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RESUMO

Uma caracteristica associada a capacidade de Pseudomonas aeruginosa sobreviver e
disseminar-se frente a situacOes adversas encontradas no ambiente e no organismo de
hospedeiros € a regulacdo de genes de resposta a condi¢des de estresse celular, que incluem o
evento de choque térmico. A exposi¢do do microrganismo a um ambiente de alta temperatura
resulta na inducdo da sintese de proteinas especificas, representadas por chaperonas e
proteases, que conferem um aumento da viabilidade celular microbiana em condigdes
consideradas letais. Presume- se que o gene PA 0657 de P. aeruginosa Ol possa estar
associado a inducdo ou supressdo do processo transcricional de genes envolvidos na resposta
ao choque térmico. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a funcéo do gene
PA0657 de P. aeruginosa O1. Para isso, andlises bioinforméticas foram realizadas e o gene
foi clonado e expresso em sistema bacteriano, produzindo uma proteina recombinante que foi
purificada e caracterizada enzimaticamente. Além disso, uma linhagem de P. aeruginosa O1
com o gene PA0657 rompido por recombinagdo homologa foi construida, sendo submetida,
juntamente com a linhagem selvagem, a uma condicéo de estresse térmico, permitindo que a
expressao de diversos genes associados ao evento de chogue térmico pudessem ser avaliadas
por gRT-PCR. Os resultados mostraram que a proteina recombinante PA0657 foi capaz de
degradar adenosina trifosfato (ATP), dependente do fon Zn®*. Foi possivel verificar também
que a linhagem rompida perdeu a capacidade de produzir o pigmento piocianina quando
crescida em meio cetrimida e ndo apresentou seu fen6tipo mucdide. Em anélise in silico
observou-se que a regido promotora do gene PA0657 é dependente de 6% e a analise de
expressdo génica evidenciou uma diminuicdo de expressdo do gene rpoH na linhagem
selvagem de PAOL apds choque térmico, sendo este gene significativamente expresso na
linhagem rompida. Observou-se também um acentuado aumento na expressdo do gene algU,
nestas mesmas condic¢des, na linhagem selvagem PAO1L, com auséncia de expressdao na
linhagem rompida. E possivel concluir, dessa forma, que o gene PA0657 exerce participacio
importante no processo de regulagéo de resposta ao choque térmico e esta relacionado com a

conversdo do fendtipo mucoide.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, proteinas de choque térmico, chaperonas,

sigma 32.
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ABSTRACT

A feature associated with the ability of Pseudomonas aeruginosa survive and dissemination in
adverse conditions found in the environment and in hosts’ organisms is a specific genes
regulation of stress response, including heat shock event. The exposure of microorganisms to
a high temperature environment results in the induction of synthesis os specific proteins,
represent by chaperones and proteases, conferring an increase og the microbial cell viability
under conditions considered lethal. . It is presumed that the PA0657 gene of P. aeruginosa O1
can be related to the induction or suppression of transcriptional process of genes that are
involved in a response to heat shock. In this context, the aim of this work was to characterize
the function of the PA0657 gene of P. aeruginosa O1. In this way, bioinformatic analyzes
were performed and the gene was cloned and expressed in bacterial system, producing
recombinant protein which was purified and enzymatically characterized. Moreover, the
PA0657 gene of P. aeruginosa O1 strain was disrupted by homologous recombination. The
wild type strain and the disrupted strain were submitted to a thermal stress and the expression
of various genes associated with heat shock event could be evaluated by gRT -PCR. The
results showed that the PA0657 recombinant protein was capable of degrading adenosine
triphosphate (ATP) of Zn** dependent manner. It was also verified that the ruptured strain
lost its ability to produce pyocyanin pigment when grown on cetrimide means and its mucoid
phenotype. It was possible to find in computational analysis that the promoter region of the
PA0657 gene is dependent on o*2. The gene expression analysis showed a decrease in
expression of the rpoH gene in the wild type strain after heat shock, this gene is significantly
expressed in the disrupted strain. A significant increase in expression of the algU gene was
observed, on the wild type strain with absence of expression in the disrupted strain. Therefore,
it was possible to conclude that the PA0657 gene acts in the regulatory process of thermal

shock response and is related to the conversion of the mucoid phenotype.

Keywords : Pseudomonas aeruginosa , heat shock proteins , chaperones , sigma 32.
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1 INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa € caracterizada como um bacilo Gram-negativo néo
fermentador de glicose amplamente distribuido no solo, ambientes aquaticos, em plantas e
animais. Esta associada a infec¢cBes comunitérias e nosocomiais, sendo considerado um dos
principais patdgenos causadores de infec¢Oes hospitalares e apresentando uma enorme gama
de mecanismos de resisténcia a diversos antimicrobianos.

Em vista disso, esse microrganismo representa um grande risco a saude de pacientes
imunodeprimidos, portadores de fibrose cistica, pacientes com grandes queimaduras, com
infeccdo urinaria em uso de cateteres, sondas e tubo endotraqueal. Em pacientes debilitados, a
infeccdo por P. aeruginosa pode facilmente resultar em graves septicemias, uma vez que este
microrganismo corresponde a uma das espécies mais virulentas dentre os bacilos Gram-
negativos.

A P. aeruginosa apresenta genoma relativamente grande e uma complexidade genética
gue permite que a bactéria se adapte a diversos ambientes e cresca em condicdes menos
favoraveis. Uma caracteristica que pode estar relacionada ao fato desta bactéria conseguir
sobreviver e disseminar-se frente a situacGes adversas encontradas no ambiente e no
organismo de hospedeiros consiste na ativacdo de genes especificos de resposta a condicdes
de estresses, que incluem o evento de choque térmico. A regulacdo da expressdo génica
ocorre por meio de fatores sigmas alternativos e garante o0 aumento da viabilidade celular do
microrognaismo em condicBes consideradas letais.

A exposicdo do microrganismo a um ambiente de alta temperatura resulta na ativagéo
do fator sigma 32 (c°?), responsavel pela inducdo da sintese de proteinas de choque térmico,
representadas pelas chaperonas e proteases. [Estas proteinas sdo responsaveis,
respectivamente, por reparar o dano potencial causado a proteina devido a exposi¢do ao calor,
garantindo sua correta conformagdo, e por remover proteinas desnaturadas, na
impossibilidade de uma reestruturagéo proteica adequada.

Uma classe importante de proteases celulares € representada pela proteina FtsH, a qual
integra a familia de proteinas denominadas AAA (Atpases Associadas a diversas Atividades

celulares). Esta proteina é considerada essencial para a viabilidade da bactéria e esta associada



a regulagdo da resposta ao choque térmico, através da degradacdo do fator o> em

temperaturas normais de crescimento.

Presume-se que 0 gene PA0657 possa estar associado a inducdo ou supressdo do
processo transcricional de proteinas envolvidas com o evento de choque térmico. Neste
contexto, a caracterizagcdo do gene PA0657 em P. aeruginosa ird possibilitar uma melhor
compreensdo das funcGes bioguimicas e moleculares do mesmo, relacionando o papel da
proteina codificada pelo gene como fator de viruléncia e o envolvimento deste no processo de
transcricdo de proteinas em resposta a condicdes de estresse, como o evento de choque
térmico.

Visto que esta bactéria € uma constante preocupacdo em infeccGes nosocomiais e por
se tratar de um microrganismo com grande capacidade patogénica e cujas infeccBes sdo de
dificil tratamento devido a presenca de indmeros mecanismos de resisténcia a
antimicrobianos, estudos como este poderdo contribuir para descoberta de novos alvos

terapéuticos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem por objetivo estudar a funcdo do gene PA0657 de Pseudomonas
aeruginosa a fim de caracterizar suas fun¢@es bioquimicas e intera¢cbes moleculares durante

situacOes de estresse celular.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar andlises in silico da proteina correspondente ao gene PA0657.

e Clonar em vetor de expresséo a regido codificadora do gene PA0657.

e Auvaliar a capacidade da proteina recombinante de degradar nucleotideos trifosfatados
e determinar as condi¢cBes favordveis para a atividade enzimatica da proteina
recombinante.

e Realizar a ruptura do segmento génico PA0657 relativo a esta provavel ‘‘protease
ATP dependente’” em P. aeruginosa O1.

e Auvaliar a expressao dos genes alguU, dnaJ, dnakK, groeEL, groeES e rpoH, envolvidos
na resposta ao choque térmico e a relacdo desses genes com a atividade da proteina
PA0657.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Caracteristicas Gerais e Importancia Clinica de Pseudomonas aeruginosa

O género Pseudomonas pertence a familia Pseudomonaceae e compreende, em sua
grande maioria, um grupo de microrganismos de vida livre que podem ser considerados
eventuais causadores de doencas em espécies vegetais e animais, incluindo o homem. O
género é composto por espécies clinicamente importantes que incluem as espécies
fluorescentes P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida e ndo fluorescentes P. stutzeri, P.
pseudoalcaligenes, P. alcaligenes e P. mendocina (Todar, 2004).

P. aeruginosa é a principal espécie de interesse clinico do género, sendo caracterizada
como um bacilo Gram-negativo aerdbio, capaz de se desenvolver de forma semelhante em
ambientes desprovidos de oxigénio na presenca de nitrato utilizado como aceptor final de
elétrons. Trata-se de um microrganismo incapaz de obter energia através do processo de
fermentacdo, utilizando a via oxidativa para degradar glicose e outros carboidratos (Sader et
al., 2001; Zavascki et. al, 2006).

Em relacdo a morfologia, esta bactéria apresenta-se como um bastonete reto ou
curvilineo, com tamanho variando ente 0,5 e 0,7 um de espessura ¢ 1,5 ¢ 3,0 um de
comprimento. Move-se através de flagelos polares e caracteriza-se fisiologicamente por
possuir a enzima citocromo-c e produzir indofenol oxidase (Trabulsi & Lincopan, 2008).

P. aeruginosa apresenta a capacidade de produzir distintos pigmentos hidrossoluveis
difusiveis no meio de cultivo, tais como a piocianina e a pioverdina que se caracterizam por
conferir cor azul e verde fluorescente, respectivamente. Alguns isolados podem,
eventualmente, produzir os pigmentos piorrubina, de cor vermelha, e piomelanina, de
coloracdo marrom a preta (Polac, 2000). Dentre estes pigmentos, 0 mais comum é a
piocianina, sendo exclusivamente produzido por esta espécie bacteriana (Merino, 2007).

Os isolados de P. aeruginosa séo facilmente identificados em meios de cultivo devido
a morfologia das coldnias, ao odor de fruta caracteristico e & producdo de pigmentos.
Desenvolvem-se bem entre 37 °C e 42 °C, ndo toleram pH acido e a identificacdo bioquimica
engloba reacdes de oxidase, indofenol e arginina-hidrolase positivas, capacidade de utilizar

citrato e oxidar glicose e xilose (Gillardi, 1981; Polac, 2000).



A P. aeruginosa apresenta distribuicdo ubiqua e pode ser encontrada no solo, gua e
plantas. Corresponde a um importante microrganismo oportunista humano capaz de provocar
infeccbes quando mecanismos de defesa locais ou gerais do hospedeiro apresentam-se
desregulados. Esta bactéria corresponde ao principal bacilo Gram-negativo ndo fermentador
isolado de amostras clinicas, sendo considerado um dos mais frequentes agentes causadores
de infeccbes nosocomias (Lautenback et. al, 2006; Trabulsi & Lincopan, 2008). Além de ser
considerado um patégeno modelo de oportunismo em humanos, este microrganismo €
responsavel por uma ampla variedade de doencas que engloba desde infeccdes superficiais de
pele até septicemias fatais, sobretudo em pacientes imunossuprimidos (Burns et al., 1990;
Kiska & Gillian, 2003).

Dentre as infec¢cdes adquiridas na comunidade por pacientes que ndo apresentam
imunossupressdo destacam-se a foliculite e a otite externas, normalmente relacionadas ao
contato com agua contaminada (Kiska & Gillian, 2003). Este microrganismo estd ainda
associado a diversas infeccGes priméarias de pele, principalmente em queimaduras, podendo
estar envolvido com quadros de bacteremias decorrentes de queimaduras mais graves (Japoni
et al., 2009).

Casos de pneumonia comunitaria causadas por P. aeruginosa ja foram relatados e
estdo associados a individuos que apresentam doenca pulmonar cronica. No entanto, a
pneumonia comunitaria corresponde a doenca de maior prevaléncia entre pacientes que se
apresentam imunossuprimidos e em portadores de fibrose cistica (Henderson et al., 1992;
Schuster et al., 1994).

Estudos apontam que P. aeruginosa esta entre 0s cinco principais microrganismos
causadores de pneumonia, bacteremia e infeccdes do trato urinario e de feridas cirargicas no
ambiente nosocomial (Veesenmeyer et al., 2009).

Por ser um importante agente etiolégico frequentemente relacionado a infeccGes
nosocomiais, P. aeruginosa representa um grave problema em hospitais, podendo
comprometer a condicdo de pacientes com leucemia aguda, pacientes com grandes
queimaduras, pacientes com infecgdo urindria em uso de cateteres, que utilizam sondas e
tubos endotraqueais e imunossupressos em geral, aumentando as possibilidades de infec¢oes

generalizadas que podem resultar em sepses fulminantes (Dong et al., 2008).



Sabe-se que P. aeruginosa corresponde ao principal microrganismo isolado de
pacientes com infecgdes respiratorias agudas que foram submetidos a ventilagdo mecénica e
de pacientes com infeccOes respiratorias cronicas, além de ser a espécie bacteriana mais
prevalente em infeccdes do trato respiratorio de portadores de fibrose cistica (Wiener-
Kronish, 2006; Lipuma, 2010).

A fibrose cistica corresponde a uma doenca hereditaria autossémica recessiva onde 0s
individuos acometidos apresentam mutacdes no gene do canal regulador de condutancia
transmembrana (CFTR), que leva a uma falha no transporte intracelular de cloreto,
acarretando na producdo anormal de um muco que obstrui pulmdes e outros Orgaos
(Hutchison et al., 1999; Hentzer et. al, 2003).

Pacientes portadores de fibrose cistica costumam estar colonizados por P. aeruginosa
e apresentam uma taxa de sobrevida menor, sendo a doenca pulmonar crénica, acompanhada
por processos infecciosos e inflamatdrios que resultam na deterioracdo progressiva da funcdo
pulmonar e insuficiéncia respiratdria, a principal causa de mortalidade associada a esta
enfermidade (Knowles et al., 1986).

P. aeruginosa é considerada uma das espécies mais virulentas entre os bacilos Gram-
negativos ndo fermentadores e entre os fatores de viruléncia que contribuem para esta
caracteristica destacam-se a presenca de adesinas, a producdo de alginato, a producdo de
enzimas, de leucocidina e de outras toxinas. Estes fatores de viruléncia sdo classificados em
fatores celulares e extracelulares (Head et al., 2004).

Os fatores de viruléncia celulares compreendem os flagelos, fimbrias e as endotoxinas.
Os flagelos correspondem a apéndices de superficie que conferem motilidade ao
microrganismo e as fimbrias, também conhecidas como pili, contribuem para a aderéncia da
bactéria aos glicolipideos GM-1, constituintes de membrana das células epiteliais do
hospedeiro (Kipnis et al., 2006).

O lipopolissacarideo de parede celular (LPS) corresponde a um dos principais fatores
de viruléncia celulares, sendo responsavel por caracteristicas endotdxicas do patogeno e
podendo desencadear no hospedeiro a sindrome do choque séptico, cujos sintomas
compreendem febre, leucopenia ou leucocitose, coagulagdo intravascular disseminada e

anomalias metabolicas, através da liberacdo de mediadores da resposta inflamatoria (Ferreira,



2005). O LPS também auxilia o microrganismo no processo de adesdo as células do
hospedeiro e contribui para a classificacdo do sorogrupo desta bactéria (Kipnis et al., 2006).

Dentre os fatores de viruléncia extracelulares destaca-se o exopolissacarideo alginato.
Este exopolissacarideo favorece a adesdo bacteriana as superficies das células epiteliais,
principalmente células pulmonares, atua como fator antifagocitario, confere uma alta
tolerdncia a acdo de anticorpos, dificulta a difusdo de antibioticos e esté relacionado com o
fenotipo mucdide caracteristico de algumas bactérias (Bryan, 1983; Head et al., 2004,
Lincopan et al., 2004).

Em pacientes com fibrose cistica que apresentam infeccGes pulmonares de repeti¢oes
causadas por P. aeruginosa observa-se uma hiperproducdo de alginato, responsavel por uma
modificacdo nas caracteristicas deste patdgeno que passa a se apresentar como um bacilo
encapsulado altamente mucdide (Blondel et al., 2007; Hentzer et al., 2003).

O alginato esta envolvido também na formacdo de biofilmes, caracterizados como
sendo aglomerados de células bacterianas envolvidas por uma matriz de polimeros
extracelulares que auxiliam a bactéria na adesdo a superficies e a substratos bidticos ou
abioticos (Hogardt et al.,, 2004). O biofilme representa uma forma de protecdo do
microrganismo, permitindo que ele sobreviva em ambientes hostis e protegendo-o da agéo do
sistema imunolégico do hospedeiro, além de impedir a difusdo de agentes antimicrobianos
(Head et al., 2004).

Outro importante fator de viruléncia em P. aeruginosa esta relacionado a producéo de
proteases extracelulares como a elastase A e elastase B. As proteases correspondem a uma
classe de enzimas responsaveis pela hidrolise parcial ou total de determinadas proteinas,
atuando internamente na cadeia de polipeptideos e sendo classificadas de acordo com seu sitio
ativo nos subgrupos serina, cisteina, acido aspartico e metaloproteases (Chen et al., 2003). Em
P. aeruginosa, as proteases favorecem o estabelecimento do microrganismo através de dano
tecidual, contribuindo para o processo invasivo e patogenicidade deste microrganismo
(Zivkovic et al., 2010).

A elastase B é uma metaloprotease que contém um ion zinco em seu sitio ativo, sendo
responsavel por degradar elastina e colageno e inativar componentes do sistema imunoldgico
do hospedeiro como a imunoglobulina G, atuando apds a acdo da protease elastase A, que

possui uma serina em seu sitio ativo (Bever et al., 1988; Lincopan et al., 2004).



A elastina corresponde a um dos principais componentes estruturais do tecido
pulmonar e, devido a isso, a producdo de elastase A, elastase B e demais proteases alcalinas
por P. aeruginosa € considerada um importante agravante nos casos de pneumonias
provocadas por este microrganismo. Os danos ao tecido pulmonar e vasos sanguineos
resultantes da degradacdo da elastina, decorrentes da acdo combinada destas enzimas,
favorece a disseminacdo desta bactéria a partir de sitios isolados da infeccdo (Heck et al.,
1986; Lincopan et al., 2004).

Outro fator de viruléncia com importancia evidenciada em P. aeruginosa corresponde
a exotoxina A, sendo considerado um dos principais fatores de patogenicidade da espécie
(Murray et al., 2010). Trata-se de uma proteina termol&bil produzida por grande parte das
cepas que causam infec¢ao clinica, apresentando mecanismo de acdo semelhante ao da toxina
diftérica produzida por Corynebacterium diphtheriae e ao da toxina Shiga, produzida por
Shiguella dysenteriae. A exotoxina A atua inibindo a sintese proteica atraves do bloqueio da
elongacdo da cadeia de peptideos nas células eucaridticas por meio da transferéncia de ADP-
ribose do NAD para o fator 2 de elongacdo (EF-2), resultando na inativacdo do processo de
biossintese proteica e consequente morte celular (Levinson et al., 2011).

A exotoxina A estd associada a invasdo bacteriana, necrose tecidual e
imunossupressdo. Contribui ainda para a dermonecrose em lesdes decorrentes de
queimaduras, lesbes da cornea em infeccfes oculares e esta relacionada a danos teciduais em
infeccdes pulmonares cronicas (Murray et al., 2010).

