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RESUMO

PINTO, B. P., D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2023. Avaliacao do
Potencial Diagnostico de uma Proteina Quimérica no Diagndstico de Brucelose
Bovina e Modelagem Metabdlica em Escala-genémica de Brucella abortus
Orientador: Tiago Anténio de Oliveira Mendes.

A brucelose bovina € uma antropozoonose, causada pela bactéria Brucella abortus.
Esta bactéria afeta principalmente bovinos e bubalinos. Também pode infectar
outros hospedeiros mamiferos como os humanos. Estda antropozoonose € uma
preocupacao significativa na pecudria, devido aos prejuizos causados por esta
bactéria. Causando aborto, infertilidade, perdas significativas na producdo de
leite, na producdo de rebanho e no comércio de animas e seus produtos. A
transmissdo da brucelose bovina para humanos é uma preocupacdo da saude
publica. A doenca pode ser adquirida através do consumo de produtos lacteos nao
pasteurizados e ou de carne contaminada. O estudo dessa doenga é importante
para o desenvolvimento de estratégias de prevencgéao, controle e erradicagdo visando
minimizar os prejuizos econdmicos na industria pecuéaria. Além disso, ajudar a
entender os mecanismos patogénicos, visando desenvolver novas estratégias
terapéuticas no tratamento mais eficiente da brucelose humana. Uma das principais
formas de controle desta doenca é o diagndstico preciso e precoce de animais
infectados, para que possam ser isolados protegendo o rebanho e impedindo a
disseminacdo desta doenca. Abordagens de bioinformatica como a imuno-
informatica, pode ajudar na descoberta de peptideos antigénicos, que podem ser
usados para construir proteinas quiméricas. Estas proteinas sdo ferramentas
capazes de identificar de forma especifica, e com alta sensibilidade anticorpos,
sendo uma estratégia para o desenvolvimento de novos métodos de diagndsticos
para brucelose bovina. Entender o metabolismo deste patégeno, pode nos ajudar a
esclarecer mecanismo e adaptacdes da patogénese, permitindo desenvolver novas
estratégias terapéuticas. A modelagem metabdlica em escala-gen6mica é uma
abordagem que reconstréi in silico redes metabdlicas de um organismo. Permitindo
realizar simulagbes em diferentes condigdes, predizendo fenoétipos, genes
essenciais, reprogramacoes metabdlicas que podem ajudar a elucidar processos
bioldgicos da patogénese. Neste trabalho foi avaliado o potencial de diagnéstico de



uma proteina quimérica desenvolvida para o diagndstico de brucelose. Apesar de
ser capaz de identificar anticorpos contra Brucella, os parametros sensibilidade e
especificidade devem ser reavaliados em novos experimentos. Também foi
desenvolvido o primeiro modelo metabdlico em escala-gendmica de B. abortus
composto por 932 genes, 1140 reagbes e 999 metabdlitos, capaz de predizer in
silico, genes essenciais com acuracia de 79% na condicdo meio rico 2YT assim
como a predicao de crescimento em diferentes fontes de carbono e nitrogénio. A
partir deste modelo, foi possivel identificar através de uma analise dos genes
essenciais com base nos critérios: Ndo homologia com proteinas humanas,
drogabilidade, fator de viruléncia e amplo espectro, quatro potenciais Drug Targets

que podem ser validados como alvos antimicrobianos.

Palavras-chave: Brucella abortus. Diagnéstico Sorolégico. Modelo Metabdlico em

Escala-genomica. Biologia de Sistemas, Brucelose.



ABSTRACT

PINTO, B. P., D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, August, 2023. Assessment of
the Potential of a Chimeric Protein in the Diagnosis of Bovine Brucellosis and
Genome-scale Metabolic Modeling of Brucella abortus. Adviser: Tiago Anténio de
Oliveira Mendes.

Bovine brucellosis is an anthropozoonosis caused by the bacterium Brucella abortus.
This bacterium primarily affects cattle and water buffalo. It can also infect other
mammalian hosts, including humans. This anthropozoonosis is a significant concern
in livestock farming due to the damages caused by this bacterium, including abortion,
infertility, significant losses in milk production, herd production, and the trade of
animals and their products. The transmission of bovine brucellosis to humans is a
public health concern. The disease can be acquired through the consumption of
unpasteurized dairy products and/or contaminated meat. Studying this disease is
crucial for the development of prevention, control, and eradication strategies aimed at
minimizing economic losses in the livestock industry. Additionally, it helps in
understanding the pathogenic mechanisms to develop new therapeutic strategies for
more efficient treatment of human brucellosis. One of the main ways to control this
disease is the accurate and early diagnosis of infected animals, allowing for their
isolation to protect the herd and prevent the spread of this disease. Bioinformatics
approaches, such as immuno-informatics, can aid in the discovery of antigenic
peptides that can be used to construct chimeric proteins. These proteins are tools
capable of specifically and sensitively identifying antibodies, offering a strategy for
the development of new diagnostic methods for bovine brucellosis. Understanding
the metabolism of this pathogen can help clarify pathogenic mechanisms and
adaptations, enabling the development of new therapeutic strategies. Genomic-scale
metabolic modeling is an approach that in silico reconstructs metabolic networks of
an organism, allowing simulations under different conditions, predicting phenotypes,
essential genes, and metabolic reprogramming that can help elucidate biological
processes of pathogenesis. In this study, the diagnostic potential of a chimeric
protein developed for brucellosis diagnosis was evaluated. Despite its ability to
identify antibodies against Brucella, sensitivity and specificity parameters should be
reassessed in new experiments. Additionally, the first genome-scale metabolic model
of B. abortus was developed, comprising 932 genes, 1140 reactions, and 999



metabolites, capable of in silico predicting essential genes with an accuracy of 79%
under rich medium 2YT conditions, as well as growth predictions under different
carbon and nitrogen sources. From this model, it was possible to identify four
potential drug targets based on essential gene analysis criteria, including non-
homology with human proteins, druggability, virulence factor, and broad-spectrum

properties, which can be validated as antimicrobial targets.

Keywords: Brucella abortus. Serum Diagnosis. Genome-scale Metabolic Model.
Systems Biology. Brucellosis.
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1. INTRODUCAO

A brucelose bovina, uma doenca infecciosa de grande importancia no
contexto da pecuaria, € causada pela bactéria Brucella abortus. Esta enfermidade
afeta principalmente o gado bovino, mas também pode ser transmitida a outros
animais, incluindo humanos, representando um sério risco para a saude publica. A
brucelose bovina é caracterizada por causar abortos e disturbios reprodutivos em
bovinos, resultando em perdas econ6micas significativas para a industria pecuaria.
Além disso, devido a sua capacidade de ser transmitida aos seres humanos, a
doenca é considerada uma zoonose, 0 que a torna uma preocupacao para a saude
humana, com impactos potenciais na seguranca alimentar. A compreensédo e o
manejo adequado dessa doencga sao fundamentais para garantir a sustentabilidade
da industria pecuadria e a prevengao da disseminacao da brucelose entre animais e
humanos. O diagnéstico da brucelose bovina € um aspecto fundamental no controle
e prevencdo dessa doenca, pois permite identificar animais infectados e tomar
medidas apropriadas para evitar a disseminacao. O diagnéstico preciso da brucelose
bovina é essencial para a implementacdo de medidas de controle, como a
segregacado de animais infectados, o abate de animais positivos e a vacinagao
controlada. Essas ag¢des sdo cruciais para prevenir a disseminacdo da doenca e
proteger a saude do rebanho bovino e a seguranga alimentar.

Os modelos metabdlicos em escala genémica, também conhecidos como
modelos de fluxo metabolico ou modelos de redes metabdlicas, sdo ferramentas
poderosas na biologia de sistemas que permitem a representacdo e analise dos
processos metabdlicos de um organismo com base em sua informacao genética.
Quando se trata de Brucella abortus, uma bactéria patogénica que causa a
brucelose em bovinos e pode infectar humanos, esses modelos podem fornecer
informacdes valiosas para entender seu metabolismo, fisiologia e potenciais alvos
terapéuticos. Estes modelos desempenham um papel crucial na investigagdo da na
investigagcdo da biologia, fisiologia e patogenicidade de Brucella abortus. Eles
fornecem uma base soélida para a compreensdo do metabolismo bacteriano e a
identificacdo de oportunidades terapéuticas para combater essa patologia de
importancia econémica e de salde publica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Brucella abortus e Brucelose

O género Brucella é composto por bactérias Gram-negativas que pertencem a
classe a-proteobactérias (Batut et al.,, 2004). Essas bactérias sdo cocobacilos
aerdbicos, ndo encapsulados, iméveis e facultativamente intracelulares, além de
serem positivas para a enzima urease (Corbel e Hendry, 1985). O género Brucella
inclui aproximadamente nove espécies, todas elas patogénicas para diferentes
hospedeiros (Moreno e Moriyon, 2002). Algumas espécies também apresentam
atividade positiva para oxidase, catalase e superdoxido dismutase (Araj, 2010). O
género Brucella é caracterizado pela presenca de fatores de viruléncia, como um
lipopolissacarideo incomum, um sistema de secrec¢ao do tipo IV, a presencga de B-1-
2-glucanos ciclicos (CBG), o fator de viruléncia A de Brucella (BvfA) e o sistema
BvrR/BvrS (Glowacka et al., 2018). Dentre as espécies da familia Brucella spp., a
Brucella abortus se destaca como o agente causador da brucelose bovina.

A Brucelose, € uma antropozoonose difundida mundialmente, que apresenta
um impacto econémico significativo e representa um potencial desafio para a saude
publica, uma vez que os seres humanos podem entrar em contato com animais de
producdo e seus produtos contaminados (Papas et al., 2006). Apesar de ser
difundida mundialmente, a brucelose, est4 erradicada em paises desenvolvidos
como Japao, Canad4a, Suécia e Reino Unido entre outros paises da Unido Europeia.
Mas ainda permanece em outras regides do globo como Estados Unidos, regido do
mediterraneo, Oriente Médio, América Latina e partes da Asia (Zhang et al., 2018). A
brucelose bovina, presente em paises como o Brasil, causa grande impacto
econdmico devido aos danos causados aos animais infectados com o patégeno B.
abortus (Poester et al., 2002). Em vacas, B. abortus infecta principalmente o trato
uterino causando complicagbes como aborto, nascimento de prole fraca,
endometriose, retencdo da membrana fetal e diminuicdo da producdo de leite
(Abdisa., 2018). Ja em animais do sexo masculino, esta bactéria infecta
principalmente trato reprodutivo causando orquite podendo levar a infertilidade
nestes animais (Lage et al., 2008). A infeccdo destes animais por B. abortus pode
ocorrer por meio de fetos abortados e membranas placentarias infectadas que
possam disseminar este patégeno. A amamentagao por animais infectados, assim

como a inseminagéo artificial com semem contaminado s&o formas recorrentes de
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infeccdo de bovinos com B. abortus (Acha and Szyfers., 2001). Animais
contaminados sao reservatérios do patégeno, podendo infectar o rebanho, portanto
é de extrema importancia como forma de controle, a identificagdo e isolamento e
abate dos animais contaminados para evitar a disseminacao da brucelose (Figura 1)
(Gwida et al., 2010). Outra estratégia para controle da brucelose bovina é a
vacinagao compulsoéria de animais com as vacinas RB51 e S19 em regides
endémicas da doenca (Gheibi et al., 2018).

High concentration of organism in the uterus of
pregnant animals

Source of infection =8

Placenta

Insemination

Abortion- Last trimester l

Infected bull

Pregnant cow infected with B. abortus

Veterinarians, health care
workers, animal handlers-
Risk group

| - i | - Li .
Close contact = Susceptible popu atxon‘ Licking Ingestion of contaminated feed and water
of aborted fetus, placenta or secretions

J/ The Brucella can enter human body through wound, abrasive skin and

= needle sticks during vaccination of Brucellosis

[miLk] \ a )
- m u Consumption of raw or unpasteurized
Brucella contaminated milk and milk

Milk products including butter, whey, products

rhoaca unanrt

Unpasteurized or raw milk

Figura 1 - Transmiss&o de Brucelose. Geralmente, vacas prenhas tendem a
sofrer abortos no ultimo trimestre de gestagdo. Os fetos abortados, assim como a
placenta e as secre¢des do utem sao fontes de infecgdo para outros animais. Leites
e seus derivados, quando ndo pasteurizados, sao fontes de infecgdo para humanos
se consumidos. Touros infectados podem se tornar uma fonte de infec¢do continua
(Khurana et al., 2021).

