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RESUMO

Boechat Borges, A.L. Caracterizacdo da superexpressdo do fator sigma ECF &* em Pseudomonas
aeruginosa PA14. 2013. 100 p. Tese de Doutorado - Programa de P6s-Graduacdo em Bioquimica. Instituto de

Quimica, Universidade de Sao Paulo, Séo Paulo.

Pseudomonas aeruginosa € uma proteobactéria do grupo gama muito versatil, capaz de
colonizar ambientes variados e infectar hospedeiros filogeneticamente distintos, incluindo
humanos imunocomprometidos. Os fatores sigma de funcdo extracitoplasmatica (ECF) séo
membros de sistemas de sinalizacdo de superficie celular (CSS), abundantes em P.
aeruginosa. Vinte genes codificando fatores sigma ECF estdo presentes nos genomas
sequenciados de P. aeruginosa, a maioria fazendo parte de sistemas TonB relacionados a
captacdo de ferro. Neste trabalho, seis fatores sigma pobremente caracterizados foram
superexpressos na linhagem PA14 a partir de um promotor induzivel por arabinose para
investigar seu papel na expressdo dos sistemas de dois componentes PvrSR e RcsCB, que
atuam na regulacdo da fimbria CupD, além de sua influéncia no crescimento de culturas de P.
aeruginosa. Ndo foi observado efeito positivo de nenhum dos fatores sigma testados na
expressao dos sistemas de dois componentes e a superexpressdo de cinco deles tampouco
levou a qualquer alteragdo no crescimento, porém a producdo de piocianina foi alterada na
superexpressdo de PA14 55550 e a superexpressao de PA14 26600 e PA14 46810 levou a
um discreto aumento no inicio da formacdo de biofilme em PA14. Por outro lado, culturas
superexpressando ¢ (ALBO04) apresentaram um perfil alterado de lipopolissacarideo e uma
curva de crescimento bifésica, alcancando precocemente uma fase estacionaria seguida de
uma recuperagdo do crescimento até uma segunda fase estacionaria. Durante a primeira fase
estacionaria, a maior parte das células aumenta de tamanho e morre, mas as células

remanescentes retornam a morfologia selvagem e seguem para a segunda fase de crescimento



exponencial. Isso ndo acontece devido a mutagfes compensatérias, uma vez que células
coletadas de pontos tardios da curva e diluidas em meio novo repetem este comportamento.
Apesar de trabalhos com a linhagem PAO1 associarem o a transcrigéo de oprF, que codifica
a principal porina ndo especifica de Pseudomonas, nas condigdes dos nossos ensaios em
PA14 a expressdo dessa porina ndo foi induzida pela superexpressdo de ¢*. Assim, os efeitos
observados nessa superexpressao também néo podem ser atribuidos a OprF. A transcri¢do de
oprF em PA14 mostrou-se majoritariamente dependente da regido promotora a que se atribui
a ligacéo de o, ao contrario dos relatos na literatura da dependéncia da regido de ligagéo a
o*. Andlises protedmicas foram realizadas para investigar os elementos envolvidos nesses
efeitos de superexpressdo de c*, o que revelou a inducéo de diversas enzimas envolvidas na
via de biossintese de acidos graxos. As células superexpressando o apresentam uma maior
proporcdo de acidos hexadecanoico (C16) e hexadecenoico (C16:1) e dados de anisotropia
mostram uma maior fluidez da(s) membrana(s). Este trabalho é o primeiro relato de um fator

sigma ECF envolvido em biossintese de lipideos em P. aeruginosa.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, fatores sigma ECF, biossintese de lipideos,

fluidez de membrana



ABSTRACT

Boechat Borges, A.L. Characterization of the ECF sigma fator ¢ overexpression in Pseudomonas
aeruginosa PA14. 2013. 100 p. PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica,

Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo.

Pseudomonas aeruginosa is a very versatile gammaproteobacteria, able to colonize different
environments and to infect phylogenetically distinct hosts, including immunocompromised
humans. The extracytoplasmic function sigma factors (ECFs) are members of cell signaling
systems (CSS), abundant in P. aeruginosa. Twenty genes coding for ECF sigma factors are
present in the sequenced genomes of P. aeruginosa, most of them being part of TonB systems
related to iron uptake. In this work, six poorly characterized sigma factors were overexpressed
in strain PA14 from an arabinose inducible promoter to investigate their role in the expression
of the two-component systems PvrSR and RcsCB, which regulates CupD fimbria, and their
influence in P. aeruginosa cultures growth. None of the tested sigma factors led to two-
component systems upregulation and overexpression of five of them caused no change in the
growth profile, but pyocyanin production was altered in PA14 55550 overexpression and
PA14 26600 and PA14_46810 overexpression led to a slight increase in biofilm initiation in
PA14. By the other side, cultures overexpressing c* (ALBO04) presented an altered
lipopolysaccharide profile and a biphasic growth curve, reaching an early stationary phase
followed by a growth resuming untill a second stationary phase. During the early stationary
phase, most cells swells and dies, but the remaining cells return to wild type morphology and
proceed to the second exponential phase of growth. This is not due to compensatory
mutations, since cells collected from late points of the curve and diluted in fresh medium
repeat this behavior. Although studies with strain PAO1 associate ¢* with transcription of

oprF, encoding the major nonspecific porin of Pseudomonas, under our experiments



conditions with PA14, this porin expression is not induced by c* overexpression. Thus, the
effects observed in this overexpression cannot be attributed to OprF. Transcription of oprF in
PA14 proved to be mainly controlled by the ’°-dependent promoter region, instead of the c*-
dependent promoter region reported in the literature. Proteomic analyses were performed to
investigate the elements involved in these effects of ¢* overexpression, which revealed the
induction of several enzymes involved in fatty acids biosynthesis. Cells overexpressing c*
exhibit a greater proportion of hexadecanoic (C16) and hexadecenoic (C16: 1) acids and
anisotropy data show higher fluidity of the membrane (s). This work is the first report of an

ECF sigma factor involved in lipid biosynthesis in P. aeruginosa.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, ECF sigma factors, lipid biosynthesis, membrane

fluidity
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1. Introducéo

1.1.  Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € uma proteobactéria do grupo gama ubiqua, capaz de
infectar uma ampla gama de hospedeiros, entre eles protozoarios, insetos, plantas e mamiferos
(Mahajan-Miklos et al., 2000). A presenca de um grande nimero de sistemas de sinalizacdo
codificados em seu genoma contribui para a habilidade dessa bactéria colonizar uma grande
variedade de ambientes e hospedeiros e esse tema tem sido um importante foco de estudos
(Stover et al., 2000). Em humanos, caracteriza-se como um patdégeno oportunista, chegando a
ser relacionada a cerca de 10 a 20 % de todas as infec¢des hospitalares (lkeno et al., 2007).
Além disso, P. aeruginosa € o patdgeno predominante em pulmdes de pacientes com fibrose
cistica e em infeccbes em queimados graves (Lyczak et al., 2002). O tratamento é dificultado
pelo fato dessa bactéria ser naturalmente resistente a varios tipos de antibiéticos, portanto
muito dificil de ser eliminada (Govan e Deretic, 1996; Hoiby, 1993). A capacidade de P.
aeruginosa crescer em forma de biofilme e colonizar com sucesso as mais variadas
superficies bidticas e abidticas agrava o problema das infecces nosocomiais (Costerton et al.,
1999; Singh et al., 2000). Assim, explica-se 0 interesse de muitos grupos de pesquisa na
compreensdo dos mecanismos de adaptacdo e de patogenicidade desse microrganismo, a fim

de encontrar estratégias alternativas de tratamento contra as infec¢@es causadas por ele.

1.1.1. Alinhagem UCBPP-PA14
A linhagem UCBPP-PA14 (Rahme et al., 1995) ou simplesmente PA14, usada no
presente trabalho, € um isolado de queimadura em humano e que teve viruléncia comprovada
em hospedeiros filogeneticamente distintos (An et al., 2009; Mahajan-Miklos et al., 2000).

Durante 0 sequenciamento de seu genoma (Lee et al., 2006), foram observadas regides
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variaveis em relacdo ao primeiro genoma sequenciado de P. aeruginosa, o da linhagem
PAO1. Mais recentemente, em uma analise comparativa de genomas com PAQO1 e outras
quatro linhagens de P. aeruginosa, provenientes de isolados clinicos, foi relatado que PA14
possui 0 maior numero de segmentos de ORFs Unicos dessa linhagem. Esses segmentos
linhagem-especificos sdo denominados regides de plasticidade gendmica (RGP, de region of
genomic plasticity) e incluem qualquer regido de, no minimo, quatro ORFs contiguas ausente
em pelo menos um dos genomas analisados (Mathee et al., 2008). Entre essas RGPs destaca-
se a ilha de patogenicidade 1 de P. aeruginosa, ou PAPI-1 (He et al., 2004), parte da qual esta
presente também nas quatro das linhagens comparadas no trabalho de Mathee e
colaboradores, excetuando PAOL, e contém todas as 33 ORFs definidas como core de uma
familia de ilhas gendmicas presentes em beta e gamaproteobactérias (Mohd-Zain et al., 2004),
além de regides particulares a linhagem PA14. Nessa linhagem, entre as 115 ORFs anotadas
em PAPI-1, muitas sdo genes potencialmente ligados a mecanismos conservados de
patogenicidade presentes também nos genomas de outras bactérias encontradas em associacdo
a plantas e animais (He et al., 2004), o que pode contribuir para o amplo espectro de
hospedeiros de PA14.

Dentro dessa ilha de patogenicidade PAPI-1 encontram-se, entre duas repeticdes
diretas, um grupo de genes codificando uma fimbria montada pelo sistema chaperone-usher
(cupD1-5) e dois operons codificando sistemas de dois componentes (rcsCB e pvrSR), que
atuam na regulacédo dos genes da fimbria CupD (Mikkelsen et al., 2009; Nicastro et al., 2009).
Essa regulacéo tem sido foco de estudo do nosso grupo e foi mostrada em trabalhos anteriores
(Boechat, 2008; Nicastro, 2008; Nicastro et al., 2009), entretanto ainda ndo séo conhecidos 0s
fatores ambientais que regulam as cascatas de sinalizacdo dos sistemas PvrSR e RcsCB e,
consequentemente, a expressdao dos genes cupD. Também ndo ha informacdes a respeito da

existéncia de um controle da expressao génica dos proprios sistemas de dois componentes em
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nivel de transcri¢do, sendo que a busca dessa regulacdo foi um dos objetivos iniciais deste

trabalho.

1.2.  Fatores sigma

Fatores sigma (o) sdo subunidades dissociaveis e essenciais para a atividade da RNA
polimerase de bactérias, as quais estdo envolvidas no reconhecimento do promotor e na
iniciacdo da transcrigdo, que depois pode ser continuada e terminada sem sua presencga. Além
do o', o fator sigma principal que permite & RNA polimerase reconhecer a maioria dos
promotores, Escherichia coli possui outros seis fatores sigma alternativos, que se acumulam
em resposta a situagdes ou estresses especificos e competem com ¢'° pela ligacdo ao cerne da
RNA polimerase, culminando na transcricdo de genes importantes para aquela condicdo
ambiental (revisado por Ishihama, 2000). Fatores sigma alternativos sdo amplamente
distribuidos em bactérias (Wosten, 1998).

Os fatores sigma sdo divididos em duas familias estruturalmente ndo relacionadas, ¢'°
e 6>*, sendo a Gltima ndo abordada no presente trabalho. A grande maioria dos fatores sigma
pertence & familia 6’°, que se subdivide em quatro subfamilias, com base na similaridade de
sequéncia e arquitetura de dominios da proteina. A subfamilia dos fatores sigma primarios,
que sdo os mais relacionados a ¢'° de E. coli, incluem fatores sigma essenciais ao crescimento
da bactéria e altamente similares entre diferentes organismos, mantendo entre eles uma
identidade de aminoacidos de pelo menos 51%, sendo especialmente conservadas as regioes
responsaveis pela ligacdo ao promotor dos genes alvo. A segunda subfamilia abrange os
fatores sigma dispensaveis para o crescimento celular exponencial, mas que ainda séo
altamente similares aos primarios, principalmente nas regides de ligacdo ao DNA, como RpoS

(c°) de E. coli que, de fato, tem parte do seu regulon sobreposto ao do ¢'°, indicando que eles

reconhecem sequéncias similares. Na terceira subfamilia estdo os outros fatores sigma
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alternativos que apresentam, no maximo, 27% de identidade de aminoacidos com os fatores
sigma primarios. S&o exemplos os fatores sigma de choque térmico, como RpoH (c") de E.
coli; fatores sigma de flagelo (FIiA e SigD, de Salmonella enterica Typhimurium e Bacillus
subtilis, respectivamente) e fatores sigma de esporulacdo de B. subtilis. Por fim, a mais
numerosa subfamilia é composta pelos fatores extracitoplasmaticos ou ECFs (c), descritos
com mais detalhes a seguir (revisado por Hengge-Aronis, 2002; Lonetto et al., 1992; Paget e

Helmann, 2003; Staron et al., 2009).

1.2.1. Fatores sigma ECF

Os fatores sigma ECF (de extracytoplasmic function) foram assim denominados
porque 0s primeiros membros descritos estdo relacionados com a resposta a estresses
extracitoplasmaticos ou com a expressdo de proteinas periplasmaticas ou extracelulares,
embora alguns membros tenham funcdes diversas, como a adaptacao ao estresse oxidativo na
fase estacionaria (revisado por Helmann, 2002; Missiakas e Raina, 1998).

Fatores sigma ECF sdo membros de sistemas de sinalizacdo da superficie celular
(CSS, de cell-surface signaling systems), compostos ainda de reguladores que modulam a
funcdo do fator sigma ECF e proteinas responsaveis por detectar os sinais ambientais, aos
quais a bactéria precisa responder (Braun et al., 2006; Llamas et al., 2008; Visca et al., 2002).

Exemplos de fatores sigma ECF incluem o" e Fecl de E. coli, o de Bacillus subtilis,
c" de Rhodobacter sphaeroides e c* de Streptomyces coelicolor (Ades, 2004; Alba e Gross,
2004; Braun e Mahren, 2005; Dufour et al., 2008; Li et al., 2002). Essas proteinas
compartilham vérias caracteristicas a respeito dos mecanismos de transdugdo de sinal e
regulacdo génica mediados por elas. Geralmente, fatores sigma ECF tém sua expressao
autorregulada e os genes que codificam os fatores ECF s&o expressos em conjunto com genes

codificando fatores anti-sigma cognatos. Na auséncia do estimulo, o anti-sigma permanece
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fortemente ligado ao fator sigma, mantendo-o inativo. Quando o sinal apropriado é recebido,
0 anti-sigma é inativado ou por protedlise (" de E. coli ou ¢ de B. subtilis), por mudancas
conformacionais (c"de S. coelicolor e R. sphaeroides) ou pela sua interagdo com um anti-
anti-sigma (Lourenco et al., 2011), o que resulta em liberacdo e consequente ativacdo do fator
sigma ECF (Ades, 2008; Brooks e Buchanan, 2008; Campbell et al., 2008).