Outros fatores de viruléncia extracelulares que contribuem para o processo invasivo de
P. aeruginosa e interferem no sistema imunoldgico do hospedeiro podem ser citados, tais
como as fosfolipases C, leucocidinas e piocianinas. As fosfolipases C sdo responsaveis por
hidrolisar fosfolipidios de membrana e destruir o surfactante pulmonar, contribuindo para que
as infecgdes agudas e cronicas causadas por P. aeruginosa se estabelecam. As leucocidinas e
piocianinas, por sua vez, correspondem, respectivamente, a uma citotoxina que inibe a fungéo
de neutrofilos e linfécitos e a uma substancia que apresenta atividade bactericida, impedindo a
proliferacdo de diversas espécies de microrganismos, além de catalisar a producdo de
superdéxido e peréxido de hidrogénio, que apresentam propriedades citotoxicas em células
eucaridticas (Hassett et al., 1992; Win et al., 2006).



Por ser tratar de uma bactéria com destacada importéncia clinica e que apresenta
caracteristicas que incluem mecanismos de resisténcia a antimicrobianos, capacidade de se
adaptar aos mais diversos ambientes e possuir uma vasta gama de fatores de patogenicidade,
muitos estudos sdo conduzidos a fim de compreender ainda mais o comportamento de P.
aeruginosa como patégeno humano oportunista.

Em grande parte dos estudos genéticos e funcionais relacionados ao metabolismo e
fisiologia em Pseudomonas a linhagem de P. aeruginosa O1 (PAO1) é utilizada como
referéncia. Esta bactéria foi inicialmente isolada de uma ferida cirtrgica na Australia, em
1954 e teve seu genoma completo sequénciado por um consoércio liderado por Stover e
colaboradores (2000), correspondendo a um dos maiores genomas bacterianos ja
sequénciados (Holloway et al., 1979; Klockgether et al., 2010). O genoma da PAO1
apresenta-se com 6,3 milhGes de pares de base, contendo 5.570 open reading frames (ORFs).
Sua complexidade genética aproxima-se da observada no eucarioto Saccharomyces
cerevisiae, cujo genoma codifica cerca de 6.200 proteinas (Ball et al., 2000).

Atualmente quatro genomas completos de P. aeruginosa estdo anotados, incluindo o
de PAOL (Stover et al., 2000), sendo que o sequenciamento de mais de dez genomas
relacionados a outras linhagens desta espécie ja estdo em  andamento
(www.pseudomonas.com/viewAllGenomes.do).

A aparente auséncia de duplicacdes génicas recentes indica que o tamanho do genoma
de P. aeruginosa estd associado a sua grande diversidade génica e funcional. Estas
caracteristicas podem ocorrer devido a adaptacdes evolutivas que permitem a este
microrganismo crescer em diversos ambientes, habituar-se a condigdes menos favoraveis e
resistir a uma variedade de substéancias antimicrobianas (Stover et al., 2000).

Os organismos procariotos apresentam mecanismos de resisténcia a antimicrobianos,
0s quais podem ser intrinsecos ou adquiridos. Muitos destes mecanismos estdo associados a
frequente exposicdo da bactéria aos antimicrobianos comumente utilizados em hospitais
(Frost et al., 2005).

Um enfoque bastante frequente em diversos estudos é a avaliagdo dos efeitos de
concentragdes subletais de agentes antimicrobianos na expressdao de diferentes genes em
microrganismos, uma vez que bactérias respondem a doses subletais alterando seu perfil de

expressao génica. Linares e colaboradores (2006) mostraram que a exposicdo de P.
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aeruginosa a doses subletais de norfloxacina, tetraciclina e tobramicina podem induzir a
formacéo de biofilmes e promover a expressdo de determinantes de viruléncia. Por outro lado,
0 contato do microrganismo com o peptideo antimicrobiano LL-37 pode ocasionar a
supressdo na expressao de genes essenciais para a formacdo de biofilmes (Overhage et al.,
2008).

Em estudo recente, Kindrachuk e colaboradores (2011) avaliaram os efeitos da
exposicao a concentracgdes letais, inibitorias e sub-inibitdrias de tobramicina sobre a expressédo
génica de P. aeruginosa e comprovaram que concentracdes distintas deste antimicrobiano
podem causar diferentes impactos sobre a expressdao génica da bactéria. Os autores
observaram que a exposicdo de P. aeruginosa a concentragOes letais de tobramicina
resultaram em uma rapida alteracdo na expressdo de possiveis genes de resisténcia a
aminoglicosideos, favorecendo a adaptacdo do microrganismo a estas condicdes. De acordo
com o estudo, a capacidade da bactéria em sobreviver a concentragdes elevadas do
antimicrobiano pode estar associada a um aumento na expressao de genes de resposta ao
choque térmico que conferem uma protecdo de curto prazo contra concentracdes letais deste

aminoglicosideo.

3.2 Fatores Sigma e Regulacao da Expressdo Génica em P. aeruginosa

Os fatores sigma (o) constituem uma classe de proteinas cuja associagdo com o ndcleo
da RNA-polimerase possibilita a formacdo de um mecanismo para respostas celulares
mediadas pelo redirecionamento do inicio da transcri¢cdo. Além disso, esses fatores contém
grande parte dos determinantes para reconhecimento de promotores e contribuem para a
separacdo da dupla fita de DNA durante o processo transcricional (Kazmierczak et al., 2005;
Sachdeva et al., 2009).

E conhecido o fato de organismos procariotos, principalmente os que apresentam
crescimento répido, possuirem um fator ¢ primario responsavel pela transcricdo de genes
importantes para o metabolismo celular - genes housekeeping- sendo, desta forma,
considerados essenciais para a sobrevivéncia dos microrganismos (Sachedeva et al, 2009;
Patek & Nesvera, 2011).

Outra caracteristica de procariotos é o genoma capaz de codificar um namero variavel

de fatores o alternativos ndo essenciais, que reconhecem promotores de genes ativados em
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resposta a estimulos especificos como condicdes de estresse, escassez de nutrientes, transi¢do
de fases de crescimento ou diferenciacdo morfolégica. Além disso, fatores o alternativos
apresentam a capacidade de afetar direta ou indiretamente a viruléncia de bactérias
patogénicas (Helmann, 2002; Kazmierczack et al., 2005; Patek & Nesvera, 2011).

O primeiro fator o foi descrito inicialmente em 1969, como uma subunidade da RNA
polimerase de Escherichia coli necesséria para o reconhecimento do promotor (Burgess et al.,
1969). Posteriormente, com a descoberta de que o processo de esporulacdo em Bacillus
subtilis é controlado por uma cascata de fatores o alternativos, verificou-se que uma mesma
bactéria poderia apresentar maltiplos fatores o (Losick & Pero, 1981).

Atualmente, sabe-se que em procariotos o numero de fatores ¢ pode variar de um
unico gene, como ocorre em Mycoplasma genitalium, dois genes, como 0s presentes no
Gram-positivo Streptococccus pyogenes, cujo habitat se restringe a orofaringe humana, a mais
de 60 genes, como o0s encontrados em outra bactéria Gram-positiva, a Streptomyces
coelicolor, que apresenta um habitat altamente varidvel em termos de nutrientes, estresses e
comunidade microbiana competitiva (Gruber &Gross, 2003; Mittenhuber, 2002; Sachdeva et
al., 2009).

Sabe-se ainda que o numero de fatores ¢ de um microrganismo, de modo geral,
aumenta proporcionalmente ao tamanho do seu genoma e que bactérias capazes de sofrer
diferenciacdo tendem a apresentar uma maior proporcao de fatores o alternativos por tamanho
de genoma, quando comparadas com patdgenos obrigatorios ou comensais (Sachdeva et al.,
2009).

Além do principal fator sigma, o ¢’° ou rpoD, as bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas apresentam fatores sigma alternativos. Inicialmente os fatores ¢ bacterianos foram
agrupados em duas familias estrutural, funcional e fisiologicamente distintas, denominadas

0 classificadas com base na similaridade de sequéncia, organizagéo

familia do ¢ e o
estrutural e mecanismos de acdo (Wosten, 1998; Patek & Nesvera, 2011; Sachdeva et al.,
2009).

Os fatores da familia >* sdo assim classificados devido a sua similaridade com o fator
o de 54 kDa de E. coli, responsavel pela regulagdo do metabolismo de nitrogénio. Necessitam

tanto de ATP quanto da acdo de um acentuador para serem capazes de exercer sua funcéo,
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sendo considerados relativamente raros, ja que ndo possuem representantes em nenhuma
bactéria Gram-positiva cujo genoma apresenta alto conteido de G+C (Sachdeva et al., 2009).

O fator 6°*, também denominado ¢", em grande parte das espécies que o possuem,
estd envolvido nos processos de assimilacdo de nitrogénio, motilidade, transporte de
nutrientes, formacg&o de pili, sinalizagdo célula-célula e tolerancia ao zinco. Os fatores ¢ dessa
familia reconhecem as regifes promotoras -12 e -24 para ativar a transcricdo génica
(Kazmierczack et al., 2005; Potvin et al., 2008).

J4 os fatores o da familia 6'° sdo assim classificados devido a sua similaridade com o
fator o primario de 70 kDa, também de E. coli, sendo encontrados em todas as espécies
bacterianas (Sachdeva et al., 2009). As eubactérias possuem ao menos um fator o principal ou
primario pertencente a esta familia, responsavel pela ativacdo da transcricdo de grande parte
dos genes constitutivos (housekeeping), através do reconhecimento das regides promotoras -
10 e -35 (Sachdeva et al., 2009). O fator o™ de Bacillus subtilis e o fator 6’° codificado pelo
gene rpoD de E. coli sé&o exemplos de fatores o reguladores da transcricdo de genes essenciais
as respectivas espécies (Helmann, 2002; Kazmierczak et al., 2005).

Grande parte dos fatores ¢ de bactérias pertencentes a familia ¢’ é dividida em varios
grupos e subgrupos relacionados filogeneticamente (Hellmann, 2002). De modo geral, o
agrupamento dos fatores ¢ de acordo com as suas funcgdes correlaciona-se com as relagoes
filogenéticas entre as suas estruturas proteicas (Kazmierczack et al., 2005). De acordo com
esse modo de classificacdo, é possivel afirmar que os fatores ¢ que compde a familia dos ¢"°
correspondem a proteinas modulares, compostas por até quatro regiGes de sequéncias
conservadas, as quais podem ser divididas em sub-regiGes e contribuem para a ligacdo do
fator ¢ ao cerne da RNA polimerase (Rodrigue et al.; 2006; Patek & Nesvera, 2011).

De acordo com sua estrutura, fungdo e com base nos dominios proteicos, os fatores ¢
pertencentes a familia o'° podem ser separados em quatro grupos (figura 1). O primeiro grupo
é composto pelos fatores o primarios e inclui 6'° de E. coli e seus ortélogos, correspondendo a
proteinas essenciais responsaveis pela transcricdo de grande parte dos genes housekeeping.
Sdo, dessa forma, essenciais para a viabilidade celular e apresentam os dominios 1, 2, 3 e 4
(Loneto et al, 1994; Manganelli et al., 2004; Rodrigue et al.,2006; Sachdeva et al.,2009).

O grupo 2 inclui fatores o que, apesar da alta similaridade com os fatores ¢ primarios,

ndo sdo considerados essenciais para a sobrevivéncia bacteriana em condi¢des normais. Os
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fatores melhores caracterizados desse grupo estdo envolvidos na transcricdo de genes de
resposta ao estresse e de genes necessarios a sobrevivéncia bacteriana na fase estacionaria de
crescimento, sendo o fator o°° codificado pelo gene rpoS de E. coli o membro mais estudado
deste grupo (Loneto et al, 1994; Manganelli et al., 2004; Rodrigue et al.,2006; Sachdeva et
al.,2009).

O grupo 3, por sua vez, é composto por fatores ¢ mais divergentes em relagcdo aos
fatores o do primeiro grupo e correspondem a proteinas menores, ja que apresentam somente
as regides conservadas 2, 3 e 4 em sua estrutura. Os fatores deste grupo apresentam funcdes
sque incluem resposta ao choque térmico, biossintese de flagelo e esporulacdo (Loneto et al,
1994; Manganelli et al., 2004; Rodrigue et al.,2006; Sachdeva et al.,2009).

Por ultimo o grupo 4, também conhecido como subfamilia de fatores ¢ de funcdo
extracitoplasmatica (ECF), que corresponde ao maior e mais heterogéneo dentre os quatro
grupos que compdem a familia do o’°. Esse grupo engloba um grande nimero de fatores
pequenos, uma vez que apresentam apenas as regides conservadas 2 e 4 em sua estrutura,
responsaveis pela expressdo de genes cujos produtos exercem uma variedade de funcdes em
resposta a sinais extracelulares especificos, como a presenca de proteinas desnaturadas ou de
moléculas toxicas, mudangas na osmolaridade, limitacdo de nutrientes e 0s estresses
oxidativos e de superficies. Além disso, varios destes fatores estdo envolvidos na regulagdo de
componentes importantes para a viruléncia de bactérias patogénicas (Loneto et al, 1994;
Manganelli et al., 2004; Rodrigue et al.,2006; Sachdeva et al.,2009).

+1
extended
:| 10 -10  -35
N m——- T Grupo 1
N {l={_ I - C Grupo 2
N =N C Grupo 3
Bl Dominio 1

D Dominio 2 N mc Grupo 4

B Dominio 3
Dominio 4

Figura 1. Dominios conservados dos 4 grupos de fatores sigma da familia ¢'°. Adaptado de
Rodrigue et al., (2006).

13



Sob condigdes fisioldgicas normais, sd80 majoritariamente expressos 0S genes
essenciais para a sobrevivéncia e o crescimento bacteriano, 0s quais possuem promotores que

sd0 reconhecidos por fatores o pertencentes ao grupo 1 da familia o'.

Entretanto, a
exposicdo a determinados estimulos ambientais pode alterar a transcricdo génica atraves de
um mecanismo no qual a subunidade ¢ primaria ligada ao cerne da RNA polimerase ¢
substituida por um fator o alternativo, de modo a ativar a expressdo de um conjunto especifico
de genes envolvidos na resposta adaptativa necessaria (Helmann, 2002; Kazmierczak et al.,
2005).

Os fatores o alternativos podem ser inseridos em trés classes distintas, de acordo com
a funcdo que exercem: fatores o responsaveis por ativar mecanismos gerais de resposta ao
estresse, 0s quais apresentam grande similaridade estrutural com os fatores o primarios;
fatores o associados a alteracbes morfoldgicas do microrganismo, como a formacdo de
flagelos e esporulacdo; e fatores ¢ de funcédo extracitoplasmatica, os quais estdo envolvidos na
ativacdo de mecanismos de adaptacdo as mudancas no periplasma, na membrana da bactéria e
no ambiente extracelular (Potvin et al.,2008; Kazmierczak et al., 2005).

Os aspectos basicos para compreensdo das caracteristicas e funcdes dos fatores o
foram inicialmente descritos em E. coli, que apresenta sete subunidades o: 0 & primario -’
(RpoD), responsavel pela ativacdo da transcricdo da maioria dos genes essenciais ao
crescimento exponencial de bactérias e seis fatores o alternativos, representados por ¢2°
(FliA), °2 (RpoH), o (RpoS), 6> (RpoN), 6** (RpoE) e o' (Grigorova et al., 2006; Potvin
et al., 2008).

Em extensa analise do genoma de P. aeruginosa O1, é possivel observar a presenca de
aproximadamente 550 fatores transcricionais e 24 possiveis fatores o, sendo que destes 24
fatores o, 19 sdo considerados fatores o associados a expressdo de genes de funcdo
extracitoplasmatica (ECF) (Potvin et al., 2008).

Em P.aeruginosa sio destacados a presenca dos fatores 6'° (RpoD), 62 (RpoH), % ou
FliA (RpoF), 6> ou 6> (RpoS) , o>t ou o (RpoN); dos fatores ¢ ECF PvdS, SigX, ot ou
6?*(AlgU) , além de e um conjunto composto por outros membros do grupo das ECFs, alguns

estando associados ao transporte de ferro (Potvin et al.,2008).
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O fator 6’°, em P. aeruginosa, é conhecido ainda como RpoD e apresenta uma vasta
homologia com o ¢’° de E. coli, sugerindo que esses dois fatores ¢ apresentem funcdes
similares (Potvin et al., 2008; Llamas et al., 2009).

A transcricdo do gene rpoD ocorre através dos promotores Pc e Pys sendo que o
primeiro controla a sintese constitutiva do mRNA tanto na fase estacionaria de crescimento
quanto em condicdes de estresse, como as observadas no evento de choque térmico. J& o
promotor Pys € responsavel pela regulacdo transitoria da transcricdo do gene apds condicdes
de choque térmico (Aramaki & Fujita, 1999; Potvin et al., 2008).

Entre os fatores o de fungdo extracitoplasmatica reportados, destaca-se o fator
homologo de o da bactéria P. aeruginosa (gene algU), envolvido na biossintese do
exopolissacarideo alginato, considerado um dos principais fatores de viruléncia dessa bactéria
(Potvin et al., 2008).

Observa-se que a sequéncia de aminoacidos que compde o fator AlgU apresenta 79%
de similaridade com aquela relacionada ao fator o= de E. coli, responsével pelo crescimento
do microrganismo em temperaturas elevadas e relacionado ao choque térmico, sugerindo
funcBes semelhantes na expressdo desse gene em P. aeruginosa, em resposta a condi¢cdes de
estresses (Potvin et al., 2008). Em P. aerguinosa, AlgU é destacado principalmente pela sua
importancia no processo de conversdo do fendtipo ndo mucoéide para o mucdide em pacientes
com fibrose cistica, sobretudo em situacdes de estresse que incluem o tratamento com
antibidticos, alta osmolaridade, limitacdes nutricionais e liberacdo de intermediarios reativos
de oxigénio a partir de leucocitos polimorfonucleares (Pulcrano et al., 2012).

A sintese do alginato, responsavel pela caracteristica mucoide conferida a bactéria em
infeccOes que acometem grande parte de pacientes portadores de fibrose cistica, € um evento
complexo que envolve uma série de genes, sendo o promotor algD e o fator anti-c MucA os
elementos chave do processo de regulacéo da expressdo génica associada a este fendtipo.

Neste microganismo, existem quatro genes (mucABCD) especialmente envolvidos na
expressao do fenotipo mucoide, sendo que mutagdes no gene mucA sao consideradas um dos
principais mecanismos associados ao processo de conversdo para a forma mucdide (Potvin et
al.,2008; Pulcrano et al., 2012).

Sabe-se que o fator ¢ alternativo AlgU atua como um regulador positivo na produgao

de alginato e como regulador negativo no processo de motilidade associada a flagelos, em P.
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aeruginosa (Tart et al., 2005). Pulcrano e colaboradores (2012) observaram que mutacdes no
gene mucA sdo responsaveis pela expressao elevada do operon e producdo acentuada de
alginato, influenciando a motilidade e contribuindo para a colonizacdo e sobrevivéncia do
microrganismo nos sitios de infeccdo, visto que o alginato constitui um dos principais fatores

de viruléncia deste microrganismo.

3.2.1 Fator Sigma 32 (rpoH) em P. aeruginosa

O fator sigma alternativo >, codificado pelo gene rpoH, é responsavel por regular de
forma positiva a expressdo de genes associados ao evento de choque térmico, o qual
corresponde a um mecanismo de resposta celular e homeostatica frente a condicGes de
estresses que levam a prejuizos conformacionais de proteinas (Schumann, 2007).

A resposta ao choque térmico é induzida por aumentos de temperatura, sendo comum
entre os organismos. Ocorre quando células que usualmente crescem em temperaturas mais
baixas sdo transferidas para um ambiente de alta temperatura, resultando num réapido e
transitorio aumento na sintese de um conjunto especifico de proteinas, conhecidas como
proteinas de choque térmico (HSPs- do inglés Heat Shock Proteins) e representadas por
chaperonas e proteases, responsaveis, respectivamente, por reparar o dano potencial causado
as proteinas devido a exposi¢cdo ao calor e degradar proteinas desnaturadas que ndo foram
reparadas de forma adequada (Fenton & Horwich, 2003; Rosen & Ron, 2002; Schumann,
2007).

O mecanismo de resposta ao choque térmico é amplamente estudado em procariotos.
Em E. coli, a expressdo dos genes HSPs é regulada de forma positiva pelo fator 6> (c"),
codificado pelo gene rpoH e conhecido como fator sigma de choque térmico, responsavel por
mediar a resposta ao aumento de temperatura de 30°C para 42°C (Potvin, 2008).