Em humanos, uma das principais fontes de infeccdo de B. abortus sdo os
animais infectados que sao reservatorios do patégeno. O contato com derivados de
animais contaminados como leites, queijos e carnes, caracteriza a forma oral de
infeccdo por B. abortus. A brucelose, pode ser também considerada uma doenga
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ocupacional. Trabalhadores de frigorificos, agougues e industria de laticinios sao
alguns dos exemplos que podem ser infectados por B. abortus devido ao contato
com mucosa ou feridas nas maos com produtos de animais contaminados. Médicos
veterinarios podem se contaminar durante procedimentos das quais ha contato com
fetos abortados, placenta e secregbes vaginais de animais infectados (Acha and
Szyfers., 2001; Mukhtar., 2010). A transmissdo também pode ocorrer em contatos
humano-humano infectados com B. abortus por meio de relacbes sexuais,
transfusdo de sangue, transplante de medula 6ssea e aerossoOis de pacientes
infectados (Tuon et al., 2017). A brucelose em humanos é uma doenca sistémica, e
pode ser dividida em trés etapas, aguda, subaguda e crbénica. Na fase aguda os
principais sintomas sao, dor de cabeca, dor nas costas, perda de peso, mialgia,
artralgia, constipagdo e anorexia. A aparigdo de infecgcOes localizadas como
epididimite, orquite e osteoarticulares, caracterizam a forma subaguda. A forma
cronica da brucelose em humanos possui caracteristicas similares a sindrome de
fatiga cronica e também é caracterizada por infeccdo nos 0ssos, rins, figado e baco
podendo afetar também outros sistemas como cardiovascular e nervoso (Kilic et al.,
2013; Young et al., 2010; Reguera et al., 2003; Bodur et al., 2003). O tratamento de
brucelose em humanos é prolongado e se utilizada de terapia combinada de pelo
menos dois antibidticos (rifampicina e doxiciclina), pois a monoterapia pode levar a
casos de recidiva (Villate and Casallas., 2020; Doganay and Aygen., 1992).

2.2 Diagnéstico de Brucelose

Uma das principais formas para se estabelecer o controle da Brucelose, é a
identificacdo de animais infectados com Brucella por meio do diagnostico. Uma das
formas de se identificar o patdégeno, € por meio do isolamento de amostras
biolégicas. Porém o longo tempo (em média duas semanas) necessario para a
identificacdo da Brucella, nestes materiais, torna o diagndstico dificil e demorado
(Radostits et al., 2000). A viabilidade da bactéria isolada é crucial para a sua
identificacdo. Geralmente sendo isolada de 6rgdaos como baco e linfonodo de
animais post mortem ou fetos abortados (Yagupsky., 1999). As bactérias isoladas
podem ser cultivadas em meios solidos como por exemplo, tryptose-soy agar, Blood
agar, Columbia agar, Serum-dextrose agar entre outros (Alton et al. 1988). No Brasil,
o Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose Animal
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(PNCEBT), no qual prevé medidas de controle com base no diagndstico e vacinagao
dos animais (Bartoli and Mathias., 2020). Dentre os testes utilizados para o
diagnéstico de Brucelos, destacam-se os testes soroldgicos tanto para triagem
quanto para confirmagdo empregados nas estratégias de controle da Brucelose
(Khurana et al., 2021).

2.2.1 Testes Soroldgicos

Testes sorolégicos se baseiam na detecgdo de anticorpos em amostras de
soro de animais contaminados. Anticorpos IgM contra B. abortus, causadora da
brucelose bovina, podem ser detectados inicialmente a partir de uma semana apos a
infeccdo (Lucero et al.,, 2003). Os protocolos de testagem de animais devem
obedecer as seguintes diretrizes: fémeas com idade igual ou superior a 24 meses
que foram vacinadas com a vacina B19; fémeas n&o vacinadas ou vacinadas com a
RB51, cujos testes devem ser realizados com idade igual ou superior a 8 meses; e
animais machos devem ser testados a partir dos 8 meses de idade (MAPA, 2017).
No Brasil, de acordo com o PNCEBT, sdo empregados testes soroldgicos para
triagem de brucelose, incluindo o Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), o Anel em
Leite (TAL), bem como os testes 2-Mercaptoetanol (2-ME) e Fixacdo de
Complemento (FC) como confirmatérios (PNCEBT, 2006). Os testes de ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay) representam uma alternativa viavel, capazes
de detectar tanto IgG quanto IgM com elevada sensibilidade e especificidade (Al-
Shamahy e Wright, 1998). Uma analise comparativa de sensibilidade entre a cultura
bacteriana e os testes soroldgicos foi conduzida para a deteccdo de brucelose
bovina em rebanhos. Os resultados indicaram que os testes AAT e ELISA foram os
mais indicados para a confirmacgao de infeccao por Brucella (Gurbilek et al., 2017).
Um teste de ELISA utilizando anticorpos monoclonais para a deteccao do LPS,
desenvolvido com a finalidade de diagnosticar brucelose bovina, apresentou
sensibilidade superior aos testes comerciais e ao teste AAT (Wang et al., 2015).

Os testes rapidos imunocromatograficos de fluxo lateral consistem em
dispositivos em que a amostra (soro ou sangue total) é aplicada em um pog¢o no
dispositivo, onde ocorre a extracdo do analito e este percorre uma membrana de
nitrocelulose por fluxo lateral. Na faixa de teste, o antigeno € imobilizado e sua

interacdo com o anticorpo presente na amostra emite um sinal que indica um
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resultado positivo. Isso permite o diagnostico pela identificagdo do anticorpo
especifico para o patdogeno de interesse na amostra (conforme Figura 2) (Sajid et al.,
2014). Testes rapidos utilizando o antigeno MM101 de Brucella abortus
possibilitaram a deteccao tanto de IgM quanto IgG no diagnostico de brucelose
(Irmak et al., 2004). Outro teste de fluxo lateral utilizando o antigeno S-LPS
demonstrou uma sensibilidade de 89% e especificidade de 99%, comparados ao
teste de ELISA competitivo, para o diagnéstico de brucelose (Manasa et al., 2018).

Um fator determinante nos testes sorolégicos é a escolha do antigeno
empregado para a detec¢cdo dos anticorpos. Alguns métodos de diagnostico de
brucelose utilizam o antigeno lipopolissacarideo de Brucella purificado, que
apresenta limitacbes devido a reacdes cruzadas com outras bactérias (Palmer e
Douglas, 1989). A utilizacao de antigenos recombinantes representa uma alternativa
aos antigenos nativos. Eles sédo facilmente produzidos em larga escala e
demonstram resultados significativos em termos de sensibilidade e especificidade,
podendo ser facilmente padronizados em testes sorolégicos como ELISA e testes de
fluxo lateral (Moraveji et al., 2012; Liao et al., 2005).
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Figura 2 - Exemplo teste diagndstico de fluxo lateral. A) A amostra de soro €
depositada para analise no dispositivo. B) Os anticorpos presentes na amostra sao
conjugados com proteina G e migram até a linha de teste. C) A interagdo do
anticorpo especifico contra o antigeno de interesse, € detectada emitindo o sinal

positivo (Manasa et al., 2018).

2.2.2 Imuno-informatica e Proteinas Quiméricas

A imuno-informatica € um campo interdisciplinar que combina principios da
imunologia e bioinformatica para investigar e compreender o sistema imunolégico.
Utiliza ferramentas computacionais para andlise de dados e modelagem
computacional, visando explorar respostas imunoldgicas, interagcdes antigeno-
anticorpo, bem como a identificacdo e previsdo de epitopos (De Groot et al., 2002).
Epitopos sédo fragmentos especificos de proteinas ou peptideos reconhecidos por
anticorpos, desempenhando um papel crucial no desencadeamento da resposta
imunolégica (Valente and Monzano-Rendeiro, 2021). A identificagdo in silico de
epitopos que interagem com células do sistema imune possibilita a criacdo de
proteinas multi-epitopos, que podem ser empregadas no desenvolvimento de
vacinas (Kar and Srivastava, 2018). Esses epitopos também podem servir como
antigenos para deteccao de anticorpos contra patégenos, viabilizando a elaboragéo
de novos testes de diagnostico (Pereira et al., 2020).

A abordagem de imuno-informatica, usando sequéncias de proteinas de
superficie de Leishmania infantum, foi empregada na criacao de uma proteina multi-
epitopos capaz de identificar anticorpos contra o L. infantum. O teste de ELISA
desenvolvido nesse estudo alcancou uma sensibilidade de 98% e uma
especificidade de 95,31% na detecgdo de animais infectados (Yaghubi et al., 2021).
Além disso, a construcdo de uma proteina contendo epitopos de proteinas de
membrana BP26, Omp23, Omp16, Omp25 e Omp31 de Brucella foi utilizada no
desenvolvimento de um teste de ELISA para avaliar o potencial de diagnéstico da
brucelose humana. Os resultados mostraram uma maior especificidade em
comparacao com o uso do antigeno lipopolissacarideo (Yin et al., 2021).

A aplicagdo da imuno-informatica na criacdo de proteinas quiméricas multi-
epitopos tem o potencial de impulsionar o desenvolvimento de novas tecnologias
biotecnoldgicas para testes soroldgicos mais sensiveis e especificos. Apos a
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padronizagcédo e validagdo adequadas, esses testes podem ser incorporados nos
protocolos de diagndstico da brucelose bovina, incluindo a possibilidade de
desenvolver testes rapidos de fluxo lateral.

2.3 Patogénese, Viruléncia e Metabolismo

2.3.1 Patogénese

B. abortus € uma bactéria que possui um estilo de vida intracelular,
replicando-se principalmente no interior de vacuolos de macréfagos, células
dendriticas e trofoblastos placentarios (Celli., 2019). Esta bactéria possui também
tropismo para diversos outros tecidos, o que permite a sua disseminacao sistémica
(Carvalho et al., 2023). O seu estilo de vida intracelular, a protege das defesas do
sistema imune do hospedeiro, assim como dificulta a agdo dos antibioticos
(Martirosyan and Gorvel., 2013). Anterior a fase aguda da brucelose, ha o periodo
de incubagdo onde ocorre a replicacao intracelular de B. abortus no qual ha
auséncia de sintomas clinicos. Na fase aguda, ocorre a disseminagéo e invasao do
patdbgeno para os demais tecidos do organismo, levando a faléncia de érgaos e
morte do hospedeiro na fase cronica da doenga (Shakir., 2021).

Ao entrar em contato com o hospedeiro, B. abortus precisa se translocar pela
camada epitelial de mucosa, sendo endocitada por macréfagos e células dendriticas
de mucosa (Rosseti et al., 2013). No interior destas células o patdégeno é capaz de
sobreviver e se replicar, se evadindo do sistema imune e disseminando para
diversos outros tecidos como trofoblastos placentarios em fémeas gravida, trato
reprodutivo e o sistema reticuloendotelial (Adams., 2002) Figura 3. B. abortus utiliza
de receptores de membrana contendo residuos de &cidos sialico sulfatado para
aderir em células epiteliais e macréfagos (Castafieda-Roldan et al.,, 2004). A
interacdo deste patdgeno com estes receptores desencadeia uma cascata de
sinalizagao por meio de GTPases, que leva a uma reorganizagao do citoesqueleto
de actina. Este rearranjo causa alteragdes na conformacdo da membrana da célula
do hospedeiro, que favorece a internalizacdo do patdgeno (Rossetti et al., 2012).
Apés ser internalizada, Brucella transloca pelo epitélio e é envolvida por células
fagocitarias de mucosa, e no interior destas células passa por um processo de
adaptacao e sobrevivéncia e durante este periodo, o patdgeno escapa do sistema



19

imune, alterando seus padrdes moleculares associados a patégenos (Barquero-
Calvo et al., 2007). Brucella ao adentrar no interior das células fagocitarias, reside no
endossomo formado durante sua interacdo com as células do hospedeiro. Este
compartimento também chamado de BCV, (Da sigla em inglés Brucella-containing
vacuole) contém um microambiente pobre em nutrientes e oxigénio, no qual o
patdbgeno precisa se adaptar. B. abortus nestas condi¢des, utiliza de vias
metabodlicas como sintese de aminoacidos e nucleotideos, metabolismo de
carboidratos, biossintese de LPS, metabolismo de nitrogénio para se adaptar (Kohler
et al., 2002).
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Figura 3 - Trafego intracelular de Brucella. Durante a infec¢do, a Brucella primeiro
invade as células hospedeiras ((1)), forma vacuolos contendo Brucella (BCVs) ((2)) e
sofre fusdo com o lisossoma de maneira controlada ((3)). Nesta etapa, cerca de 90%
da Brucella sdo degradados e os 10% restantes sobrevivem ((3)). Em seguida, o
BCV trafega para e atinge o reticulo endoplasmatico (RE) ((5)) e estabelece o sitio
replicativo ((6)). Apds a replicacdo do RE, o trafego de Brucella em dire¢cdo aos
vactolos semelhantes & autofagia ((7)), sobrevive dentro desses compartimentos
((®) e, finalmente, deixa as células hospedeiras para disseminando para outros
tecidos ((9)) (Ke et al., 2015).
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O Endossomos contendo microorganismo, geralmente sdo fusionados com
lisossomos e degradados. O BCV protege a Brucella da acdo das enzimas
lisossomais (Pizarro-Cerda., et al 1998). Este vacuolo contendo a bactéria, passa
pela via endocitica, interagindo com os compartimentos intermediarios desta via,
evitando a degradagédo pelo lisossomo e se fundindo ao reticulo endoplasmatico
(RE) formando os BCVs replicativos, onde ocorre a replicagdo celular (Starr et al.,
2008). Ainda no meio intracelular, Brucella necessita sobreviver e burlar as reagoes
do sistema imune para garantir sua sobrevivéncia e completar o seu ciclo celular,
para que possa se disseminar para outros tecidos. Brucella possui em seu genoma,
diversos genes que codificam fatores de viruléncia que contribuem para sua infeccéo
intracelular (Roop et al., 2021).