O fator o© de E. coli regula a expressio de CpxAR, que por sua vez ativa os genes do
pilus P, montado pelo sistema chaperone-usher. Em E. coli e bactérias relacionadas, membros
do regulon de o= desempenham funcdes conhecidamente importantes para a patogenicidade.
Em P. aeruginosa, o fator sigma ECF AlgU foi bastante estudado por sua relacdo com a
producdo de alginato e a conversao ao fen6tipo mucdéide, comumente encontrado em isolados
coletados dos pulmdes de pacientes com fibrose cistica (Deretic et al., 1993). Seu regulon
inclui genes para toxinas, fatores secretados, proteinas de transporte, enzimas e lipoproteinas,
e sua funcdo foi interpretada como uma resposta de adaptacdo ao ambiente do hospedeiro
(Firoved e Deretic, 2003). Essa relacdo dos fatores sigma ECF com a regulacdo de fimbrias e
outros fatores importantes para a viruléncia bacteriana, associada a abundancia de CSS em P.
aeruginosa, instigou-nos a investigar esses sistemas e sua possivel relacdo com a regulacao da
fimbria CupD.

A analise in silico da sequéncia gendmica de P. aeruginosa PAO1 revelou a presenca
de 19 ORFs codificando supostas proteinas com mais de 47% de similaridade com membros
da familia ECF (Llamas et al., 2008). Apds uma busca por ORFs similares a essas da

linhagem PAOL1 em PA14 feita com a ferramenta BLAST no site www.pseudomonas.com

(Winsor et al., 2011), pudemos encontrar as 19 anteriormente citadas e, pela procura de
similaridade com fatores sigma de E. coli, encontramos uma ORF adicional sem ort6logo em
PAOI1, com a descrigdo de proteina hipotética com dominio de o'%. Entre esses 20 fatores

sigma ECF preditos em P. aeruginosa, AlgU e Vrel estdo relacionados respectivamente a


http://www.pseudomonas.com/

21

producdo de alginato e viruléncia (Llamas et al., 2009; Mathee et al., 1997), e outros 12 estdo
caracterizados como envolvidos com a captacao de sideroforos, incluindo o bem caracterizado
PvdS, o qual também desempenha um importante papel na viruléncia (Banin et al., 2005;
Beare et al., 2003; Lamont et al., 2002; Leoni et al., 2000; Llamas et al., 2008; Llamas et al.,
2006; Ochsner et al., 2000). Entretanto, seis outros fatores sigma ECF (destacados em negrito
na tabela 1), permanecem pobremente ou ndo caracterizados e foram escolhidos para serem
estudados no contexto deste trabalho. Mais recentemente, entretanto, o ortdlogo em PAQO1 de
uma das ORFs escolhidas, a PA14 55550, teve sua funcéo relacionada com viruléncia de P.
aeruginosa em zebrafish e seu produto foi denominado Vrel, de virulence regulator involving
ECF sigma factor (Llamas et al., 2009), o que ndo a tornou menos interessante para estudo
por NOSsO grupo, ja que esse trabalho nao revelou o regulon de Vrel. Na linhagem PAQO1, foi
demonstrado que ™ é requerido para o crescimento da bactéria em baixa osmolaridade e para
a transcricdo de oprF, que codifica a principal porina inespecifica de P. aeruginosa
(Brinkman et al., 1999; Bouffartigues et al., 2012). O estudo desses fatores sigma ECF pode

revelar mecanismos inéditos de adaptacao dessa bactéria tdo versatil.



Tabela 1. Genes coficando fatores sigma ECF em P. aeruginosa PAO1 e PA14.

Anotacdo em PAO1

Anotacdo em PA14

Funcéo

Referéncia

PA0149
PA0472
PA0675 (vrel)
PAQ762
PA1300
PA1351
PA1363
PA1776
PA1912

PA2050
PA2093
PA2387
PA2426

PA2468

PA2896
PA3285
PA3410
PA3899

PA4896

S/ ort6logo em
PAO1

PAL4_01840
PA14 06180
PA14_55550
PA14 54430 (algU)
PA14_47400
PA14_46810
PA14 46660
PA14_41575 (sigX)
PA14_39800

PA14 37990
PA14 37430
PA14 33800
PA14 33260 (pvdsS)

PA14 32710 (foxl da

linhagem Les)
PA14 26600

PA14 21550
PA14_19990
PA14 13460

PA14_64700
PA14 28970

Absorcéo de ferro
Absorgéo de ferricromo
Envolvido em viruléncia
Producdo de alginato
Absorcéo de heme
desconhecida

Absorcéo de alcaligina
desconhecida

Absorcéo de micobactina/
carboximicobactina
Absor¢éo de metal
Absorcéo de siderdforo
Absorgdo de pioverdina
Producéo de pioverdina,
exotoxina A e
endoprotease PrpL
Absorgdo de ferrioxamina
desconhecida
desconhecida

Absor¢éo de heme
Absorcdo de citrato de
ferro

Absorcéo de siderdforos
proteina hipotética com

dominio de sigma 70

(Llamas et al., 2008)
(Llamas et al., 2006)
(Llamas et al., 2009)
(Mathee et al., 1997)
(Llamas et al., 2008)

(Llamas et al., 2008)

(Llamas et al., 2008)

(Llamas et al., 2008)
(Llamas et al., 2008)
(Beare et al., 2003)
(Lamont et al., 2002)

(Llamas et al., 2006)

(Ochsner et al., 2000)

(Banin et al., 2005)

(Llamas et al., 2008)

Em negrito: fatores sigma pobremente caracterizados, estudados neste trabalho.

1.2.2.

o* em P. aeruginosa

22

Na literatura é relatado que, em PAO1, c* controla a transcricdo de um dos promotores

de oprF (Bouffartigues et al., 2012; Brinkman et al., 1999; Nestorovich et al., 2006), que

codifica a principal porina ndo especifica de Pseudomonas spp., a qual desempenha um

importante papel na manutencdo da forma celular e é requerida para o crescimento da cultura
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em meio com baixa osmolaridade (Gotoh et al., 1989; Hancock et al., 1981; Nicas e Hancock,
1983).

OprF participa ainda de varios processos, incluindo a adesdo a células eucaridticas
(Azghani et al., 2002) e a formacdo de biofilme sob condi¢Ges anaerdbicas (Hassett et al.,
2002; Yoon et al., 2002). Ja foi demonstrada também a interacdo de interferon-y e OprF, o
que resulta na producédo de dois fatores de viruléncia, a lectina PA-1L e a fenazina piocianina
(Wu et al., 2005), sugerindo que OprF poderia ser um sensor que permitiria a bactéria
perceber o sistema imune do hospedeiro (Wagner et al., 2006). Num trabalho que simula a
estrutura de OprF na membrana, foram detectadas fortes interagBes entre as regides de alga
dessa proteina e grupos funcionais do LPS (Straatsma e Soares, 2009).

Mais recentemente, foi demonstrado que OprF é requerida também para a viruléncia
de P. aeruginosa, com sua auséncia tendo resultado na desorganizacdo da rede de quorum
sensing, que consiste em dois sistemas baseados em N-acil-L-homosserina lactona (las e rhl)
ligados via um sistema dependente de 4-quinolona (PQS, de Pseudomonas quinolone signal)
(Fito-Boncompte et al., 2010). Consequentemente, a produgdo dos diversos fatores de
viruléncia dependentes de quorum sensing, como a elastase LasB, a fenazina piocianina, a
lectina PA1-L e a exotoxina A, além do sistema de secrecdo tipo 111 (T3SS) esta prejudicada
no mutante oprF, destacando o papel de OprF no processo infeccioso (Fito-Boncompte et al.,
2010). Esse mesmo trabalho relata a redugédo ou atraso na producdo das moléculas sinais C12-
AHL (N-3-oxododecanoil-L-homosserinolactona) e C4-AHL (N-butanoil-L-
homoserinolactona) dos sistemas las e rhl, respectivamente, e o atraso na sintese de PQS, com

acumulo de seu precursor na linhagem mutante para oprF.
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1.3.  Biossintese de acidos graxos

A sintese de acidos graxos representa um processo central e conservado em todos 0s
organismos, devido a importancia de seus produtos, que sdo componentes essenciais de
membranas e elementos cruciais no armazenamento de energia. Além disso, 0s acidos graxos
ou intermediarios da sua via de sintese em bactérias sdo incorporados em coenzimas,
moléculas sinal de quorum sensing, sideroforos e biossurfactantes, tornando-os essenciais
para a maioria dos processos celulares (revisado em Parsons e Rock, 2013). Apesar das
reacOes de sintese de acidos graxos serem conservadas, dois sistemas biossintéticos distintos
sdo responsaveis pela montagem dessas moléculas. Mamiferos e levedura utilizam o sistema
de sintese de acidos graxos tipo | (FASI, de fatty acid synthesis type 1), no qual as funcdes
individuais envolvidas na sintese de &cidos graxos citosélica sdo desempenhadas por
multiplos dominios em uma ou, no maximo, duas cadeias polipeptidicas distintas (Smith,
1994; Smith et al., 2003; Tehlivets et al., 2007). Por outro lado, plantas e a maioria das
bactérias geralmente utilizam FASII, que é composta de enzimas discretas para a sintese de
novo de &cidos graxos (Cronan, 1996; Gago et al., 2011; Lu et al., 2004; Schweizer e
Hofmann, 2004; White et al., 2005). Esse tipo de sistema da flexibilidade a bactéria,
tornando-a mais versatil na montagem de diversos acidos graxos com composicao e estrutura
diferentes, enquanto organismos que dispdem de FASI estdo normalmente limitados a sintese
de cadeias de acidos graxos longas e saturadas (White et al., 2005). Por exemplo, E. coli e
Streptococcus pneumoniae produzem acidos graxos saturados e insaturados de cadeia nédo
ramificada e namero par de carbonos, mas muitas Gram-positivas, como B. subtilis e
Staphylococcus aureus produzem predominantemente acidos graxos de cadeia ramificada e
com numero impar de carbonos (Choi et al., 2000; Khandekar et al., 2001). As diferencas

entre os sistemas | e 1l fazem das enzimas de FASII bons alvos para agentes antibacterianos,
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ja que estas ndo estdo presentes em mamiferos (Heath et al., 2001, 2002; Payne et al., 2001,
Zhang et al., 2006).

O advento da biologia molecular e a abundancia de informacéo e técnicas com E. coli
fizeram com que esse organismo despontasse e permanecesse por décadas como modelo na
pesquisa do metabolismo de lipideos em bactéria. O isolamento de mutantes defeituosos em
determinados aspectos da via levou a identificacdo de genes e enzimas adicionais envolvidos
na biossintese de acidos graxos e definiram suas fungdes fisiologicas. Atualmente, a
disponibilidade de sequéncias gendmicas de um numero crescente de microrganismos
expande constantemente o conhecimento acerca da FASII para muito além do modelo de E.
coli (revisado por Rock e Jackowski, 2002 e Parsons e Rock, 2013). O sistema de sintese de
acidos graxos de P. aeruginosa é similar ao de E. coli, porém existem algumas
particularidades ja descritas (Heath et al., 2001; Hoang e Schweizer, 1999; Kutchma et al.,
1999; Yuan et al., 2012a; Yuan et al., 2012b) e isoformas de véarias enzimas que ainda ndo
foram estudadas. Comparada a E. coli, P. aeruginosa apresenta um nimero maior de genes
cujos produtos estdo previstos como enzimas de sintese de acidos graxos, 0 que pode estar
relacionado com a maior versatilidade dessa bactéria. As reagdes principais da FASII em P.
aeruginosa estdo brevemente descritas abaixo e esquematizadas na figura 1.

No médulo de iniciacdo da FASII a acetil-CoA carboxilase (ACC) catalisa a producao
de malonil-CoA a partir de acetil-CoA, adicionando CO; do ion bicarbonato. Em seguida,
malonil-CoA ¢é transferido para a proteina carreadora de acil (ACP) por FabD (malonil-CoA-
(ACP) transacilase), gerando malonil-ACP, que € condensado com acetil-CoA na reacédo
catalisada por FabY (3-oxoacil-(ACP)-sintase), gerando o intermediario B-oxobutiril-ACP,
que entra no médulo de elongacdo para ter sua cadeia saturada estendida de duas unidades
carbonicas por ciclo (Yuan et al., 2012b). Malonil-ACP também pode ser condensado com

octanoil-CoA proveniente da B-oxidagdo na reacdo catalisada por FabH3, gerando decenil-
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ACP, que também segue no ciclo de elongacdo (Yuan et al., 2012a). Nenhuma das quatro
enzimas de P. aeruginosa homologas a FabH sdo essenciais para essa bactéria, enquanto E.
coli apresenta apenas uma isoforma que € crucial para o inicio da sintese de &cidos graxos
(Lai e Cronan, 2003). Em B. subtilis, as duas isoformas de FabH discriminam entre a sintese
de &cidos graxos de cadeias lineares ou ramificadas, modulando assim a fluidez da membrana
(Choi et al., 2000; Kingston et al., 2011).

No modulo de elongacéo, pB-oxoacil-ACP é reduzida por FabG (3-cetoacil-(ACP)-
redutase), numa reacdo dependente de NADPH, gerando B-hidroxiacil-ACP, que tem seu
grupo hidroxila removido por FabA (3-hidroxiacil-(ACP)-desidratase) ou FabZ ((3R)-
hidroxiacil-(ACP)-desidratase), resultando em uma dupla ligacdo, a qual é reduzida em uma
reacdo dependente de NADH, catalisada por uma enoil-(ACP)-redutase, que em P.
aeruginosa pode ser Fabl ou FabV (Zhu et al., 2010). Nesse ponto, o ciclo recomeca com a
condensacéo do acil-ACP com outro grupo malonil-ACP, mas dessa vez catalisada por FabB
(3-oxoacil-ACP-sintase 1) ou FabF (3-oxoacil-ACP-sintase Il) (revisado por Chan e Vogel,

2010) (figura 1).
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Figura 1. Biossintese de acidos graxos em P. aeruginosa. Apés a iniciagdo da biossintese da cadeia acil

(reacBes representadas pelas setas vermelhas), o ciclo biossintético é repetido maltiplas vezes até a obtencdo de

cadeias Cy¢ ou Cyg acil-ACP (setas azuis). As setas tracejadas representam a entrada da molécula no médulo de

elongacdo. (Baseado em Chan e VVogel, 2010; Parsons e Rock, 2013; Yuan et al., 2012a; Yuan et al., 2012b). As

enzimas sublinhadas foram induzidas na superexpressio de o™ neste trabalho (Tabela 6, secdo de Resultados e
Discussao).