Quando as células de E. coli sdo expostas a essas variacdes de temperatura, a RNA-
polimerase associada ao fator o2 reconhece promotores especificos de genes de choque
térmico, transcrevendo-os (Narberhaus, 1999). Esses genes codificam para chaperonas
moleculares que apresentam funcdo de auxiliar outras proteinas na obtencdo de sua
conformacdo apropriada. Em E. coli ja foram relatadas a presenca de mais de 20 HSPs,

incluindo as chaperonas DnaK, DnaJ, GrpE, GroEL e GroEs e a protease FtsH (Potvin, 2008).
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A breve transcricdo dos genes de choque térmico € controlada pela regulacdo da sintese,
atividade e estabilidade de o2, através de mecanismos de retroalimentacdo que incorporam
informacdes sobre a temperatura e o estado de dobramento de proteinas na célula (Arsene et
al.,2000; El-Samad et al., 2005).

Em P. aeruginosa, 0 gene rpoH apresenta 61% de similaridade com o 6" (6%%) de E.
coli, sendo sua transcricdo dependente do fator sigma de funcdo extracitoplasmatica (ECF)
AlgU, cujas funcdes estdo associadas a biossintese do alginato e resposta ao choque térmico e
estresse oxidativo (Helmann, 2002; Potvin, 2008; Rowley et al., 2006). O processo de choque
térmico apresenta um comportamento semelhante em P. aeruginosa e E. coli, onde ha um
aumento nos niveis de transcricdo do gene rpoH frente a alteracBes de temperatura de 30°C
para 42°C. Os niveis elevados na expressdao do gene apds choque térmico estdo relacionados
ao aumento da sintese e estabilidade da proteina, normalmente instavel, codificada pelo gene
rpoH (Kindrachuk et al., 2011; Potvin et al, 2008).

Observa-se que as sequéncias de grande parte das HSPs séo altamente conservadas,
apresentando funcGes similares em todos os organismos (Morimoto, 1998). Este grupo de
proteinas é composto principalmente por chaperonas como, por exemplo, DnaK e GroEL; ou
proteases dependentes de ATP, que incluem Lon, Fsth, ClpAp e ClpXP, exercendo importante
papel no enovelamento, agrupamento, transporte e reparo de proteinas, tanto em condi¢des de
estresse quanto em condigdes normais (Schumann, 2007).

As chaperonas moleculares sdo proteinas responsaveis por interagir, estabilizar e
auxiliar outras proteinas a adquirirem conformacdo correta, sendo expressas de forma
acentuada apos condicdes de estresse que incluem o evento de choque térmico, sendo, dessa
forma, conhecidas como HSPs. Estas proteinas estdo envolvidas em multiplas funcdes
celulares que incluem o dobramento de proteinas desnaturadas por estresse, montagem
oligomérica, transporte de proteinas intracelulares e auxilio na degradacdo proteolitica
(Vabulas et al., 2010; Van Drie; 2011; Hartl et al; 2009).

As chaperoninas correspondem a uma familia bastante conservada de chaperonas
moleculares expressas apds calor e varios outros tipos de estresses, a fim de manter a
integridade e viabilidade celular e auxiliar polipeptideos nascentes a assumirem sua
conformacao tridimensional correta. Trata-se de uma estrutura de aproximadamente 800 kDa

constituida por dois anéis e uma cavidade interna na qual as proteinas substratos sdo
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totalmente encapsulas para poder adquirir novamente sua conformacéo correta (Peng et al.,
2011; Vabulas et al., 2010; Yenari et al., 1999; Zhang et al.,2002). Dividem-se em dois
grupos com estruturas semelhantes, mas com sequéncias remotamente relacionadas. As
chaperoninas que integram o grupo I, também designadas chaperoninas Hsp60, estdo
presentes em bactérias (GroEL), mitocéndrias (Hsp60) e cloroplastos (Cnp60) e atuam em
parceria com as proteinas Hspl0 (GroES), que correspondem a anéis compostos por
subunidades de 10 kDa e que agem como um interruptor de GroEL, controlada pela ATPase
desta propria proteina. S&o constituidas por sete subunidades de aproximadamente 60 kDa
por anel e consistem em trés dominios: o dominio equatorial ATPase, responsavel por formar
o principal contato inter-subunidades; o dominio apical, que expGem residuos de aminoéacidos
hidrofobicos para ligacdo do substrato em direcdo ao centro do anel, e o dominio
intermediario, cuja funcdo é conectar os dominios equatorial e apical (Peng et al., 2011;
Vabulas et al., 2010).

O grupo Il encontra-se presente no reino Archaea e no citosol de células eucarioticas,
sendo constituido por chaperoninas que atuam de forma independente da proteina de Hsp10,
ja que, embora apresentem estrutura semelhante a GroEL, possuem o dominio apical com
extensdo especializada da a-hélice que substitui a funcdo de GroES (Hartl & Hayer-Hartl,
2009; Peng et al., 2011).

2 em temperaturas normais de crescimento, as

Na regulagdo dos niveis de o
chaperonas DnaK, Dnal e GrpE sdo responsaveis por sequestrar este fator sigma, impedindo
sua ligacdo ao cerne da RNA-polimerase e direcionando-o para protedlise mediada por FtsH.
A elevacdo da temperatura causa 0 acumulo de proteinas desnaturadas que se ligam as
chaperonas DnaK/ DnaJ/ GrpE, resultando na liberagdo e estabiliza¢do do 62 e conduzindo a
uma associagcdo deste fator com a RNA polimerase e direcionamento para promotores
especificos dos genes de choque térmico (Arsene et al., 2000; Yura & Nakahigashi, 1999).

Quando os niveis de chaperonas livres aumentam, ha um controle de retroalimentacéo
negativa na estabilidade e atividade de 6%, que é novamente sequestrado, sendo inativado e
degradado, resultando em um desligamento da resposta ao choque térmico e garantindo um
controle na expressdo de genes de choque térmico com base na quantidade de proteinas

desnaturadas presentes na célula. Estudos demonstraram que a maquinaria das chaperoninas
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GroES/GroEL também exerce fungdes na regulacdo da atividade e estabilidade de o3 em E.

coli (Guisbert et al., 2004).

3.3 Proteases AAA" (ATPases Associadas a diversas Atividades celulares)

Um importante mecanismo envolvido na regulacdo da expressdo génica é a
degradacdo de proteinas celulares via proteases celulares. Dentre as proteases envolvidas
nesse processo, existe um grupo pertencente a familia de proteinas denominadas AAA
(ATPases Associadas a diversas Atividades celulares), que se destacam por atuarem como
proteases e como chaperonas moleculares (Adam & Ostersetzer, 2001; Langer, 2000; Baker
& Sauer, 2012).

Membros pertencentes a familia das proteinas AAA podem ser encontrados em todos
0s reinos e estdo envolvidos em diferentes processos do metabolismo celular, incluindo
transporte de proteinas, divisdo celular, formacdo de peroxissomo, e principalmente,
degradacdo de proteinas de membrana presentes nas bactérias, mitocéndrias e cloroplastos
(Langer, 2000; Lupas & Martin, 2002; Wendler et al., 2012).

Uma ampla gama de proteinas que apresentam o dominio AAA™ e correspondem a
uma subfamilia do grupo das ATPases ja foram cristalografadas e tiveram suas estruturas
estudadas. Baseando-se nesses estudos, puderam ser definidos dois subdominios do dominio
AAA: N-terminal (0/f Rossman) ¢ um C-terminal (a-hélices) (Figura 2). O subdominio o/f
Rossman é caracterizado pela insercdo de PB4, entre Bl e B3 distinguido, dessa forma, o
dominio AAA de outrso dominios de ligagdo a nucleotideos. Além disso, a auséncia de fitas
adjacentes a 2 é caracteristico desse subdominio. Na sua regido N-terminal encontra-se um
motivo denominado de N-linker, responsavel pela ligacdo ao anel de adenina, sendo este parte
do dominio de ligacdo da AAA, que conecta este dominio a outros dominios ndo AAA.

A anélise da dinamica molecular aponta que N-linker é flexivel e pode promover

alteracOes dependentes de nucleotideos para outras partes da proteina AAA.
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Figura 2. Estrutura linear (A) e organizacdo da topologia geral (B) dos dominios AAA",
Adaptado de Hanson &Whiteheart (2005).

O dominio AAA"™ é formado também pelos motivos altamente conservados Walker A
(GxxxxGK]T/S], onde x representa qualquer aminoacido) e Walker B (hhhhDE, onde h
representa aminoacidos hidrofobicos), sendo estes dominios responsaveis, respectivamente,
pela ligacdo e hidrélise do nucleotideo (Rappas et al., 2006).

O motivo Walker A estd contido em uma volta da conformacdo proteica, conhecida
como P-loop (Ogura & Wilkinson, 2001), sendo esta regido (P-loop) responsavel pela direta
interagdo que ocorre entre um residuo de lisina do motivo Walker A e o y-fosfato do ATP
(Hanson & Whiteheart 2005). No motivo Walker B (LhhhhD), o residuo de aspartato é
responsavel pela interagdo com o magnésio e o residuo de glutamato é responsavel pela
interacdo com a agua; elementos que correspondem a fatores essenciais para a hidrélise do
ATP (Hanson & Whiteheart 2005; Schumacher et al., 2006; ).

As proteinas AAA" possuem ainda um dominio conservado, localizado na regido C-
terminal do motivo Walker B e denominado regido de homologia secundaria (SRH), o qual ¢é
composto por dois elementos estruturais especificos: regido sensora | e dedos de arginina
(Figura 3). Os residuos de aminoacidos da regido sensora | posicionam-se entre 0s motivos
Walker A e B, interagindo com Walker B e y-fosfato do ATP. Nos dedos de arginina das
proteinas da familia AAA®, dois residuos de arginina podem ser encontrados e estdo
envolvidos na hidrolise de nucleotideos e/ou propagacdo de mudancas conformacionais para a
forma de hexamero (Langer, 2000; Hanson & Whiteheart, 2005; Wendler et al., 2012).

As proteinas da familia AAA® formam uma estrutura hexamérica que confere

caracteristicas particulares de sua atividade bioldgica, como o posicionamento do sitio de
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ligagdo do ATP na interface das subunidades com a holoenzima (Hanson & Whiteheart, 2005;
Wendler et al., 2012). De acordo com este arranjo estrutural, uma cavidade central é formada,
expondo aminoacidos da regido entre os motivos Walker A e B na superficie do poro, que sao
responsaveis pela ligacdo do substrato. Mutacfes nestes aminoacidos afetam a ligacdo e
processamento do substrato, sem afetar a oligomerizacdo ou a atividade de ATPase (Yamada-
Inagawa et al., 2003).

Na regido C-terminal do subdominio a-hélices, encontra-se a regido sensora Il. Um
residuo de arginina deste motivo participa diretamente da interagdo com o y-fosfato do ATP

(Langer, 2000).

3.3.1 Protease FtsH (filamentation temperature-sensitive) AAA"

Bactérias Gram-negativas representam um modelo de estudos fisiologicos e funcionais
de proteases AAA". Um exemplo é a bactéria E. coli, que apresenta cinco proteases AAA"
muito bem caracterizadas: ClpXP, CIAP, HslUV, Lon e FtsH. Todas essas proteases
apresentam funcgdes celulares importantes, porém, dentre elas, destaca-se a proteina FtsH
(filamentation temperature-sensitive), que tem sua importancia evidenciada por ser essencial a
viabilidade da bactéria (Langklotz et al., 2012).

Em E. coli, a FtsH €é representada por uma proteina integral de membrana de
aproximadamente 71 kDa, composta por dois segmentos transmembrana (TM1 e TM2) em
sua regido N-terminal, seguido por um dominio citoplasmatico (C-terminal), contendo uma
copia do modulo AAA e um motivo conservado de ligagdo ao Zn** (HEXXH), responsavel
pelo sitio catalitico da proteolise (Tomayasu et al.,1993; Langklotz et al., 2012 ).

Vaérias fungdes tem sido atribuidas a proteina FtsH, tais como: controle da resposta ao

choque térmico, atuando através da protedlise do fator 62

; influéncia no processo de infeccao
viral por meio da degradagao das proteinas CII e CIII (ativadores transcricionais) do fago A,
que sdo de extrema importancia nas etapas de estabelecimento da lisogenia; atuacdo como
chaperona molecular, influenciando na montagem e disposicdo de diversas proteinas que
exercem papel importante na biossintese do lipopolissacarideo (LPS), por meio da protedlise
da enzima LpxC, responsavel por catalisar o processo de sintese do lipideo A constituinte do

LPS ( Langklotz etal., 2012).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Analises de Bioinformatica do Gene PA0657 de P. aeruginosa O1

As sequéncias génicas e protéicas foram obtidas apds busca no banco de dados do
NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov). A analise comparativa das sequéncias e a predi¢cdo dos
polipeptidios resultantes foi realizada com o auxilio do programa BioEdit 7.0.

A comparacdo e procura de sequéncias homdlogas a ORF0657 foi realizada para
identificacdo dos ortdlogos dos genes que apresentam maiores graus de similariedade, com
auxilio do programa computacional BLAST-P, disponivel on-line no NCBI. Os resultados
foram expressos na forma de tabela com valores obtidos para os genes encontrados nas
diferentes bactérias Gram-negativas.

O alinhamento das sequéncias proteicas foi realizado através do programa
computacional ClustalX, como auxiliar dentro dos programas BioEdit 7.0. Para a modelagem
3D da proteina em estudo foram utilizadas as facilidades dos programas disponiveis no
ambiente Expasy (Swiss-Prot).

Para andlise da regido promotora da sequéncia génica PA0657, foi utilizado o software
BacPP (Bacterial Promoter Prediction), que permite a previsdo e a classificacdo das
sequéncias de promotores bacterianos e possibilita separar as sequéncias promotoras de
acordo com o fator sigma por elas reconhecidas.

4.2 Linhagens Bacterianas e Condic6es de Cultivo

No presente estudo empregou-se um conjunto de bactérias apresentadas na Tabela 1.
Estas linhagens estdo depositadas no banco de microrganismos do Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal e Microbiologia Aplicada do Instituto de Biotecnologia da

Universidade de Caxias do Sul.
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Tabelal. Linhagens bacterianas, caracteristicas fenotipicas e referéncia ou origem.

Linhagem Caracteristica Referéncia ou Origem
E. coli IM109 recA 1, endA 1, gyrA 96, thi, hsdR 17 Yanisch-Perron, C. et al., 1985.
(re-, m+), supEd4,relA 1, &, A(lac-
proAB),
[F’,traD 36, proAB, lacl® ZAM15]
E. coli DH5a FendAlginvV44 thi-1 recAl relAl Invitrogen

gyrA96 deoR nupG ®80lacZAMI15
A(lacZY A-argF)U169, hsdR17 (r-
met), A F mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC)

P. aeruginosa O1 Linhagem selvagem isolada de uma (Holloway et al., 1979)

ferida cirGrgica em 1954,

P. aeruginosa 07 Linhagem selvagem Isolada de ambiente aquatico.
P. aeruginosa 169 Linhagem com segmento Isolada de paciente com fibrose
PA0657 rompido cistica.

As amostras bacterianas utilizadas neste trabalho foram mantidas em meio Luria
Bertani (LB) constituido por triptona 10 g/L; NaCl 10 g/L; extrato de levedura 5 g/L e 2% de
agar quando meio s6lido (Sambrook et al., 2001). Estes microrganismos foram mantidos em
temperatura ambiente e repicados a cada 60 dias para a renovacdo e manutencdo deste banco.
O meio SOC formado por triptona 20 g/L; extrato de levedura 5 g/L; NaCl 0,5 g/L; KCI 2,5
mM; com pH ajustado para 7,0 e adicdo de MgCl, a uma concentracdo final de 7 mM e
glicose a uma concentracdo de 20 mM (Sambrook et al., 2001), foi utilizado em algumas
manipulacdes. Além destes meios de cultura, também foram utilizados os meios 2YT
(triptona 16 g/l, NaCl 5 g/L, extrato de levedura 10 g/L, 2% agar quando meio sélido e 0,67%
para meio semi-solido), e o0 meio minimo M9 (Na,HPO 12,8 g/l, KH,PO 3 g/L, NaCl 0,5 g/L,
NH,CI 1 g/L e glicose 4 g/L).

O meio Cetrimida constituido por digestdo enzimatica de gelatina 20 g/L; MgCl, 1,4
g/L; KCI 10 g/L; cetrimida (brometo de cetiltrimetilaménio) 0,3 g/L; agar 13,6 g/L; glicerol
10 ml/l; pH 7,2, foi utilizado como meio confirmatdrio para crescimento das linhagens de P.

aeruginosa.
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4.3 Procedimentos Moleculares Relacionados a Amplificacdo e Clonagem do Gene
PA0657 de P. aeruginosa

4.3.1 Extracdo de DNA gendmico de P. aeruginosa

O DNA gendmico foi extraido utilizando kit de extracdo Qiagen-DNeasy Blood
&Tissue (Qiagen®), de acordo com as instrugdes do fabricante, com pequenas modificacgdes.
Brevemente, uma aliquota de 2,0 mL da cultura de P. aeruginosa, crescida overnight em meio
LB, foi centrifugada a temperatura ambiente por quatro minutos a 13.000 rpm. O
sobrenadante foi removido e o pellet foi ressuspendido em 180 pL de tamp&o ATL acrescido
de 25 pL de solucdo de proteinase K sendo a suspensdo incubada em banho-maria modelo
CT- 248 (Cientec), sob a temperatura de 56°C, por 60 minutos, até completa lise celular.
Posteriormente 4 pL de solucdo de RNase A (100 mg/mL) (Invitrogen®) foram adicionados a
cada tubo e estes foram incubados por dois minutos a temperatura ambiente. A seguir, 200 pL
de tampédo AL foram adicionados e misturados por vortex e, em seguida, uma aliquota de 200
puL de etanol 96% foi acrescida a suspensdo. O lisado foi aplicado sobre a membrana da
coluna Qiagen e centrifugado, em centrifuga modelo 5804R (Eppendorf), a 13.000 rpm por 30
segundos. A coluna foi lavada com tampdes AW1 seguido do AW?2 e centrifugada durante 30
segundos a 13.000 rpm apo6s a primeira lavagem e durante 3 minutos, a 13.000 rpm, apés a
segunda lavagem. Entéo, a coluna foi inserida em um tubo de 1,5 mL e foram adicionados
100 pL de tampédo AE diretamente sobre a membrana; a suspensao foi incubada a temperatura
ambiente durante um minuto e, apos, centrifugada durante 45 segundos, a 13.000 rpm, para
eluicdo do DNA.

Para avaliar integridade e a qualidade do DNA extraido foi realizada eletroforese
horizontal em gel de agarose 0,8%, corado com GelRed, utilizando tampao 1x TBE (50 mM
Tris; 50 mM é&cido bérico; 2,5mM EDTA; pH 8,3). A quantificacdo do DNA extraido foi
feita através de avaliagdo espectrofotometrica em espectrofotdmetro Libra S11/S12
(Biochrom®), em comprimento de onda de 260nm e 280nm, de acordo com a técnica de
Sambrook e colabradores (2001). O DNA extraido foi armazenado a -20 °C até 0 momento de

sua utilizagéo.
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4.3.2 Amplificacdo do Gene PA0657 de P. aeruginosa

O DNA gendmico extraido foi utilizado como molde para amplificar a ORF 0657 e
outros fragmentos correspondentes a esta regido. As sequéncias dos primers e seus
respectivos fragmentos amplificados podem ser observados na Tabela 2. A sequéncia
correspondente ao genoma de P. aeruginosa e sua anotagcdo completa pode ser observada no

site www.pseudomonas.com.

A reacdo de amplificacdo do gene PA0657 para as clonagens nos vetores pKnockout
G e PinPoint™ Xa-1 (Promega ®) foi realizada em um volume final de 25uL., constituidos de
2UM de cada primer, 8 mM de DNTPs (Invitrogen®); 0,75U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen®); 2 mM de MgCI; (Invitrogen®); 2,5 uL tampdo PCR [20 mM Tris-HCI
pH8,0; 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT; 50% (v/v) glicerol] (Invitrogen®) e DMSO 5%.

Tabela 2. Sequéncias correspondentes a cada primer, tamanho do amplicon e finalidade de
sua utilizagéo.