2.4 Fatores de Viruléncia

2.4.1 Operon virB e Sistema de Secrecéao Tipo IV

O Sistema de secrec¢ao tipo IV € um complexo multiproteico capaz de secretar
macromoléculas e proteinas bacterianas no interior do citoplasma do hospedeiro,
codificado pelo operon virB composto por doze fases de leitura (virB1-virB12)
(O’Callaghan et al., 1999). Este complexo macromolecular é dividido em cinco
partes, o complexo de agulhas de alongamento (virB2), complexo nucleo/membrana
externa (virB7, virB9 e virB10) talo de ligagdo (virB5 ou virB10), complexo de
membrana interna (virB3, virB4, virB6, virB8 e virB10) e por¢cdo ATPase (virB4 e
virB11) (Figura 4) (Xiong et al., 2021). Este sistema possui um papel crucial na
infeccdo intracelular de Brucella, por estar envolvido principalmente nos processos
de inibicdo da resposta imune inata do hospedeiro através da secrecao de efetores
que inibem a resposta imune e na sobrevivéncia intracelular durante a infeccao (Ke
et al., 2015). Estudos mostraram que o T4SS é determinante para a viruléncia e
persisténcia da fase cronica da doenca (Hong et al., 2000). Experimentos utilizando
signature-tagger transposon mutagenesis mostraram que este sistema é essencial
para o crescimento intracelular de Brucella durante a infeccdo em macrofagos THP1
e células HelLa (Foulongne et al., 2000). Bactérias deficientes em T4SS ainda sao
capazes de invadir as células do hospedeiro, adquirem os marcadores endossomais
(LAMP1 e EEA1) pelo BCV, porém nao resistem a degradagéo pelos lisossomos
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devido a incapacidade de excluir o marcador LAMP1 (Proteina associada a
membrana lisossomal 1), permitindo a fusdo do BCV com o lisossomo (Delrue et al.,
2001; Comerci et al., 2001).
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Figura 4 - Estrutura do Sistema de Secrecado Tipo IV. Complexo de membrana
interior (virB3, virB4, virB6 e virB8), complexo de membrana exterior (virB7, virB9 e
virB10) e pilus externo (virB2 e virB5). As porcbes ATPases (virB4 e virB11)
fornecem energia para a transferéncia de substratos. (Xiong et al., 2021).

2.4.2 Sistema Regulador de Dois Componentes BvrS/BvrR

O sistema BvrS/BvrR em Brucella, é responsavel principalmente pela
regulacdo de genes essenciais para a sobrevivéncia. Desligando genes
desnecessarios e ativando genes necessarios para invasdo e sobrevivéncia
intracelular (Lopez-Goni et al., 2002). Este sistema é similar as proteinas sensores e
regulatérias Chvl-ExoS e Chvl/ChvG de Sinorhizobium meliloti e Agrobacterium
tumefaciens respectivamente, importantes para a simbiose e patogénese em plantas
(Sola-Landa et al., 1998). Bactérias com delecdes nos genes do sistema BvrS/BvrR,
possuem deficiéncia da sintese das proteinas Omp25 e Omp22, tornando a Brucella
mais suscetivel a polications bacterianos e aumentando a permeabilidade de
surfactantes na membrana (Guzman-Verri et al., 2002). A proteina Omp25 de
Brucella a protege de sistema imune por meio de um mecanismo que suprime a

fosforilacdo de genes estimuladores de interferon (STING), do fator regulador 3 de
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interferon (IRF3) e a translocagéo nuclear do fator 3 do interferon em diversos tipos
celulares a protegendo da agéo de INF-B (Li et al., 2021). Mesmo com a delec¢ao dos
genes das proteinas Omp25 e Omp22, B. abortus ainda é capaz de sobreviver em
camundongos BALB/c, mostrando que o sistema BvrS/BvrR ativo é capaz de manter

a viruléncia desta bactéria (Manterola et al., 2007).
2.4.3 Lipopolissacarideos

As bactérias do género Brucella destacam-se pelo seu Lipopolissacarideo
(LPS) presente na sua membrana exterior, composta por um lipidio A, core
oligossacarideo e uma cadeia antigénica O-polissacaridica (OPS) (Figura 5).
Bactérias com a estrutura completa da LPS sdo denominadas LPS-S (S do inglés,
smooth) e LPS-R (R do inglés, rough) quando apresentam uma reducao ou auséncia
completa da cadeia OPS (Moreno et al., 1981; Caroff et al., 1984). A OPS das
espécies S, possuem em sua estrutura um homopolimero linear composto por 4,6
didesoxi-4-formamido-B-D-manopiranosil com ligagdes do tipo B—1,2 e o core
composto por manose, glicose, quinovosamina, glucosamina e acido 3-deoxi-D-
mano-2-octulosonico (KDO) (Cardoso et al., 2006). O lipidio A presente na LPS de
Brucella possui em sua estrutura acidos graxos de cadeias muito longas (VLCFAs).
A presenga dos VLCFA causam uma interagcdo mais fraca com os TLR4, diferente do
lipidio A de outras bactérias, gerando uma resisténcia frente a inducéo da resposta
anti-inflamatéria do hospedeiro (Ferguson et al., 2004;Lapaque et al., 2006). O core
da LPS funciona principalmente como um link estrutural entre a OPS e o lipidio A
(Monreal et al., 2003). Porém em Brucella a estrutura do core também protege a
OPS e o lipidio A em inibir a ligacado com o TLR4 e macréfagos e células dendriticas
do hospedeiro (Conde-Alvarez et al., 2012).

A LPS-S é um fator de viruléncia que esta envolvido na inibicdo da fusao
precoce de fagossomos contendo Brucella suis com lisossomos em células de
macrofagos. Bactérias com LPS-R sdo degradadas rapidamente nos lisossomos
(Porte et al., 2003). A atividade de respostas anti-microbianas do hospedeiro como o
complemento, peptideos antibacterianos e a sintese de mediadores do sistema
imune, sdo impedidos pela LPS de Brucella (Lapaque et al., 2005). Uma analise
comparativa da inducdo da producdo de TNF-a e oxido nitrico em células de
macréfago RAW 264.7, foi demonstrado que LPS de Escherichia coli possui um
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estimulo maior do que LPS de B. melitensis na indugao destes fatores, assim como
também possui uma alta atividade antissistema do complemento do que a de E. coli
(Tumurkhuu et al., 2005).
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Figura 5 - Estrutura LPS de B. abortus (Cardoso et al., 2006)
2.4.4 Glicanos f—1,2 Ciclicos (CBG)

Alfa proteobactérias assim como Brucella, secretam em seu periplasma um
polimero composto por 17 a 20 residuos de glicose conhecido como glicanos f—1,2
ciclicos (CBG) (Lannino et al., 1998). Em bactérias como S. meliloti e A. tumefaciens,
este polimero pode estar ligado a osmoprotecéo, devido sua producao ser regulada
por condigcdes osméticas (Lannino et al., 2000). Brucella mutantes para a enzimas
CBG sintase, sao incapazes de impedir a fusdo do fagossomo com o lisossomo, e ha
o indicativo de que esta molécula rompe as balsas lipidicas no BCV prejudicando a

interacdo deste vacuolo com os lisossomos (Arellano-Reynoso et al., 2005). O CBRG
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parece possuir um papel duplo na viruléncia de Brucella pois participa tanto no
trafego intracelular desde entrada na célula até o nicho replicativo, quanto no ajuste
da resposta imune do hospedeiro (Degos et al., 2015). Curiosamente a enzima CBG
sintase e o transportar de CBG, possui uma localizagdo polar na membrana da
bactéria, embora a natureza dessa polarizagdo ainda é desconhecida (Guidolin et
al., 2015).

2.4.5 Metabolismo

O microambiente no qual Brucella sobrevive no interior das células do
hospedeiro possui uma baixa concentragdo de oxigénio. Portanto a viruléncia dessa
bactéria é extremamente dependente de proteinas que possuem uma alta afinidade
com oxigénio como por exemplo, as citocromo oxidases tipo bd e cbbs (Bagues et
al., 2007). Assim como S. meliloti, as principais cepas do género Brucella possuem
as vias enzimaticas necessarias para a reducao completa de NOs a Nz (Heine et al.,
2006). Estas vias metabdlicas permitem que estas bactérias utilizem o NOz como um
aceptor de elétrons alternativo na cadeia respiratéria, mantendo as condi¢des
necessarias para sua sobrevivéncia nestes microambientes (Kim et al., 2012). Uma
das defesas dos macréfagos frente a patdégenos intracelulares, é a producao de
oxido nitrico (NO) (MacMicking et al., 1997). Deste modo, enzimas da via de
desnitrificagdo permitem que Brucella neutralize a acdo do NO utilizado pelos
macréfagos, protegendo a célula de apoptose e permitindo sua permanéncia
intracelular (Wang et al., 2001).

2.4.6 Metabolismo de Carboidratos e Nitrogénio

A disponibilidade limitada de nutrientes no interior das células do hospedeiro,
€ uma condicao adversa do qual patbgenos precisam lidar durante seu processo de
adaptacdo. A capacidade de patdégenos em adaptar seu metabolismo central para
utilizar de forma mais otimizada possivel as fontes de energia disponiveis, é de certa
forma um fator determinante em seu processo de viruléncia (Eisenreich et al., 2010).
A interacao patégeno-hospedeiro ocasiona reprogramacdes metabdlicas tanto no
hospedeiro quanto no patégeno, que se beneficia destas reprogramacoées para sua
permanéncia intracelular (Eisenreich et al., 2017). Foi observado alteracées no
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metabolismo do acido tricarboxilico, diminuicdo no consumo de aminoacidos,
alteragcdo da localizagdo da mitocéndria e aumento da producdo lactato em
macréfagos infectados por B. abortus, assim como uma dependéncia da enzima
lactato desidrogenase para a sua sobrevivéncia intracelular (Czyz et al., 2017).

Brucella parece depender essencialmente de vias do metabolismo de glicose
para manter seu crescimento no interior do hospedeiro (Zuniga-Ripa et al., 2014).
Deficiéncia na enzima fosfofrutoquinase (PFK), impede que em a glicose seja
metabolizada pela gliclise em bactérias deste género (Essenberg et al., 2002).
Contudo, diversas espécies utilizam de forma dindmica a via das pentoses fosfato
para metabolizar a glicose (Machelart et al., 2020). As enzimas envolvidas na
gliconeogénese, piruvato quinase e piruvato fosfato diquinase, desempenham um
papel fundamental na viruléncia de Brucella em camundongos (Pitzer et al., 2018;
Vizcaino et al., 2020). Além de ser capaz de utilizar a glicose, Brucella se destaca
pela sua capacidade de metabolizar eritritol, (Figura 6) um carboidrato de 4C,
utilizando-o principalmente como fonte de carbono em tecidos embrionarios em
vacas (Anderson and Smith., 1965).