O acil-ACP produzido no ciclo de elongacdo pode ser usado em reacdes de

aciltransferases que produzem acido fosfatidico, o precursor universal de fosfolipideos em

bactéria (revisado por Yao e Rock, 2013). Varios intermediarios gerados no modulo de

elongacdo tambem sdo requeridos para outros processos celulares essenciais, como a sintese

de acido lipoico, coenzima requerida para a atividade da piruvato desidrogenase (Jordan e

Cronan, 1997). A biotina, cofator da ACC, também & produzida a partir de intermediarios do
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ciclo de elongacdo de &cidos graxos (Lin et al., 2010). Além disso, os B-hidroxi-acidos
derivados da FASII sdo componentes estruturais essenciais do LPS, por formarem o lipideo
A, que corresponde a sua ancora hidrofébica e que ndo podem ser substituidos por outros
acidos graxos (Raetz et al., 2007). Moléculas que regulam a atividade celular, como as acil-
homoserina lactonas, os sinais de quinolona e os ramnolipideos também tém sua porgéo acil
derivada da via candnica de biossintese de lipideos (Bi et al., 2012; Bredenbruch et al., 2005;
More et al., 1996; Val e Cronan, 1998; Zhu e Rock, 2008).

A via descrita acima (figura 1) gera acidos graxos saturados. A producdo de &cidos
graxos insaturados, um aspecto importante da homeostase da membrana de bactérias, é
realizada por mecanismos diversos entre elas. E. coli, P. aeruginosa e outras y-proteobactérias
utilizam a enzima bifuncional FabA na reacdo de desidratacdo do B-hidroxiacil-ACP a trans-
2-enoil-ACP e a isomerizagdo do trans-2-decenoil-ACP a cis-2-decenoil-ACP
especificamente no estagio de 10 carbonos do ciclo de elongacdo (Heath e Rock, 1996). O
produto da isomerizacao por FabA deve ser utilizado por FabB para pular a reacdo de reducéo
catalisada por Fabl ou FabV e iniciar a elongagdo do acido graxo monoinsaturado (Hoang e
Schweizer, 1997). Além da via anaerébica de FabA/B, P. aeruginosa pode gerar acidos
graxos insaturados em duas vias dependentes de oxigénio em que dessaturases modificam
fosfolipideos ja formados (sistema DesA) ou acidos graxos saturados exogenos (DesBC) (Zhu

et al., 2006).
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. Objetivos

Verificar se a transcricdo dos operons pvrSR e rcsCB de P. aeruginosa é dependente
de fatores sigma ECF.

Caracterizar o papel do fator sigma ECF o* no crescimento e fisiologia de P.

aeruginosa.
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3. Material e métodos

3.1.  Linhagens, plasmideos, oligonucleotideos e condicGes de cultura

P. aeruginosa PA14 foi usada como receptora das construgfes para a superexpresséo
dos fatores sigma ECF e repodrteres. Escherichia coli DH5-a.e S17-1 foram usadas
respectivamente para as construgdes e para conjugagdo com a P. aeruginosa receptora. As
linhagens construidas neste trabalho estdo descritas nas subse¢des abaixo e listadas na tabela
2. Os plasmideos e oligonucleotideos utilizados nas construgdes estdo descritos,
respectivamente, nas tabelas 3 e 4.

As culturas de P. aeruginosa e E. coli foram feitas rotineiramente em meio Luria-
Bertani (LB) acrescido de antibioticos quando necessario (50 pg/mL de gentamicina; 100
ug/mL tetraciclina; 300 pg/mL de carbenicilina; 20 pg/mL de &cido nalidixico para P.
aeruginosa e 100 pg/mL de ampicilina; 12,5 pg/mL de tetraciclina; 50 ug/mL de canamicina
para E. coli). Para a superexpressdo dos fatores sigma ECF, 0,2% de arabinose foi adicionado
ao meio com gentamicina desde o inicio da cultura ou a partir da terceira hora de crescimento,
conforme indicado em cada ensaio. O crescimento se deu a 37°C e 240 rpm, salvo quando

explicitado no texto.



Tabela 2. Linhagens utilizadas neste trabalho.

Linhagem Descrigao Referéncia
E. coli
DH50, supE44 lacU169(80 lacZM15) hsdR17 recAl endA11 gyrA96 thi- Invitrogen
1relAl
- . (Simon et al.,
$17-1 F* A thi pro recA hsdM®, derivada de RP4

1983)

P. aeruginosa

PA14
PA14 rpoS::mar7
PA14 mvfR

PA14 rhiR
ALBO1
ALB02
ALBO3
ALBO4
ALBO5
ALB06
ALBO7
ALBO1 mvfR
ALBO4 mvfR
ALBO1 rhiR
ALBOA4 rhiR
ALB09
ALB101
ALB103
ALB113

ALB115
ALB117

ALB119

ALB121

ALB123

ALB125

ALB113 rpoS::mar7
ALB115 rpoS::mar7
ALB117 rpoS::mar7
ALBO1::pvrS_lacZ

Isolado clinico UCBPP-PA14

Mutante por inser¢ao do transposon mariner na regidao
codificadora de rpoS proveniente da biblioteca PA14NR; Gm"

PA14 contendo uma mutag¢do pontual em mvfR

rhiR::Tc derivada de PA14
PA14/pJN105
PA14/pALB02
PA14/pALBO3
PA14/pALB04
PA14/pALBO5
PA14/pALB0O6
PA14/pALBO7

PA14 mvfR transformada com pJN105
PA14 mvfR transformada com pALB04
PA14 rhiR transformada com pJN105
PA14 rhIR transformada com pALB04
PA14/pALB09
PA14::pvrS_lacZT

PA14::rscC_lacZT
PA14.::psigX_lacZ

PA14::pcmaX_lacZ
PA14::poprFl_lacZ
PA14::poprF2_lacZ
PA14::poprF3_lacZ
PA14::pfabD lacZ
PA14::pfabH3_lacZ

PA14 rpoS::mar7 com psigX_lacZ integrada no cromossomo
PA14 rpoS::mar7 com pcmaX_lacZ integrada no cromossomo
PA14 rpoS::mar7 com poprFl_lacZ integrada no cromossomo

PA14::pvrS_lacZT, carregando o plasmideo pJN105; Tt Gm"

(Rahme et al.,
1995)
(Liberati et al.,
2006)
(Caoetal.,
2001)
(Déziel et al.,
2005)
Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho
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L

inhagem

Descricao

Referéncia

ALB02
ALBO3
ALBO4

ALBO5::
ALBO6::
ALBO7::
ALBO1::
ALB02::
ALBO3::
ALBO4:
ALBO5::
ALBO06:
ALBO7::
ALBO1:
ALBO4:
ALBO1::
ALBO4:
ALBO1:
ALBOA4:
ALBO1:
ALBO4::
ALBO1:

ALBO4
ALBO1
ALBO4
ALBO1

ALB02
ALB0O4

u:pvrS_lacZ
::pvrS_lacZ
zpvrS_lacZz
pvrS_lacZ
pvrS_lacZ
pvrS_lacZ
rcsC_lacZ
rcsC_lacZ
rcsC_lacZ
:resC_lacZ
rcsC_lacZ
:resC_lacZ
rcsC_lacZ
:psigX_lacZ
:psigX_lacZ
pcmaX_lacZ
:pcmaX_lacZ
:poprFl_lacZ
:poprFl_lacZ
:poprF2_lacZ
poprF2_lacZ
:poprF3_lacZ
1 poprF3_lacZz
::fabD_lacZ
::fabD_lacZ
::fabH3_lacz
::fabH3_lacZ
::fabH3_lacZ

PA14::pvrS_lacZT, carregando o plasmideo pALB02; TcR, Gm*
PA14::pvrS_lacZT, carregando o plasmideo pALBO3; Tc", Gm"
PA14::pvrS_lacZT, carregando o plasmideo pALB04; Tk Gm*
PA14::pvrS_lacZT, carregando o plasmideo pALBO5; T}, Gm*
PA14::pvrS_lacZT, carregando o plasmideo pALBO6; TcR, Gm*
PA14::pvrS_lacZT, carregando o plasmideo pALBO7; T}, Gm*
PA14::rcsC_lacZT, carregando o plasmideo pJN105; T Gm*
PA14::rcsC _lacZT, carregando o plasmideo pALB02; Tk, Gm*
PA14::rcsC_lacZT, carregando o plasmideo pALBO3; T, Gm*
PA14::rcsC_lacZT, carregando o plasmideo pALBO4; Tk, Gm*
PA14::rcsC_lacZT, carregando o plasmideo pALBO5; Tc", Gm®
PA14::rcsC_lacZT, carregando o plasmideo pALBO6; Tk, Gm*
PA14::rcsC_lacZT, carregando o plasmideo pALBO7; Tc", Gm®
PA14::psigX_lacZ, carregando o plasmideo pJN105; T, Gm*
PA14::psigX_lacZ, carregando o plasmideo pALBO4; Tc", Gm®
PA14::pcmaX_lacZ, carregando o plasmideo pJN105; Tc*, Gm*
PA14::pcmaX_lacZ, carregando o plasmideo pALB04; TcR, Gm"
PA14::poprFl_lacZ, carregando o plasmideo pJN105; T, Gm*
PA14::poprFl_lacZ, carregando o plasmideo pALBO4; Tc", Gm"
PA14::poprF2_lacZ, carregando o plasmideo pJN105; Tc", Gm"
PA14::poprF2_lacZ, carregando o plasmideo pALB04; TcR, Gm"
PA14::poprF3_lacZ, carregando o plasmideo pJN105; T, Gm*
PA14::poprF3_lacZ, carregando o plasmideo pALB04; TcR, Gm"
PA14::pfabD_lacZ, carregando o plasmideo pJN105; Tc, Gm"
PA14::pfabD_lacZ, carregando o plasmideo pALBO4; Tc|, Gm"
PA14::pfabH3_lacZ, carregando o plasmideo pJN105; Tk, Gm*
PA14::pfabH3_lacZ, carregando o plasmideo pALBO2; Tk, Gm*
PA14::pfabH3_lacZ, carregando o plasmideo pALBO4; Tc¥, em*

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho
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Tabela 3. Plasmideos utilizados neste trabalho.

Plasmideos

Caracteristicas

Referéncia

pGEM-T/ pGEM-T easy
pJN105

pET43-a

Mini-CTX2
Mini-CTX_lacZ

pUC18-mini-Tn7T-Gm-
Lacz20

pTNS3

pNPTS138
pvrS_CTX-lacZ
resC_CTX-lacZ
psigX_lacZz
pcmaX_lacZ

poprFl_lacZ

poprF2_lacZ
poprF3_lacZ

pfabD_lacZz
pfabH3_lacZ

pALB02
pALBO3

pALBO4
pALBO5

pALB06
pALBO7

pALB09

Vetor de clonagem para produtos de PCR, ApR

Vetor de expressdo contendo o promotor araBAB
induzivel por arabinose e o regulador araC, Gm"
Vetor de expressdo de sequéncias peptidicas
fusionadas com a proteina de 491 aminoacidos
Nus.Tag™ . Adiciona cauda de poli-histidina nas
posicdes N- ou C-terminal do produto do gene
clonado
Vetor de integracdo auto proficiente derivado do
mini-CTX1, T
Vetor para construgdo de fusdes de transcri¢cao
com lacZ integradas ao cromossomo, TR
Vetor derivado do mini-Tn7T para construgdo de
proteinas de fusdo com B-galactosidase, Gm"
(segundo quadro de leitura)

Vetor suicida, expressando a transposase T7;
usado como helper nas transformagdes com os
vetores derivados do mini-Tn7T

Vetor suicida contendo sacB, Km"

Regido promotora de pvrSR no mini-CTX_lacZ; T
Regido promotora de rcsCB no mini-CTX_lacZ; Tk
Regi%o promotora de sigX no mini-CTX_lacZ; Tc"
Regido promotora de cmaX no mini-CTX_lacZ; Tk

Regido regulatéria de oprF, incluindo o promotor
dependente de 6* e o dependente de 6"’ clonada
no mini-CTX_lacZ
Promotor de oprF dependente de ™ clonado no
mini-CTX_lacZ
Promotor de sigX dependente de c"° clonado no
mini-CTX_lacZ
Regido promotora de fabD no mini-CTX_lacZ; Tk

Regido promotora de fabH3 no mini-CTX_lacZ;
T
Regido codificadora de PA14_21550 no pJN105;
Gm*
Regido codificadora de PA14_26600 no pJN105;
Gm"
Regido codificadora de sigX no pJN105; Gm"

Regido codificadora de PA14_28970 no pJN105;
Gm*

Regido codificadora de PA14_46810 no pJN105;
Gm"

Regido codificadora de PA14_55550 no pJN105;
Gm"

Regido codificadora de sigX sob controle do
promotor araBAD e do regulador araC, extraida
de pALBO4 e ligada no CTX2; Tc"

Promega

(Newman e Fuqua,

1999)

EMD Biosciences

(Hoang et al., 1998)
(Hoang et al., 1998)

(Choi e Schweizer,

2006)

(Choi et al., 2005)

Alley D.
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho
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Tabela 4. Oligonucleotideos utilizados neste trabalho.