Primer Seqliéncia do Primer (5°-3) Amplicon Funcéo
p10f AGCAGGAAACGGTCGATG 6270b Confirmar clonagem em vetor
plir* GTCAAGCTGATCCTGATCGAGT P pKnockout G.
p20f ATCTTGCAGAACAGACAGTCCAT 803pb Amplificar fragmento de 803pb para
p21r CTGAGCTTCGAGTACGACACC P clonagem no vetor pKnockoutG.
p30f * GCAGCAGGTGGTGAAGAAC 6580b Confirmar clonagem em vetor
p31r GAATTGTTCTTCGTCGACCTG P pKnockout G.
p40f GTACCCTGCTGACCTGGATG 7710b Confirmar clonagem em vetor
palr CTTTCAGTTCTTCCCGCAAG P pKnockout G.
pATPasef CGACATICGCGACCTCGGCC 15100b Amplificar fragmento de 1510pb para
pPinr GGTTGACCGGCGGATCCTCGC P clonagem em vetor PinPoint Xa-1.
Viclf GGAAAGGCCATCAAGTTGGTATC 6000b Identificacdo e confirmacéao da espécie
Vic2r AGATCGACCTGATCAACCAGG P bacteriana.

* Primers utilizados para a realizacdo do sequenciamento visando confirmar o rompimento do gene em estudo.
Regides sublinhadas nos primers pATPasef e pPinr, correspondem aos sitios de clivagem das enzimas Nrul e
BamHlI, respectivamente.
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As amplificagdes foram realizadas em termociclador Veriti® 96 Well-Thermal Cycler
(Applied Biosystems™), programado para 4 minutos a 94 °C, seguido por 35 ciclos de 15
segundos a 94 °C para desnaturacdo das fitas de DNA, 45 segundos a 55 °C para anelamento
de cada um dos primers, 60 segundos a 72 °C para extensdo do DNA correspondente aos
amplicons a serem clonados no vetor pKnockoutG, ou 90 segundos a 72 °C para extensao do
DNA correspondente aos amplicons a serem clonados no vetor PinPoint™ Xa-1. Ao final dos
35 ciclos, foi realizada uma extensdo suplementar por 10 minutos a 72 °C e as amostras

mantidas a 4 °C por 15 minutos.
4.3.3 Separacao e Visualizacdo dos Segmentos Amplificados

Para a constatacdo da obtencdo dos fragmentos com massas moleculares corretas
correspondentes a amplificaces relacionadas ao gene PA0657, os produtos de amplificacao
foram submetidos a eletroforese (3V/cm), em gel horizontal de agarose 1,5% em tampéao TBE
(89 mM Tris, 89 mM de &cido bérico e 8 mM de EDTA), acrescido de solugdo de GelRed ™.
Como tampao de corrida utilizou-se 0 TBE 1X. Os produtos amplificados foram visualizados
sob transiluminador UV (Uvitec, Modelo SXT 40M). O padrdo de massa molecular DNA de
fago A clivado com as enzimas de restricdo EcoRI e Hindlll foi incluido nos géis para a

determinacdo da massa molecular das bandas obtidas.

4.3.4 Construcédo dos Vetores pJLO01 e pJL02

4.3.4.1 Construcéo do Vetor pJLO01

Com a finalidade de obter uma proteina de fusdo recombinante, o fragmento de DNA
correspondente a amplificagdo por reacdo de polimerase em cadeia (PCR) da regido
codificadora do gene de PA0657 de P. aeruginosa foi clonado no vetor PinPoint™ Xa-1
(Figura 3). Os primers utilizados para esta amplificacdo apresentavam em sua sequéncia sitios

para as enzimas de restricdo Nrul e BamHI, possibilitando uma clonagem sitio dirigida.
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Figura 3. Representacdo esquematica do plasmideo PinPoint™ Xa-1.

Utilizando este vetor, é possivel expressar uma proteina de fusdo onde a fragdo amino-
terminal da proteina recombinante gera uma cauda possivel de ser biotinilada, e nesta fracdo
reside a proteina de interesse (PA0657).

Para o procedimento de clonagem do fragmento correspondente ao gene PA0657 no
vetor PinPoint™ Xa-1, 0,5ug a 1,0ug do vetor foram submetidos a clivagem com 5U das
enzimas de restricdo Nrul e BamHI. O fragmento obtido através de amplificacdo via PCR foi,
igualmente submetido a clivagem com estas mesmas enzimas de restri¢cdo. Para a retirada das
enzimas de restricdo, o fragmento de DNA foi separado em gel de agarose 0,8%. A porcao de
agarose contendo o fragmento foi recortada do gel e adicionada de 250 uL de “Gel
Solubilizer” (NaCl 6 M, Tris-HCI 50 mM pH 8.0, Na,;SO3; 0,05% e CDTA 10 mM) e
incubado a 64°C por 10 minutos. Foram adicionados 5 pL de resina (Sephaglass BP® 20% p/v
suspensa em: NaCl 6 M; Tris-HCI 50 mM pH 8,0; Na,SO3; 0,05% e CDTA 10 mM). A
solugdo foi homogeneizada, incubada por 5 minutos a temperatura ambiente, centrifugada a
14.000rpm por 10 segundos e o sobrenadante foi desprezado. Foram adicionados 40 uL de
“Wash Buffer” (Tris-HCI 20 mM pH8,0; CDTA 1 mM; NaCl 0,1 mM e etanol 75%) ao pellet
e homogeneizado. A suspensdo foi centrifugada a 14.000 rpm por 10 segundos e o
sobrenadante desprezado. Este passo foi repetido por duas vezes. O precipitado da ultima

lavagem foi secado por 5 minutos, e ap6s foram adicionados 20 uL do tampéo de eluicéo
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(Tris-HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM). O fragmento purificado foi entdo submetido ao
processo de ligacéo.

A reacdo de ligacéo foi realizada em um volume de 20 pL. Foram utilizados 4 uL de
tampéo de ligase 5x (Tris-HCI 0,25 M pH 7,6; MgCl, 50 mM; DTT 5 mM; PEG-8.000 25%),
1 puL de T4 DNA ligase 1 U/uL (Invitrogen®), e 0,1 a 0,3 pg de vetor. O fragmento a ser
ligado ao vetor foi adicionado a uma concentragdo molar cinco vezes maior que a do vetor. A
reacdo foi incubada a 16 °C overnight. Aliquotas desta mistura foram utilizadas

posteriormente para 0s procedimentos de transformacgao por eletroporacao.

4.3.4.2 Construcéo do vetor pJL02

Com a finalidade de obter um plasmideo recombinante capaz de realizar a ruptura do
segmento génico de P. aeruginosa PA0657, um fragmento correspondente a parte deste gene
foi clonado em vetor pKnockout-G (Figura 5). Este vetor ndo apresenta origem de replicacédo
em P. aeruginosa, sendo considerado um “vetor suicida” satisfatorio. Os primers utilizados
para a amplificacdo do fragmento do gene PA0657 estéo descritos na Tabela 2. O novo vetor
construido foi denominado pJLO02.

pKnockout-G

Figura 4. Representacao esquematica do plasmideo pKnockout G ( Windgassen et al., 2000).
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Para a clonagem envolvendo parte do gene PA0657 no vetor pKnockout G, 0,5 ug a
1,0 ug do vetor foram submetidos a clivagem com 5 U da enzima Xcml. Neste caso
especifico, um procedimento de desfosforilacdo foi realizado. Para tanto, uma aliquota do
vetor pknockout G linearizado foi submetido ao tratamento com 1 uL de fosfatase alcalina
(CIP- Calf Intestinal Phosphatase) (Biolabs®), seguindo as recomendacgdes do fabricante.
Apo6s o tratamento uma extragdo com fenol foi realizada e o vetor desfosforilado foi entdo
precipitado empregando acetato de sddio/ etanol e ressuspendido em agua deionizada. A
reacdo de ligacéo foi realizada em um volume de 20 pL. Para o procedimento de ligacao,
foram utilizados 4 pL de tampé&o de ligase 5x (Tris-HCI 0,25 M pH7,6; MgCl, 50 mM; DTT 5
mM; PEG-8.000 25%), 1 uL de T4 DNA ligase 1 U/uL (Invitrogen®), e 0,1 a 0,3 ug de
vetor pKnockout G. O fragmento a ser ligado ao vetor foi adicionado a uma concentragao
molar cinco vezes maior que a do vetor. A reacdo foi incubada a 16 °C por 18 horas.
Aliguotas desta mistura foram utilizadas posteriormente para 0s procedimentos de

transformac&o por choque térmico.

4.3.4.3 Preparacdo de células de E. coli competentes com cloreto de calcio e

transformacéo por choque térmico

A obtencdo de células competentes para transformacdo empregando CaCl, foi
realizada a partir de uma cultura de E.coli DH5a, cultivada em meio LB por 16 a 18 horas a
37 °C, sob agitacdo horizontal a 200 rpm. Posterior a este periodo de incubacdo, 1 mL foi
inoculado em 100 ml de meio LB e incubado a 37°C, com agitagdo constante até atingir uma
densidade dptica (Asoonm) de 0,3. A cultura foi centrifugada a 3.200 x g, por dez minutos a
4°C. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 25 mL de solucdo
CaCl,; 100 mM a 4° C e incubadas no gelo por vinte minutos. Uma nova centrifugacéo a
3.200 x g por dez minutos, a 4° C, foi realizada e as células foram novamente ressuspendidas
em 5 ml de solucdo CaCl, 100 mM gelada e incubadas, no gelo, por uma hora.
Posteriormente, foi realizada uma centrifugacdo nas mesmas condi¢Oes anteriores e 0
sobrenadante foi descartado. Finalmente, as células foram ressuspendidas em 5 mL de solucéo
CaCl, 100 mM, glicerol 15%, fracionadas em aliquotas de 200 ul e mantidas a -80 °C até o

momento de sua utilizacdo.
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Para a transformacdo, uma aliquota de 2 uL. de DNA plasmidial (pJL02) foi misturada
com ceélulas competentes de E. coli DH5a e a mistura foi incubada no gelo por trinta minutos.
Posteriormente as células foram mantidas a 42 °C durante um minuto, seguidas por incubacéao
no gelo por 2 minutos. Apés o choque térmico, 1 mL de meio SOC foi acrescentado as
suspensdes, com posterior incubacdo a 37 °C, por uma hora. As células foram centrifugadas
em microcentrifuga, a 13.000 x g por um minuto, ressuspendidas em 300 uL de meio SOC,
semeadas em meio LB suplementado com agar (2%), contendo ampicilina a uma
concentracdo de 100 pg/mL. As placas contendo os transformantes foram incubadas por

dezesseis horas, a 37 °C, e as col6nias que apresentaram crescimento foram selecionadas.

4.3.4.4 Preparacdo de células de E. coli eletrocompetentes e transformacédo por

eletroporacao

Em 500 mL de meio LB, foram inoculados 5 mL de uma pré-cultura de E. coli JIM109
crescidas a 37 °C, por 16 a 18h em meio LB. As células foram crescidas com agitacdo de 300
rpm até que a cultura atingisse uma densidade dptica (Asoonm) de 0,5 a 0,7 e incubadas no gelo
por 15 a 30 minutos. A cultura gelada foi, entéo, centrifugada por vinte minutos a 3.200 x g,
em centrifuga refrigerada modelo 5804 R (Eppendorf), a 4°C. O sobrenadante foi totalmente
retirado, e as células, ressuspendidas em 300 ml de glicerol 10% estéril a 4 °C. A suspensao
foi centrifugada como anteriormente e o precipitado foi ressuspendido em 150 mL de glicerol
10% a 4 °C. Procedeu-se a nova centrifugacdo, o sobrenadante foi novamente descartado e as
celulas foram ressuspendidas em 20 mL de glicerol 10%. O mesmo passo de centrifugacéo foi
realizado novamente para coletar as células, as quais foram entdo ressuspendidas em um
volume final de 1 a 2 mL de glicerol 10% e mantidas a 4 °C. As células foram fracionadas em
aliquotas de 40 pL e congeladas a -80 °C para posterior utilizagao.

Para a transformacéo, aliquotas de 40 pL de E. coli JM109 foram descongeladas sob
refrigeracdo e adicionado 3 pL de DNA plasmidial (pJLO1), incubando-se no gelo por um
minuto. As constantes elétricas utilizadas para a eletroporacdo foram: capacitancia, 25 puF;
resisténcia, 200 mW e tensdo, 2,5 kV (uma vez que foram utilizadas cubetas de 0,2 cm). A
suspensdo de células foi transferida para o fundo de uma cubeta gelada e colocada na camara

do eletroporador Gene Pulser XCell (Bio-Rad Laboratories, Inc.), sendo o pulso elétrico
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gerado. Apds o pulso, a cubeta foi imediatamente retirada da cadmara e as células foram
coletadas com 1 mL de meio SOC. A suspensdo foi transferida para um tubo de ensaio e
incubada a 37 °C, por uma hora. Apos esse tempo, as culturas foram transferidas para tubos
de microcentrifuga e as células foram entdo centrifugadas a 13.000 x g por trés minutos em
microcentrifuga modelo Mikro 120 (Hettich Zentrifugen), ressuspendidas em 300 uL de meio
SOC e semeadas em meio LB contendo ampicilina a uma concentragdo de 100 pg/mL. As
placas contendo os transformantes foram incubadas por dezesseis horas, a 37 °C, e as colonias

que apresentaram crescimento foram selecionadas.

4.3.4.5 Confirmacao da obtencao dos plasmideos recombinantes

Para verificar a obtencdo dos plasmideos recombinante pJLO1 e pJLO2, as células
bacterianas foram submetidas a extracdo de DNA plasmidial utilizando o método de lise
alcalina. Para a realizagdo deste procedimento uma colénia isolada da bactéria transformada
com o plasmideo de interesse, foi inoculada em 2 mL de meio LB, acrescido de 100 pg/mL de
ampicilina. Essas bactérias foram crescidas a 37 °C, com agitacdo, durante dezesseis horas.
Apos, um volume de 1,5 mL das culturas foi transferido para tubos de microcentrifuga e
centrifugado a 12.000 x g, por um minuto. O sobrenadante foi descartado, as células foram
ressuspendidas em 200 pL de tampdo GTE e 300 pL de solucéo de lise (NaOH 200 mM, SDS
1%); a suspensao foi misturada através de inversdo e armazenada no gelo durante cinco
minutos. Em seguida, foram adicionados 300 pL de acetato de potassio (3M, pH 4,8),
misturando-se, novamente, por inversdo. O tubo foi incubado no gelo por quinze minutos e
centrifugado durante dez minutos, a 12.000 x g, obtendo-se o sobrenadante contendo 0 DNA
que foi transferido para novo tubo, ao qual foram adicionado 2 pL de RNase A (20 pg/mL),
sendo incubado a 37 °C, em bloco térmico modelo Lac DB-100, por vinte minutos.
Posteriormente, foi adicionado um volume de isopropanol 100%, sendo realizada nova
centrifugagéo a 12.000 x g, durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e procedeu-se
com uma lavagem do pellet de DNA plasmidial, adicionando-se 500 pL de etanol 70%. O
precipitado foi seco a temperatura ambiente por 15 minutos e iniciou-se o processo de

purificacdo de DNA.
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A fim de dissolver o pellet, foram adicionados 32 uL de &gua deionizada Milli-Q e,
logo apds, visando a precipitacdo do DNA plasmidial, foram acrescentados 8 puL de NaCl ( 4
M) e 40 uL de solucdo 13% PEGB8000. Apo6s homogeneizacdo, a amostra foi armazenada no
gelo por vinte minutos e centrifugada a 12.000 x g, durante 15 minutos, a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e procedeu-se com uma lavagem do pellet, adicionando-se 500
uL de etanol 70%.

Nas mesmas condicGes, foi realizada nova centrifugacdo e o sobrenadante foi
descartado. O DNA foi seco em temperatura ambiente e ressuspendido em um volume de 20 a
50 uL de H,0 deionizada e armazenado a -20 °C.

Apos a extracdo do DNA plasmidial, estas foram submetidas a analises confirmatdrias
da insercdo. Para isso os vetores foram clivados com enzimas de restricdo especificas e seu
perfil eletroforético foi avaliado. PCR empregando primers de interesse também foram
realizadas e avaliadas mediante eletroforese. Além disso, os vetores recombinantes (pJLO1 e
pJLO2) foram submetidos a sequenciamento de DNA, de modo a confirmar se a sequéncia
amplificada por PCR corresponde ao fragmento esperado, além de certificar se o fragmento
de DNA foi inserido de forma correta no vetor. O sequenciamento foi realizado no
Laboratdrio de Identificacdo Genética (LIG) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (RS)
utilizando BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit. Os produtos gerados foram
submetidos a eletroforese capilar em Analisador Genético Applied Biosystems Modelo
3130XL, sendo que as sequéncias foram avaliadas por meio do Software BioEdit Sequence

Alignment Editor.

4.4 Procedimentos Relacionados a Purificacdo e Expressdo da Proteina Recombinante

em E. coli
4.4.1 Expresséao e purificacédo da proteina recombinante em E. coli

Uma coldnia resultante da transformacéo com o vetor pJLO1 foi crescida em 3 mL de
meio LB liquido acrescido de 50 ug/mL de ampicilina, por 16 horas a 37 °C sob 150 rpm de

agitacao.
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Esta cultura foi inoculada em um novo cultivo de 50 mL de meio LB contendo
ampicilina (50 ug/mL) e biotina (0,05 mM), a 37 °C sob agitacdo de 150 rpm, até atingir uma
densidade Optica de aproximadamente 0.6 (Asoonm). ApOS atingir a DO desejada, foi
adicionado IPTG (isopropil-b-D-tiogalactosideo) a uma concentracao final de 3 mM, sendo a
indugdo da expressao da proteina realizada por quatro horas, a 37 °C sob agitacdo de 150 rpm.

Posteriormente, os cultivos foram centrifugados durante 10 minutos, a 11.000 rpm, a 4
°C; o precipitado foi ressuspendido em solucdo salina e novamente centrifugado nas mesmas
condicdes. A seguir, as células foram lisadas em duas etapas: o precipitado bacteriano foi
ressuspendido em 1,5 mL de tamp&o de lise Tris-HCI, constituido de 50 mM de Tris base,
10% glicerol e 1% de Triton-X 100, pH 8,0, sendo acrescido a solugdo 100 ug de lisozima
para a digestdo da parede celular bacteriana. A reacdo foi incubada no gelo durante 30
minutos.

A suspensdo celular foi submetida a lise fisica utilizando-se o sonicador Sonic 500
Dismembrator (Fisher Scientific). O processo de sonicagédo foi realizado empregando-se 10
ciclos de 15 segundos, com intervalos de 15 segundos. A seguir, foi adicionado 100 pg de
RNase (Invitrogen®) sobre o lisado, que foi mantido no gelo por 30 minutos. A amostra foi,
entdo, centrifugada por 15 minutos, 10.000 rpm, a 4 °C, visando a separacdo do pellet e do
sobrenadante, para posterior purificagéo.

Para analise da expressao, ambas as fracGes, sobrenadante e pellet, foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, conforme descrito na secéo 4.3.3.

Apds a avaliacdo da expressdo da proteina recombinante, iniciou-se o processo de
purificacdo do pellet e do sobrenadante, de formas separadas.

Procedeu-se com o protocolo de purificacdo nativa onde, em um volume de 1,5 mL de
sobrenadante de cultura bacteriana lisada, foram acrescidos 300 pL de resina SoftLink™ Soft
Release Avidin Resin (Promega®). A reagdo de ligacdo da proteina recombinante a resina de
avidina ocorreu durante 4 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente, a suspensdo foi submetida a centrifugacdo a 500 x g durante 5
minutos; o sobrenadante foi descartado retendo-se apenas a resina. Em seguida, duas lavagens
com 3 mL de solucgéo de lise, foram realizadas mediante centrifugacdo a 500 x g durante 5

minutos, a fim de remover 0 maximo possivel de proteinas nédo ligadas a resina.
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Ap0s as lavagens, a resina foi ressuspendida em tampdo de eluicdo contendo 600 pL
de tampé&o Hepes (0,5 M) pH 7,0 e biotina (5 mM), permanecendo em agitacdo por 16 horas.
Novamente a mistura foi centrifugada a 4 °C, durante 5 minutos a 500 x g para precipitacdo
da resina, sendo o sobrenadante retirado e estocado em solucdo 1:1 de 50% de glicerol para
analise através de SDS-PAGE.