O Eritritol estimula o crescimento de Brucella spp, e a presenca deste poliol
esta relacionada a preferéncia dos tecidos infectados (Keppie et al., 1964). A
presenta do eritritol em tecidos placentarios, resulta em uma alta proliferacédo de
Brucella ocasionando aborto. Destacando o metabolismo deste poliol como potencial
fator de viruléncia na patogénese da brucelose (Meador and Deyoe 1989). A cepa
vacinal de Brucella abortus US-19 é incapaz de metabolizar eritritol e portanto,
incapaz de causar aborto em bovinos (Sperry and Robertson 1975). A principio, o
catabolismo do eritritol foi elucidado sendo este metabdlito convertido a 3-ceto-L-
eritrose-4-fosfato por meio de trés enzimas principais. Uma kinase e duas
desidrogenases e posteriormente convertido a dihidroxiacetona fosfato alimentando
a via glicolitica (Sperry and Robertson 1975). Estudos posteriores mostraram que o
operon responsavel pelo metabolismo do eritritol € formado por eryA, codificando
uma kinase, eryB e eryC codificando duas desidrogenases, genes reguladores eryD
e eryR, seguidos de eryH e eryl codificadores de isomerases seguido de genes da
via glicolitica fbaA e fbp. O eritritol € convertido a D-3-tetrose-4-fosfato e seguido de
duas reacdes de isomerizagdo gerando D-eritrose-4-fosfato sendo convertido a
Frutose-6-fosfato e gliceraldeido-3-fosfato permitindo a sintese de hexoses
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monofosfatada e crescimento via alimentacao da via das pentoses fosfato (Figura 6)
(Sangari et al., 2000; Barbier; et al 2014).
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Figura 6 — Metabolismo Eritritol em B. abortus. A) Reagbes enzimaticas da vida de
degradacao de eritritol por B. abortus B e C) A D-erythrose-4-phosphato gerada no
catabolismo do eritritol é posteriormente processada pelas vias das pentoses fosfato,
gerando os intermediarios a glicélise/gliconeogénese, frutose-6-P e glyceraldeido-3-
P (Barbier et al., 2018).

Alem das fontes de carbono, como os carboidratos, no interior das células do
hospedeiro, Brucella necessita de fontes de nitrogénio para a sintese de
aminoacidos e bases nitrogenadas. As necessidades fisiolégicas destes nutrientes
no interior da célula do hospedeiro sao fornecidas principalmente por aminoacidos e
NH4 (Ronneau et al., 2016). Brucella é capaz de utilizar diversos aminoacidos como
fonte de nitrogénio, mas somente o glutamato pode ser utilizado tanto como fonte de
carbono, nitrogénio e energia (Gerhardt et al., 1950). As enzimas que regulam a

interconversdo do glutamato a a-cetoglutarato, assim como a glutamina para a
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assimilacdo de NH4, sdo de extrema importancia para a viruléncia (Ronneau et al.,
2016). Bactérias mutantes para as enzimas reguladoras GInD e GInE séao incapazes
de manter sua sobrevivéncia intracelular, tanto em macréfagos quanto em
camundongos (Hong et al.,, 2000; Wu et al., 2006). Além dos aminoacidos
patdgenos, como a bactéria B. abortus utiliza a poliamina putrescina como fonte de
nitrogénio em macréfagos. Tanto a inibicdo da sintese de poliaminas em macréfagos
assim como a inibicdo do transportador de putrescina em Brucella diminuem a
sobrevivéncia desta bactéria em macrofagos e camundongos (Kerrinnes et al.,
2018).

2.5 Biologia de Sistemas e Modelagem Metabodlica em Escala-genémica

A biologia de sistemas € um campo interdisciplinar da bioinformatica que
busca compreender os sistemas bioldégicos como um todo, em vez de estudar
apenas seus componentes isolados (Kitano., 2002). Ela se concentra na analise e
modelagem computacional de processos biolégicos complexos, considerando as
redes de interacdes entre genes, proteinas, células, tecidos e organismos, bem
como as influéncias do ambiente (Liki¢ et al., 2010). A modelagem metabdlica em
escala-genémica, é uma abordagem da biologia de sistemas que consiste na
reconstrucdo da rede de reacdes metabdlicas que um organismo potencialmente
pode realizar, tendo como base as enzimas anotadas em seu genoma (Nielsen.,
2017). A partir da construcdo de modelos metabdlicos em escala-genémica (GEM), é
possivel predizer fendtipos e analisar de forma sistémica, o fluxo metabdlico de um
determinado organismo em condicdes diferentes, com base em analises de balanco
de fluxo (FBA) (Orth et al., 2010). A aplicacao de GEMs de patdégenos bacterianos,
permite analisar diversos aspectos da biologia da bactéria em estudo. Como por
exemplo, genes essenciais, interacdo patdgenos-hospedeiro, reprogramacao
metabdlica, resisténcia a antibidticos, formulacdo de meios de cultivo (Sertbas and
Ulgen., 2020).

2.5.1 Reconstrugéo de Modelos Metabdlicos em Escala-genémica

A construcdo de um modelo metabdlico consiste em diferentes etapas:
reconstrucdo da rede metabdlica, formulacdo da equacdo de biomassa, formulagcédo
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das condicbes a serem simuladas e por ultimo a andlise do fluxo metabdlico
(Bernstein et al., 2021). A anotagdao gendmica € fundamental para identificar
corretamente as enzimas metabdlicas presentes no genoma, deste modo,
associando corretamente 0os genes com as vias metabdlicas das quais estdo
relacionados (Seaver et al., 2021). A relagao gene-proteina-reacao (GPR) utilizada
nos GEMs permite associar corretamente a reacao catalisada pela enzima ao seu
gene, tornando possivel reconstruir in silico as vias metabdlicas, assim como realizar
simulacdes de gene knock out (Machado et al., 2016). A partir das sequéncias das
proteinas anotadas no genoma de um organismo, € possivel iniciar a reconstrugao
do draft (rascunho) da rede metabdlica composta pelos genes, reagcbes e 0s
metabdlitos do organismo de interesse (Fondi and Lio., 2015). A reconstrucdo do
draft, pode ser realizada de forma manual como também automatizada. Ha
disponivel diversos softwares para reconstrucdo automatizada de GEMs porém, a
etapa de curadoria manual utilizando dados presentes em bancos de dados e na
literatura, se torna indispensavel para a reconstrucdo de GEMs de alta qualidade
(Mendonza et al., 2019; Thiele and Palsson., 2010).

Ap6s a reconstrugdo e curadoria do modelo metabodlico, € necessario
construir uma equacdo de biomassa. Esta equacdo deve possuir todos os
componentes celulares como RNA, DNA, proteinas, aminoacidos, nucleotideos,
vitaminas, cofatores, lipideos e ions. Esta equacédo funciona como o objetivo do
modelo e é utilizada para simular o crescimento e fenotipos, assim como a producao
de compostos de interesse (Feist and Palsson., 2010; Xavier et al., 2017). A
composigdo quimica do meio extracelular, € um dos fatores determinantes na
predicdo de fendtipos e simulagcdo de processos dindmicos. Os meios de cultivo
podem ser reconstruidos in silico utilizando a composicao quimica dos meios
utilizados in vitro, configurando as reacdes de exchanges simulando o meio
extracelular (Marinos et al., 2020). Apds reconstruir um modelo metabdlico, este é
convertido em uma matriz (matematica) estequiométrica que descreve as relacdes
estequiométricas entre os metabdlitos e as reagdbes metabdlicas de um organismo
(Feist et al., 2008). A matriz estequiométrica € a base para FBA em GEMs. Ela
permite a aplicacdo de abordagens matematicas, como a otimizagédo linear, para
calcular as taxas de fluxo metabdlico através de reacdes, levando em consideragao
as restricbes impostas pelos coeficientes estequiométricos e outras informagdes

associadas as reacdes (Klamt and Kamp., 2022).
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O FBA é uma técnica utilizada para resolver o problema de otimizacao linear
em GEMs (Figura 7). O objetivo do FBA é encontrar as taxas de fluxo metabdlico
através das reacdes que maximizem ou minimizem uma fungédo objetivo, sujeita a
restricbes estequiométricas (Orth et al., 2010). Matematicamente, o problema da

otimizagdo do FBA pode ser formulado da seguinte maneira:

Z=cl.v

“2”, é o valor da fungdo objetivo que pode ser a equacao de biomassa, ou alguma
outra reagédo como a produgado de um metabdlito de interesse, por exemplo. “c” € um
vetor de coeficientes que define a fungéo objetivo, “v” € um vetor de taxas de fluxo
metabdlico através das reagdes. As restricbes estequiométricas sao definidas pela
matriz estequiométrica S e pelos vetores de limites inferiores (lb) e limites superiores
(ub). A matriz estequiométrica descreve as relagbes estequiométricas entre os
metabdlitos e as reacdes metabdlicas, enquanto os vetores Ib e ub definem os
limites minimos e maximos para as taxas de fluxo através das reacdes. As restricoes

estequiométricas sao definidas como:

Restricbes
1)Sv=0 Otimizacéo para
2) aj< v;<b, maximizagdo de Z

—

vy Vi
Espaco de solugdes
permitidas

Espaco de solucéo
sem restricBes

Solugéo dtima

Figura 7 - Esquema solucédo FBA. (Orth et al., 2010).

No FBA, o modelo metabdlico é baseado na premissa de que a rede
metabdlica esta em um estado estacionario (steady-state), onde as taxas de
producdo e consumo de metabdlitos estdo equilibradas e as concentracdes totais
dos metabdlitos ndo variam com tempo. O steady-state € uma suposicao importante
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porque simplifica a modelagem matematica do metabolismo. Ao considerar um
sistema em steady-state, podemos formular as equac¢des de balangco de massa,
expressas pela matriz estequiométrica, como um conjunto de equacdes lineares.
Uma vez que o steady-state é alcancado, as taxas de fluxo metabdlico ndo mudam
ao longo do tempo. Isso permite que o FBA seja usado para prever o
comportamento do sistema metabdlico em diferentes condi¢cées e estudar como as
alteracdes nas condigcdes ambientais ou genéticas afetam o fluxo metabdlico e as

caracteristicas do sistema (Ingalls., 2013; Varma and Palsson., 1994).

2.5.2 Modelagem Metabdlica de Patégenos Bacterianos

Com o aumento cada vez maior da resisténcia a antibibticos, infeccdes
causadas por patdgenos bacterianos tém se tornado cada vez mais uma ameaga na
saude publica global (OMS., 2017). Estudar os mecanismos da resisténcia a
antibiéticos se tornou um ponto chave no combate a estes patdbgenos
multirresistentes (Jurado-Martin., 2021). GEMs de patégenos nos permite estudar os
mecanismos de resisténcia, como também o metabolismo do patégenos, interagéo
patdgeno-hospedeiro, fatores de viruléncia, pesquisar novos biomarcadores abrindo
novos caminhos para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas (Figura
8) (Sertbas and Ulgen., 2020). A utilizacao de GEMs para estudo de metabolismo de
patdgenos tem sido cada vez mais explorados para estudo da biologia desses
organismos. Como a utilizagcdo de uma abordagem baseada no estudo de genes
essenciais utilizando o modelo metabdlico de Klebsiella pneumoniae iYL1228, nas
condicdes intracelular e fluido de sangue humano, mostrou o potencial do gene kdsA
como um potencial alvo farmacolégico de amplo espectro (Cesur et al., 2020). A
utiizagdo do modelo iEK1011 de Mycobacterium tuberculosis no estudo de
mecanismos de resisténcia a antibidticos, demonstrou que a eficiéncia dos
antibiéticos etambutol e d-cicloserina sdo diminuidas pela presenca do aminoacido
L-alanina in vivo (Kavvas et al., 2018).
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Figura 8 - Processo de reconstrucdo de GEMs especificos de patdgenos. (Sertbas
and Ulgen., 2020)

JUSTIFICATIVA E MOTIVACAO

Como mencionado, a brucelose € uma doenga difundida mundialmente e que
causa grande impacto econdmico na pecuaria e na saude publica, em destaque a
brucelose bovina. A brucelose bovina é uma doenca ainda presente em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento como o Brasil. Para o controle desta
doenca é necessario primeiramente, identificar com precisdo os animais infectados e
também é de extrema importancia entender a biologia do patégeno, para auxiliar na
busca de novas abordagens de controle eficientes e viaveis. A bactéria B. abortus
causadora da brucelose bovina, nos seus hospedeiros possui um estilo de vida
intracelular, no qual precisa se adaptar a condigdes de baixos nutrientes. E entender
melhor o seu metabolismo, se torna um ponto chave para entender melhor as vias
metabdlicas utilizadas na sua adaptacdo, que possam ser utilizadas para explorar
novos alvos antimicrobianos. O intuito deste trabalho € utilizar uma abordagem de
imuno-informatica para identificar epitopos com base nas proteinas anotadas no
genoma de B. abortus, para o desenvolvimento de novos testes de diagndstico
especificos que possam auxiliar o controle da brucelose. Além disso, objetivou-se a
construcdo de um modelo metabdlico em escala-genémica de B. abortus que sirva
como uma ferramenta para estudos in silico do metabolismo deste patdgeno, assim

como a exploragédo de novos alvos antimicrobianos.