Nome Sequéncia® Utilizagdo Hibridizacdo

Amplificagdo da regidao
21550_EcoRlI GAATTCGATCGGTAGCGTGATCC codificadora de 55°C
21550_Spel ACTAGTGTCCAGTTGCCCATCGAG PA14 21550 para

superexpressao

Amplificacdo da regido
28970_EcoRlI GAATTCCCGCTTCGGGCGTAAATAG codificadora de 55°C
28970_Pstl CTGCAGTCCAGCACCTCGATCTCC PA14_28970 para

superexpressao
26600_EcoRI GAATTCTCGGTCGCCTTTGACAC gz’#i'cf:jgf:;: reglao
26600_Pstl CTGCAGCTCGCGGAATGCTTCTGT PAL4, 26600 para 55°C

superexpressdo
41575_EcoRI GAATTCGCCCGGCTTACGATATGA Amplificagdo da regido
41575 Pstl CTGCAGCATGTTGCGAACGCTGTC codificadora de sigX >>"C

- para superexpressao

Amplificagdo da regido
46810_EcoRl GAATTCCAGCCATTGAGGGAGCAC codificadora de 55°C
46810_Spel ACTAGTGGTGGGTTGCTACATGCT PA14_46810 para

superexpressdo

Amplificacdo da regido
55550_EcoRI GAATTCCATCCTGTTGCTGCCGAAG codificadora de 55°C
55550_Pstl CTGCAGAATGGCTCATGGGATGGA PA14_55550 para

superexpressao
purS_FT_Xhol CTCGAGAGTCGACCATCCCGGTCT ::;;Ziig?g:g:fzz da corc
pvrS_FT_Hindll AAGCTTCTTCAACTTCATGCCGAAA pVrSR no Mini-CTX_lacZ
resC_FT_Xhol CTCGAGGTCGACGCTACCGGTCTG ::;g; i?;:g:;:fzz da 60°C
resC_FT_HinDIII AAGCTTAGCAGACTTCACGGGATG resCB no Mini-CTX_lacZ
psigX_Ftran_HinD AAGCTTCTGGTGAACAGCGTCGTG Fusdo de transcri¢do da
psigX_Ftran_Bam GGATCCCTGTGACAGGGGGTGAGG regido promotora de 60°C

sigX no Mini-CTX_lacZ
p41630_Ftran_Xho CTCGAGTCGAACCCATGTTCAGCA ::gsizc; ii;?g:;:fzz da €0°C
p41630_Ftran_Hin AAGCTTACCCGACTCGTACGCTTG cmaX no Mini-CTX_lacZ

Fusdo de transcri¢cdo da
poprFl_Hin AAGCTTGAGGGCAAGTCGAAGTTCA regiao promotora 60°C
poprFl_Bam GGATCCAGCCGATGACAACGCCTA completa de oprF no

Mini-CTX_lacZ

Fusdo de transcricdo da
poprF2_Hin AAGCTTATGCGGGAAGTTCTGATA regido promotora de 60°C
poprF2_Bam GGATCCAGTAGTACTTCAGACCAG oprF dependente de ¢*

no Mini-CTX_lacZ
poprF1_Hin AAGCTTGAGGGCAAGTCGAAGTTCA ::;;% (:)?'c::(r)]:;:lez da
poprF3_Bam GGATCCTTGGGTGGCAAGTTTATCAG 60°C

= oprF dependente de

o’ no Mini-CTX_lacZ
fabD_Ft_Hin AAGCTTAAGACCCTGCCCGGTATC Fusdo de transcricioda
fabD_Ft_Bam GGATCCGACGAATGCGAGGGATG regido promotora de 60°C

fabD no Mini-CTX_lacZ
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Nome Sequéncia® Utilizacao Hibridizagao

Fusdo de transcrigdo da
fabHb_Ft_Hin AAGCTTGGGCTGCTTCCTTGTGAA regido promotora de 60°C
fabHb_Ft_Bam GGATCCGTACTGGCGCACGAAGGT fabH3 no Mini-

CTX_lacz

Amplificacdo da regido
sigX_Bam GGATCCGCCCGGCTTACGATATGA codificadora de sigX 60°C
sigX_Eco GAATTCAGCCGATGACAACGCCTA para expressdo em E.

coli a partir do pET43-a
nadB up CTACCTGGACATCAGCCACA Normalizador no qRT- 60°C
nadB low GGTAATGTCGATGCCGAAGT PCR
sigX_qRT_L CCAGGAGGTGATGCTGAAAG . .
sigX_qRT_R CTGAGCGCATCCATCAATC ART-PCR de sigX 60°C
oprF_qRT_L ACAGCGTTCGCAACATGA X
oprF_qRT_R TAGGTGCCACGAACGTCA GFAIRCO GRS 60"
qRT_21550_L TCATCGGCAGATCGCATA gRT-PCR de 60°C
qRT_21550_R ATGGTCAGCAGCCAGGTC PA14_21550
qRT_fabHb_L CCAACAACATCCGCAACA gRT-PCR de 60°C
qRT_fabHb_R GACCATCGGGCAGACATC PA14_25540 (fabH3)
qRT_fabD_L CGTAGGGGCCAACTGATG 3
qRT_fabD_R CACAGGCCGCCAATACAT ART-PCR de fabD 60°C
qRT_fabG_L CGTTTCCAGCGACGAATC X
QRT_fabG_R GATGCCGGCGTTATTGAC CRIRCEdS s 60"
qRT_acc_L CCTTCCATCATGCGTTCC .
qRT_acc_R ACGGTACAGCACGGCTTC ART-PCR de accD 60°c

10s sitios de restricdo incorporados nos produtos de PCR estdo destacados em negrito.

3.1.1. Obtencao das linhagens reporteres para ensaios de B-galactosidase

35

As regides promotoras de pvrSR, rcsCB, sigX, cmaX-crfX-cmpX, oprF, fabD e fabH3

foram amplificadas por PCR a partir de DNA gendmico extraido de P. aeruginosa PA14,

utilizando o High Fidelity PCR Enzyme Mix (Fermentas) com oligonucleotideos iniciadores

capazes de se parear com as regides em questdo e contendo sitios de restricdo adequados a

posterior ligagdo do fragmento ao vetor correspondente. Apés ser purificado com o HiYield

Gel/PCR DNA extraction kit (Real Genomics), o produto de PCR foi ligado ao pGEM-T

(Promega), segundo protocolo do fabricante, e a ligagdo foi inserida por eletroporacdo em

células de E. coli DH5-a, de onde o plasmideo foi posteriormente extraido e conferido por

sequenciamento. Os insertos corretos foram retirados do vetor de clonagem, pela acdo de

enzimas de restricdo e ligados no Mini-CTX lacZ, para a construcdo das fusbes de

transcri¢do. O produto dessas ligagdes foi analisado em E. coli e transferido para células de P.
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aeruginosa PA14 e/ou para as linhagens de superexpressdo de fator sigma ECF por
conjugacéo, gerando as linhagens reporteres descritas na tabela 2.

Para essas conjugac0es, culturas de E. coli S17-1 carregando as devidas construcfes
crescidas em LB soélido com tetraciclina (12,5 ng/ mL) foram plaqueadas em LB junto com a
P. aeruginosa receptora, as quais apds cerca de 8-16 horas foram plaqueadas em LB com
tetraciclina (100 pug/ mL) e acido nalidixico (20 pug/ mL) para selecionar somente coldnias de

P. aeruginosa que tenha recebido o plasmideo contendo a construcao reporter.

3.1.2. Construcdo dos plasmideos para a superexpressao dos fatores sigma ECF
selecionados.

Foram desenhados oligonucleotidos que se pareiam com as extremidades das regides
codificadoras de PA14 21550, PA14 26600, PA14 28970, sigX, PAl4 46810 e
PA14 55550 contendo sitios de restricdo compativeis com os encontrados no pJN105 (tabela
3), um vetor contendo um promotor induzivel por arabinose usado aqui para superexpressar
os fatores sigma de forma controlada. As linhagens contendo essas construgdes foram obtidas
por eletroporacdo, segundo protocolo de Choi e colaboradores (Choi et al., 2006) e estdo

listadas na tabela 2.

3.2.  Técnicas Basicas de Biologia Molecular
Isolamento de DNA plasmidial, digestédo, reacGes de polimerase em cadeia (PCRS),
ligagBes, transformacdo e outras técnicas basicas de biologia molecular foram realizadas de
acordo com metodologia padrdo descrita em manuais de referéncia (Ausubel et al., 1996;
Sambrook et al., 1989). DNA gendmico de P. aeruginosa foi isolado pela técnica de Chen e
Kuo (Chen e Kuo, 1993). Isolamento de RNA total foi realizado com o reagente Trizol

(Invitrogen), segundo as indicagOes do fabricante, acrescentando um passo de incubacdo a
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65°C por 10 minutos ap6s a adicdo do reagente. Sequenciamento de DNA para a confirmagéo
de amplicons e construcdes foi realizado apés reacdo com o kit BigDye (Applied
Biosystems), de acordo com protocolo do fabricante adaptado pela técnica Luci Deise
Navarro e analise na plataforma de sequenciamento ABI Prism 3130XL Genetic Analyser

(Hitachi), do Servico de Sequenciamento de DNA do Instituto de Quimica da USP (SSDNA).

3.3.  Curvas de crescimento e ensaios de viabilidade

Tanto para as curvas de crescimento quanto de sobrevivéncia, as culturas foram feitas
a partir da diluicdo de uma cultura em fase estacionaria até DOgy = 0,1 em 25 mL de LB
adicionado de gentamicina e arabinose sob agitacdo de 240 rpm a 37°C. DOgq foi medida
periodicamente utilizando um espectrofotometro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) e, para
a curva de sobrevivéncia, uma diluicdo seriada foi plagueada em LB agar 1,5%. Apds 16
horas de incubagéo a 37°C, as col6nias foram contadas e o resultado foi analisado em gréfico
como uma média de triplicatas bioldgicas.

As figuras de microscopia de fluorescéncia foram obtidas ap6s lavagem das células de
ALBO1 e ALB04 duas vezes com MgSO4 10mM e incubacdo com LIVE/DEAD BacLight
bacterial viability kit (Invitrogen), segundo protocolo do fabricante.Utilizou-se um
microscopio invertido Nikon TE 300, contendo os filtros adequados. As imagens capturadas
foram processadas utilizando-se os softwares Metamorph (Universal Imaging, Media, PA) e
Image J (nttp://rsb.info.nih.gov/ij/). Para o ensaio de citometria de fluxo, as culturas de ALBO1 e
ALB04 foram induzidas a partir da 3% hora de crescimento, com uma DOgy de,
aproximadamente, 1,5. Para cada tempo do ensaio, 1 mL de cultura foi coletado, lavado duas
vezes com MgSO,4 10 mM e sua DOgg foi ajustada para 3,0. Essa amostra ajustada foi diluida
1:100 e utilizada no ensaio apoOs incubacdo com 0,5 uL da mistura de corantes do

LIVE/DEAD BacL.ight bacterial viability kit (Invitrogen) para cada 1 mL da cultura diluida (1
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x 10° células). As analises foram feitas no citdmetro de fluxo Beckman Coulter FC500 MPL,

da Central Analitica do Instituto de Quimica da USP.

3.4. Ensaio de inicio da formacao de biofilme

Os ensaios de biofilme foram realizados a partir de culturas inoculadas em 900 uL de
LB com antibidtico e com 0,2% de arabinose, no caso da indugdo, a uma DOgy=0,01, que
foram incubadas a 30°C, por cerca de 18 horas, em tubos de vidro de 15 mL. Ao final desse
tempo de incubacao, foi verificada a absorbancia da cultura plancténica a 600 nm, ap6s o que
essas culturas foram descartadas, os tubos foram lavados com agua corrente para a retirada
das células nao aderidas e incubados com 1 mL de cristal violeta 1% por 3 minutos. Para a
retirada do excesso de corante, os tubos foram lavados vigorosamente com agua morna e,
apos serem secos na bancada, foram fotografados e, em seguida foi adicionado 1 mL de
DMSO para solubilizar a camada corada e aderida de células e essa solugcdo teve a
absorbancia medida a 590 nm. O valor de absorbancia a 590 nm, referente a quantidade de
células aderidas, iniciando o biofilme, foi normalizado dividindo-o pela absorbancia a 600

nm, referente a abundancia de células na cultura.

3.5.  Anadlise do perfil de lipopolissacarideo (LPS)

Células de ALBO1 e ALBO04 foram cultivadas em 20 mL de meio LB liquido com
gentamicina a partir da DOggo= 0,1 e aliquotas foram retiradas ap6s 2, 6 e 16 horas. O volume
das aliquotas foi ajustado de forma que se obtivesse DOggo = 3,0 na suspensdo com 1 mL de
N-lauril-sarcosina 1% no primeiro passo, apés a centrifugacdo por 3 minutos a 12000 g em
temperatura ambiente e o descarte do sobrenadante. Essa suspenséo foi incubada por 1 hora a
37°C, centrifugada por 10 minutos a 12000 g em temperatura ambiente e o sobrenadante foi

transferido para um novo tubo. Ao precipitado foi adicionada novamente a solucdo de N-
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lauril-sarcosina 1% e os passos subsequentes foram repetidos até juntar o novo sobrenadante
com o reservado, onde foram adicionados 4 volumes de etanol 100%. Essa mistura foi
incubada a 4°C por cerca de 16 horas. As amostras foram entdo centrifugadas a 4°C por 15
minutos a 8000 rpm, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi dissolvido em 1 mL de
agua. Esse material foi centrifugado a 300000 g por 1 hora a 4°C, utilizando uma
ultracentrifuga TLX Optima e tubos de 3,2 mL no rotor TL110. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado novamente dissolvido em 1 mL de agua. A ultracentrifugacéo foi
repetida e o pellet dissolvido em 500 pL de agua, onde foi adicionado 0,1 mg/mL de RNAse,
20 ku de DNAse, 4mM de MgCl, 4 mM de CaCl,. Apds 24 horas de incubacdo a 37°C, as
amostras foram adicionados 0,1 mg/mL de protease e 0,1 mg/mL de proteinase K. Apos
outras 24 horas de incubacdo, dessa vez a 56°C, procedeu-se nova ultracentrifugacédo a
300000 g por 1 hora a 4°C, o descarte do sobrenadante e a dissolucéo do precipitado em 1 mL
de agua. A centrifugacdo foi repetida e ao precipitado final foram acrescentados 100 uL de
agua e 100 pL do tampdo de amostra 2x (100 mM de Tris-HCI pH=6,8; 4% de SDS; 20% de
glicerol; azul de bromofenol).

As amostras foram analisadas por eletroforese em um gel de gradiente de concentragao
de 8 a 18% de poliacrilamida, como descrito por Laemmli (Laemmli, 1970), porém sem a
adicdo de SDS no gel de separacdo. O LPS foi corado por impregnacdo por prata, utilizando-

se o kit BioRad Silver Stain, segundo protocolo do fabricante.

3.6.  Andlise da expressdo génica

3.6.1. RT-PCR quantitativo
O RNA total das células crescidas conforme indicado em cada experimento foi

extraido, tratado com DNase | (Thermo Scientific) e utilizado como molde para a sintese de
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cDNA com a transcriptase reversa Superscript Il (Invitrogen) e oligonucleotideos
randomicos. O cDNA foi entdo amplificado com os oligonucleotideos especificos indicados
na tabela 4 com o Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (Thermo Scientific) em
triplicatas técnicas no 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems), utilizando o
seguinte programa: 60°C por 2 minutos; 95°C por 10 minutos; 40 ciclos de 95°C por 15
segundos; 60 °C 1 minuto. As taxas de expressdo foram calculadas de acordo com o método

de -22**(Livak e Schmittgen, 2001). O gene nadB foi utilizado como normalizador.