Em seguida, foi utilizado o protocolo para purificagdo da proteina retida em
corpusculos de inclusdo (pellet). Este protocolo iniciou-se com o tratamento do pellet através
da adicdo de 1,5 mL de uma solucdo contendo trealose (1 M) e imidazol (50 mM), pH 8,0. O
pellet foi submetido a novo processo de sonicacdo, empregando-se trés ciclos de 10 segundos,
com intervalos de 10 segundos. Apoés, aplicou-se ao pellet os mesmos procedimentos de
purificacdo destinados ao sobrenadante, descritos anteriormente.

Apbs a purificacdo, as amostras resultantes foram reunidas em um volume final de 2,4
mL, sendo este concentrado em um tubo tipo Centricon com 30 kDa de MWCO (molecular
weight cut-off) de poro. A seguir foi realizada uma lavagem utilizando 4 mL de tamp&o Hepes
(20 mM). A amostra final obtida foi concentrada em 120 pL de tampdo Hepes (20 mM) e
aliquotas de 30 pL da proteina foram armazenadas a -20 °C para posterior utilizagéo.

As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (1976) empregando kit
(Bio-Rad®) e analisadas por SDS-PAGE 10%, coradas com azul de Coomassie.

Com a finalidade de confirmar a purificacdo e a incorporacao de biotina da proteina
recombinante foi realizado Western-Blot. O mesmo foi revelado utilizando estreptavidina
conjugada com HRP (horseradish peroxidase) (Invitrogen®), conforme protocolo do

fabricante.
4.4.2 Quantificagdo de Proteina Total por Coomassie Azul Brilhante

A amostra de proteina foi diluida em &gua para um volume final de 20 L e, ao extrato
diluido, foi adicionado 200 pL de solucdo de Coomassie azul brilhante: 10 mg Coomassie
Brilliant Blue G (Sigma, B-0770) foram dissolvidos em 5 ml etanol 95%. Adicionou-se 10
mL de H3PO,4 e o volume foi completado para 100 ml com agua deionizada. A solucéo foi

filtrada em papel de filtro grosso (250gr) e guardada a 4 °C em frasco escuro.
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Apos a adicdo de Coomassie Azul brilhante, a absorbancia a 620 nm foi determinada
por espectrofotometria e a concentracdo da proteina foi definida contra uma curva padrédo de 1
a 10 pg de BSA. Este método corresponde a uma modificacdo de Bradford, 1976.

4.4.3 Avaliacdo da Proteina Recombinante por Eletroforese em Gel de Poliacrilamida
(SDS-PAGE)

Os extratos proteicos e as proteinas purificadas foram submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida 10%, preparado de acordo com protocolo descrito por Sambrook e
colaboradores (2001), a 30 mA, em uma temperatura de 4 °C, utilizando o sistema Mini-
PROTEAN® (Bio-Rad).

As amostras foram diluidas em tampao de aplicacdo [Tris 100mM pH 6,8; glicerol
20% (v/v); azul de bromofenol 0,2% (p/v); SDS 4%; B-mercaptoetanol 200 mM] e aplicadas
no gel vertical ja submerso no tampéo de corrida [Tris-HCI 50 mM; glicina; 150 mM e SDS
0,1% (p/V)].

Apds o término da corrida, o gel foi retirado do sistema e corado com solucdo de
Coomassie [etanol 40% (v/v) e Coomassie R-250 a 0,25% (p/v)] por 16 horas. Apos, o gel foi
descorado em solucédo etanol 40% (v/v) e &cido acético 10% (v/v) até percepcdo visivel das
bandas.

4.4.4 Avaliacdo da Proteina Recombinante através de Western-Blot

Apos separacdo das proteinas em SDS-PAGE as mesmas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose (Hybond-C Extra Amersham) por 2 horas em transferidor (Mini-
PROTEAN®) a 1 Ampeére em tampédo Tris-HCI 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, metanol
20% (Towhbin e cols., 1979). A membrana foi bloqueada com leite desnatado Molico 10% por
30 minutos, lavado com &gua bi-destilada diversas vezes, e incubada com Streptavidina-
Peroxidase (Invitrogen), em diluicdo 1:2000 em TBS-Tween por 1 hora com agitagdo. A
membrana foi lavada com TBS-Tween e em seguida lavada extensivamente com agua para

retirar todo detergente.
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Para a deteccdo por quimioluminescéncia seguiu-se com duas lavagens da membrana
por 5 minutos em tamp&do carbonato de sodio 15 mM, bicarbonato de sédio 35 mM, e
incubacdo com uma mistura de iguais quantidades da solucdo de detec¢do 1 e solucdo de
deteccdo 2 (ECL™, Western blotting detection reagents - Amersham Life Science) por 1
minuto. O excesso de solugdo de deteccdo foi retirado e a membrana colocada dentro de um
filme de transparéncia dobrado. A membrana foi exposta a um filme de raio-X por até 5

minutos e este Ultimo revelado.

4.4.5 Avaliacdo da Atividade Enzimatica (ATPase) da Proteina Recombinante
Purificada PA0657

As condicGes Otimas para a hidrélise de trifosfato de adenosina (ATP) foram
estabelecidas para a proteina recombinante purificada: 1ug da proteina purificada foi
adicionada a um tampédo de reacdo (KCI 5 mM, NaCl 120 mM, MgCl, 5 mM, ZnCl, 5 mM,
Glicose 10 mM, Hepes 20 mM, para volume final de 0,2 mL em pH 7,4) a 37 °C, durante 0s
tempos de 0, 120 e 240 minutos, sendo a incubacdo iniciada pela adi¢do do nucleotideo (ATP)
em uma concentracdo final de 1 mM. A reacdo foi interrompida pela adicdo de acido
tricloroacético 10% (p/v) refrigerado. As amostras foram mantidas no gelo por 10 minutos e,
posteriormente, foi realizada a determinacdo do fosfato inorganico (Pi) (Chan et al., 1986). A
atividade especifica foi expressa como nmol de Pi liberado. min™. mg de proteina®. O
controle de hidrélise enzimatica para as reacdes foi obtido utilizando a enzima apirase de
batata (Sigma®).

4.5 Procedimentos relacionados a avaliacdo da expressdo da proteina PA0657 e sua

influéncia na modulacéo de genes de resposta ao choque térmico

Para a obtencdo de mutantes de P. aeruginosa Ol que tivessem o gene PA0657
inativado, com o objetivo de comparar o fendtipo e comportamento do mutante com a
linhagem selvagem durante situagdo de estresse celular, foi utilizada a técnica de substituigéo
do gene por recombinacdo homologa, onde o gene de interesse é previamente modificado pela

insercdo de um cassete contendo o0 gene de resisténcia a gentamicina. Para isso, linhagens de
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P.aeruginosa O1 eletrocompetentes foram submetidas a transformacéao por eletroporagdo com
0 plasmideo recombinante pJL02.

4.5.1 Preparacdo de células de P. aeruginosa O1 eletrocompetentes e transformacéo por

eletroporacao

Ap0s os procedimentos de confirmacéo das clonagens, o vetor pJL02 foi transferido
para a linhagem selvagem de P. aeruginosa PAOL. Para isto, uma colbnia isolada de P.
aeruginosa O1 foi inoculada em 25 mL de meio LB, e crescida a 37 °C overnight, em
agitacdo constante de 300 rpm. A partir dessa pré-cultura, 10 mL foram inoculados em 500
mL de LB e crescidos nas mesmas condi¢fes descritas anteriormente, até que a cultura
atingisse uma densidade Optica de 0,5 Asoonm. ApGS, a cultura foi incubada no gelo por 10
minutos e, entdo, centrifugada por 10 minutos a 2.300 x g, em centrifuga refrigerada modelo
5804 R (Eppendorf), a 4 °C.

O sobrenadante foi totalmente retirado, e as células, ressuspendidas em 250 mL de
tampdo SMEB (1 mM HEPES, pH 7,0; 0,1 mM MgCl,, 300 mM sacarose), a 4 °C. O mesmo
passo de centrifugacdo foi realizado novamente para coletar as células, as quais foram entdo
ressuspendidas em um volume de 125 mL de tampdo SMEB e centrifugadas novamente, nas
mesmas condi¢des. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 12 mL de
tampdo SMEB. Procedeu-se uma nova centrifugacao por 10 minutos a 2.300 x g, a 4 °C; o
sobrenadante foi removido e as células finalmente ressuspendidas em um volume final de 2,0
mL de tampdo SMEB, sendo mantidas no gelo até o0 momento da eletroporacéo.

Para a transformacdo, 0,05 a 0,5 ug do vetor pJLO2 foram adicionados a aliquotas
contendo 100 pl de células de P. aeruginosa Oleletrocompetentes. As mesmas foram
incubadas no gelo por 10 minutos e submetidas a eletroporacéo em eletroporador Gene Pulser
XCell (Bio-Rad Laboratories, Inc.). As constantes elétricas utilizadas para a eletroporacao
foram: capacitancia, 25 pF; resisténcia, 200 mW e tensdo, 2,5 kV (uma vez que foram
utilizadas cubetas de 0,2 cm). A suspensdo de células foi transferida para o fundo de uma
cubeta gelada e colocada na camara do eletroporador, sendo gerado o pulso elétrico. Apds o

pulso, a cubeta foi imediatamente retirada da camara, e as células foram coletadas com 1 mL
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de meio SOC. A suspenséo foi transferida para um tubo de ensaio e incubada a 37 °C, por
uma hora, com agitacéo de 300 rpm.

4.5.2 Recombinacdo homologa e excluséo do vetor

Apb6s o processo de transformacdo, as culturas foram transferidas para tubos de
microcentrifuga, e as células foram entdo centrifugadas a 13.000 x g por trés minutos,
ressuspendidas em 300 uL de meio SOC e semeadas em meio LB contendo gentamicina a
uma concentragdo de 50 pg/mL e incubadas por 16 horas a 37 °C, a fim de induzir a
recombinagdo homdloga através da integracdo do vetor ao cromossomo bacteriano.

Como o vetor pJL02 ndo apresenta origem de replicacdo em P. aeruginosa foram
realizadas, apds a primeira selecdo com gentamicina, dez passagens sucessivas em meio LB
sem antibiotico, visando a excisdo do plasmideo. A seguir, as linhagens foram novamente
selecionadas para a resisténcia a gentamicina, com o objetivo de verificar as col6nias que
retiveram o plasmideo.

A verificacdo da integracdo do plasmideo ao DNA cromossémico foi realizada por
meio de PCR utilizando conjuntos de primers especificos (Tabela 2) que anelam em regides
distintas e proximas ao gene PA0657 confirmando, dessa forma, a ruptura do segmento
génico por recombinagdo homdloga.

4.5.3 Realizacdo do choque térmico empregando a linhagem rompida e a linhagem
selvagem de P. aeruginosa O1

Inicialmente, um pré-indculo de P. aeruginosa O1 foi cultivado em meio LB, a 37 °C
por 24 horas. Posteriormente, um inoculo em meio LB ajustado para DOgoonm=0,1 foi
cultivado em incubadora com agitacdo orbital CT-712R (Cientec®), até atingir fase
exponencial de crescimento (DOgpp=0,5).

A cultura foi entdo fracionada em dez tubos (Eppendorf®) contendo 1 mL de volume
final de meio LB, de modo que todos 0s tubos atingissem temperatura de 50 °C em 1 minuto,
sendo a temperatura dos tubos aferida durante todo o processo de choque térmico.
Posteriormente, as culturas foram submetidas ao processo de choque térmico propriamente

dito, onde as mesmas foram incubadas a 50 °C durante 1 minuto e imediatamente apds,
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incubadas a temperatura de 37 °C. Os respectivos tubos contendo as culturas bacterianas
foram retirados imediatamente antes do processo de choque térmico e posteriormente a ele,
nos seguintes tempos: 5 e 30 minutos. As amostras foram centrifugadas, o sobrenadante
aspirado e as células ressuspendidas em trizol (Invitrogen®) e congeladas a -80 °C, para

posterior extragdo de RNA.

4.5.4 Extracdo do RNA total da linhagem rompida e da linhagem selvagem de P.
aeruginosa O1

A extracdo do RNA total das amostras de P. aeruginosa submetidas ao processo de
choque térmico foi realizada através do método TRIZOL® (Invitrogen), conforme instrucdes
do fabricante, com algumas modificacdes descritas a seguir.

Inicialmente, as amostras que haviam sido ressuspendidas em 1 mL de Trizol e
armazenadas a -80 °C foram, entdo, descongeladas a temperatura ambiente. Para cada
amostra foram adicionados 200 pL de cloroférmio, sendo a mistura homogeneizada em
vortex por 15 segundos e incubadas por 3 minutos, em temperatura ambiente. As amostras
foram centrifugadas a 12.000 x g por 20 min, a 4 °C. Apds a remocdo de aproximadamente
500 pL do sobrenadante por aspiracdo, o0 mesmo foi transferido para um novo tubo, com
capacidade para 1,5 mL. As amostras de RNA foram precipitadas em 500 pL de isopropanol
e incubadas por 1 hora a -20 °C, sendo submetidas, posteriormente, a centrifugacdo por 15
minutos a 12.000 x g, a 4 °C. Apds desprezar o sobrenadante, o precipitado de RNA foi
lavado com 1 mL de etanol 75% gelado com centrifugacdo por 15 minutos a 12.000 x g, a 4
°C. Ap0s a retirada do sobrenadante e do pellet ja estar totalmente seco, este foi eluido em 30
uL de &dgua deionizada Milli-Q com dietilpirocarbonato (DEPC).

Para avaliar integridade e a qualidade do RNA extraido foi realizada eletroforese
horizontal em gel de agarose 0,8%, corado com GelRed, utilizando tampdo 1x TBE (50 mM
Tris, 50 mM &cido borico, 2,5mM EDTA, pH 8,3). A quantificacdo do RNA extraido foi feita
através de avaliacdo em espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 260 nm e 280 nm, de
acordo com a técnica de Sambrook e colabradores (2001). Apo6s a quantificagdo,
aproximadamente 1 pg do RNA total de cada uma das amostras foi devidamente tratado com
DNAse | (Invitrogen®).
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4.5.5 Sintese de cDNA a partir do RNA total obtido da linhagem rompida e da linhagem
selvagem de P. aeruginosa O1

Aproximadamente 0,5 ug de RNA foram utilizados como molde para a sintese de
cDNA empregando oligonucleotideos hexaméricos randémicos e transcriptase reversa
(Invitrogen®). A reacdo de sintese de cDNA foi realizada em um volume final de 20 pL
utilizando a enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen®) de acordo com as
especificacbes fornecidas pelo fabricante.

O cDNA foi utilizado para os ensaios de PCR quantitativo (QPCR) a fim de avaliar a
expressdo ou repressao de genes de choque térmico.

4.5.6 Avaliacdo da expressdo de genes relacionados ao choque térmico nas linhagens
rompida e selvagem de P. aeruginosa O1

Para avaliar a expressdo de genes relacionados ao choque térmico, primers foram
desenhados com auxilio do programa FastPCR e confirmados utilizando a ferramenta primer
blast disponivel no banco de dados do NCBI. A Tabela 3 apresenta a descri¢cdo dos primers e
suas respectivas sequéncias.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas utilizando Platinum® SYBR® Green
gPCR Super Mix-UDG (Invitrogen™) em um volume total de 20 puL. Brevemente, a reagédo
de PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR) foi constituida de 10 uL de tampé&o
Platinum® SYBR® Green qPCR Super Mix-UDG 2x; 10 uM de cada primer; 4 uL de 4gua
DEPC e 4 uL de amostra de cDNA diluida em uma proporcéo de 1/100. As amplificacdes
foram realizadas em Real-Time PCR System Applied Biosystems StepOne™ progamado para
0s seguintes ciclos: 50 °C por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos
correspondentes a 95 °C por 15 segundos e 60 °C por um minuto. Para garantir a
especificidade da amplificacdo foi realizada uma curva de desnaturacdo com temperatura
variando de 61 a 95 °C e acréscimo de 0,3 °C por ciclo.

A avaliagéo dos resultados foi realizada mediante anélise da expressédo comparativa 2°
AT 0O método 274¢T de quantificagdo relativa ¢ calculado com base no ACt (diferenga entre
0 Cimostfa g g Cene constitutivoy -5 AACt ¢ calculado pela diferenca do ACt™ "™ em relacéo a

média do ACt™™" ytilizado por fim para o calculo empregando 22T
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Tabela 3: Genes avaliados por meio de gRT-PCR com suas respectivas fungdes; primers
utilizados, sequéncias e tamanho dos fragmentos obtidos.

Gene Primer Sequéncia do Primer (5°-3) Amplicon Funcéo
PAOBS7 0657f GGTACCCTGCTGACCTGGAT 1160b Amplifica parte da seqtiéncia do
0657r ATTCGTCGAAGCGTCCCTTGC P gene de P. aeruginosa em estudo.
s N 22
AlgUr CCAGGTGGTTCTTCGCGGTG . - .
expressdo do fendtipo mucoide.
Chaperona de resposta a choque
onay  dna)f  CTTTTACGAGGTTCTGGGGGT oy ﬁ;gvg‘ée'rg‘ce(;‘rfbfgg’og'da na
dnajr  TTGAACTTGTCCTCGGCTTCC P eplicacao, 630,
modificacéo e reparo, adaptacéo e
protecdo do DNA.
Chaperona de resposta a choque
bnak  dnakf  CATTGGCATCGACCTGGGTAC SPTIT ﬁgzvg‘ée'rr:g‘;fbfgg’ogg'da na
dnakr  CGTTGGTGTAGGCGATGATCG P eplicacao, 60,
modificagdo e reparo, adaptacgéo e
protecdo do DNA.
GroEL GroELf TTAAGTTCGGCGATTCCGCTC 1140b Chaperona envolvida com resposta a
GroELr  AGGACTTGTCCAGAACCACGT P choque térmico.
GrOES GroESf TTATCCGTCGCAGCGAGGAAG 1180b Chaperona envolvida com resposta a
GroESr TCCAGTACACGACCGGTACCT P choque térmico.
Chaperona de resposta a choque
opE  OPEf  CACAAGTTCGCGTGGAGAAA g, MO BOEEEE TR oA e
P GrpEr  GGTCAGTTCCATCCCTTCGC P eplicacao, §d0,
modificacéo e reparo, adaptacéo e
protecdo do DNA.
16S 16Sf AGCGTGGGGAGCAAACAGGA 1280b Subunidade ribossomal expresso
rRNA 16Sr CCGTACTCCCCAGGCGGTC P constitutivamente (housekeeping).
Fator de transcri¢do ¢** em
RpoH rpoHf GGAAGACGCCGACTGGAGC 1220b P.aeruginosa responsavel pela
P rpoHr GCAGCGTGGCCTTCTCCTC P transcricdo de genes envolvidos com

o choque térmico.

41



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises computacionais — bioinformatica

5.1.1 Andlise da sequéncia génica de PA0657 e identificacdo dos dominios da proteina

A identificacdo da sequéncia génica PA0657 no genoma de P. aeruginosa foi
realizada a partir de buscas de sequéncias depositadas no GenBank, mantido pelo National
Center of Biotechnology Information (NCBI), onde foi possivel selecionar a sequéncia de
nucleotideos e a de aminoécidos codificada pelo gene em estudo.

Com o objetivo de analisar a regido promotora do gene PA0657 e identificar o fator
sigma que a reconhece, uma sequéncia de DNA de 500 pb imediatamente anterior ao codon
AUG do gene PA0657, referente a regido promotora, foi submetida a analise com o software
BacPP.