OBJETIVO GERAL

Validar uma proteina quimérica desenvolvida por técnicas de imuno-
informatica para o diagnéstico de brucelose bovina e construir um modelo
metabdlico em escala-gendmica de B.abortus para estudo in silico do metabolismo
visando genes essenciais que possam ser explorados como possiveis novos alvos

antimicrobianos para o tratamento de brucelose.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
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Utilizar uma abordagem de imuno-informatica para identificar epitopos para
construgdo de uma proteina quimeérica para ser utilizada no diagnostico de
brucelose.

Clonar, expressar, purificar e avaliar o potencial diagnéstico de uma proteina
quimérica desenvolvida por meio de imuno-informatica para a identificagdo de
animais positivos para brucelose.

Construcao e curadoria de um modelo metabdlico em escala-genémica de B.
abortus.

Modelagem das condigdes in vitro e in vivo para validagdo e validagdo do
modelo.

Utilizagdo do modelo metabdlico de B. abortus na analise in silico novos alvos
terapéuticos (Drug Targets) visando genes essenciais.
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CAPITULO 1 - AVALIACAO DE UMA PROTEINA QUIMERICA PARA O
DIAGNOSTICO DE BRUCELOSE BOVINA

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Selecdo de Epitopos

Primeiramente, foi utilizado as sequéncias de proteinas baseadas no genoma
de B. abortus (Genbank assembly accession: GCA_000054005.1) como input no
BepiPred 1.0 web server (Jens et al., 2006) para a identificagéo de epitopos lineares,
que possuissem um escore maior que 1.3 e epitopos cuja sequéncia fosse de até
sete aminoacidos sequenciais. Com o intuito de selecionar epitopos especificos para
B. abortus que néo possuissem reac¢des cruzadas com outros patégenos bovinos, foi
realizado o alinhamento das sequéncias das proteinas utilizando o BLASTp conta os
organismos Trypanosoma vivax, Cryptosporidium parvum, Mycobacterium bovis,

Leptospira spp, Anaplasma marginale, Toxoplasma gondii.
3.2 Desenho da Proteina Quimérica e Gene Sintético

A construcdo da proteina foi realizada a partir dos melhores epitopos
selecionados. Foi adicionado a sequéncia proteica, metionina inicial, entre cada
epitopo, um linker formado por glicina e serina GSGSGS (Chichili et al., 2013) e
cauda de histidina na porgédo C terminal para purificacdo. A sequéncia proteica foi
usada para a construgcdo do gene sintético, utilizando a ferramenta Codon
Optimization da Integrated DNA Technologies (IDT)

(https://www.idtdna.com/CodonOpt) para expressdao em Escherichia coli BL21 e a

sintese do gene e ligacdo em plasmideo pET28a foi realizada pela empresa FastBio.

3.3 Clonagem, Expressao e Purificacao

O plasmideo pET28a contendo o gene sintético foi introduzido na bactéria por
meio de transformagéao via choque térmico em cepas competentes de E. coli BL21 e
plaqueadas em meio LB-agar, contendo canamicina 50 mg/mL para selegédo dos

transformantes via resisténcia a antibiético. Posteriormente, foram selecionadas


https://www.idtdna.com/CodonOpt
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colénias para confirmagédo dos transformantes via PCR utilizando primer T7,
especifico para pET28a. Os fragmentos foram avaliados via eletroforese de gel de
agarose 1%. Os clones positivos isolados e confirmados via PCR, foram cultivados
em 5mL de meio LB adicionado de canamicina 50 mg/mL a 37°C, 180 rpm por um
periodo de dezesseis horas. Apds este periodo foi acrescido de 150 mL de meio LB
e a densidade otica (D.O) acompanhada até o valor de 0.6. Neste momento,
adicionou-se IPTG 0,5 mM para inducao da expressao da proteina quimérica por um
periodo de 24 horas a 37°C 180 rpm. Apds o tempo de indugéo, o meio de cultivo foi
processado via centrifugacdo de 10000 rpm por 15 minutos para a separacao do
pellet do sobrenadante. O pellet ressuspendido em tampéo fosfato (PBS) seguido de
lise de membrana por equipamento de ultrassom para separagédo de fase soluvel e
insolavel. A confirmacao da expressao foi feita por meio da técnica eletroforese de
gel de poliacrilamida com SDS seguido da técnica de Western blotting, utilizando
anticorpo anti-his para identificagdo da cauda de histidina presente na proteina
recombinante. A purificacdo da proteina foi realizada por meio de cromatografia de
afinidade utilizando como fase estacionaria a coluna niquel HisTrap Crude FF

segundo protocolo j& estabelecido pelo laboratério.

3.4 Teste de Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA)

O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos sensibilizados com 2 ug da
proteina quimérica por pogo, a 20°C overnight. Posteriormente os pog¢os foram
lavados por quatro vezes utilizando PBS-T e feito o bloqueio da placa utilizando
PBS-BSA 3% por uma hora a 37°C. Em seguida foi realizada uma nova lavagem da
placa e foi utilizado soro de bovinos positivos para Brucelose como anticorpo
primario, por um periodo de 1 hora. Apds a incubacdo com o anticorpo primario, foi
feita a lavagem novamente e adicdo de um anticorpo Anti-Bovine IgG novamente por
1 hora. Finalizando a incubacao com anticorpo secundario, a placa foi novamente
lavada para posterior revelacao utilizando 100 pL de OPD por 30 minutos a 25°C. A
reacao foi interrompida utilizando 50 pL de H2SO4 0,5 M e a leitura realizada a 450

nm em espectrofotbmetro

4. RESULTADOS E DISCUSSOES



36

As analises de imuno-informatica e selecdo dos epitopos foram realizadas

anteriormente por membros do nosso grupo de pesquisa, mostrados na Tabela 1,

proveniente de proteinas potencialmente antigénicas, de B. abortus selecionadas

por meio de imuno-informatica.

Proteina

Epitopo

Sequéncia

Numero de aa

WP_002963772.1

AMP
nuclesosidase

1

MASQGGPARGEPPQ

14

WP_002966098.
1-
DNA oxidative
demethylase AlkB

YSPADPETGKPWPS

15

WP_002967038.1

acetyl-CoA
carboxylase
carboxyltransferas
e

PANSDAPAPQKPDADSKAA

19

WP_002969270.1

GumGC family
protein

VSDSKKSRSTEDQASPTPPWTPPASPRE

28

WP_002971921 .1

DNA translocase
FisK

TAPSPKPGPRAQRE

14

WP_002971921 .1

DNA translocase
FtsK

EDEDDDEGGSGPAGTGNLEDSDDPYD

27

WP_002963456.1

multidrug efflux
RND transporter
permease

PKKHEDETADTPETPGGTGGGI

22

WP_002966843.1

3-deoxy-8-

QOPGGQGGSTGG

13
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phosphooctulonat
e synthase

WP_002966843.1

3-deoxy-8-
phosphooctulonat
e synthase

EDPDNAPSDGPN

12

WP_002964226.1

DNA gyrase
subunit A

10

MNGGPNGGPSGI

12

Tabela 1 Epitopos selecionados via BepiPred 1.0

4.1 Expressao e Purificacao da Proteina Quimérica

A purificagdo da proteina quimérica expressa em E. coli foi avaliada através

de SDS-PAGE. Na Figura 9, € possivel identificar a banda purificada referente a

proteina heteréloga purificada, comparada ao extrato proteico bacteriano total.

Posteriormente, para validar a expressao e purificacao da proteina quimérica, foi

utilizado a técnica westen blot Figura 10. Na Figura 10 C e D respectivamente, é

possivel identificar a detec¢do da proteina quimérica por meio da marcagdo com o

anticorpo anti-his tanto no extrato quanto na porcao purificada, extrato da bactéria

nao transformada foi utilizado com controle negativo em B. Apds confirmacao da

expressao e validacdo da purificagdo da proteina quimérica, foram realizados testes

de ELISA para validar a funcionalidade da proteina.
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Figura 9 — Avaliacdo da purificagdo da proteina quimérica utilizando eletroforese de
proteinas (SDS-PAGE) — A) Marcador de massa molecular, B) Extrato bruto da
bactéria transformada com vetor contendo o gene codificador da proteina quimérica
e C) Fracao contendo a proteina quimérica purificada.
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Figura 10 — Confirmagao da expressao da proteina quimérica em E. coli utilizando
Western Blot — A) Marcador de massa molecular, B) Extrato total da bactéria nao
transformada, C) Extrato total da Bactéria transformada com vetor de expressao
contendo o gene codificador da proteina quimérica e D) Fragao purificada contendo
a proteina quimérica.

4.2 Anadlise de Sensibilidade e Especificidade da Proteina Quimérica no
Diagnoéstico de Animais Positivos para Brucelose Bovina.
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Para avaliar o potencial diagnéstico da proteina quimérica em relagdo a
brucelose bovina, conduziu-se um ensaio de ELISA utilizando soros provenientes de
animais infectados (grupo positivo), ndo infectados (grupo controle negativo) e soros
de animais contaminados com os patégenos Leptospira spp, M. tuberculosis e T.
vivax, a fim de investigar possiveis reagbes cruzadas (conforme Figura 11).
Conforme evidenciado nas Figuras 11 e 12, a proteina quimérica desenvolvida
demonstrou uma acuracia de apenas 50%, com baixa tendéncia a reac¢des cruzadas
com outros patdgenos. No entanto, os resultados obtidos devem ser considerados
inconclusivos, devido a algumas limitacdes da abordagem adotada. Em primeiro
lugar, o tamanho da amostra utilizado para as andlises ndo foi suficientemente
robusto para proporcionar resultados estatisticamente significativos. Além disso, néo
houve uma comparacdo com testes de referéncia estabelecidos para avaliar a
sensibilidade e especificidade do ensaio de ELISA.

Os soros utilizados foram originarios de um banco de soros de animais que

estiveram tanto expostos a infeccao quanto a vacinacdo com a vacina B19. Uma
abordagem mais eficaz para avaliar o potencial diagnostico da proteina quimérica
neste estudo seria a utilizacdo de soros mais cuidadosamente caracterizados,
incluindo amostras verdadeiramente positivas e negativas, assim como amostras
provenientes de animais de regides endémicas para a brucelose e areas onde a
doenca é ausente. Isso permitiria uma quantidade adequada de amostras para
garantir resultados estatisticamente significativos.
Além disso, seria de interesse comparar a antigenicidade dos epitopos utilizados na
construcao da proteina quimérica. Estudos anteriores demonstraram que a utilizacao
de mdultiplas proteinas de membrana externa (OMPs) com diferentes pesos
moleculares pode ser uma abordagem mais eficiente para a deteccao de anticorpos
em animais. Além disso, a utilizagdo de um fragmento recombinante de 10 kDa (r10-
kDA-ELISA) da proteina B26 foi bem-sucedida em um teste de ELISA,
demonstrando especificidade comparavel aos testes AAT e SAL, sem reacodes
cruzadas com a vacina B19.

Portanto, ¢é fundamental considerar cuidadosamente o0s epitopos
selecionados e as proteinas de origem na construcdo da proteina quimérica, dado
que proteinas de superficie, como as OMPs, tém demonstrado eficacia no

diagnéstico da brucelose. Consequentemente, é recomendavel conduzir um novo
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experimento de ELISA utilizando uma nova colecdo de soros para uma
caracterizagcao mais precisa da especificidade e sensibilidade da proteina testada
neste estudo. Além disso, uma possivel reformulacao da quimérica podera aumentar
seu potencial no diagndstico da brucelose bovina.
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5. CONCLUSOES

A proteina investigada neste estudo, embora tenha demonstrado capacidade
para identificar de maneira positiva anticorpos contra Brucella, nao permitiu a
determinacao estatisticamente robusta da sensibilidade e especificidade necessarias
para sua aplicagdo como ferramenta de diagndstico sorologico da brucelose.
Consequentemente, ha uma necessidade premente de realizar uma nova iteracao
do experimento, fazendo uso de um numero substancialmente maior de amostras,
as quais devem ser criteriosamente caracterizadas. Esse enfoque visa a obtencao
de resultados estatisticamente significativos, que serdo entdo comparados com
testes ja estabelecidos, tais como o teste de aglutinacao rapida em tubo (AAT) e o
ensaio de soroaglutinacao lenta (SAL), a fim de proporcionar uma avaliagdo mais
precisa da especificidade, sensibilidade e outros parametros, como a acuracia da

proteina quimérica em questao.
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CAPITULO 2 — CONSTRUGAO E VALIDACAO DO MODELO METABOLICO EM
ESCALA-GENOMICA DE Brucella abortus E ANALISE in silico DE POTENCIAIS
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Brucella abortus Genome-Scale
Metabolic Model as a Platform for

Prospecting Putative Drug Targets

Bruno Ribeiro Pinto, Filipe Vilaca Guimaraes de Oliveira,
Miguéias Fernandes, Alex lerdnimo Ranieri Lima, Tiago
Antdnio de Ofiveira Mendes

“The woridwite spresd disesse bovine bruceflosis couses great economics!
losses i westock production. The pathosen Snvoedo obarfss infects
preferentisly bovines snd it mey affect bumans, being & potentisl public
health e in coontries whens the diossce bad ot been eradicaten. The
treatment of infect=d animals with entibiotics is hampersd, due to the
pathozen intraceiisar sundel within mecophages. To omprehend the
binlogy of the pathogen and its internctions with the host, Pethogenspecific
identifimtion of mew Oy targets and bicmarkers. These findings o be
Empioysd to devise Rovel stratesies for controiling Druceliosis. In this study,
W Corstructed s Ehe first Scale Metabolic Model of B.
obortus 2308, termed iBFS32, which consists of 532 geres, 1,140 reactions,
and 553 lites_ When i hgy L and in
vitro IYT rich media conditions, the iBFSE2 mode| exhibitsd scossoy rates of
76% ond 79%, respectively. i8P932 was also capabie of predicting new and
inown potential drug targets, incuding the products of geres Adsd, FobZ,
Iucé, mnd Lows s potential broad-spectrum drug tangsts, devoid of homalogy
to human proteins.