Para o célculo AACt ser vélido, as eficiéncias de amplificacdo dos genes alvo e do
normalizador devem ser aproximadamente iguais. Isso foi verificado para todos os genes
testados, observando-se como o ACt variava conforme a diluicio do cDNA molde e
construindo um gréafico do ACt (Cy do gene alvo — Ct do gene normalizador) contra o
logaritmo em base 10 da diluicdo do cDNA, cuja inclinacdo da reta deve ser proxima de 0,

segundo (Livak e Schmittgen, 2001).

3.6.2. Ensaios de atividade de B-galactosidase

As linhagens reporteres foram crescidas de maneira indicada para cada experimento
e os ensaios foram realizados segundo Miller (Miller, 1972) com algumas modificacdes.
Periodicamente, a DOggo foi medida e 100 uL da cultura foram coletados, aos quais foram
adicionados 800 uL de tampdo Z (Na,HPO, 40 mM, NaH,PO4.H,0 60 mM, KCI 10 mM,
MgSO, 10 mM, B-mercaptoetanol 37 mM), 50 uL de SDS 10% e 50 uL de cloroférmio.
Essas amostras foram agitadas em vortex durante 10 segundos e incubadas 5 minutos a
temperatura ambiente, seguindo-se a adicdo de 200 uL de ONPG 4 mg/mL. As amostras
foram novamente incubadas em temperatura ambiente pelo tempo necessario para o

aparecimento de uma coloragdo amarelada, apos o que a reacdo foi interrompida com a adicéo
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de 400 uL de Na,CO3z 1M. Os tubos foram centrifugados por 3 minutos a 12000 rpm em
temperatura ambiente e a fase aquosa teve sua absorbancia a 420 nm medida. A atividade de

B-galactosidase, em unidades Miller, foi obtida de acordo com a seguinte formula:

DO 450 ,m X 1000
Unidades Miller =

DO ¢o0 nm X VOl. inicial de cultura (mL) x tempo (min)

3.7.  Obtencéao do anticorpo policlonal anti-SigX e ensaios de immunobloting

A regido codificadora de sigX foi clonada sob o comando de um promotor induzivel
por IPTG no plasmideo pET43-a (EMD Biosciences). Essa construcdo foi inserida em E. coli
DH5a, que teve c* superexpresso em culturas crescendo em 100 mL de LB a 30°C sob
agitacdo de 200 rpm por 6 horas apos a adi¢do de 0,6 mM de IPTG. Apds essa incubacdo, as
culturas foram centrifugadas e as células suspensas em 10 mL de tampéo de lise (20 mM de
fosfato de sédio pH 7.4; 500 mM de NaCl; 20 mM de imidazol; 150 pug/mL de fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF)). As suspensdes celulares foram submetidas a quatro ciclos de 30
segundos de sonicacdo em banho de gelo. Nus-His-c* foi purificada usando uma coluna Ni-
NTA (Invitrogen) e a fracdo eluida com 300 mM de imidazol foi digerida com 0,02 U/mg de
enteroquinase (Sigma) adicionada de 2mM de CaCl, e 1% de Tween 20, durante 16 horas a
37°C. As bandas correspondendo a His-c* (30,7 KDa) e Nus foram separadas por SDS-PAGE
e a banda de His-c* foi cortada do gel preparativo 15%, macerada em um homogeneizador,
adicionada de um volume igual de adjuvante de Freund completo (Sigma) e inoculada em
uma coelha de um més e meio de idade. O segundo inoculo foi feito 24 dias apds o primeiro e
a sangria para a obtencao do soro policlonal usado nos immunoblotings foi realizada 22 dias

apos o segundo inoculo. Foram feitos ensaios de immunobloting em cada etapa de
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imunizacdo, que permitem assegurar 0 reconhecimento com sucesso da banda de interesse
(30,7 KDa) pelo soro obtido, porém reconhecendo também bandas inespecificas de tamanho
maior que c*, ndo interferindo nos resultados de ensaios subsequentes. O protocolo foi
aprovado pela Comissdo de Etica em Cuidados e Uso Animal (CECUA) do 1Q-USP.

Para os ensaios de immunobloting, células de ALBO1 e ALBO04 foram crescidas em LB
com gentamicina e arabinose, quando indicado. Periodicamente, 1 mL de cada cultura foi
centrifugado (13000 g, 2 minutos), suspenso em tampé&o de amostra para SDS-PAGE em um
volume normalizado pela DOggo, fervido por 5 minutos e centrifugado novamente por 5
minutos. As proteinas foram separadas por SDS-PAGE em um gel 15% e transferidas para
uma membrana de nitrocelulose utilizando metodologia padrdo. Quantidades iguais de
proteina foram confirmadas pela coloracdo com Coomassie de geéis idénticos corridos em
paralelo com os géis submetidos a transferéncia. As membranas foram incubadas com o soro
policlonal a- ¢* na proporgcdo de 1:1000 (v/v) em TBS-leite 5% por aproximadamente 16
horas. A deteccdo secundaria foi feita com o anticorpo Anti-Rabbit 1gG Alkaline Phosphatase
Conjugate (Sigma) na concentracdo de 1:30000 em TBS-T e a membrana foi revelada

segundo método padrao.

3.8.  Anadlise protedmica
Duas andlises independentes foram realizadas, como se segue. Na primeira, trés
culturas distintas de ALB01 e ALB04 foram induzidas com 0,2% de arabinose na terceira
hora de crescimento (DOgo =1.3 — 1.5) e tiveram suas proteinas totais extraidas apés 3 horas
de inducdo. Uma segunda andlise, com culturas induzidas com arabinose apos 1,5 hora de
crescimento (DOgoo = 0.34 — 0.4) e proteinas extraidas apos 3 e 28 horas de inducdo foi
realizada. Em ambos os casos, a inducéo tardia com arabinose foi escolhida para minimizar a

diferenca drastica de crescimento entre ALB01 e ALBO4. Nas duas andlises, apos o tempo de
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inducdo ja& citado, as células foram centrifugadas, (13000 g por 2 minutos) e lavadas
sequencialmente em Tris-HCI 100 mM e Tris-HCI 10 mM, ambas as solu¢des com pH 8.0. As
células foram entdo suspensas em tampao de lise (tabela 5) e quebradas por ultrassom em
quatro ciclos de 15 segundos. A concentracdo proteica foi determinada pelo método de
Bradford (Bradford, 1976) e 350 ug de proteina na solugéo de reidratagéo (tabela 3) em um
volume final de 350 pL foram incubados com fitas de 18 cm pH 3-10 n&o linear (GE) durante
16 horas em temperatura ambiente. As fitas impregnadas com a solucdo proteica foram
submetidas a focalizacao isoelétrica no IPGphor Il (GE Healthcare). Proteinas separadas pelo
ponto isoelétrico foram posteriormente separadas em géis de poliacrilamida 12% a 10W por
17 horas. Os géis foram fixados em etanol e acido acético, corados com uma solucdo de azul
brilhante de Coomassie coloidal e descorados com agua antes de serem digitalizados no
ImageScanner Il (GE Healthcare). O tratamento estatistico dos spots usando teste t (p<0,05)
foi realizado com a ajuda do software Delta 2D (Decodon), considerando uma média de
volumes normalizados < 0,7 ou > 1,3. A caracterizacdo por massa das proteinas extraidas do
gel e digeridas com tripsina foi feita por HPLC-MS/MS no Institut Armand-Frappier, Laval,
Canada, ou no Laboratério de Espectrometria de Massas no Laboratério Nacional de
Biociéncias, CNPEM-ABTLuUS, em Campinas - SP.

As sequéncias de peptideos obtidas foram submetidas a alinhamento contra o genoma

de P. aeruginosa PA14 com a ferramenta BLAST do site www.pseudomonas.com (Winsor et

al., 2011).


http://www.pseudomonas.com/

Tabela 5. Solugdes usadas para o preparo das amostras e corrida da eletroforese bidimensional

Solucdo

Composigao

Solugdo de lise

Solugdo de reidratagdo

Fixador

Corante Coomassie coloidal

Ureia 8M, tioureia 2M, CHAPS 2%, DTT 40 mM, inibidor de protease
Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail tablets (Roche) - 1
tablete/10mL de solugdo

Ureia 8M, tioureia 2M, CHAPS 2%, DTT 40 mM, inibidor de protease
Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail tablets (Roche) - 1
tablete/10mL de solugdo, Pharmalyte 2%, glicerol 10%, uma pitada de
azul de bromofenol

Etanol 40%, acido acético 10% em agua

Azul brilhante de Coomassie 0,08%, H;HPO, 1,6 %, (NH,),SO, 600 mM,

metanol 20%

3.9.  Andlise da composicao de acidos graxos totais de ALB01 e ALB04
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Culturas de ALBO1 e ALBO04 crescendo com arabinose durante 4 horas foram lavadas

duas vezes com MgSO, 10 mM e liofilizadas. A composicdo de &cidos graxos das células

inteiras foi determinada pela anélise dos metil ésteres de &cidos graxos (FAME, de fatty acid

methyl ester), que foram extraidos com metanol e &cido sulfarico a 100°C durante uma hora.

FAMEs foram entdo injetados (1 puL) em uma coluna 30m DB-5 conectada a um

espectrometro de massa. Foi usado naftaleno (tempo de retencdo RT=7,84 min) como

controle interno para quantificar os varios congéneres. A extracdo dos FAMEs e analise no

GC-MS foram feitas no servico do INRS-Institut Armand-Frappier, em Laval, Canada, tendo

a colaboragdo do Dr. Francois Lépine para o desenho do experimento e a interpretacdo dos

resultados.

3.10. Anadlise de anisotropia

Os ensaios de anisotropia foram realizados pelo doutorando Gilberto H. Kaihami,

orientado pela Professora Regina Baldini, em colaboragdo com o Professor Mario José Politi,
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como descrito (Badaoui Najjar et al., 2007). Brevemente, culturas de ALB01 e ALB04
crescidas nas mesmas condi¢cdes que para a analise da composicdo de acidos graxos foram
centrifugadas e lavadas por duas vezes em uma solucdo de MgSO, 10mM estéril e em
sequida, suspensas a uma DOgypnm = 0,4 na mesma solucdo. DPH (1,6-difenil-1,3,5-
hexatrieno) foi adicionado a uma concentracéo final de 4 x 10° M & suspensdo bacteriana e os
tubos foram incubados por 30 minutos a 37°C. Apds esse periodo, a anisotropia da membrana
foi determinada.

A luz de excitacdo foi ajustada para 365 nm e as intensidades de fluorescéncia foram
medidas a 425 nm paralelamente (IVV) e perpendicularmente (IVH) a luz de excitacdo. A
anisotropia (r) foi calculada utilizando-se as intensidades antes (I0OVV e IOVH) e ap6s (I'VV e

I’VH) a adigdo de DPH de acordo com a seguinte equagao (Shinitzky e Barenholz, 1978):

_ (I'vv - I’vv) — G(I'vh — I°vh)
r= (I'vv — I%v) — 2G(I'vh — I°vh)

O fator de correcdo G é a razdo da intensidade de fluorescéncia vertical para horizontal
guando a luz de excitacdo é polarizada na posi¢do horizontal (Litman e Barenholz, 1982). Um
alto grau de anisotropia de fluorescéncia implica em um maior grau de ordem da bicamada

lipidica (menor fluidez).
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4. Resultados e discussao

4.1. Caracterizacdo das linhagens com superexpressao dos fatores sigma ECF em
P. aeruginosa PA14

Para investigar o desenvolvimento das culturas superexpressando cada um dos fatores
sigma ECF escolhidos, curvas de crescimento com as linhagens ALBO1 a ALBOQ7 foram feitas
com ou sem adicdo de arabinose, em triplicatas bioldgicas.

Como pode ser visto na figura 2, somente a superexpressdo de ¢* leva a alteragdes no
crescimento, o0 que sera mostrado e discutido em mais detalhes nas se¢Bes seguintes, enquanto
as celulas em que os outros fatores sigma foram superexpressos pela adicdo de arabinose
crescem de forma semelhante aos controles, ao longo da curva. A simples adi¢éo de arabinose
ao meio ndo influencia o crescimento da bactéria, como pode ser observado nas curvas

controle com ALBO1.
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Figura 2. Curvas de crescimento de PA14 superexpressando os fatores sigma 21550 (ALBO02), 26600
(ALBO03), ¢* (ALB04), 28970 (ALBO05), 46810 (ALBO06) e 55550 (ALBO07). As culturas controle esto
representadas por simbolos abertos e as culturas adicionadas de 0,2% de arabinose, por simbolos cheios. As
curvas de PA14 carregando pJN105 (ALBO1, controle do vetor) estdo mostradas em azul no primeiro gréfico.
Esses experimentos foram feitos em triplicatas bioldgicas, com as barras de erro representando o desvio padréo
mostradas em cada gréfico.

Além da curva de crescimento, o perfil de lipopolissacarideo (LPS) foi verificado para
cada linhagem superexpressando os fatores sigma ECF (ndo mostrado) e, novamente, somente
a bactéria superexpressando o mostrou-se com esse perfil alterado. Todos os resultados
referentes a linhagem ALBO04 superexpressando o serdo discutidos em secdes dedicadas

somente aos efeitos desse fator sigma ECF.
Com relacdo a outras caracteristicas, somente a superexpressdo de PA14 55550

(ALBOQ7) revelou uma diferenca marcante na coloragdo da cultura, quando comparada ao
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controle (figura 3). Quando a superexpressdao desse sigma ECF é induzida, apesar de
apresentar crescimento normal (figura 2), a cultura ndo adquire a coloragdo verde na DOggg
proximo a 2,0, observada ao longo da curva para as demais linhagens. Mesmo apds 24 horas,
a cor verde brilhante ndo é observada, permanecendo um tom mais amarelado (ndo mostrado).
Essa coloracdo verde azulada de P. aeruginosa em meio LB é atribuida a producdo de
piocianina, um pigmento azul envolvido com estresse oxidativo no hospedeiro (Muller, 2002)
e cuja provavel funcéo na fisiologia de P. aeruginosa é de possibilitar a reoxidacdo do NADH
em condi¢des de anaerobiose (Hernandez e Newman, 2001). Como ja foi mencionado, uma
linhagem de PAOL superexpressando o ortélogo de PA14 55550 mostrou-se mais virulenta

em zebrafish que a linhagem selvagem (Llamas et al., 2009).