Este software foi desenvolvido para ser aplicado na predicdo, reconhecimento e
caracterizagdo de regides promotoras procarioticas de acordo com o fator ¢ que as reconhece,
permitindo classificar uma determinada sequéncia como promotora e fornecendo a
probabilidade desta sequéncia ser reconhecida por determinado fator sigma (Silva et al.,
2011). A figura 6 mostra parte da regido promotora do gene PA0657 submetida a anélise com
o software BacPP, destacando o segmento compreendido entre os nucleotideos -140 e -61,
que corresponde a regido com maior probabilidade de ser reconhecida pelo fator 2. Por meio
dessa analise, € possivel observar que o gene PA0657 apresenta uma probabilidade acima de

70% de ser regulado pelo fator 6>,

TCTTCGTAGAACTTGCGCGCGGGAACTTCCCCCGCCACGATCTTGCAGAACAGACAGTCCATGGGCGATTCCTCCGGEC

-140

Figura 5: Regido promotora do gene PA0657.
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Em bactérias Gram-negativas, o fator >> desempenha papel importante na reposta ao
choque térmico por meio do reconhecimento de regides promotoras responsaveis pela
regulacdo da expressdo génica de HPS (Kobayashi et al., 2011). Assim sendo, 0 gene
PA0657 deve ser expresso em resposta ao choque térmico, regulando a acdo de proteinas
envolvidas na homeotase celular.

Posteriormente, a fim de conhecer a superfamilia e identificar a conservagdo dos
aminoacidos importantes para a manutencdo da estrutura e funcdo da proteina, parte da
sequéncia codificadora do gene PA0657 foi submetida a Base de Dados de Dominios
Conservados (CDD) que permitiu observar que a ORF do gene PA0657 codifica uma proteina
contendo 493 aminoacidos e que esta sequéncia apresenta uma cépia do modulo AAA,

composta pelos dominios conservados Walker A e Walker B (Figura 6).

1 75 150 225 a8 TS 450 L=l

Query seq.  iesbeien | bbbkl

ATP bindirg site S0 e Y
Walker A mobif i arginine finger J§
Malker B wobif S0

Specific hits

Hon=-specific AfA

hits |
Superfanilies AAA superfamily

Figura 6. Dominios funcionais conservados presentes na ORF PA0657 de P. aeruginosa
segundo o CDD.

Os dominios encontrados apontam para que a proteina codificada pelo gene PA0657
faca parte da superfamilia de proteinas AAA", ja que a presenca dos motivos de ligacdo e
hidrolise de ATP Walker A e Walker B, altamente conservados, seguidos de um residuo de
arginina, constituem determinantes importantes na classificacdo de proteinas da superfamilia
AAA" (Snider et al., 2008; Tucker et al.,2007).

O Specific hits representa um alto grau de confianca de que a sequéncia de PA0657
pertenca a mesma familia de proteinas que as sequéncias utilizadas para criar o modelo do
dominio, e por conseguinte, um elevado nivel de confianga para inferir a funcéo da proteina.

Uma superfamilia é caracterizada como um conjunto de modelos de dominio
conservado que geram anotacdo sobreposta nas sequéncias de mesmas proteinas. Esses
modelos sdo assumidos para representar dominios evolutivamente relacionados e que podem

ser redundantes um com o outro (Souza, 2012).
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Um dos critérios que classificam proteinas como sendo proteases da superfamilia
AAA" é a presenca de uma ou mais copias do mddulo AAA. Este mddulo é constituido por
um dominio de ligacdo ao ATP e pelos motivos conservados Walker A e Walker B (dominios
ATPasicos) responsaveis, respectivamente, pela ligacdo e hidrolise do nucleotideo. Existe
também uma sequéncia de aminoécidos altamente conservada, localizada dentro do domininio
ATPésico e denominada de segunda regido de homologia (SRH) (Rappas et al., 2006).

Dessa forma, de acordo com os dados fornecidos pelo CDD, é possivel inferir, com
elevado grau de confianca, que a proteina codificada pelo gene PA0657 possa assumir fungédo
de uma protease AAA, ja que apresenta 0s dominios conservados em questao.

Além da identificacdo da superfamilia e predicdo dos aminoacidos conservados
importantes para a manutencdo da estrutura e funcdo da proteina, a busca por similaridade de
dominios no CDD forneceu outros dados pertinentes em relacdo aos motivos estruturais
associados a proteina em estudo e a sua relagdo com outras proteinas ja reportadas.

Diversas proteinas conhecidas compartilham o mesmo dominio especifico altamente
conservado encontrado para a ORF PA0657 e, entre elas, destacamos as proteinas FtsH e
HfIB, caracterizadas como membros da familia AAA" e que apresentam funcdo de

metaloproteases (Figura?).
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Figura 7. Dominios funcionais conservados presentes na ORF PA0657 de P. aeruginosa
segundo o CDD seguido de proteinas que apresentam os mesmos dominios conservados em
suas sequéncias de aminoacidos. Em destaque duas proteases que integram a familia das
AAA: a FtsH e a HfIB.

Um importante membro que integra a familia das AAA" corresponde a metaloprotease
FtsH, a qual desempenha papel essencial na regulacdo de processos bioquimicos e
moleculares em E. coli. Trata-se de uma protease ATP dependente, ancorada na membrana
plasmética deste microrganismo, cujas funcBes principais estdo associadas ao controle da
resposta ao choque térmico por meio da protedlise do fator de transcricio RpoH (6°%) e &
biossintese do lipopolissacarideo LPS através da degradacdo das enzimas chave LpxC e KdtA
(Westphal et al.,2012).

Outra proteina caracterizada como sendo integrante da familia das AAA™ é a protease
HfIB (high frequency of lysogeny), sintetizada pelo gene hflB em E. coli. Corresponde a uma
proteina transmembrana, que apresenta acdo proteolitica dependente de ATP e possui
atividade intrinseca de chaperona molecular (Bandyopadhyay et al, 2010; Inwood et
al.,2009).

A atividade de HfIB como chaperona molecular foi reportada por diversos autores.
Inwood e colaboradores (2009) verificaram que essa proteina, além de atuar em eventos de
estresse celular removendo proteinas danificadas por meio de prote6lise, desempenha fungéo
importante como chaperona, associando-se a proteinas desnaturadas e influenciando na sua
montagem e disposicao.

Além disso, exerce fungdo importante no ciclo lisogénico, atuando como protease e
estando envolvida no processo de degradacdo do fator de transcricdo Cll e controlando, desta
forma, o processo de lisogenia que ocorre em procariotos (Bandyopadhyay et al, 2010; Kihara
etal., 1997).

5.1.2 Alinhamento das Sequéncias Proteicas PA0657 de P. aeruginosa e FtsH de E. coli

Tendo em vista que as proteinas PA0657 e FtsH, expressas por P. aeruginosa e por E.
coli, respectivamente, apresentam os mesmos dominios estruturais conservados ao longo da

sua sequéncia de aminoacidos, foi realizado o alinhamento destas sequéncias.
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O resultado do alinhamento das sequéncias de aproximadamente 250 aminoacidos
referentes as proteinas PA0657 e FtsH mostrou elevado grau de identidade, como

apresentado na figura 8.
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Figura 8. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da proteina PA0657 de P. aeruginosa
comparada com a sequéncia de aminoacidos da proteina Ftsh de E. coli K12.

E possivel observar que o alinhamento proteico de PA0657 com relacdo de FtsH
apresenta regiGes com maior grau de similaridade, com homologia de 74/261 aminoéacidos e
destacando 65 aminoacidos com caracteristicas bioquimicas semelhantes. Regides com menor

grau de identidade também foram evidenciadas, sendo observados 31 aminoacidos com
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propriedades bioquimicamente semelhantes.

O resultado do alinhamento das sequéncias, que revelou alto grau de similaridade em
termos de aminoacidos de ambas as proteinas, e a identificagdo dos principais motivos
estruturais que sdo caracteristicos das proteinas que fazem parte da familia das AAA+, nos
permitiram inferir a funcdo do gene PA0657 que, aparentemente codifica uma proteina similar
a FtsH de E. coli.

A FtsH de E. coli apresenta dois dominios transmembrénicos na regido N-terminal
que a ancora na membrana plasmética e uma copia do médulo AAA, além de um dominio
protedsico, representado pelo motivo conservado de ligacdo ao Zn2+, na regido C-terminal,

exposto ao citoplasma, compartilhando, dessa forma, com a proteina PA0657 de P.
aeruginosa pelo menos a caracteristica de possuir o modulo AAA (Ito & Akiyama, 2005;
Langklotz et al., 2012).

5.1.3 Modelagem Tridimensional da Proteina Codificada pelo Gene PA0657 em Relacéo
ao Ftsh de E. coli K12

Sabe-se que a funcdo bioldgica de uma proteina esta diretamente relacionada com sua
estrutura, tornando assim o estudo estrutural extremamente importante em biologia molecular.
Dessa forma, com o objetivo de predizer a estrutura terciaria da proteina codificada pelo gene
PA0657 de P. aeruginosa, foi realizada a modelagem tridimensional por meio do programa
SWISSMODEL.

Esse programa modela uma sequéncia de aminoacidos baseado na similaridade de uma
sequéncia proteica ja cristalografada. A comparacdo € feita a partir de sequéncias de
aminoacidos das proteinas cristalografadas contidas no banco de dados DeepView/Swiss-
PdbViewer com a proteina de interesse e, dessa forma, coordenadas tridimensionais para cada
atomo da proteina com estrutura desconhecida sdo geradas pelo programa com base na
estrutura tridimensional da proteina cristalografada (Sweed et al., 2003).

As anélises de bioinformatica realizadas revelaram que a proteina codificada pelo gene
PA0657 de P. aeruginosa apresenta alto grau de homologia com a proteina Ftsh de E. coli.
Dessa forma, uma modelagem estrutural de PA0657 foi realizada tendo como referéncia a
proteina j& cristalografada FtsH de E. coli K12, a fim de comparar as semelhangas entre as

duas estruturas.
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Na figura 09 é possivel observar a estrutura de FtsH ja existente obtida por
cristalografia (A), o modelo da proteina PA0657 de P. aeruginosa (B) gerado em comparagao

a este, assim como os dois modelos sobrepostos (C).

Figura 9. Modelagem in silico da proteina PA0657. Em A: estrutura da proteina
cristalografada de FstH de E. coli; em B: modelagem da proteina PA0657 e em C:
sobreposicdo de PA0657 e FstH. As setas evidenciam a presenca de uma sexta folha beta na
FstH e a auséncia na PA0657.

A sobreposicdo das duas estruturas gerou um modelo tridimensional que mostrou
similaridade estrutural entre ambas as proteinas. Na figura 10 estdo representados os residuos
de aminoacidos que fazem parte dos dominios Walker A, Walker B e dedo de arginina,
estando também evidenciados os residuos de aminodcidos relacionados com atividade

proteasica e representados pelos motivos RELAR e REALR.
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Figura 10. Modelagem in silico da estrutura terciaria da proteina PA0657 de P. aeruginosa
O1.

O modelo estrutural da proteina PA0657 revelou dois dominios principais,
caracteristicos de uma proteina AAA", além da regido referente ao dedo de arginina. O
dominio Walker A, assim como o dedo de arginina, se concentra principalmente em hélices a,
enquanto que o dominio Walker B, se concentra em folhas f.

O processo de modelagem por homologia em 3D da proteina PA0657 foi concluido
por meio da analise da confiabilidade da estrutura gerada. Um requisito basico para um
modelo ser aceito é ter uma boa qualidade estereoquimica e esta qualidade pode ser avaliada
por meio do grafico de Ramachandran, que permite a validacdo do modelo da proteina gerada.

O grafico de Ramachandran mostra a distribuicdo das combinagdes entre os angulos
torsionais phi (®)- &ngulo entre o carbono-a e o nitrogénio do grupamento amino- e psi (¥)-
angulo formado entre o carbono -a e o carbono do grupamento carboxil- que uma proteina
pode apresentar. E considerado, dessa forma, um importante indicador da qualidade
estereoquimica de uma proteina e orienta a validacdo da qualidade de modelos tedricos ou

experimentais destas proteinas por meio da demonstragcdo dos residuos de aminoacidos que se
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encontram nas regides energeticamente mais favoraveis, dentre as possiveis, obtidas para o0s
angulos de torcdo (phi e psi) nas estruturas secundarias hélices a, folha B e loops,
respectivamente (Murray et al., 2006; Santos et al, 2002).

O modelo obtido para a proteina PA0657 de P. aeruginosa foi inicialmente submetido
a analise da qualidade através do gréafico de Ramachandran e os resultados foram comparados
com a estrutura proteica da 2qz4A Paraplegina Humana disponibilizada pelo Protein data
base.. A distribuicdo dos residuos dos aminoacidos pode ser vista no grafico de
Ramachandran (figura 11) e a analise do grafico gerado indica que o modelo obtido para a
proteina PA0657 de P. aeruginosa é de grande qualidade estereoquimica, visto que a maior
parte dos residuos de aminoacidos adotam &ngulos de tor¢ao ® e ¥ mais favoraveis,

semelhantes ao molde utilizado.
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Figura 11. Grafico de Ramachandran exemplificando a estereoquimica dos aminoacidos
presentes na proteina PA657 de P. aeruginosa .

A fim de avaliar a qualidade da estrutura proteica PA0657 de P. aeruginosa

empregou-se grafico de Ramachandran, comparando-a com a estrutura da proteina
cristalografada FtsH de E. coli K12.
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Figura 12. Gréfico de Ramachandran de PA0657 em relacdo a fita modelo de FtsH de E. coli

Avaliando o grafico de Ramachandran gerado, percebe-se que grande parte dos
residuos de aminoacidos encontra-se localizados nas regifes mais favoraveis, evidenciando a
similaridade da proteina em estudo com a proteina FtsH de E. coli.

Sabe-se que um modelo determina quanta informacéo pode ser extraida dele e que a
probabilidade de que o modelo de proteina gerada seja real esta diretamente relacionada com
a quantidade de pontos existentes dentro da area circunscrita pela linha amarela; dessa forma,
tendo em visto a grande quantidade de residuos localizados dentro desta regido do grafico, a
qualidade do modelo obtido é reforcada, uma vez que sdo evidenciados ainda uma pequena
parte de residuos presentes em regides permitidas (area delimitada pelas linhas amarela e
azul) e uma quantidade minima de residuos nas regides desfavoraveis (demais areas do

gréafico), os quais encontram-se longe do sitio ativo da proteina e, portanto, ndo devem intervir
na sua funcéo.

5.2 Clonagem do gene PA0657 de P. aeruginosa e expressao heterologa da proteina
recombinante

A clonagem do gene PA0657 foi realizada a partir da amplificacdo, por meio de PCR,
do fragmento correspondente a regido codificadora deste gene, utilizando os primers pPin e

pATpase, que apresentam sitios de restricdo para as enzimas Nrul e BamHI, inseridas de
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forma a permitir a clonagem direcional no vetor de expressdo Pin Point'Xa-1(Promega).
Esta amplificagdo gerou um fragmento de DNA de 1521 pb empregado, dessa forma, na
construcdo propriamente dita do plasmideo recombinante.

A clonagem prosseguiu-se com a utilizacdo do vetor PinPoint™Xa-1 que, assim como
o fragmento de PCR descrito acima, foi digerido com as enzimas Nrul e BamHI para que,
posteriormente, ser ligado ao inserto por acdo da T4 DNA ligase. Por meio de transformacao
em uma linhagem de E. coli JOM109 eletrocompetente, clones positivos para essa construcdo
foram obtidos.

Para a confirmagao da presenca do inserto no plasmideo PinPoint™ Xa-1, foi realizada
extracdo de DNA plasmidial dos transformantes de E. coli, selecionados de forma aleatoria.
Foi empregada a técnica de PCR utilizando os primers p30 e p31, onde observou-se que 0S
clones recombinantes apresentavam produto de amplificacdo de tamanho esperado (Figura
13).

658

Figura 13. Gel de agarose 0,8% com TBE 1X mostrando a amplificagcdo dos produtos de
PCR obtidos a partir de DNA plasmidial extraido dos transformantes clonados em vetor de
expressdo PinPoint™Xa-1.1- Padrio de massa molecular (DNA A digerido com Eco RI). 2-
Controle negativo (PinPoint™Xa-1); 3- Produto da reacdo de PCR do transformante; 4-
Controle positivo da reacdo de PCR utilizando DNA genémico de P. aeruginosa. A seta
indica as bandas amplificadas de 658 pb referente ao controle positivo e ao transformante.
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Visando a confirmagéo da presenca do inserto no plasmideo PinPoint™Xa-1, o clone
que apresentou amplicon de 658 pb para o par de primers testado foi submetido ao
sequenciamento de DNA de todo o inserto, bem como da regido de clonagem do vetor.

Tendo sido confirmada a presenca do inserto e verificado que o mesmo estava inserido
no vetor em fase de leitura correta, o plasmideo recombinante foi denominado pJLO1 (Figura
14).

Pstl Sall
ECoRI Bstxl
/ Nrul
factor Xa site
purification tag seq. 379-390
ori 1-386
pJLO1 gene PADGS7

4841 bp

Xmnl Notl

Figura 14. Representacdo esquematica do segmento génico PA0657 inserido no plasmideo
PinPoint™ Xa-1.No plasmideo de expressao PinPoint™ Xa-1

O plasmideo recombinante pJLO1 foi empregado, desta forma, na transformacdo de
uma linhagem de E. coli JM 109 eletrocompetente a fim de obter-se a proteina de fusdo em
sistema heter6logo bacteriano

O crescimento foi realizado em meio LB contendo 5 mM de biotina e a expressao da
proteina recombinante foi induzida por meio da adicdo do indutor sintético IPTG em
concentracdo de 3 mM, durante quatro horas, a 37 °C.

Apo6s o periodo de inducdo da expressdo da proteina foi avaliado se a proteina
expressa estava presente na fracdo sollvel ou insolivel do extrato de E. coli . Para isso,
utilizou-se o extrato total de E. coli e o extrato parcial, onde as células foram lisadas por

sonicacao e posteriormente centrifugadas a fim de se obter a separacdo das proteinas soluveis
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(hidrofilicas), presentes no sobrenadante e, das proteinas insoltveis (hidrofébicas), presentes
no precipitado (conforme descrito no item 4.3.1). Verificou-se que grande parte da proteina
recombinante encontrava-se armazenada na forma de corpusculos de inclusdo (insoluveis)
(Figura 15).

Sabe-se que os corplsculos de inclusdo sdo agregados de proteinas formados em
ensaios de super expressdo em bactérias, o que faz com que proteinas recombinantes fiqguem
na fracdo insollvel do extrato e, dessa forma, ndo apresentem atividade bioldgica, sendo
necessaria a solubilizacdo deste precipitado para uma posterior purificacdo (Zebisch &
Strater, 2007).

Diversos trabalhos com enzimas pertencentes ao grupo das proteases ATP
dependentes mostraram que, ap0s sua expressdo em sistema bacteriano, as mesmas se
encontram em corplsculos de inclusdo e precisam ser parcialmente desnaturadas para a
solubilizacdo destes corpusculos e obtencdo da proteina com maior grau de pureza.
(Ivanenkov et al., 2003; Murphy-Piedmonte et al., 2005; Zebisch & Strater, 2007).

E possivel observar que a maior fracdo da proteina recombinante restou no
precipitado, apresentando-se insoltvel (Figura 16 - coluna 3), o que reforgou a necessidade de
solubilizag&o e posterior purificagéo.

Assim sendo, utilizou-se um protocolo de purificacdo nativa para a fragdo soltvel da
proteina. Para a fracdo insolivel foram utilizados os agentes solubilizantes trealose e
imidazol, com o objetivo de desfazer a fracdo insoltvel e promover a ligacdo da proteina a

resina de avidina, que permitiu a obtencao da proteina purificada.
O sistema de purificacdo empregando o SoftLinkTNI Soft Release Avidin Resin

(Promega®), seguido de concentra¢do em unico tubo tipo Centricon, mostrou-se uma escolha
acertada. Conforme ilustrado na Figura 15- coluna 5, é possivel observar a presenca de uma
proteina recombinante com massa molecular esperada de aproximadamente 65 kDa e elevado

grau de purificacao.
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Figura 15: Expressdo heter6loga em E. coli da proteina expressa pelo gene PA0657 de P.
aeruginosa avaliada por meio de SDS-PAGE 10% corado com coomassie blue. A) Linha 1-
MW (63 kDa e 27 kDa). 2- Extrato total de E. coli JM109 expressando a enzima
recombinante; 3- Corpusculo de incluséo; 4- Sobrenadante do lisado; 5- Enzima purificada do
corpusculo de inclusdo (65 kDa).B) Western-blotting revelado com estreptavidina/peroxidase.