Introduction

Bruceilln, a genus of Gram-negative bacteria, is classified within
the a-protecbacterial class (Batut et o), 2004). Itis characterized
as an asfobic cocoobadillus, non-encapsulated, non-motile,
facultatively intraceliclar, snd urease-positive (Corbel and
Hendry, 1985). The Brucefin genus shelters around nine species,
each pathogenic to distinet hosts (Moreno and Morbypén, 2002).
Certain species within the genus exhibit positive oxidase,
catalage, and superoxide dismutase activity (Araj, 20100 The
presence of  wrulence  factors ke an unwsual
lipopolysaccharide, a type IV secretion system, oydic f-1-2-
plucans. (CEG), Brucella wirulence factor A [BwfA], and the
BwrR/BuerS system are characteristics of the Brucella genwes
[Glowacka et al, 2018).

Amang the members of the Brucella spp., Brucella aborties
stands out as the etiological agent of bovine bruceliosis_ This i
a worldwide spread disease with & high economic impact on
liwestock production, causing abortion, infertifity, and weight
loss in cattle [(Gul and Khan, 2007} Brucello spp. posiess the
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ability to adapt to novel hosts and can readily transmit to
hurmans throwgh direct contact with infected animals, as well ag
through the consumption of contaminated milk and fts
byproducts, thersby warranting sttention in terma of publ
health concerns. Effective manag of this di il
animal vaccination, sccurate diagnosis of infected animals, and
culling af confirmed positive cazes [Khurana et al, 2018).

The metabolic sctivities of intracellular pathogens such as 8.
obortus play a pivotal role in their virulence and ability to
survive within the challenging intracellular ervironment.
Galning insights into these metabolic processes occurring within
the host can facilitate the exploration of pathogen biology and
identification of potential drug targets for effective contral of
the infection [Best and Kwaik, 2019). In this context, Genome-
Scale Metabolic Models [GSMM) serve as a valuable knowledge
baze for understanding the intricate metabolic pathways of the
pathogen. These model can be analyzed in silico wsing diverse
Syitems  Biology spproaches, enabling comprehensive
investigation: of the pathogen's metabolism. One such
approach s Flux Balance Analysis (FEA), which leverages the
pathogen's GSMM to make predictions about phenotypes, gene
sssentiality, and growth under various conditions (Teusink at al_
2010).

Pathogen-specific GEMM: can be used to ctudy the
pathogen metabolism, pathogen-host interactions, antibiotic
resistance, vifulence factors metabolism, biomarker research,
and analysis of putative essential genes, which can be explored
a5 new drug targets to design new thErapeutic strategies.
Furthermare, these data can be integrated with omics data to
produce context-specific models (Sertbas, and Ulgen, 2020).
While the central carbon metabolism of 8. abortus has been
axtensively investipated [Bacbier ot al, 2017), the molecular
mechanisms wnderlying infection poorty understood,
and currently, there is a lack of a GSMM for 8. obortus. In this
study, we constrected the first GSMM of B, abortus by utilizsing
the existing genomic information, & well as metabolic data
sourced from public databases and |iterature. Experimental
data on gene essentiality, s well i information regarding
carbon and nitrogen sources, were employed for model
walidation. Furthermore, the model was utilized to identify
potential drug targets that exhibit brosd-spectrurm efficacy and
do not share homology with human probeins.

Results and discussion

Model Reconstruction

The resulting model reconstruction of the B. sbortus 2308
was named iBP932, which consists of 1,140 reactions, 999
metabolites, 932 gene:, and three cellular compartments:
cytoplasm, extracellular, and the periplasm. The total of 932
genes included in the BP932 represents 26.7 % of the genes
present in the bacterial genome, which oodes fior enzyrmes and
tranaporters of a total of 3.034 genes distributed in a genome
size of 3.2 Mb. Among the reactions included in this model, 36
are non-gene  associasted. These reactions either occur

2 | . Nome., 2012, 00, 1-3
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spontaneously or have been incorporated into the model to
fulfill the reguirement for the production of blomass
components. A comprebensive overdew of the model i
displayed in Table 1.

The establishment of a precise biomass equation is a pivotal
requirement in the process of reconstructing metabolic models.
This equation bears a direct correlation with the accuracy of
predicting gene scsentiality, which holds great significance in
the context of pathogen GSMML:. In this study, we opted for the
sdaptation of the biomas equation from the GSMM of 5
mefiloti, primarily due to the dose phylogenetic relationship
between this organism with 8. ohortut. Furthermore, in order
o a bi juation that & more specific to Brucela,
adjustments were made to account for the lipld composition
and other virulence factors such as LPS. This refined hiomass
equation, tallored to Brucefa, holds the potential to Serve & a
template for the development of GSMMs for other Brucebs
species. Moreover, it also laya the foundation for further
refin 1t and enhmn of the equation itself. The iBPg32
in sifico growth rate in the Brucello synthetic media was 0058
h? predicted using FBA and the biomass equation as ohjective
function. Compared with experimental data, 0.052 b, the
model shows a very dose valee in the growth rate. These results
validate the [BPO32 in silico growth prediction. The construction
of a functional GSMM for B obortus was made possible through
the integration of information derived from genomic
annotation, scientific Bterature, and biological databases,
Further investigations into the bischemistry and physiology of
B. abortus have the potential to provide valuable insights that
can be utilized to enhance and refine the model, advanding our
understanding of this pathogen's metabolic capabilities
Gene Exsentinfity Analysiz

In the context of GSMMs for pathogens, the anahgsis of gense
esentiality plays a critical role in model validation, as the
predictions inferred from the model can contribute to the
identification of feasible antimicrobial drug targets. In the
dataset abtained from BoOype [BioCpe 1D: MIXZEAQ-T), bated on
a comprehensive Tn-seq study [Sternon et al, 2018) revealed
that 476 single gene knockouts of B aborfus resulted in no
growth in 2YT culture media. Among these studied genes, a
total of 275 are presént in the iBP93Z model. To assest the
sccuracy of IBP332 in predicting gene essentiality, single in sifico
gene krnockout simulations were performed in 2¥T complex
media, and the results are presented in Figure 1. A comparison
between the gene essentiality predictions of BPSI2 and
experimental data showed a remarkable acceracy of 79%. This
value Falli within an acceptable range and surpasies the
sccuracy of other published pathogen GSMME, such as
Acinetabacter b i with 72% aceuracy [Kim et al, 2009),
Streprococcus arals with 71-TE% aocwracy (lenden et al, 2020),
and Mycobacterivm tuberculosis with 71% accwracy [Kavvas et
al., 2018},

Among the instances of false positive results in gens
esentiality anabysis (genes that are experimentally essential
and computationally not essentiall, s notable observation
pertains to genes asocisted with the Tricarboxylic Acid [TCA)
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cycle. When these genes are computationally deleted in silico,
the TCA intermediates can still be produced through alternative
reactions present in the model, particulardy catabolic reactions
involved in the degradation of amino acidd It is important to
note that the computational model predicts a steady-state
condition, whersin the majority of reactions governing growth
prediction are biosynthesis reactions. In contrast, catabalic
reactione prirmarily occur when the cell requires a breakdoven of
molecules for energy generation or nutrient utilization.

In the steady-state condition of a GEMM, the deactivation
of any reaction triggers the network to reconfigere itself by
sdopting alternative pathways to achieve the aptirmal solution
far the given objective function. This obsenmation highlights the
potential benefit of integrating transcriptomic data into
context-specific modeling approaches, as it can provide
waluable constraints to better align the model with
experimental conditions. in the study conducted by Sternon et
al. [2018), the gene escentiality of B. oborfus was assessed
specifically in macrophages. In arder to evaluaste the accuracy
of gene eisentiality predictions of the iBP932 model, we
incorporated the MFG growth conditions into the model. The

comparison  between the model predictions and the
experimental data yielded 8 commendable sccuracy of TE%
This demonstrates the refability and wtility of the iBP232 modal
in predicting gene essentiality under the specific growth
conditions encountered in mscrophages.

The study by Sternon et al. underscores the requirement for
the presence of complete biosynthetic pathways for histidine
and pyrimidine in order to support growth. To examine the
ecentislity of these pathways under macrophage condition, we
conducted  simulations  within  the (BPS32  model by
systermatically applying gene knockouts asnd deactivating
individual reactions within the biosynthetic pathways for
histidine and pyrimidines. The results revealed that the iBP32
model alio relies on the presence of these intact pathways to
sustain in siico growth Figure 2. This finding further supports

the critical role of these biosynthetic pathways in supporting
the meatabolic requirements of B abortus.

UWilization of Carbon and Nitrogen Sources by IBP32: in sillco
and in vitro conditions

To assess the model's validity in simulating growth acrass
diverse carbon and nitrogen sources, we employed the
metabolic test devised by Al Dahouk et al. in 2010. This test
leverages enzyme activities and the ability to metabolize
warious substrates a4 carbon and nitrogen sources to
phenatypically differentiate Srucelln spp. In our study, we
evaluated a total of 27 metabolites that were experimentally
confirmed to be utilized by B. oborfus. Among these
metabaolites, 19 [of a total of 27) exhibited poditive outcomes
for biomass production when simulated wsing the BP932
model, while 8 showed negative fesults. The metabolites
yielding regative outcomes were D-glucose-L-cysteine, D-
Talage, D-threlal, Gallic acd, L-cyiting, L-carnasin, D-arabinode,
and Guanidinosuccinic acid.
The identification of metabolites yielding negative results
served as a starting point for refining the model. For instance,
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the metabolite D-threitol, which demonstrated unfavorable
putcomes, was investigated based on the ressarch conducted
by Huang et al_ in 2015. Huang et al elucidated the catabolic
pathway of this polyol in AMycobocterivm smegrmatiz, invohing
four enrymes: D-threitol debydrogenase (DthD), D-erythrobose
kirase [Derk), and D-erythrulose-4-phosphate Bomerase [Delrl
or Der?) (Huang et al., 2015). To address this gap in the iIBPG32
model, a homology search was performed using BLASTp and
InterproSean (Blum et al, 2020) to identify homologows
enrymes within the 8. abortus genome. The search focused on
examining protein domains. Consequently, a gene encoding D-
threitol dehydrogenase (BAB_RS23775) was identified in the 5.
aborfes genome. For the D-erythrulose kinase, the transporter
[BAD_RS23780] and bwo copies of genes encoding subunits of
this enryme [BAB_RS23755, BAB_RS23750, BAB_RS23770, and
BAB_RS13765) were found, As for the D-srypthrulose-d
phosphate omerase, a single gene (BAB_RS28110) encoding
this enzyme was identified in the B. abartus genome.