ALBO7 -Ara

Figura 3. A superexpressao de PA14 55550 altera a produgdo de piocianina. Culturas de ALBO7 sem e com
arabinose, 7 horas ap6s o indculo, com DOgq, de aproximadamente 2,5.

A capacidade de formar biofilmes também foi verificada nessas linhagens
superexpressando os fatores sigma escolhidos. Como pode ser visto na figura 4A, tanto a
superexpressdo de PA14 26600 (ALBO03), quanto a de PA14 46810 (ALBO06) levam a um
discreto aumento na iniciacdo da formacdo do biofilme, porém a superexpressdo das outras
ORFs ndo levam a uma alteracdo nesse fenétipo. Apesar da barra de erros nas colunas
referentes a ALBO03 aproximarem a superexpressdo do controle, a simples visualizagdo dos
tubos em que o experimento foi feito mostra essa tendéncia de aumento na iniciacdo do

biofilme (figura 4B).
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Figura 4. Ensaio de inicio de formacao de biofilme com PA14 superexpressando os fatores sigma ECF. A.
Grafico representativo de trés ensaios independentes com a superexpressdo de cada um dos seis sigmas
escolhidos e a linhagem controle. As colunas referem-se as médias dos valores da DOsggg,m NOrmalizados de cada
uma das trés replicatas técnicas, mostrando o desvio padrdo referente a esses valores. B. Anéis de biofilme da
linhagem ALBO3 corados com cristal violeta, sem e com arabinose. Os tubos mostrados tratam-se de triplicatas
técnicas.

4.2.  Efeito das superexpressdes dos fatores sigma ECF nos promotores de pvrSR e
rcsCB

Com o objetivo de verificar se os operons codificando os sistemas de dois
componentes PvrSR e RcsCB seriam regulados pelos sigmas ECF, a atividade de seus
promotores em fusdo com lacZ em células superexpressando cada um dos fatores sigma
escolhidos para estudo foi verificada através de atividade da enzima P-galactosidase.
Analisando a figura 5, observa-se que a expressao de pvrSR e rcsCB ndo é alterada na
superexpressdo de nenhum dos fatores sigma ECF testados na fase exponencial do
crescimento da cultura. Em contrapartida, * diminuiu levemente a atividade do promotor de
rcsCB testado no inicio da fase estacionaria, porem esse efeito pode ser indireto, por
consequéncia da competicdo de o* com o pela RNA polimerase. A superexpresséo de
PA14 26600 (ALB03) também pareceu diminuir a atividade desse promotor em fase
estacionaria. Portanto, nenhum dos fatores sigma testados é responsavel por iniciar a

transcricdo desses sistemas de dois componentes, para assim disparar uma cascata de

regulacao.



50

Esses ensaios também permitiram observar que 0s operons ndo sdo regulados em
conjunto, pois pvrSR apresenta transcricdo maior na fase exponencial de crescimento,

enguanto o promotor de rcsCB é mais expresso na fase estacionaria.
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Figura 5. Ensaio de atividade dos promotores de pvrSR e rcsCB em células superexpressando os fatores
sigma ECF escolhidos. As colunas referem-se as médias dos valores de unidades Miller obtidos para cada uma
de trés replicatas bioldgicas, mostrando o desvio padréo referente a esses valores.

4.3. Efeito da superexpressdo de ¢ na sobrevivéncia e morfologia das células de P.

aeruginosa PA14

P. aeruginosa PA14 superexpressando o* (ALBO04 na presenca de arabinose)

apresenta uma curva de crescimento bifasica, na qual a fase estacionaria ocorre precocemente
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em relacdo ao controle (figura 2). Essa fase estacionaria precoce, que dura cerca de seis horas
a 37°C, é seguida por um segundo estirdo, alcancando uma segunda fase estacionaria, como
pode ser visto na figura 2. A recuperacdo do crescimento ndo é devido a uma mutacao
supressora e ndo parece resultar de uma expressdo diferencial de ¢* na populacéo celular,
onde somente os individuos com expressdo mais baixa sobreviveriam e seriam responsaveis
pela retomada de crescimento da cultura, uma vez que uma amostra da cultura na fase
estaciondria tardia diluida em meio novo repete o perfil bifasico da curva de crescimento (ndo
mostrado). Como pode ser visto na figura 6A, a curva de sobrevivéncia acompanha o perfil
observado na figura 2 para a curva de crescimento, mostrando a recuperacao da viabilidade
das células a partir da 62 hora de incubacdo com arabinose (figura 6A). Essa retomada de
viabilidade sé é detectada em termos de densidade Otica a partir da 102 hora (figura 2).

A morfologia das células também ¢ alterada com a superexpressdo de ¢* ao longo da
curva de crescimento. Durante a fase estacionaria precoce de ALB04 com arabinose, uma
grande parcela da populacdo é composta por células com tamanho aumentado em relacéo ao
controle (figura 6B). Essa alteracdo morfoldgica, que consiste em células maiores tanto no
comprimento quanto na largura, pode ser observada a partir da terceira ou quarta hora de
cultivo, sendo a diferenca mais drastica observada a partir da sexta hora (figura 6B), que
corresponde ao inicio da fase estacionaria dos controles. Curiosamente, culturas de ALB04
apos a retomada de crescimento e ja na segunda fase estacionaria (24h) apresentam uma
predominancia de células com tamanho normal.

A observacao da morfologia por microscopia de contraste de fase foi acompanhada da
visualizacdo em microscépio de fluorescéncia de células previamente coradas com o Kit
“LIVE/DEAD BacLight” (Invitrogen), cujo sistema permite identificar células mortas, que
fluorescem na regido do vermelho, devido a entrada do corante iodeto de propidio pela

membrana danificada. As células intactas fluorescem no verde devido a entrada somente do
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corante Syto 9. Ainda na figura 6B, nota-se que a maior propor¢do de células mortas
encontra-se entre aquelas de maior dimensdo, presentes principalmente durante a fase
estacionaria precoce. Nesse mesmo tempo de crescimento, a maioria das células vivas
também apresenta aspecto “inchado”. Nos tempos mais tardios da curva, observa-se uma
tipica predominéncia de células mortas nos controles, enquanto ALBO4 revela uma

prevaléncia de células intactas e de dimensBes normais.

A
Curva de sobrevivéncia
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Figura 6. A sobrevivéncia e a morfologia das células sdo alteradas pela superexpressdo de c”. A. Curva de
sobrevivéncia feita com amostras retiradas nos tempos indicados, diluidas e semeadas em meio LB com
gentamicina para contagem de unidades formadoras de colénia (UFC). Os valores no grafico sdo médias de
triplicatas bioldgicas e as barras de erro correspondem ao desvio padrdo. B. Microscopia de contraste de fase e
de fluorescéncia de ALBO1 e ALB04 com arabinose. Em ambos os painéis, a coluna da esquerda mostra as
células em contraste de fase e a da direita, as células previamente coradas com o kit de viabilidade bacteriana
LIVE/DEAD BacLight (Invitrogen) em microscépio de fluorescéncia, que permite identificar as células mortas,
coradas em vermelho. As figuras estdo na mesma escala e sdo representativas de triplicatas bioldgicas.
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Na tentativa de minimizar os danos causados na célula pela superexpressdo de c*
durante a fase lag do crescimento, o promotor ara da construcdo para superexpressao desse
fator sigma foi induzido com arabinose na terceira hora de crescimento (DOgpp=1,2 a 1,5) da
cultura. Assim, a superexpressao se iniciou na fase exponencial de crescimento.

Nessas condicBes, o perfil bifésico da curva se repete, mas dessa vez a entrada na fase
estacionaria de ALB04 ocorre ao mesmo tempo e na mesma densidade celular que do controle
(figura 7A). A queda na densidade celular na fase estacionaria precoce de ALB04 com
arabinose adicionada na terceira hora de crescimento é menor que a queda observada quando
esse acucar é adicionado no inicio da cultura. O perfil de sobrevivéncia obtido por anélise de
citometria de fluxo com culturas submetidas as mesmas condicdes (figura 7B) corrobora o
perfil da curva de sobrevivéncia com células superexpressando c* desde o inicio da cultura
(figura 6A): enquanto o numero de células vivas na cultura controle diminui com o tempo,
células superexpressando sigX retomam o crescimento ap0s se manterem em fase estacionaria
por um periodo de cerca de 10-12 horas. Ainda na figura 7B, observa-se que a maior
porcentagem de células mortas encontra-se na 162 hora de inducéo (192 hora de crescimento),
na qual a diferenca de crescimento entre as células superexpressando sigX e as células
controle (figura 7A) corresponde a sexta hora de crescimento/inducédo dos ensaios realizados

com arabinose adicionada no inicio da cultura (figuras 2 e 6 A).
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Figura 7. A superexpressdo de sigX durante a fase exponencial do crescimento mantém o perfil bifasico da
curva e o perfil de sobrevivéncia das células de P. aeruginosa PA14. A. Curva de crescimento de ALBOL e
ALBO04 com arabinose adicionada na terceira hora de crescimento. B. Analise da sobrevivéncia por citometria de
fluxo de ALBO01 e ALBO04 nas mesmas condicfes da curva de crescimento ap6s incubacéo por 5 minutos com o
kit “LIVE/DEAD BacLight” (Invitrogen), conforme protocolo do fabricante. A seta vermelha indica adicdo de
arabinose.

Esses dados sdo, de fato, resultado da superexpressdo de c* e ndo um efeito geral de
superexpressdo de um fator sigma qualquer na célula, uma vez que, como mostrado na figura
2 e discutido na se¢éo 4.1, a superexpressdo de outros cinco fatores sigma ECF n&o resultou
em qualquer alteracdo no crescimento ou morfologia celulares.

O fato da superexpresséo de c* alterar o perfil de crescimento normal da bactéria pode
levar a interpretacdes complexas, uma vez que um fator sigma pode regular outros genes
reguladores, que terdo um efeito final positivo ou negativo na expressdo de genes
downstream. A grande quantidade desse sigma alternativo na célula poderia ainda competir
pela ligacdo ao cerne da RNA polimerase com o ¢'° primario, responsavel pela transcricio
dos genes essenciais. A retomada do crescimento dessa cultura apds 10 horas do in6culo
levou ainda a hipotese da competicdo de ¢* com RpoS (ou ¢°), que €é o fator sigma alternativo
predominante na fase estacionaria do crescimento e em diversas situacdes de estresse e que
tem parte de seu regulon sobreposto ao do c'° (revisado por Hengge-Aronis, 2002 e Battesti
et al., 2011). A hipoétese seria que, nessa fase, RpoS estaria competindo com sucesso pelo

cerne da RNA polimerase, deslocando o excesso de o* e fazendo com que 0s genes
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necessarios para manter a célula fossem transcritos eficientemente, tendo como consequéncia

a retomada de crescimento da cultura.

4.4.  Envolvimento dos sistemas de quorum sensing na curva bifasica de ALB04

Uma vez que é relatado para PAO1 que o* controla a transcricdio de um dos
promotores de oprF (Brinkman et al., 1999; Nestorovich et al., 2006; Bouffartigues et al.,
2012) e ja foi demonstrado o envolvimento de OprF na regulacdo da rede de quorum sensing
(Fito-Boncompte et al., 2010), pode-se supor que a superexpressido de o™ resultaria em
excesso dessa porina nas células, o que poderia levar a um descontrole da producgéo dos sinais
de quorum sensing. Assim, essa condicdo de excesso de OprF poderia mimetizar uma alta
densidade populacional, fazendo com que as células diminuissem precocemente sua taxa de
crescimento. A retomada do crescimento, nesse caso, poderia acontecer devido a degradacéao
do sinal. Entdo, na auséncia dos sinais, ndo deveria ser observado o perfil bifasico da curva de
crescimento. Para testar essa hipotese de modo rapido utilizando linhagens disponiveis no
laboratério, os mutantes para as proteinas reguladoras de transcricdo MvfR e RhIR, que atuam
ligadas as moléculas sinais PQS e C4-AHL, respectivamente, foram transformados com
pJN105 e pALB04. Como pode ser observado na figura 8, o perfil de crescimento desses
mutantes superexpressando c* é semelhante ao observado para o background selvagem,
podendo-se concluir que o efeito de o* na curva de crescimento ndo depende da presenca de
RhIR ou MVfR. Pode-se também descartar um efeito em LasR, pois como este regulador esta
interligado a RhIR e MvVfR na cascata de regulacdo por quorum sensing, as linhagens
mutantes utilizadas poderiam indicar um defeito também neste sistema, o que ndo foi

observado.
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Figura 8. A recuperacgdo do crescimento na curva bifasica da linhagem superexpressando sigX independe
de MvfR ou RhIR. As linhagens PA14 mvfR™ e PA14 rhIR" transformadas com pJN105 ou pALBO04 foram
cultivadas em LB com gentamicina e arabinose durante 20 horas, nas quais aliquotas foram retiradas
periodicamente e tiveram a absorbancia medida a 600 nm. Os valores plotados sdo referentes a triplicatas
bioldgicas, com as barras de erro referindo-se ao desvio padrdo das amostras.

4.5.  Efeito da superexpressao de sigX no perfil de lipopolissacarideo de P.
aeruginosa PA14

Outro efeito que chama a atencdo na superexpressdo de sigX é o perfil de
lipopolissacarideo (LPS), que apresenta bandas com maior massa molecular na amostra
extraida ap6s 16 horas, quando a taxa de crescimento esta recuperada (figura 9). Analisando
ainda a figura 9, observa-se a presenca de bandas de um certo tamanho (marcadas em azul)
apenas nas amostras de culturas em crescimento, que correspondem aos controles tanto na
fase exponencial (2 horas), quanto no inicio da fase estacionaria (6 horas) e a linhagem
superexpressando sigX no ponto de 16 horas. Esse conjunto de bandas estd ausente,
entretanto, no controle em 16 horas e nos tempos iniciais de ALBO04, sugerindo que a
superficie das células desta Gltima cultura se apresenta, na sua fase estacionaria precoce, como

a de uma célula selvagem em fase estacionaria normal.
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Figura 9. Separacdo de LPS em gel de gradiente de 8 a 18% de poliacrilamida. Cada banda representa
moléculas com uma unidade de lipideo A, o cerne e nimeros crescentes de repeticdes de unidades de antigeno
0. A faixa destacada em vermelho refere-se a regido das bandas com maior nimero de repeticdes do antigeno O
e a ponta de seta mostra um aumento do comprimento das cadeias de antigeno O em ALBO04 16 h. Em azul,
destaca-se a localizacdo das bandas que foram observadas somente nas culturas em fase de crescimento,
mostrando-se ausente em ALBO04 nos tempos de 2 e 6 horas, mas presente quando sua taxa de crescimento é
normalizada (16 horas).

