das proteinas moonlighting surgiram diversas questdes,
como por exemplo, como elas séo secretadas para fora da célula, se suas funcdes
externas sdo semelhantes as internas, se estdo agregadas a outras proteinas ou
livres e os estudos que partiram dai obtiveram resultados bastante interessantes
onde mostram na maioria das vezes elas relacionadas a situa¢des de viruléncia e
producdo de biofilme. Quando Carnielli realizou a andlise superficial de Xac em
situacdo de infeccdo do hospedeiro comparando com situacdo de nao infeccao,
conseguiu observar que em Xac havia expressdo em maior quantidade de certas
proteinas ja descritas com caracteristicas moonlighting e a partir disso surgiu uma
nova gama de proteinas para serem estudadas e teorias propostas. Experimentos
realizados posteriormente com algumas delas, mostraram que ha realmente
indicios dessas proteinas estarem envolvidas na producdo de biofilme, uma vez
gue quando elas estdo bloqueadas superficialmente a producdo de biofilme

diminuiu.
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