The metabolism of galic acid has been extensively
characterized in Pssudomonas putida, where ensymes encoded
by the gal duster play a pivotal role (Mogales et al, 2011).
However, the metabolic pathway for gallic acid in 8 abortus
remains poorly understood, In the experiments conducted by Al
Dahouk et al, all Brucelln species exhibited significant
metabolic activity towards galfic acid. To elocidate the
metabolic pathway in B abovtus, a homology-based pens
search was performed within the B. ahortus genome targeting
the gal cluster. As a result, two genes encoding the ennyme
protocatechuate 3,4 dioxygenase were identified, which have
been described in MetaCye 21 part of the gallic acid
bindegradation pathway Il {BioCyc ID: GALLATE-DEGRADATION-
FPWY). Thete enrymes catalyze the initial step of gallic acid
metabolism, st previously described by Spamis and Dagley
[Sparnis and Dagley, 1075). Additionally, twe putathee genes
were found: one for galT, encoding a transporter for gallic acid,
and another for galB, encoding the yme S-toal Biabe
hydratase. These findings enabled the carefl incorparation of
the traniport and metabolic reactiond of gallic acid into the
madel.

In the cade of L-tarmosing, a potential beta-ala his peptidase
[BAB_RS16495) responsible for the conversion of L-carmasine
into B-alanine and L-histidine was identified in the B abortus
genome. This enryme was successfully included in the model to
sceount for L-carnosine metabolism. Regarding the other
metabolites that exhibited negative results for in silico growth,
no information regarding their metabolism was discovered
within the B. sbortus genome. Despite extensive searches, no
relevant genes or pathways asiociated with these metabolites
wisre found.

After this meticulous curation process, it was ohserved that 22
out of the 27 [B1%} simulated metabolites (Figure 3) allowed for
the prediction of biomass production. The utilization of variows
carban and nitrogen sources appears to be vital for the survival
of microorganitms during the infection process, thereby
contributing to a better understanding of the pathological
meschanisms irvolved. The iBP932 model exhibits the ability to
predict growth under different conditions, considering diverse
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sources of carbon and nitrogen utilization. The identification of
negative results serses as g crucial reference point for further
refinement of the model

Essential gene analysis and drug targets selections of human
blood Auid and macrophage conditions

The inestigation of potential drug targets for two distinet
conditions, human blood fAuid (HBF) and MFG, resulted in the
identification of 183 and 245 non-hurnan homologous sssential
genes, redpectively, within the IBP932 model (Supplementary
material file 2} Notably, two distinct metabolic profiles
emerged from this analysis. The MFG condition displayed a
grester reliance on bissynthetic pathways involved in arginine,
cysteing, histidine, aromatic, and branched amino acids,
compared to the HBF condition. in particular, the HBF comndition
exhibited four ettentisl genes associated with reactions in the
bicsynthetic pathway of aromatic amino acids, which are also
wital in the MFG condition. These genes play a pivotal role in
chorismate synthesis,  highlighting the significance  of
chorismate within the iBPI32 network. Chorlsmate i a critical
metabalite required for the biosynthesis of aromatic amino
acids, siderophores, and ubiquinone, underscoring its
indispersability in various cellular processes,

Saveral erucial metabolic pathways were found to be common
to both HBF and MFG conditions Figure 4. Notably, one such
shated pathway is the bioaynthesis of ipopolysaccharides [LPS),
whith holds significance in Bruceila infection. LPS plays a pivotal
rale in the interaction between Brucells and the host, enabling
the evasion of immune defense mechanisms and Facilitating
intracellular internalization [Cardoso et al, 2006). Given the
eriticality of LPS in Bewcells infection, enrymes imwobved in LPS
bissynthesis represent promising candidates for drug target
exploration. Targeting these enzymes could impede Brucells's
ability to evade host defenses, thereby thwarting the
establishment of infection.

Vitarning play a critical role in maintaining metabolic processes_
and adencsylcobalamin (B12) i particularly noteworthy. This
witamin binds to a diverse range of ligands, including proteins
and nudeic acids, and is crucial for catalytic activities in B12-
dependent enrymes (Gruber et al, 2011). The simulstion
invalving the deletion of both RibH1 and RiBHZ genes in the
IBP932 model identified them ad essential components. A
previous investigation demonstrated that the double knockout
of RibH1 and RibH2 genes, which encode two Boenzymes of
lumazine synthase invalved in riboflavin biesynthesis, resulted
in B oborfus mutantd incapable of surviving within cells and
milce, These findings unvedl the potential of targeting AibH1 and
RibH2 genes for the treatment of brucellosis (Bonomi et al.,
2010; Serer et al, 2004). Moreover, the enzyme riboflavin
synthase, which catalyzed the final step of riboflavin
bicsynthesis, emerges as an additional promising drug target
candidate. These stodied underscore the vital role of vitamins,
such as riboflavin, in the survival of Brucelta and highlight their
potential significance as targets for therapeutic interventions.

Potential Drug Targets dentification
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The non-homologows essentisd proteins were subjected to
further analysic based on druggability, viralence Factors, and
broad-spectrum  characteristics.  Initially, druggability was
stzessed to dentify proteins with similarities to known drug
targets. For the two analyzed conditions, a total of 63 potential
drisg targets were identified for MFG and 47 for HEF [Table 2),
with MFG encompassing all the targets identified in HBF. These
targets shared common metabolic pathways invohed in aming
acid and vitamin metabolism, as well as peptidoglycan
biosynthesiz. Notably, 17 targets exhibited affinity with at l=ast
five drug-like molecules. Among the identified targets, four
significant matches were found to interact with approved
antimicrobials. Dihydropteroate synthase demonstrated an
affinity for ten app d sulfo ides, while cycloserine,
tigeoycline, and clindarmycin interacted with three respective
putative drug tatgets: D-slanine-D-alanine Rgase, 305 bosemal
protein 513, and 505 ribosomal protein L1 (Supplementary
Materisl Flle 53). Subseguently, the sslection of druggable
targets was followed by the prediction of virulence targets using
the complete dataset frorm VEDE. Only sis targets met the
criteria, including the genes dhdB (Isochorismatase), il (UDP-
N-acetylglecosamine scyltramiferase), fowC (UDP-3-0-acyl-N-
scetylglucosamine  deacetylase), kdsB  (3-deocwy-manno-
octulosonate  oytidylyltransferase), kdsa  (2-dehydro-3-
deoxyphosphooctonate aldolase), and FobZ (3-hydrocyacyl-ACP
dehydratase). These identified factors participate in variows
pathways, such a4 sromatic amino acid biosynthesis, LPS and
core glecan biosynthesis, nucleotide-sugar bigsynthesis, and
saturated fatty acid biosynthesis. Of particular interest, the
dhell gene codes for the enzyrne Bochorismatase in the IBP932
model, which catalyzes the conversion of isochorismate to 2,3-
ditwdro-2 3-dihydroxybenzoate and pyruvate. Proteome
analysic has indicated isochorismatase as a putative drug target
candidate for Brucells melitensis [Rahman et al, 2021).

The virulence of Brucefo refies on its ability to profiferate within
phagocytic hodt cells while evading the hodt's killing
meschanisms. in B, sufs, the LP5-0 chain has been implicated in
inhibiting early fusion between lsotomes and B sufs
phagosomes within macrophages, thereby facilitating s
intracellular survival [Cerdd et al, 1008; Porte et al, 2003).
Through drug target prediction anatysis, the vindence factors
identified, namely joxd, laxC, kdel, and kdud, are involved in
different stages of lipid A biosynthesis, a crucial component of
the LIPS structiure. The kdsd gene has previously been
recognized as a potential drug target in studies focused on P.
oeruginasd, Klebsielio pnevmoniss, and Serratia marcescend, all
of which are opportunistic pathogens (Perumal et al., 2010;
Gupta et al, 2016: Cesur et al., 2020). The laxC gane has alio
been explored as a drug target for P. oeruginosa and K
prevmoniae (Mdhdi et al, 2006; Ahmad et al, 2016}, while
inhibition of the loxd gene product has been investigated
through the development of inhibitor peptides [Jenkins and
Daotson, 2012; Dangkulwanich et al, 2019 The enzyme 3-
hydrangacyl-ACP dehydratase FabZ? was also identified as a
virulence factor. Its structure, inhibitors, and inhibition
meschanism have been characterized to validate its potential as
a target for antimicrobial development against pathogenic
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bacteria {Liu et al., 2005; Zhang ot al., 2008; Kurmnar et al., 2018)
in the reconstruction of the iBP932 model, the biosynthesis
pathways of lipid A and saturated fatty acids were identified as
potential virulencoe-associated pathways, suggesting the genes
lpxA, lpeC, kdsB, kded, and FabZ as potentiasl drug targets.
Cusrently, there i limited data esploring these targets
specifically for B, oborfus. However, a Tr-seq esxperiment
demonstrated that five of these gernes were experimentally
walidated as essential genes (Sternon et al, 2020]).

The prediction of ewential genes and analysis of non-human
homologs for both HEBF and MFG conditions have revealed
impartant genes invelved in vitamin biosynthesis. These genes
present potential as drug targets and warrant further
investigation into their impact on B. abortus metabolism and
wvirulence. The final step in prioritizing drug targets imolved a
broad-spectrum analysis using the PIET web browser for the
identified 69 druggable proteins. Among them, a total of 59
proteins were identified 2 having broad-spectrum potential,
with 35 of them being assodiated with 100 or more pathogenic
bactaria. Notably, the targets [oxC, kdsB, kded, and FobZ mat all
the criteria tested and are considered the most promising
broad-spectrum druag target candidates.

Experimental

Reconstruction of the metabolic network

To initiate the draft reconstruction of the GSMM of B. obortus,
a homology reconstruction procecs was carried out employing
the RAVEN Toolbox version 2.0 [Wang et al., 2018], as Rlustrated
in Figure 5. Initially, protein sequences extracted from the
genomes of B obortus 2308 [GenBank asssembly accession:
GCA_DODOS4005.1) and the related organism Sinorkizobium
melfoti 2011 (GenBank assembly accession: GOF_DD0I4E065.1)
were utilized as input for the homology reconstruction process.
For the draft homology reconstrction, the GSMM of 5 mellioti
wirt employed as areference (diCenzo et al,, 2020). The biomass
equation of 5 melllofi was modified to suit the B, obortus
GEMM, considering thelr doce phylogenstic relationship
regarding differences in Hpid:s and Hpopolysaccharide (LPS}
composition (Cardoso et al., 2006} inclusion of cofactors and
witamins in the model was based on the comprehensive study
by Navier et al. (2017), which identifies assential cofactors and
witamins universal to prokaryotes. As the LPS of B obortus
differs from that of & melifofi, it was incorporated into the
bipmass equation along with its corresponding biosynthetic
pathway, a8 described by Cardess et al. [2006). The
mMonomethyl phosphatidylethanolamine [MMPE] and sulfolipid
sulfonoquinavasy discylglyceral [SL) were sxcludad from the
bipmass equation of B ohorfus, as thess lipids are not present
in this organiem [Sohienkamp and Gaiger, 2016). The
proportions of amino acids and nucleotides were determined
by extrapolating from the nodestide and amino  acd
compositions of the predicted proteins encoded by the B,
obortus genome (Zorrila and Kerkhowen, 2021). The final
bipmass equation of 8. abortus model is composed of aming
atids, nuclaotides present in DMA and RNA, LPS, paptidoghean,
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phospholipids, fatty adids, inorganic fons, cofactors and
vitmming {Supplementary File 52,

Following the GSMM draft generation, an extendive manual
curation proceds was undertaken to incorporate additional
reactions, metabolites, and establish accurate Gene-Protein-
Resctions |(GPR) aswociations. This curation process imvohoed
leveraging the genomic annotation of B, aobortus as well as
utiliging several databates, including KEGG [Kanehiza et al,
2006}, Metacy: [Caspi et al, 2020), BIGG (King et al., 2016}, and
PATRIC (Davis et al, 2020). To access the model functionality,
the growth rate was predicted in sdico and compared with
experimental data. The growth rate from exparimental dats,
wis accessed based on the growth of B abortus in & Brucels
synthetic media. And the growth rate was calculated based on
the growing curve. {Viadas et al, 2010}, The Brucsils synthetic
misdia was reconstructed in sifco and the uptake rate of each
component was set to 1 mmol gDW-! b2 The description of the
prowth rate caleulations and detailed media composition are
described in Supplementary Material File 51 and 52, Al
constraint-based flux snalyses and tests conducted during the
draft generation phase were implemented using Constraint-
Based Matsbalic Modeling in Pythen [COBRApy] version 0.25.0
[Orth et al., 2010; Mahadevan and Schilling, 2003). The finalized
and curated model was designated as iBPOG2.

Madel validation

Gene Essentiality

To validate the reconstruction of IBP32, an in sifco analysis of
gene essentiality was conduected. The predictions obtained
were compared to previous in vitro investigations that
identified genes crucial for survival within macrophage oslls
[Bonami et al., 2010; Gao et al., 2013; Sternon et al, 2018; Tian
et al, 2019; Révora et al, 2020). Additionally, the gene
esentisfity dataset available in the BioCye database for B.
abortus 2308 (BioCyc I0: MIXZBIO-T) was utilized. This datasst
i bated on the research published by Stermon et al. [2018] and
encormpasses growth conditions using the 24T complex medism
a4 well 2 macrophage infection experiments.