Uma vez que ja foram detectadas fortes interacBes entre as regides de alca de OprF e
os grupos funcionais do LPS (Straatsma e Soares, 2009), surgiu a hip6tese de que esse efeito
da superexpressdo de o no perfil de LPS ocorresse via OprF. Entretanto, fusdes de
transcricdo de PoprF-lacZ nao tiveram sua atividade induzida em células superexpressando ¢*
(mostrado na secdo 4.8), sugerindo que a regulacdo de oprF ndo se altera pela maior
concentracdo de o™ na célula. Este resultado pode ser interpretado como uma diferenca entre
as linhagens PA14 e PAO1, ou ainda indicar que outros fatores além de c* atuam na

transcrigéo de oprF.
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4.6. Efeito da osmolaridade do meio na atividade promotora de sigX

Como ja mencionado, foi relatado que a transcricdo de oprF € parcialmente
dependente de ¢ e que OprF é essencial para o crescimento de PAO1 em meios com baixa
osmolaridade (Brinkman et al., 1999). A fim de verificar se a transcricdo de sigX também
sofre influéncia da osmolaridade do meio, a atividade de seu promotor foi medida durante o
crescimento da cultura a 37°C em LB sem NaCl ou contendo 8 mM, 171 mM (quantidade
presente no LB regular) ou 500 mM desse sal.

A linhagem ALB113, que contém uma fusdo de transcricdo da regido regulatoria de
sigX com lacZ integrada em copia Unica no sitio ctx de PA14 (Tabela 3) foi utilizada para se
analisar a transcrigdo de sigX. Os dados mostrados na figura 10 foram obtidos por ensaios de
atividade de B-galactosidase ao longo da curva de crescimento e revelaram que a inducdo do
promotor de sigX ocorre, de fato, em condi¢des de baixa osmolaridade, podendo indicar que
ha uma maior disponibilidade de ¢* nessas condi¢Ges. Em baixa concentragéo de sal ocorre o
aumento gradual na atividade do promotor de sigX ao longo da curva de crescimento, com
inducdo de cerca de quatro vezes ap6s 6 horas de incubacdo, correspondendo ao inicio da fase
estaciondria. A indugdo continua até 24 horas, chegando a um valor sete vezes maior, em
relacdo ao tempo zero. Essa inducdo é bem menos pronunciada na condi¢do normal de cultivo
(LB com 171 mM de NaCl), sendo de apenas 2-2,5 vezes e estabilizando-se a partir de 6 horas
de crescimento. Assim, a dependéncia da fase de crescimento € maior quando o promotor de
sigX ja estd induzido, indicando que, sob condi¢es normais de cultivo, 0 gene tem uma
expressao basal relativamente constante. Isso foi confirmado pelo nivel de RNA mensageiro
de sigX em PA14 crescendo em LB (171 mM NaCl), que permanece relativamente constante
desde a fase exponencial ao inicio da fase estacionaria do crescimento, somente caindo apds
16 horas de cultivo, quando é comum a queda na expressao de diversos genes (ndo mostrado).

As diferengas na expressdo de sigX de acordo com a salinidade nédo se devem a variagdes nas
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taxas de crescimento entre as culturas em 0, 8 ou 171 mM de NaCl, uma vez que elas crescem
igualmente nessas concentracdes de sal (ndo mostrado). Ja em 500 mM de NaCl, a inducéo
do promotor de sigX ndo foi observada, provavelmente devido ao crescimento mais lento da

cultura nessa condicéo, indicando um estresse mais acentuado.
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Figura 10. Ensaio de atividade do promotor de sigX em PA14 mostra sua inducgdo em baixa osmolaridade.
Aliquotas de culturas da linhagem ALB113 foram retiradas ao longo da curva de crescimento e submetidas ao
ensaio de atividade de B-galactosidase. Os pontos na curva referem-se as médias dos valores de atividade obtidos
para cada uma das trés replicatas biolégicas, e as barras de erro correspondem ao desvio padrdo dessas amostras.
O grafico é representativo de dois ensaios independentes.

A observacdo de que sigX é mais expresso em baixa osmolaridade levou-nos a pensar
qgue a superexpressdo desse gene poderia simular a resposta a uma condicdo de baixa
osmolaridade, na qual as células devem resistir a uma possivel lise devido a entrada excessiva
de agua. Os dados obtidos sugerem que ™ poderia atuar na regulacdo de genes envolvidos na

protecdo da célula a baixa osmolaridade.

4.7. Regulagdo de oprF e cmaX em PAl4
Como ha relatos na literatura de que a transcricdo de oprF € regulada em nivel de
transcricdo por o* em PAO1, decidiu-se verificar se os efeitos da superexpressdo de ¢* em
PA14 seriam devido a um aumento na concentracdo da porina OprF. No trabalho de

Brinkman e colaboradores (Brinkman et al., 1999), foram sugeridas duas regiées promotoras
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para oprF, uma com consenso de ligacdo a ¢'°, e outra com consenso de ligacdo a ¢* (baseado
em regibes -35 de promotores dependentes de outros fatores sigma ECF), apds serem
detectados dois inicios de transcricdo para oprF. Para verificar a contribuicdo de cada um
desses promotores na transcricdo de oprF, foram contruidas trés linhagens reporteres distintas
(figura 11), sendo uma para o promotor de oprF dependente de ¢* (ALB119), uma para o
promotor dependente de o'’ (ALBI121)e, finalmente, uma contendo ambas as regides
(ALB117) (tabela 3).

A atividade dos promotores de oprF foi medida durante o crescimento da cultura a
37°C em LB contendo 8 mM ou 171 mM de NaCl e os resultados para a fusdo de transcricao
contendo os dois promotores revelam a indugdo de oprF em condigdes de baixa osmolaridade,
conforme o esperado (figura 12). Entretanto, o promotor supostamente dependente de &*
apresentou atividade muito baixa durante todo o ensaio, enquanto a atividade obtida para o
promotor independente de c* é comparavel a atividade da regido regulatéria completa (figura
12). Isso indica que o promotor responsével pela atividade induzida por baixa osmolaridade é
o promotor distal, dependente de ¢’ e que, a0 menos nas condicdes dos nossos ensaios, 0
promotor de oprF dependente de ¢* descrito na literatura (Brinkman et al., 1999) ndo esta

ativo ou contribui muito pouco para a expressao de oprF.
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Figura 11. Esquema das trés regides clonadas independentemente no Mini-CTX_ lacZ para a construcao
das linhagens repdrteres ALB117, ALB119 e ALB121. A seta quebrada vermelha representa o promotor
proximal dependente de ™ e a preta, o promotor distal dependente de c™.
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Figura 12. Ensaio de atividade do promotor de oprF dependente de o’ em ALB121 mostra sua indugéo
em baixa osmolaridade, enquanto o promotor dependente de ¢*em ALB119 n&o apresenta atividade nas
condigdes testadas. Aliquotas foram retiradas ao longo da curva de crescimento e submetidas ao ensaio de
atividade de B-galactosidase. Os pontos na curva referem-se as médias dos valores de unidades Miller obtidos
para cada uma das trés replicatas biolégicas, e as barras de erro correspondem ao desvio padrdo dessas amostras.
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Analisando a regido de sigX com a ferramenta GBrowse do endereco

www.pseudomonas.com (Winsor et al., 2011) (figura 13) foi visto que, assim como descrito

para P. aeruginosa H103 e P. fluorescens (Brinkman et al., 1999), um operon transcrito na
mesma orientacdo de sigX localiza-se adjacente a esse gene em PA14. Esse operon é
composto por trés genes - cmaX, crfX e cmpX - codificando, respectivamente, uma proteina
associada a membrana citoplasmatica, uma proteina hipotética e uma proteina de membrana
citoplasmatica, todas sem funcdo conhecida, que poderiam, junto com sigX, fazer parte de um
sistema CSS (cell-surface signaling). Assim, um reporter de transcricdo da regido promotora
de cmaX foi construido e sua atividade foi monitorada por ensaios de (3-galactosidase, como
descrito para os promotores de sigX e oprF. Ao contrario destes, a transcri¢cdo desse operon
ndo é dependente da concentracdo de sal do meio (figura 14), o que sugere que sua transcri¢do
seja independente da inducéo de sigX. Entretanto, o aumento brusco da atividade do promotor
de cmaX ap6s 12 horas de cultivo indica uma expressdo dependente de fase estacionaria. A

dependéncia de RpoS nessa inducdo foi verificada e esta descrita na sec¢éo 4.9.
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Figura 13. Regido codificadora de sigX e suas adjacéncias. Figura extraida da ferramenta GBrowse do
endereco www.pseudomonas.com (Winsor et al., 2011).
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Figura 14. A atividade do promotor do operon cmaX-crfX-cmpX mostra independéncia em relagéo a
concentracdo de sal no meio, mas parece variar quanto a fase de crescimento. Aliquotas da linhagem
ALB115 foram retiradas ao longo da curva de crescimento e submetidas ao ensaio de atividade de pB-
galactosidase, mostrando um aumento de atividade na fase estacionaria tardia. Os dados plotados referem-se as
médias dos valores de unidades Miller obtidos para cada uma das trés replicatas bioldgicas, com as barras de erro
correspondendo ao desvio padrao dessas amostras. O grafico € representativo de dois ensaios independentes.

4.8.  Efeito da superexpressdo de ¢ nos promotores de sigX, oprF e do operon
cmaxX

Visando investigar a autorregulacdo de ¢* e sua participacdo na transcricdo dos genes
localizados nas suas adjacéncias (figura 13), ensaios de atividade de [-galactosidase foram
realizados com as linhagens repdrteres para sigX, oprF e cmaX descritas na tabela 3,
carregando o plasmideo pALB04. O vetor pJN105 também foi inserido independentemente
nessas linhagens, como controle. As aliquotas para medir a atividade promotora de sigX e
cmaX foram retiradas ao longo da curva de crescimento. Arabinose foi adicionada no inicio da
curva ou a partir da terceira hora de cultivo (DOggo em torno de 1,5), para minimizar os
possiveis danos as células causados pelo excesso de o* na célula durante a fase lag do
crescimento. Em ambos 0s casos, a superexpressdo de ¢ teve, surpreendentemente, um efeito
negativo sobre seu préprio promotor (figura 15 A e B). Nao foi detectado nenhum efeito da

superexpressdo de sigX sobre o promotor de cmaX nas condic¢des ensaiadas (figura 15 A e B).
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Figura 15. Ensaio de atividade do promotor de sigX mostra uma autorregulacdo negativa, enquanto o
promotor de cmaX néo sofre influéncia da superexpresséo de sigX. Aliquotas para os ensaios de atividade de
-galactosidase foram retiradas ao longo da curva de crescimento em meio LB com 8mM de NaCl e arabinose
adicionada desde o inicio da cultura (A) ou apds trés horas de crescimento (B). Os pontos nas curva referem-se
as meédias dos valores de unidades Miller obtidos para cada uma das trés replicatas biologicas e as barras de erro
correspondem ao desvio padrdo dessas amostras. Os graficos sdo representativos de trés ensaios independentes.

As trés fusdes repdrteres para oprF também foram submetidas a ensaios de expressao
em condicOes de superexpressao de sigX e, como no caso do promotor de sigX, mostraram
uma atividade de B-galactosidase reduzida na superexpressdo de o™ (figura 16). Os ensaios
com as linhagens ALBO4::poprF1_lacZ e ALBO4::poprF2_lacZ e controles foram realizados,
inicialmente, com culturas crescendo em LB com 8mM NaCl, nas mesmas condigdes

descritas para os ensaios de atividade dos promotores de sigX e cmaX. Entretanto, como a
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atividade de P-galactosidase detectada na linhagem repdrter controle ja era alta, foi
questionado se, caso ocorresse inducdo de poprF por c*, ela ndo seria detectada, uma vez que
a atividade do fator sigma endogeno ja estaria no seu nivel maximo. Assim, 0S ensaios
passaram a ser feitos com culturas inoculadas em LB com 171 mM NaCl. Porém, tanto em
baixa osmolaridade (ndo mostrado) quanto nas condi¢Ges normais de cultivo, houve queda na
atividade da construcdo de oprF contendo os dois promotores e ndo houve alteracdo na
atividade do promotor dependente de c*, que permaneceu muito baixa durante todo o ensaio.

O promotor dependente de o'

comportou-se como a regido promotora completa,
corroborando os outros resultados encontrados para essas regifes (figura 13) e indicando
novamente que o promotor supostamente dependente de c* esta inativo nas nossas condicdes
experimentais. A regido regulatéria de oprF apresenta 100% de identidade entre PA14 e

PAOL1, descartando um possivel efeito in cis. Para todos os ensaios com os promotores de

oprF, a arabinose foi adicionada na terceira hora do crescimento da cultura.
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Figura 16. A atividade da regido regulatéria de oprF resulta somente do promotor dependente de ¢ e é
reduzida na superexpressao de sigX. Aliquotas foram retiradas ao longo da curva de crescimento em LB e
submetidas ao ensaio de P-galactosidase. Arabinose foi adicionada em 3 horas de crescimento. Os dados
plotados referem-se as médias dos valores de unidades Miller obtidos para cada uma das trés replicatas
biologicas, com as barras de erro correspondendo ao desvio padrao dessas amostras.
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Para se descartar a hipotese de que a repressdo observada nos promotores testados era
um efeito do estresse celular causado pelo excesso de c* na estabilidade ou atividade da
enzima P-galactosidase, gerando uma interpretacdo equivocada do resultado, os niveis
relativos de mRNA de oprF foram analisados tanto na superexpressdo de ¢ desde o inicio do
crescimento, como na indugdo apo6s 3h de cultura. Como se pode observar na figura 17 A,
ocorre também um decréscimo nos niveis de mMRNA de oprF apds 6 horas na presencga de
arabinose, quando o efeito no fendtipo das células é severo, concordando com os dados dos
ensaios de B-galactosidase. A reducdo do nivel de mRNA de oprF ndo € observada quando
arabinose ¢ adicionada a cultura em fase exponencial de crescimento, provavelmente devido
ao menor estresse sofrido pelas células nessas condicGes (figura 17 B). Esse ndo é um efeito
geral da superexpressdao de sigX na transcricdo ou estabilidade de mRNASs, pois outros
transcritos tiveram seus niveis aumentados nessa condicdo, como mostrado adiante (secédo
4.12).