Esse método de purificacdo é considerado uma técnica eficiente, pois a ligacao entre
biotina e avidina é muito rapida e uma vez formada ndo é afetada por extremos de pH,
solventes organicos ou outros agentes desnaturantes, sendo um importante sistema de
purificacdo empregado em pesquisas e processos de purificacdo de proteinas (Driegen et al.,
2005).

A expresséo da proteina recombinante biotinilada presente nos extratos foi observada
por Western-blotting, utilizando diretamente a estreptavidina conjugada com peroxidase HRP
(Figura 16 B).

Por meio dos resultados do immunoblotting foi possivel concluir que, nas condi¢es
empregadas para a expressao, a proteina recombinante esta presente em alta quantidade nos
corpusculos de inclusdo, mas que, ap6s o processo de solubilizacdo deste, € possivel obter

uma proteina com alto grau de pureza.
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5.3 Determinacéo da atividade enzimética da proteina recombinante

Com o objetivo de avaliar a atividade nucleotidasica da proteina recombinante

PA0657, estruturalmente ja classificada por bioinforméatica como uma protease AAA™,

foram realizados testes enzimaticos empregando trifosfato de adenosina (ATP) como

substrato e diferentes cofatores, que incluiram Ca?*, Mg**, Fe**, Mn?* e Zn?*, considerados

essenciais para atividade ATPasica apresentada por grupos de enzimas distintos. Como

controle de que a reacdo estava ocorrendo de forma adequada, foi utilizado a apirase

comercial de batata (Invitrogen®).

E possivel observar na figura 16, o comportamento da proteina recombinante

PA0657 para cada um dos cofatores avaliados.
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Figura 16. Atividade ATPasica da proteina recombinante PA0657 na presenca dos cofatores

Ca®*, Mg, Mn*, Fe** e Zn**,

A enzima apirase, empregada como controle nesse experimento, integra a familia das

ATPases (E-NTPDases), caracterizada como sendo enzimas capazes de hidrolisar os

nucleotideos ATP e ADP a monofosfato de adenosina (AMP) e Pi, de maneira dependente da

concentracéo de fons bivalentes como Ca** ou Mg?* (Zimmermann, 2012).
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Aproximadamente um terco das enzimas conhecidas possuem metais como parte de
sua estrutura, requerem a adigdo de metais para a sua atividade ou sdo ativas na presenca
destes. No primeiro caso, 0os metais fazem parte da estrutura molecular da enzima e nao
podem ser removidos sem causar prejuizos a estrutura proteica. Nas demais situacdes, 0s
metais reagem reversivelmente com proteinas, formando o complexo metal-proteina,
responsavel pela conformacdo especifica associada a funcdo catalitica da proteina (Querido et
al., 2006).

A presenca de cofatores representa uma condicdo essencial para que a atividade
nucleotidasica de grupos de enzimas especificos seja ativada. Ao analisar a capacidade de
degradacdo de nucleotideos mostrada pela proteina recombinante na presenca dos cofatores
avaliados, foi possivel observar que a enzima recombinante PA0657 ndo apresentou atividade
de hidrdlise de ATP significativa para a grande maioria dos cofatores empregados, 0 que
reforca a hipdtese de que esta enzima integre um grupo diferente daquele ao qual a enzima
apirase, classificada como ATPase, estd inserida, uma vez que, em ATPases, 0s sitios
cataliticos contém principalmente os fons metalicos Ca®*, Mg?* e Mn?*, essenciais para a sua
atividade (Millan 2006; Robson et al., 2006).

Em contrapartida, o teste realizado evidenciou claramente a habilidade da enzima

PA0657 em hidrolisar ATP na presenca do cofator Zn2+. Com o objetivo de avaliar mais

: - . 2+
detalhadamente a capacidade de hidrdlise da enzima em estudo na presenca do cofator Zn

em particular, foi realizado um novo experimento variando o tempo de incubacdo da reacao
de hidrdlise de ATP (Figura 17).
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Figura 17. Avaliacdo da atividade nucleotidasica da proteina recombinante e da apirase na
presenca de adenosina trifosfato (ATP) e Zn?*, ambos na concentracdo de 5 mM. As barras
azuis e vermelhas correspondem, respectivamente, a quantidade de fosfato inorganico
liberada por agdo das enzimas PA0657 e apirase em 120 e 240 minutos.

Foi possivel observar que a proteina recombinante purificada apresenta intensa
atividade nucleotidasica em meio de incubacdo adicionado de fon Zn®*, na concentracio de
5mM. Esta enzima apresentou atividade de hidrélise de ATP muito proxima a exibida pela
enzima apirase, em ambos os tempos analisados. Verificou-se, também, que as duas enzimas
apresentaram um perfil de hidrélise de ATP tempo - dependente bastante similar até o tempo
240 min. Apds esse periodo, observou-se uma reducdo nos niveis de degradacdo de ATP
(dados ndo mostrados) como provavel consequéncia da perda de estabilidade enzimatica apds
periodo de incubacgdo prolongado. Sabe-se que o comprometimento da atividade de enzimas
em geral, incluindo ATPases, sofre interferéncia de diversos fatores que incluem diferencas
de pH e temperatura, instabilidade a ions e solventes e tempo de incubacdo (Kumari et al.,
2009).

Apds terem sido definidos os tempos em que a proteina PA0657 apresenta sua
capacidade méxima de hidrolise do nucleotideo ATP, decidiu-se avaliar a influéncia exercida
pelas concentra¢bes do ion Zn** sobre a atividade nucleotidésica da proteina em estudo e da
enzima controle. Para isso, foram testadas duas concentracdes distintas de Zn** (2 mM e 5
mM) e observou-se padrdes diferentes de comportamento entre as duas classes de enzimas
(Figuras 18A e 18B).
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Figura 18. A- Avaliacdo da atividade ATPasica da proteina recombinante PA0657 na
presenca de Zn?* nas concentracdes de 2 mM (barra azul) e 5 mM (barra vermelha). B-
Avaliagdo da atividade ATPasica da apirase na presenca de Zn®* nas concentraces de 2 mM
(barra azul) e Zn** 5 mM (barra vermelha).

Verificou-se que a proteina recombinante PAO657 apresentou um aumento de
atividade nucleotidasica quando submetida & maior concentracdo (5 mM) do fon Zn*
avaliada; ja um comportamento inverso é observado para a enzima apirase, que apresentou
acentuada atividade ATPasica na presenca de 2 mM de Zn?* e uma inibigdo de atividade na
concentracdo de 5 mM.

Esse comportamento deve estar associado ao fato do fon Zn®* ndo ser o cofator de
preferéncia para a atividade enzimética da apirase, ativada principalmente pelos cations
bivalentes calcio e magnésio (Biederbick et al., 2000; Zimmermann, 2012). J& a conduta
apresentada pela proteina recombinante PA0657, que apresenta atividade nucleotidasica na
presenca do cofator Zn**, evidencia e conduz & hipétese de que esta enzima possa integrar a
classe das proteinas AAA, classificadas como sendo metaloproteases dependentes do metal
zinco para exercerem suas atividades relacionadas a degradacdo de nucleotideos (Anilkumar
et al., 2004; Langklotz et al, 2012).

Em procariotos, um dos membros da familia AAA bastante citado atualmente
corresponde a proteina FtsH (Langklotz etl., 2012; Rose et al., 2011; Wagner et al, 2012),
inicialmente caracterizada em E. coli e definida como sendo uma protease com capacidade de
degradar diferentes substratos, entre eles o fator transcricional -“heat shock™ o,
apresentando uma cépia do médulo AAA e um motivo conservado de ligacdo ao Zn*?,

responsavel pelo sitio catalitico da protedlise (Wagner et al., 2012).
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Karlberg e colaboradores (2009) analisaram por cristalografia a estrutura monomeérica
de uma FtsH isolada de Helicobacter pylori, demonstrando, entretanto, auséncia de atividade
ATPasica para a proteina estudada naquele microrganismo. Esta protease AAA também foi
identificada em Thermotoga maritim e Thermus thermophilus, onde os dominios de ligacéo
ao Zn?* foram reconhecidos, sendo classificada como protease zinco dependente (Bieniossek
et al., 2009; Suno et al., 2006).

Em Salmonella, uma FtsH foi identificada e associada a viruléncia da bactéria (Alix et
al., 2008). Esta protease também ja foi reportada em Synechocystis e em plantas, atuando

como mantenedora da qualidade do processo de fotossintese (Langklotz et al., 2012).

5.4 Clonagem do Gene PA0657 de P. aeruginosa e Ruptura Génica por Recombinacéo
Homologa

Com o objetivo de avaliar o comportamento do gene PA0657 em eventos relacionados
a resposta a condicGes de estresse celular, foi realizado um nocaute génico por recombinacao
homologa do gene PA0657 de P. aeruginosa.

Para isso, um fragmento de 803 pb do gene PA0657, correspondendo ao inicio da
regido codificadora do gene, foi amplificado através de PCR (Figura 19) a partir do DNA
gendmico de P. aeruginosa, utilizando-se os primers p20 e p21.

1 2 3

Figura 19. Amplificacdo do gene PA0657 por PCR a partir do DNA gendmico de P.
aeruginosa utilizando primers p20-p21. Gel de agarose 0,8% com TBE 1x. 1- Padréo de
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massa molecular (DNA A digerido com EcoRI). 2- Controle negativo (reacdo de PCR sem
DNA gendmico). 3- Produto de PCR; a seta indica a banda amplificada de 803pb.

O produto de amplificacdo do gene obtido pela PCR teve seu tamanho concordante
com o previsto, ndo apresentou nenhuma banda inespecifica e resultou em quantidades
suficientes para proceder com a posterior etapa de clonagem do inserto em vetor apropriado
para inativacdo génica por recombinacdo homologa.

Para isso, o amplicon foi devidamente purificado utilizando o kit Concert
(LifeTechnology®) e clonado em vetor pKnockout G. O vetor foi linearizado com a enzima
Xcml, defosforilado com a enzima CIAP e o inserto foi ligado a este vetor linearizado pela
acdao da enzima T4 DNA ligase. Esta nova construcdo foi subemtida a transformacdo por
choque térmico em células de E. coli DH50 competentes. As bactérias transformadas foram
semeadas em meio LB &gar, contendo ampicilina 50 pg/pL, e crescidas por 18 horas em
estufa a 37 °C.

Alguns clones foram selecionados ao acaso, expandidos em 2mL de meio LB
acrescido de ampicilina e submetidos ao processo de extracdo do DNA plasmidial, os quais
foram empregados na confirmacdo da insercdo do fragmento amplificado no vetor de
clonagem. Esta confirmacéo se deu por meio de reacdo de PCR, nos mesmos moldes da PCR
para amplificacdo inicial do inserto, utilizando os primers p20 e p21.

Um clone avaliado, o qual apresentou produto de amplificacdo correspondente ao
tamanho esperado de 803 pb (figura 20), foi submetido ao sequenciamento automatico de
DNA que permitiu confirmar a presenca do fragmento génico no vetor pKnokout G.
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Figura 20. Amplificacdo do fragmento génico PA0657 de P. aeruginosa inserido em
plasmideo pKnockout G. Gel de agarose 0,8% com TBE. 1- Padrdo de massa molecular
(DNA A digerido com EcoRl). 2-Controle negativo (reacdo de PCR sem DNA genémico). 3-
Produto de PCR do plasmideo recombinante. 4- Controle positivo (segmento génico de 803
pb da ORF0657 de P. aeruginosa utilizado como inserto na clonagem). A seta indica as
bandas amplificadas de 803pb.

Ap6s confirmada a insercdo do fragmento no vetor “suicida” pKnokout G, 0
plasmideo recombinante foi denominado pJLO2 (Figura 21) e utilizado no processo de
recombinacdo homdloga (nocaute génico) do gene PA0657 que codifica a proteina em

estudo.

pJLO2
6803 bp

Xcml

\

ColE I ori Inserto 803pb

Xcml
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Figura 21. Representacdo esquematica do segmento génico PA0657 p20-p21 inserido no
plasmideo pKnockout G. Em destaque estdo os elementos principais: o produto do PCR de
PA0657 de 803 pb; os genes de resisténcia a ampicilina (Amp) e a gentamicina (Gm), a
origem de replicacdo (ori), 0 gene reporter LacZ e o gene mob que codifica proteinas de
mobilizacao.

O plasmideo pJLO2 foi empregado, desta forma, na transformacéo por eletroporacao
de uma linhagem de P. aeruginosa O1, a fim de promover o nocaute da sequéncia génica
PA0657. A transformacdo realizada com o plasmideo pJLO2 levou a uma recombinacdo
homologa simples propiciando a integracdo do vetor ao cromossomo bacteriano, uma vez que

0 pKnockout G ndo possui origem de replicacdo para o género Pseudonomas (Figura 22).

Insertogene
pKnockoutG PAOG57 pKnockoutG
\
N 803pb K
- DT -
Plac >< lacZ

P. aeruginosa PAO1

) — )

5 PACES6 PAO657 PAO658 3
—’—-h—:- o o o o ,
5 PAO656  PAO657 lacZ vetor Plac PA0657” PAOG58 3

Figura 22. Representacdo geral do nocaute génico PA0657 de P. aeruginosa por
recombinagdo homologa simples com uso do plasmideo “suicida” pJL02. S&o ilustrados o
plasmideo pJLO2 contendo o inserto de 803 pb, os segmentos génicos localizados entre o gene
PA0657 de P. aeruginosa e a integracdo de todo o plasmideo no genoma da bactéria por
meio de recombinacdo homologa.

Os transformantes que apresentaram capacidade de crescer em meio LB contendo
gentamicina (50 pg/ml) foram considerados positivos para o evento de recombinacdo
homologa e selecionados a crescerem por dez sucessivas passagens em meio LB sem

antibidtico, seguidos de uma 11% passagem realizada em meio contendo gentamicina (50
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pg/ml). Este processo visou a garantia de que somente clones que tivessem integrado o
plasmideo fossem selecionados. Dos clones que permaneceram resistentes ao antibiotico, dois
foram escolhidos e classificados como PAO1 PA0657::GmR | e PAO1 PA0657::GmR I,
sugerindo positividade para o evento de ruptura génica.

Estes clones foram submetidos a confirmag&o da ruptura do segmento génico PA0657
por meio de PCR, empregando trés conjuntos de primers distintos e tendo como controle o
DNA genoémico da P. aeruignosa O1 (Figura 23).

1. 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12

80
771

600

Figura 23. Confirmacdo da ruptura do gene PA0657 de PAOL. Eletroforese em gel de
agarose (0,8%) com os produtos de amplificacdo (PCR) para confirmacdo de ruptura génica
por recombinacdo homologa do segmento PA0657. 1) Padrdo de massa molecular (DNA A
digerido com EcoRl). 2, 3, 4 e 5) PCR utilizando primers p20-p21; 2) DNA genémico de
PAO1 PA0657::GmR I; 3) Controle positivo (DNA genémico de PAOL); 4) DNA genémico
de PAO1 PA0657::GmR II; 5) Controle negativo (reacdo de PCR sem DNA). 6, 7, 8 e 9) PCR
utilizando primers p40-p4l. 6) DNA genémico de PAO1l PA0657::GmR I; 7) Controle
positivo (DNA gendomico de PAOL); 8) DNA gendmico de PAO1l PA0657::GmR II; 9)
Controle negativo (reacdo de PCR sem DNA). 10, 11, 12 e 13) PCR utilizando primers pVicl-
pVicll. 10) DNA genémico de PAO1l PA0657::GmR I; 11) Controle positivo (DNA
genémico de PAOL); 12) DNA gendmico de PAO1 PA0657::GmR II; 13) Controle negativo
(reacdo de PCR sem DNA).

Os transformantes submetidos a PCR utilizando os primes p20 e p21, que gera um

amplicon de 803 pb referente ao tamanho de fragmento de DNA de P. aeruginosa empregado
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na construcdo do plasmideo pJL02, ndo apresentaram amplificagdo. Para esse par de primers
avaliado, apenas a amostra de DNA gendmico de P. aeruginosa O1, utilizada como controle
de que a PCR foi realizada de forma adequada, apresentou positividade para amplificacéo,
amplificando um fragmento de tamanho esperado. Este resultado era esperado uma vez que,
havendo integragdo do plasmideo, o amplicon obtido por esta PCR teria um tamanho superior
a 6000 pb, ndo sendo amplificado em fungdo do tempo de extensdo da reagéo de PCR.

Ja os primers p40-p41l e pVicl-pVicll amplificaram, respectivamente, um fragmento
de DNA de 771 pb e 600 pb. O conjunto p40-p41 evidenciou positividade para as duas
amostras testadas e para o controle, mostrando que a ruptura génica ocorreu no sitio
especifico do gene PA0657 e, portanto, essa regido ficou inalterada em relacdo a linhagem
PAOQO1 padrao.

O conjunto pVicl-pVicll sdo primers especificos para o gene algD de P. aeruginosa,
ndo estando relacionados ao evento de recombina¢do homdloga proposto. Os resultados de
positividade obtidos para todos os testes realizados demonstram que todos os clones
recombinantes sdo oriundos da mesma espécie da bactéria a qual foi submetida a
recombinacdo homdloga. Esse conjunto de primers foi utilizado como controle de reacdo de
PCR para os clones positivos para a ruptura por recombinacdo homéloga do gene PA0657.

A obtencdo de uma considerdvel taxa de transformantes rompidos nesse estudo
evidenciou a aplicabilidade do plasmideo pKnockout G para os fins propostos, corroborando
estudo realizado por Windgassem e colaboradores (2000), que desenvolveram um método a
fim de inativar segmentos génicos especificos em P. aeruginosa, por meio da construcdo de
um plasmideo denominado pKnockout, que permite que a ruptura de ORFs ocorra por
recombinacdo homologa, por meio da integracdo do plasmideo dentro do gene alvo
cromossomal.

A habilidade do plasmideo pKnockout G em integrar-se ao cromossomo de bactérias
Gram-negativas tambeém foi avaliada por outros estudos. Quin e colaboradores (2007)
empregaram o plasmideo em questdo na inativacdo de um gene responsavel pela sintese do
poliéster polihidroxialcanoato em Aeromonas hydrophila e obtiveram sucesso na construcéo
de um mutante, permitindo avaliar o comportamento desta bactéria na producdo de
polihidroalcanoatos com propriedades biodegradaveis e confirmando a funcionalidade do

vetor em questao.
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Uma particularidade evidenciada nos clones que apresentaram o segmento génico
PA0657 rompido (PAO1 PA0657::GmR | e PAO1 PA0657::GmR 1Il), foi a auséncia de
producdo do pigmento piocianina, responsavel por conferir a coloragdo caracteristica desta

espeécie bacteriana, quando crescidos em meio de cultura seletivo cetrimida (Figura 24).

Figura 24. Isolado de P. aeruginosa O1 selvagem apresentando col6nias verdes devido a
producdo de piocianina e os dois isolados que apresentaram ruptura génica do segmento
génico PA0657, crescidos em meio cetrimida.

O meio de cultura cetrimida é utilizado para o isolamento seletivo e identificagdo de P.
aeruginosa, promovendo a inibicdo do crescimento de microrganismos diferentes desta
espécie bacteriana (Kodaka et al., 2003). Contém, em sua composi¢ao, cloreto de magnésio e
sulfato de potassio, que estimulam a producdo do pigmento piocianina, correspondendo ao
meio de cultura recomendado para a utilizagdo em analises de cosméticos, farmacos e
amostras clinicas (Isenberg, 2010).

Foi possivel observar que, em meio de cultura cetrimida, todos os isolados
apresentaram crescimento. Entretanto, somente a linhagem selvagem de P. aeruginosa O1
produziu o pigmento piocianina, sendo esta caracteristica ndo observada entre os dois clones
rompidos PAO1 PA0657::GmR | e PAO1 PA0657::GmR 1.

Estes dois clones, que apresentaram ruptura do segmento génico PA0657 foram
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também avaliados quanto & capacidade de crescer em meio de cultura LB, na auséncia ou
presenca de gentamicina (50 pg/mL) (Figura 25A e 25B).

A B

Figura 25. A- Isolado de P. aeruginosa O1 selvagem, apresentando coldnias verdes devido a
producdo de piocianina e os dois isolados que apresentaram ruptura génica do segmento
génico PA0657, crescidos em meio de cultura LB. B- Isolado de P. aeruginosa O1 selvagem
ndo apresentando crescimento e os dois isolados que apresentaram ruptura génica do
segmento génico PA0657, crescidos em meio de cultura LB acrescido de gentamicina (50

pg/mL).