Tio achieve accurate gene essentiality results, the 2YT complex
medium  growth was modeled In Silico following the
methodology described by Marinos et al, 2020. This approach
considers the comprehensive compedition of amino acids,
nucleatides, witamins, and ions present in the complex medism
components duch as yeast extract and tryptone. The model
incorporates exchange reactions to account for the metabolites
derived from the medium, and rather than employing uptake
rates, the concentration of individual components is utilized
[wee Supplementary Material File 52).

Under in wivo conditions, during the initial stages of infection,
Bruwcells spp. establishes redidence within the phagosomal
compartment of hoit mecrophages and endures hostile
ervironmental factors such as réactive owygen intermediates,
scidic pH, and nutrient scarcity. In response to nutrient
deprivation, bacteria enter & physiological state known as the
stationary phase, which allows for the maintenance of
metabolism and cell wiability (Roop |1 et al, 2003). During
macfophage infection, B. obortus induces a metabolic shift
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known as the Warburg effect in the host cell, leading to
increased ghyeolysis and the production of lactate which is used
as a carbon and energy source [Cryz et al, 2017). Thus, in the
simulation of macrophage conditiona [MFG), lactate was
employed as the carbon source.

A study investigating the nitrogen sources available to
Mfycobocterim  fuberculasis  within  human  macrophages
rewealed the presence of amino adds, indoding glutamine,
alanine, aspartate, glotamate, valine, leucine, and glycine.
Amang these plutamine was identified as the primary nitrogen
donor (Borah et al, 2018). Considering this study, ghetamine
and the other six amino acids, alanine, aspartate, ghotamate,
waline, levdne, and ghecine, were constrained as nitrogen
sources for the MFS modeling. To assess the impact of gene
deletions, simulations were performed utilizing the COBRApy
single gene knockout fenction. This enabled the investigation of
the consequences resulting from the removal of specific genes
within the metabolic network.

Mitrogen and Carbon Sources Utilization

Prior investigations have demonstrated the ability of certain
strains of B. obortus to utilize diverse carbon sources via the
Biotype 100 carbon sssimilation system [Lipez-Merino et al,
2000). Additionally, biotyping systermns have bean employed to
assess metabolic activity to differentiate various members of
the Brucelio spacies (Wong et al, 1902; Al Daheuk at al., 2010).
To validate the reconstructed IBPO32 model, an anabgsis was
conducted to examine the utilization of metabolites as carbon
and nitrogen sources. This analpsis was based on the
miethadology developed by Al Dabouk st al. (2010). Metabalites
amsociated with high and moderate metabolic activity in B,
obartus were selected for validation purposes. A chemically-
defined minimal medium was utilized, with the exchange of
lactate and ghycerol for D-glucose as the carbon source and
ammonia as the nitrogen source [(Gerhardt and Wilson, 1948).
in thiz analysis, D-glucose was substituted with other carbon
sources to be tested, while ammonia was replaced with
alternative nitrogen sources. FRA was subsequently employed
to evaluate the in silico growth under these conditions,

Gene-Centric ldentification of Drug Targets for IBP932

The identification of potential drug targets was based on the
methodalogy established by Cesur et al. (2020). This approach
involved & two-step proceds. Initially, the essentiality of ach
gene in the metabolic network was determined by constraining
the model to spedific growth conditions. In the second step,
genes exhibiting no homology to humans were selected and
tezted for the following criteria, druggability, potential
wirulence factors and broad-spectrum (Cesur et al_, 2020). Gene
essentiality was assessed using the single-gene deletion
function from COBRApy under two distinet conditions:
simulating Human Blood Flulds (HBF) (Hadi and Marashi, 2014)
and the macrophage intracelldlar environment using the same
gene ssentiality constraints applied in model validation. The
HEF condition was defined by 77 metabolites, which were wsed
ai constraints corresponding to the uptake reactions present in
the iBP232 model, During HBF simulations, the uptake rate of
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all media components was set to 10 mmol gDW-* b-' with the
biormast equation serving a5 the objective function in order to
predict the growth rate during FEA.

Druggable Targets Analysis

In arder to mitigate the selection of drug targets that could pose
harm to the b 1 host, we emplayed the following strategy.
Initially, protein sequences corresponding to essential genes
predicted by IBP932 were subjected to BLASTp analysis against
human protein sequences [GenBank swsembly stcession:
GCA (M0 405,29) using an expected value [E-value) cut-off
of 1x 10-4. Proteins encoded by genes with E-values exceeding
the cut-off and present in the essential gene Hst were
considered devold of homology to human:s and selected for
further analysis. Mest, we assesied the druggability of the
Identified targets that were non-homologows to humans but
predicted as essential to B obovtues. Druggability refers to the
capacity of a target to bind tightly to drug-like compounds. To
evaluate druggability, we utilized the Drugbank database
[Withart et al, 200E). The non-homologows proteins were
subjected to a BLASTp search against the known targets in the
Drugbank database, adopting an E-value cut-off of 1x10-25.

Potential Virulence Factor Analysis

Virulence factors encompass a diverse array of malecules such
a5 towing, enzymes, lipopolyisccharides, as well a2 cell surface
structures like capsules, LPS, glycoproteins, and Bpoproteins.
These molecules are produced by microbial pathogens to
subvert the host's defenss mechanisms and establish an
infection [Leitds, 2020). To identify drug targess that may ale
serve as anti-virulence agents for more effective drug therapy,
we imestigated whether any of the druggable proteins
identified could be potential virubenoe factors, For this purpose,
we ernplayed the virulence-factor database VOFB [Chen et al.,
2016} and conducted & BLASTp analysis against the database,
considering as valid hits which presented an E-value cut-off of
1x10-4, & bit score of 100, and an identity threshold of 65%
[Cesur et al, 2020).

Braad-Spectrum Analysis

To assess the potential for broad-spectrum activity in drug
target candidates, which can be employed for the trestrment of
co-infections or diverse infections, we performed a broad-
spictrem analysis. This anabpsiz involved a homology search
against various infectious bacteria utilizing the comprehensive
dataset of PBIT (Pipefine Builder for Identification of Drug
Targets) web browser [Shende et al, 2017). Specifically, we
enecuted a BLASTp search against protein sequences of
pathogenic organisms, applying an E-value cut-off of 1x10-5, a
bit seore of 100, and a sequence identity threchold of 35%. A
protein was considered a broad-spectrurm target if @ was
identified in at least 40 diverie pathogenic straing [Cesur ot al.,
2020} Figure &.
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Conclusions

This study developed the first B. obortus GEM based on
genomic data and information from databases and [terature.
The model enabled prediction of essential genes and the
simulation under different carbon and nitrogen sources.
Through the application of this model, a series of analyses was
performed, leading to the identification of four essential genes
that could be explored as potential targets for the treatment
of brucellosis and other infectious diseases, given their
identification as broad-spectrum targets. This model can serve
as a tool for construction of other Bruceilo species GEMs, as
well as integrated metabolic models that can simulate the
systemnic  pathoger-host  interaction metabolism.  The
integration of other omics data, such as transcriptomics and
protecmics, can contribute to the construction of contet-
specific models in order to simulate biological conditions mare
accurately. Additionally, the development of models with
enzymatic constraints based on IBP932 can be wtilized to
conduct more precise analyses, helping to elucidate the
procesies of B. abortus intracellular pathogenesis.
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Putative drug target list Prigritization of putative drug targets
Genes Protein Wirulence Druggability Broad
Anabysis analysis spectrum
hesi
BAB_RS24460 2-dehydro-3- + 10 107
aldolase
BAE_RS1640°3 J-deoxy-manno-octulosonate + L 100
l:lfﬁdrl'rln'irlsfm
BAE_RS21343 3-hydroxyacyl-[acyl-carrier + 11 152
protein] dehydratase FHJI
BAE_RS24340 acyl-ACP-UDP-N- + 2 77
acetylglucosamine O-
acyltransferase
BAB_RS25430 izochorismatase + 2 34
BAE_RS2280°3 UDP-3-0-acyl-N- + [ 104
acetylglucosamine
deacetylase
BAE_RS31000 2,3 4 5-vetrahydropyridime- - 5 &7
2 6-dicarbooylate N-
succinyltransferase
BAB_RS20860 2-amino-4-hydrosy-6- - 7 53
hydrocxymethyldihydropteridi
ne diphosphokinase
BAB_RSZ4E10 305 ribosomal protein 513 - 2 179
BAB_RS24350 305 ribosomal protein 52 - 1 180
BAB_RSZ1E50 305 ribosomal protein 53 - 4 130
BAE_R345550 305 ribosomal protein 54 - [ 189
BAB_RS20360 3-dehydroquinate - 7 127
dehydratase
BAE_RS27383 J-dehydroguinate synthase - 1 126
BAB_RS16043 3-phosphoshikimate 1- - 4 T0
carboxyvinyltransferase
BAB_RS1230°% 4-hydrosxy-3-methylbut-2-enyl - 2 126
diphosphate reductase
BAB_RS3110°% Ahydroxy- - 2 84
tetrahydrodipicolinate
reductase
BAB_RS1542% 4 hydrosy- - 1 151
tetrahydrodipicolinate
synthase
BAB_R545250 roxythrecnine-4- - 1 75
phosphate dehydrogenase
PdxA
BAE_RS24573 %05 ribosomal protein L1 - 1 180
BAE_R330883 acetylglutamate kinase - 1 T4
BAE_RS20070 adenylosuccinate lyase - 2 [
BAE_RS2E740 aminodeoxychorismate - 1 151
synthase component |
BAE_RS24450 anthranilate - 1 121
phosphoribosyltransferase
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hsi
BAB_RS22283 bifunctional - 2 o
adenosylcobinamide
kinase/adenosylcobinamide-
phosphate
guanylyltransferase
BAB_RSZ72E3 bifunctional riboflavin - 3 110
kinase/FAD
BAB_RS25460 bifunctional UDP-N- - 4 151
acetylglucosamine
diphosphorylase/glucosamine
-1-phosphate M-
acetylransferase GimU
BAE_RS15083 chorismate synthase - 1 129
BAB_RS20483 cysteine desulfurase - B 168
BAB_RS46030 Cytidylate kinase - 4 137
BAB_RS22823 D-alanine—D-alanine ligase - 2 1o2
BAE_R320530 Dihydropteroate synthase - 22 138
BAE_RS23800 DMA polymerase |l subunit - 1 81
epsilon
BAB_RS1E083 DMNA polymerase |l subunit - 1 57
gammajtau
BAB_RSAMMZS DMA-polimetase Il - (]
BAB_RS2E10°3 i - &7
aldolase class Il
BAE_RS17283 Histidinel dehydrogenase - 3 123
BAE_RS45730 ketoacyl-ACP synthase 1l - 15 171
BAE_RS21453 ndole-3-ghycerel phosphate - 1 130
synthase TrpC
BAB_RS2087S NH({2)-dependent NAD{+) - 1 49
synthetase
BAB_RS2E080 orotidine-5"-phosphate - 2 [
decarboxylase
BAB_RSZ4283 pal i - 3 141
a nsferase
BAB_RS2E033 Phenylalanine—tRMNA ligase - 1 (=]
beta subumnit
BAB_RS2234% precorrin-4 C[11)- - 1 o4
methyltransferase
BAB_RS22170 precomin-BX methylmutase - 1 47
BAB_RSZ7SE3 Putative FMMN Reductase - ] 127
BAB_RS22030 serine O-acetyltransferase - 2 157
BAB_R3523130 Thioredoxin reductase - 2 186
BAB_RS20773 Thymidylate kinase - 1 124
BAB_RS23570 tryptophan Slfl'lﬂ'lHSE subunit - 12 101
BAB_RS27580 tryptophan snfnthase subumnit - 12 145
BAB_RS23880 type | panwﬂ'lenate kinase - 3 L]
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analysis
BAB_R522840 UDP-diphospho- - 1 42
i e e |
acetylglucosaminyltransferase
BAB_R517253 UDP-N-acetylgiucosamine 1- - ] 157
i sferase
BAB_R522833 UDP-N-acetylmuramate—L- - 3 117
alanine ligase
BAB_R522863 UDP-N-acetylmuramoyl-L- - 3 0
26-

Tabvie . Targets preicted in st et two of three oitern tected. Dnfy e penes paeced sl oitenin. A5 scsential prnes snd proteins song with the member of
interacting dnugs are fisted in the tabke_
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