O mesmo perfil de crescimento foi obtido em meio de cultura LB, onde a producao do
pigmento foi observada somente na linhagem selvagem, mas em menor quantidade que aquela
avaliada em meio seletivo cetrimida que, devido a elementos presentes na sua formulagéo,
estimula a produgéo de piocianina (Isenberg, 2010).

Foram obtidos também os resultados esperados na avaliacdo do crescimento de P.
aeruginosa O1 selvagem e dos transformantes pJLO3 e pJLO4 em meio LB contendo o
antibiotico gentamicina (50 pg/mL). Nestas condigdes somente os mutantes que sofreram
recombinacdo homologa do gene PAO0657 apresentaram crescimento na presenca do
antibidtico, em virtude da insercdo cromossomal do gene de resisténcia a gentamicina,
presente no plasmideo pKnockout G.

A piocianina (1-hidroxi-5-metil-fenazina) € um composto fenazinico solavel, que
contribui para a viruléncia e persisténcia das infecgdes causadas por P. aeruginosa e tem sua
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importancia baseada em dois aspectos principais: na regulacdo dos genes de quorun sensing
(Dietrich et al., 2006) e como agente antimicrobiano, cuja acdo ocorre devido & sua
capacidade de ciclagem redox na presenca de oxigénio, que gera superéxidos como 0 O, 2 e
peréxido de hidrogénio (H,0,), altamente toxicos para varias bactérias. (Liu et al., 2012;
Mavrodi et al., 2001).

A biossintese de piocianina por culturas de P. aeruginosa é um evento bastante
complexo; sua sintese ocorre no inicio da fase estacionéria, sendo regulada por enzimas
codificadas pelos operons phzABCDEFG e pelos genes phzM e phzS. A P. aeruginosa O1
apresenta dois cromossomos homologos, designados phzA1B1C1D1E1F1G1l e
phzA2B2C2D2E2F2G2, essenciais na sintese do composto fenazina-1-carboxilato, e dois
genes adicionais (phzM e phzS) responsaveis por codificar enzimas envolvidas na conversao
de fenazina- 1-carboxilato em piocianina (Mavrodi et al., 2001; Nowroozi et al., 2012).

Presume-se, por meio de dados obtidos em nosso estudo, que 0 segmento génico
PA0657 possa estar relacionado a producdo do pigmento piocianina, uma vez que verificou-se
a auséncia do pigmento nas linhagens que sofreram ruptura por recombinacd homologa,
quando crescidas meio de cultura.

Em estudo recente, Nowroozi e colaboradores (2012) avaliaram a producdo de
piocianina por P. aeruginosa isolada de amostras clinicas e ambientais e observaram que,
dentre os isolados clinicos analisados, apenas 3 (6.25%) ndo apresentaram a producdo do
pigmento em meio cetrimida devido, provalvelmente, a auséncia dos genes phzM e phzS.
Neste estudo, os isolados foram submetidos a técnicas moleculares onde observou-se que,
dentre as cepas ndo produtoras de piocianina, duas ndo apresentavam as bandas
correspondentes aos genes phzM e phzS e uma, embora apresentasse um fragmento
realcionado ao gene phzM, ndo apresentou a banda de proteina correspondente, quando
avaliada em SDS-PAGE. Em relagdo as amostras ambientais, todas apresentaram
amplificagé@o dos genes phzM e phzS e bandas de proteinas equivalentes.

Alguns estudos realizados identificaram situacdes que interferem na producdo de
piocianina. Chang et al. (2005) verificaram que em situacOes de estresse oxidativo,
decorrentes da producdo de perdxido de hidrogénio durante a respota imunologica do
hospedeiro, P. aerguinosa aumenta a sintese de piocianina, potencializando sua

patogenicidade.
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Prithiviraj et al (2005) avaliaram os efeitos exercidos pelo &cido salicilico na sintese
de piocianina e observaram que este composto fendlico, quando presente respectivamente em
concentracdes de 0,1 mM a 1,0 mM, é capaz de inibir entre 50 a 80% a producdo do
pigmento, sem interferir no crescimento do microrganismo.

Em outro estudo realizado, foram utilizadas uma linhagem de P. aeruginosa PA14
selvagem e uma linhagem de P. aeruginosa PA14 apresentando uma delegé@o correspondente
a 209 aminoacidos na regido codificadora do gene kerV, envolvido na viruléncia da bactéria.
Observou-se que o mutante construido apresentou niveis alterados na producéo de piocianina,
sugerindo que o gene em estudo, regulado via sistema de percepcdo de quorum sensing, esta
relacionado com o fendtipo observado. Foi evidenciado também que a proteina KerV é co-
expressa com as chaperoninas GroEL/GroeES em baixas temperaturas propondo que, para

atingir sua conformacdo nativa, ela necessita da participacdo dessas proteinas
acessorias (Meirelles, 2011).

Conforme resultados obtidos a partir da analise da regido promotora do gene PA0657,
é possivel verificar que existe uma grande possibilidade de que a funcdo deste gene esteja

associada a transcricdo de proteinas especificas em resposta a condi¢des de estresse celular.

5.5 Avaliacdo da Expressao de Genes Envolvidos na Resposta a Condicdes de Estresse
Celular em P. aeruginosa O1

Analises realizadas por meio da técnica de qRT-PCR avaliaram os niveis de expressdo
de genes de resposta a condi¢cdes de estresse celular em PAO1L e na linhagem rompida PAO1
PA0657::GmR 1, antes, 5 e 30 minutos ap6s a submissdo dessas células a temperatura de
estresse de 50 °C .

A técnica de qRT-PCR apresenta a vantagem de determinar o numero de cépias de
uma molécula molde com alta precisdo e sensibilidade, sendo amplamente aplicada na anélise
da expressdo génica (Cikos & Koppel, 2009; Vandecasteele et al., 2001). Essa analise &
realizada por meio de quantificacbes absolutas, cujo objetivo é descobrir propriedades
intrinsecas de uma determinada amostra, e quantificacdes relativas, que visam a determinagéo
da proporcdo relativa de um &cido nucleico alvo em uma quantidade equivalente da amostra
(Eleaume & Jabbouri, 2004).
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As quantificacOes relativas sdo aplicadas com frequéncia em estudo de expresséo
génica e necessitam de um gene de referéncia como normalizador da reacdo, chamado de
controle interno (Vandesompele et al., 2002). Neste trabalho, foi utilizado como
normalizador da reacdo o gene 16S rRNA, ja que o mesmo foi reportado em diversos
trabalhos como sendo ideal para estudos de expressao de genes, uma vez que este apresenta
expressdo constitutiva e ndo sofre alteragdes em seus niveis de expressdo quando submetidos
as condicOes de estresse celular (Greisen et al., 1994; Vandecasteele et al., 2001, Vaudaux et
al., 2002).

Em um primeiro momento decidiu-se avaliar a expressdo do gene em estudo PA0657
em ambas as linhagens de P. aeruginosa, imediatamente antes e em dois tempos distintos
apos o evento do choque térmico. Observou-se que, na linhagem selvagem de P. aeruginosa
01, o gene PA0657 apresentou um elevado pico de expressdo no tempo de 5 minutos apos o

choque térmico, com um aumento de cerca de 20 vezes em relacdo a sua expressao
inicial, imediatamente antes do choque térmico, retornando aos niveis basais em 30 minutos
apos cessada a condicdo de estresse, 0 que sugere que a funcdo deste gene esta fortemente
vinculada a transcricdo de proteinas associadas a situacdes de estresse celular. J& na linhagem
rompida PA0657::GmR |, 0 gene em estudo apresentou-se inexpressivo, nos tempos avaliados
(Figura 26).
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Figura 26: Expressdo relativa (22"

°C.

) do gene PAO657 em resposta ao choque térmico de 50
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A resposta ao choque térmico corresponde a um evento muito bem elucidado em
alguns procariotos, sendo caracterizado por um répido e transitdrio aumento na sintese de um
conjunto especifico de proteinas, conhecidas como heat-shock protein (HPS). Este conjunto
de proteinas é constituido principalmente por chaperonas e proteases, as quais sdo transcritas
quando as células bacterianas sdo expostas a temperaturas elevadas e sua funcdo é proteger
estas celulas dos principais efeitos do estresse térmico, representados pela geracdo e acumulo
de proteinas desnaturadas (Rosen & Ron, 2002; Ptovin et al., 2008).

Apds condicdes de estresse térmico ocorre inducdo de um conjunto de genes,
denominados genes de resposta a choque térmico, expressos constitutivamente sob condicGes
normais e organizados em diferentes classes que podem ser reguladas por um fator sigma
alternativo, um ativador ou um repressor transcricional (Schumann, 2003).

Em bactérias Gram-negativas, a expressao de genes de chogue térmico € controlada
em nivel transcricional principalmente por mecanismos que utilizam os fatores 6>~ ¢ o,
responsaveis por direcionar a RNA polimerase aos promotores dos genes de choque térmico
(Narberhaus, 1999).

Em P. aeruginosa, o fator de choque térmico o

, codificado pelo gene rpoH,
apresenta alta similaridade como o2 de E. coli, que transcreve chaperonas moleculares que
incluem o complexo DnaK/DnaJ, e proteases como a FtsH (Potvin et al.,2008).

Dessa forma avaliou-se, nesse estudo, os niveis de expressdao do gene rpoH nas
condicdes propostas, tornando-se possivel observar um comportamento bastante distinto entre

a linhagem selvagem PAOL1 e a linhagem rompida PA0657::GmR | (Figura 27).
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Figura 27: Expressdo relativa (22**“") do gene rpoH em resposta ao choque térmico de 50
°C.
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Em P. aeruginosa, observa-se niveis aumentados de transcricdo de rpoH logo ap6s a
exposicdo das células bacterianas a temperaturas elevadas, com o objetivo de transcrever
proteinas de choque térmico que desempenham papel importante de chaperonas moleculares.
A medida que se tem chaperonas livres, o gene rpoH é direcionado para proteélise que, em E.
coli, € mediada por acdo da protease FtsH (Potvin et al., 2008). Acredita-se que, conforme
observado na figura 28, a auséncia de expressao do gene rpoH na linhagem selvagem PAO1,

nos tempos de 5 e 30 minutos, se deve ao fato do fator o

, responsavel por regular a
transcricdo deste gene, ter sido degradado pela proteina transcrita pelo gene PA0657 de P.
aeruginosa, que exerce funcao semelhante a protease Ftsh de E. coli. J4, na linhagem rompida
PAO1 PA0657::GmR 1, a superexpressdo do gene rpoH observada esta associada,
provavelmente, a auséncia da protease FtsH. Esses dados corroboram com resultados
reportados por Perrody e colaboradores (2012) que evidenciaram que o gene 057w de E. coli
transcreve uma proteina responsavel por se ligar a chaperona DnaK, levando a aumento de
fator 6* livre e impedindo que a chaperona seja degradada por agdo da protease FtsH.

Entre os genes avaliados nesse trabalho, dois deles correspondem a chaperonas
moleculares que exercem fungdo importante no enovelamento de proteinas e reparo estrutural,
sendo altamente expressas em condic¢des de estresse: dnaK (e sua chaperonina dnaJ) e groEL
(e sua chaperonina grokES) (Schumann, 2007).

Para os genes dnaK, dnaJ, groEL e groeES, um comportamento bastante semelhante
foi observado. Verificou-se que, na linhagem selvagem PA O1, o gene dnaK apresentou um
aumento de expressao cerca de 3,0 vezes maior no tempo de 5 minutos e manteve esses niveis
de expressdo em 30 minutos ap0s o choque térmico. Ja para a linhagem rompida
PA0657::GmR |, observou-se um pico de expressdo génica no tempo de 5 minutos e um

retorno ao nivel basal 30 minutos apds a condicao de estresse celular (Figura 28).
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Figura 28: Expressdo relativa (284!

50°C.

) do gene dnaK em resposta ao choque térmico de

A proteina DnaK corresponde a chaperona que apresenta maiores indices de expressdo
nas células e, apesar de serem denominadas proteinas de choque térmico e exibirem picos de
expressao sob condicdes de estresse, sdo também expressas em condi¢des normais (Wang et
al., 2004).

Avaliando a expressdo do gene dnalJ na linhagem selvagem PAOL, foi possivel
observar que houve um aumento na expressdo génica no tempo de 5 minutos e um retorno
basal nos niveis de expressdo decorridos 30 minutos do choque térmico. J& na linhagem
rompida PA0657::GmR | observa-se que a expressao do gene dnaJ se elevou em 5 minutos e
manteve-se constante (Figura 29).
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Figura 29: Expressdo relativa (22**“") do gene dnaJ em resposta ao choque térmico de
50°C.

73



Um fato importante a ser observado é que, enquanto DnaK, em PAOL, continua sendo
expressa em 30 minutos, sua chaperonina, DnaJ, apresenta expressdo reduzida neste mesmo
tempo. Na linhagem rompida, constatou-se que houve um retorno a niveis basais de expressao
da chaperona DnaK ap6s 30 minutos de choque térmico , enquanto sua chaperonina manteve
um nivel de expressdo em 30 minutos proximo ao observado no tempo de 5 minutos. E
possivel sugerir que a chapenorina DnaJ pode exercer um papel de regulacdo negativa sobre
0s niveis de expressdo de DnaK.

Os genes groEL e groES apresentaram comportamentos similares, sendo possivel
observar uma expressao génica elevada de groEL apenas na linhagem rompida PA0657::GmR
I, no tempo de 5 minutos. Observa-se que, nesse mesmo tempo, a linhagem selvagem PAO1
apresenta uma pequena inducdo na expressao génica e que, para ambas as linhagens, houve
uma diminuicdo gradativa na expressdo no gene groEL até o tempo de 30 minutos (Figura
30).

4 -

3

)

1 H = I -
1 T5 T30 1 T5 T30

0 -

Figura 30: Expressdo relativa (22**“") do gene groEL em resposta ao choque térmico de
50°C.

O gene groES, por sua vez, apresentou um padrdo de expressao génica bastante similar
entre as duas linhagens avaliadas, em ambos os tempos. No entanto, observa-se que, na
linhagem selvagem PA O1, a expressdao se mantém constante no tempo de 30 minutos
enquanto que, para a linhagem rompida PA0657::GmR 1, ap0s transcorrido esse tempo, a

expressdo do gene retorna aos niveis basais (Figura 31).
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Figura 31: Expressdo relativa (22" do gene groES em resposta ao choque térmico de
50°C.

Sabe-se que, em P. aeruginosa, o gene algU foi inicialmente identificado por sua
importancia na conversdo do fenotipo ndo-mucdide para mucoide em infeccdes associadas a
pacientes com fibrose cistica.

Dessa forma, analisando os niveis de expressdao do gene algU , observou-se que,
dentre todos os genes avaliados nesse trabalho, esse foi 0 que apresentou os mais altos niveis
de expressdo, tendo sua expressao induzida apenas na linhagem selvagem PA O1 e somente
apos condicdes de estresse celular (figura 32). Observa-se que, na linhagem selvagem, os
niveis de expressao do gene algu aumentaram de forma expressiva e gradativa em todos 0s
tempos avaliados, evidenciando a relacdo entre os genes AlgU e PA0657 em P. aeruginosa
O1.

50 -

30 ~

20 -

10 -

T1 T5 T30 T1 T5 T30

Figura 32. Expresséo relativa (22“") do gene algU antes e apés a exposicdo da linhagem

selvagem PA0657 e da linhagem rompida PA0657::GmR a estresse térmico de 50°C.
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Em infecgdes provocadas por P. aeruginosa, que acometem principalmente portadores
de fibrose cistica, observa-se que a bactéria é capaz de sofrer alteracGes genotipicas e
fenotipicas com o objetivo de ampliar seu grau de patogenicidade, por meio da conversdo do
fendtipo ndo- mucoide (Alg) em mucoéide (Alg*) (Sautter et al., 2012).

Em situacOes de estresse oxidativo ou choque térmico, o gene algU estimula a sintese
do polissacarideo alginato, responsavel pela caracteristica mucéide observada nos isolados de
P. aeruginosa. Esse gene apresenta alto grau de homologia com o fator & de E. coli e S.
typhimurium onde, nesses microrganismos, este fator sigma esta envolvido com a resposta ao
choque térmico e com a transcricdo de proteinas associadas a condi¢des de estresse que
ocorrem fora do citoplasma das células bacterianas, conhecidas como resposta ao estresse
extracitoplasmatico (Sautter et al., 2012; Rowley et al, 2006).

Keith & Bender (1999) demonstraram que o gene algU de P. syringae € induzido em
situacdes de estresse ambiental, que incluem o evento de choque térmico e estresses osmatico
e oxidativo.

Avaliando os resultados obtidos na analise da expressdo do gene algU e considerando
que, dentre os genes aferidos, algU foi o que apresentou maiores niveis de expressao em todos
0s tempos estimados, correspondendo ao Unico gene que permaneceu com sua expressao
induzida transcorridos 30 minutos de exposi¢cdo do microrganismo ao estresse celular por
choque térmico, é possivel concluir que o gene PA0657 exerce grande influéncia na
transcricao de algU, sendo esta estimulada em resposta ao choque térmico.

Associando os niveis de expressdo do gene algU na linhagem selvagem PAOle na
linhagem rompida PA0657::GmR | com as caracteristicas observadas na figura 25, torna-se
possivel uma melhor compreensdo da auséncia do fendtipo mucdide entre as linhagens que
apresentaram ruptura do segmento génico PA0657.

Em P. aeruginosa, a conversao para o fendtipo mucoide de ampla viruléncia pode ser
alcancada por meio de dois mecanismos. O primeiro consiste na proteélise de MucA, que
corresponde a uma proteina de membrana que atua regulando de forma negativa a producao
de alginato por meio da inativacdo do gene algU. Ja o segundo mecanismo responsavel pela
caracteristica mucoide estd associado a mutagdes no gene mucA, sendo esse mecanismo
prevalente em isolados provenientes de infecgdes pulmonares crénicas isoladas de pacientes

com fibrose cistica (Yin et al., 2013).
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Em nosso trabalho, foi possivel observar que a linhagem selvagem PAO1 néo
apresentou niveis significativos de expressdo de rpoH apds 5 minutos de exposicdo a
condicdo de estresse térmico mas, em contrapartida, niveis elevados de expressdo para o gene
algu foram constatados nesta mesma linhagem. Diante dos resultados apresentados, ha
fortesindicios de que a proteina PA0657 de P. aeruginosa desempenha um papel importante,
atuando como uma protease pertencente a familia AAA*, com grande afinidade pelo fator 6%,
além de participar de forma efetiva na conversao do fendtipo mucdide de P. aeruginosa, apds
situacOes de estresse celular. Isto por si s6 gera uma nova perspectiva de estudo no que tange

a interacdo molecular entre alguU e PA0657.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho foi possivel concluir que:

- A analise da sequéncia reguladora do gene PA0657 empregando o programa BacPP indica
_— . . 32 - .

que a transcri¢do deste gene ¢ mediada pelo fator 6~ com uma probabilidade superior a 70%,

sendo portanto expresso em condigOees de estresse.

- A andlise de bioinformatica da proteina PA0657 revelou a presenca de dominios

conservados caracteristicos de proteinas da familia AAA , apresentado alta similaridade com

a proteina FtsH de E. coli, envolvida na modulacdo de genes de resposta a choque térmico.

- Aenzima PA0657 recombinante apresenta capacidade de hidrolisar ATP na presenca de

. 2+ . . 2+
fons Zn~ , sendo assim caraterizada como uma ATPase Zn~ dependente.

- Existe uma relacdo direta ou indireta entre o produto génico de PA0657 e a sintese do
pigmento piocianina e a conversao do fenotipo mucoide em P. aeruginosa O1.
- A avaliacdo da expressao génica sugere que o gene PA0657 de P. aeruginosa transcreve, em

resposta a estresse térmico, uma proteina que afeta a expressao dos genes rpoH e algU,

L , 32 22
responsaveis pela sintese do fatorc eoc .
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7. PERSPECTIVAS

- Avaliar a reversdao do fendtipo ndo-mucoide da linhagem PAO0657::GmR | por meio de
transformac&o genética com plasmideo contendo o gene selvagem de PA0657

- Estudar a interacdo molecular de Algu com PA0657.
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