Esses resultados, somados aos dados de expressao do promotor de oprF dependente de
c* em baixa osmolaridade (secdo 4.7) e aos de proteoma (descritos abaixo), indicam que o
efeito observado no crescimento e na morfologia da linhagem superexpressando sigX ndo é
consequéncia de um aumento da porina OprF, visto que esta ndo tem sua expressédo regulada
por o nas condicdes analisadas neste trabalho. De fato, no trabalho de Brinkman e
colaboradores (Brinkman et al., 1999), a complementacdo com OprF codificado in trans na
linhagem de P. aeruginosa PAO1 mutante para sigX ndo restaurou os fenétipos associados a
auséncia desse gene, indicando que c* esta envolvido na regulacdo de outros genes em P.

aeruginosa.
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Figura 17. Ensaios de gqRT-PCR mostram que a superexpressdo plasmidial mais drastica de ™ em
PA14 causa reducdo no nivel de mRNA de oprF em 6 horas de crescimento, porém a inducéo de
sigX na fase exponencial ndo causa efeito nos niveis do mRNA de oprF. Os ensaios foram
realizados em triplicatas técnicas, a partir de RNA total extraido de aliquotas retiradas periodicamente
de culturas crescendo a partir da DOg=0,1 em LB com gentamicina a 37°C e 240 rpm induzidas com
arabinose desde o tempo zero de crescimento (A) ou na fase exponencial (B).

O efeito negativo da superexpressdo de ¢ em oprF pode ser interpretado como um
efeito colateral do excesso de o* competindo pelo cerne da RNA polimerase com 0 ¢’ ou
outro sigma alternativo, necessario para a ativacdo do que parece ser o promotor mais forte de
oprF.

Visando obter uma superexpressdo mais branda e controlada de ¢*, uma linhagem de
PA14 com a regido codificadora de sigX sob o comando do promotor araBAD integrada no
sitio ctx em copia Unica (ALBO09, na tabela 2) teve seu RNA total extraido e utilizado como
molde para a sintese do cDNA usado nas PCRs quantitativas. A indugdo por arabinose na
linhagem ALBO9 resultou no nivel de mRNA de sigX 5 vezes maior que na linhagem controle
ALBO1 (PA14/pJN105), mas cerca de 10 vezes menor que em ALBO4 (pBADsigX
plasmidial) em arabinose. Na linhagem ALBO04 sem arabinose, ainda é possivel detectar cerca
de 3,3 vezes mais transcrito de sigX que em PA14/pJN105, enquanto esse vazamento ndo €

observado para ALB09 sem arabinose (figura 18).
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Figura 18. Niveis de inducdo do mRNA de sigX nas linhagens ALBO4 (construcdo plasmidial para
superexpressdo de sigX) e ALBQ9 (construgdo de superexpressédo integrada no cromossomo), comparados
com ALBO1 contendo arabinose. O ensaio de gRT-PCR foi realizado em triplicatas técnicas, a partir de RNA
total extraido de culturas de ALB09 e ALBO04 crescendo por 6 horas a partir da DOgy=0,1 em LB e LB com 50
ug/mL de gentamicina, respectivamente, a 37°C e 240 rpm. Arabinose foi adicionada desde o inicio do
crescimento (indicado por “Ara” na legenda). Culturas sem adicdo de arabinose também foram ensaiadas para
testar o vazamento das construc¢des ndo induzidas.

Nesse contexto de superexpressdo mais branda de c*, o nivel de mRNA de oprF em
ALBOQ9 ap06s 6 horas de crescimento na presenca de arabinose mostrou-se semelhante ao
encontrado para ALB09 sem arabinose (figura 19), podendo indicar que niveis moderados de
c* parecem ndo ser suficientes para causar a repressdo do promotor de oprF observada nos
ensaios de B-galactosidase (figura 17). Como também ndo houve aumento nos niveis de
MRNA de oprF, esse dado suporta a hipdtese de que nas condi¢cBes testadas no nosso

laboratério, o promotor de oprF ndo responde diretamente a maior expressdo de ¢*em PA14.
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Figura 19. A superexpressao de sigX a partir da construcdo integrada no cromossomo de PA14 ndo causa
efeito na transcrigcdo de oprF. O ensaio de qRT-PCR foi realizado em triplicatas técnicas, a partir de RNA total
extraido de culturas crescendo por 6 horas a partir da DOgy=0,1 em LB a 37°C e 240 rpm. As barras clara e
escura indicam a auséncia ou presenca de arabinose desde o inicio do crescimento, respectivamente.

O conjunto dos resultados, aliado a informagdo de que a expressdo de OprF é
diminuida num mutante sigX em PAO1 (Brinkman et al., 1999) parece indicar que a
atividade de o™ seria mais importante para a ativacdo de seu regulon, do que a simples
presenca de maiores quantidades desse fator sigma na célula. Apesar de inimeras tentativas,
ndo foi possivel obter um mutante nulo de sigX em PA14, o que também parece indicar um
papel diferente desse fator sigma nas duas linhagens, ou ainda pode sugerir que 0 mutante
sigX descrito na literatura apresente uma mutacdo secundaria, ndo detectada pelos autores,

que compensaria a falta de ¢*.

4.9. Investigacdo da participacdo de RpoS no perfil bifasico da curva de
crescimento de PA14 superexpressando sigX

Tao intrigante quanto a parada precoce do crescimento de ALBO4 com a

superexpressdo de ¢* induzida é a recuperagdo do crescimento apés 10 a 14 horas de cultivo

(figura 2). Como essa recuperacao se trata de um fenémeno observado na fase estacionaria do

crescimento, foi levantada a hip6tese de que o fator sigma RpoS poderia estar levando

vantagem na competicdo com o nos tempos mais tardios da curva, consequentemente

restabelecendo o crescimento da cultura. Para analisar a participacdo de RpoS na transcricéo
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dos genes em estudo, as construcdes psigX lacZ, pcmaX_lacZ e poprF1_lacz, foram
integradas em copia Unica no sitio ctx do cromossomo do mutante rpoS::mar7, originando,
respectivamente, as trés linhagens reporteres de transcricdo, ALB113 rpoS::mar7, ALB115
rpoS::mar7 e ALB117 rpoS::mar7 (tabela 2).

Ensaios de atividade de p-galactosidase com os promotores de sigX, oprF e cmaX
foram realizados tanto com as linhagens repdrteres crescendo em LB contendo 171 mM de
NaCl, quanto em LB contendo 8 mM de NaCl, uma vez que os promotores de sigX e oprF séo
induzidos em baixa concentragéo de sal (figuras 10 e 12).

Observou-se uma reducdo na atividade do promotor de sigX no mutante rpoS::mar7
em ambas as condi¢cdes de salinidade testadas (figura 20 A). Foi possivel também detectar
uma reducdo na atividade do promotor de cmaX na auséncia de RpoS em meio com baixa
concentragéo de sal (figura 20 B). Semelhante ao que ocorre nos promotores de sigX e cmaxX,

a regido promotora de oprF apresenta atividade mais baixa no mutante de rpoS (figura 20 C).
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Figura 20. RpoS atua na transcricao de sigX, cmaX e oprF. Atividade do promotor de sigX (A) e cmaX (B)
em 8 €171 mM de NaCl. C. Atividade do promotor de oprF em 8 mM de NacCl. Para todos os ensaios, aliquotas
foram retiradas ao longo da curva de crescimento e submetidas ao ensaio de atividade de p-galactosidase. Os
pontos na curva referem-se as médias dos valores de unidades Miller obtidos para cada uma das trés replicatas
bioldgicas e as barras de erro correspondem ao desvio padrdo dessas amostras. Os ensaios foram feitos nas
linhagens repdrteres derivadas da selvagem (simbolos cheios) e mutante em rpoS (simbolos vazios).
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Pelos resultados obtidos nos ensaios de atividade de B-galactosidase, pode-se afirmar
que a transcricdo de sigX e oprF ¢é dependente de RpoS a partir do inicio da fase estacionaria
(aproximadamente a sexta hora de crescimento), momento no qual ocorre a inducdo da
expressdo de RpoS (Fujita et al., 1994). Apesar dos resultados para o promotor de cmaX
terem sido evidentes apenas em baixa concentracdo de sal, dados de transcriptoma de P.
aeruginosa publicados no trabalho de Schuster e colaboradores (Schuster et al., 2004)
mostram que esse gene é 2,1 vezes mais expresso na linhagem selvagem comparada ao
mutante de rpoS na fase estacionaria em LB, confirmando o resultado obtido no presente
trabalho para a atividade de B-galactosidase em condi¢bes que aumentam a atividade do
promotor (figura 20 B). Esse efeito de diminui¢do da transcricdo também ndo se deve a um
efeito global da auséncia de RpoS, visto que ensaios de qRT-PCR para rcsC ndo mostraram
alteracdo da quantidade relativa de mRNA em seu mutante (ndo mostrado).

Apesar de ndo ter sido encontrado o consenso para ligacdo de RpoS (Schuster et al.,
2004) nas regides promotoras de sigX, oprF e cmaX utilizando o programa Consensus (Hertz

e Stormo, 1999), disponivel no endere¢co HTTP://rsat.ulb.ac.be/rsat/, é possivel observar que a

sequéncia de ligacdo de RpoS em P. aeruginosa, CTATACT, sobrepbe-se a regido
identificada como -10 do inicio de transcricdo de oprF dependente de ¢’ j& mostrada
(Brinkman et al., 1999) (figura 21). Assim, é provavel que RpoS se ligue no DNA a ser

transcrito no mesmo sitio onde se prevé a ligacéo de ¢°.


http://rsat.ulb.ac.be/rsat/
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-10
Y Promotor dependente de ¢7°
s AaAlAC

I -35 -35 £F 0y >
P. aerug ACCGAAACATAGETGG--GTAAATATTGTCTCTCTATGCGGGAAGTICTYATARACTFGCCACCCAAGTT
P. fluor ACTGARACTTAGKGCGTGGCARATA-TCTCTTACGTGTAGGCARGTTCTGTTAGACTTGTCGCCGA-GIT

Promotor dependente de ¢ *

-10 > oprF start

P. aerug GroCGGCTGATTGETTGGACARACTARCTGACCATCA--AGATGGGGATTTARCGGRTGARACTGARG

GGTTTGTGGGACTGCT---TTACARTCACCAGATGGGGATTTAACGCGRTGAAACT GAAA

Figura 21. Regido regulatdria de oprF. Sdo mostrados os inicios de transcrigdo e provaveis sitios de ligacdo da
RNA polimerase identificados por Brinkman e colaboradores (Brinkman et al., 1999). A caixa vermelha destaca
também em vermelho o consenso de ligacdo de RpoS (Schuster et al., 2004), que se sobrepde ao sitio de ligagao
de ™ e destacado em negrito dentro da mesma caixa (figura adaptada de Brinkman et al., 1999).
4.10. Os niveis da proteina ¢ sdo controlados ao longo do crescimento em condicdo
de superexpressao de sigX
Para investigar a presenca de o* nas células de ALBO1 e ALBO4 ao longo do
crescimento, ensaios de immunobloting foram realizados com extratos proteicos coletados
apoés 6 e 18 horas de crescimento com arabinose e anticorpos policlonais contra c*
recombinante. A banda de aproximadamente 23,5 kDa correspondendo a ¢* esta presente em
6 horas de superexpressdo em ALBO4. Entretanto, em 18 horas, quando as células estdo na
segunda fase exponencial de crescimento, essa banda ndo é detectavel (Figura 22 A). Como a
superexpressdo plasmidial é mantida durante toda a curva de crescimento através da pressao
seletiva de antibidtico e a arabinose ndo é consumida ao longo do crescimento, podemos
inferir que o excesso da proteina ¢* é controlado. Os niveis de RNA mensageiro de sigX
acompanham o mesmo perfil da proteina em ALBO4 (Figura 22 B), sugerindo também uma
regulacdo em nivel de sintese ou estabilidade do mensageiro. Cabe ressaltar que a diminuicéo
da inducéo nao se deve a mutagdes no plasmideo (ver item 4.3).

Nao foi possivel verificar o nivel de ¢ em PA14 ao longo do crescimento,

provavelmente devida & baixa concentracdo endogena desse sigma ECF.
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O fato da superexpressdo de c* ser controlada e o nivel dessa proteina decrescer apds
um tempo de cultivo em ALBO04 explica tanto a retomada de crescimento na curva biféasica

(figuras 2 e 6), quanto a presenca de bandas caracteristicas de células em crescimento no

perfil de LPS (figura 9).
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Figura 22. A expressao de o” em ALBO04 é controlada ao longo da curva de crescimento. A. Immunobloting

com soro policlonal anti-c*. B. Resultado de gRT-PCR de sigX. As barras referem-se as médias de triplicatas
técnicas e as barras de erro representam o desvio padréo.

4.11. Anadlise protedmica da superexpressdo de o* indica seu envolvimento na
biossintese de acidos graxos

Na tentativa de elucidar os elementos que levam aos fendtipos alterados das células
superexpressando o*, foram realizadas analises protedmicas em dois conjuntos de géis
bidimensionais (figura 23). Nas condic¢des ensaiadas (se¢do 3.8), comparando-se 0s géis com
extratos proteicos totais de ALBO1 induzida (3 horas) com ALBO04 nas mesmas condigdes e
apos 28 horas de indugdo, com o crescimento ja recuperado, a analise estatistica realizada no
programa Delta 2D (Decodon) permitiu detectar mais de 100 spots diferencialmente expressos
(considerando uma média de volumes normalizados < 0,7 ou > 1,3). Dos 85 spots recortados
dos géis e submetidos as analises, um total de 44 proteinas distintas foram identificadas com

sucesso, sendo 27 delas induzidas nas células superexpressando sigX (ALB04 3h), quando
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comparadas a ALBO1 3h. Dessas, a maioria ndo permanece com a expressdo induzida nas

células recuperadas (ALBO04 28h), como pode ser visto na tabela 6.

ALBO4 Ara 3h
pH 3-10 ndolinear

ALBO1 Ara3h
pH 3-10 ndolinear

Figura 23. Exemplos de géis bidimensionais usados nas andlises protedmicas de ALB04 em comparagédo
com ALBO1. Estdo destacados alguns dos spots induzidos em ALBO04 que puderam ser identificados a olho nu.
A expressao diferencial desses e dos demais spots foi detectada e confirmada apés analise estatistica no software

Delta 2-D (Decodon).
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Tabela 6. Proteinas de P. aeruginosa PA14 com expressdo diferencial em células superexpressando o fator

sigma ECF &*.

= b
Locus® Fungao ou classe

ALBO4 3h x
ALBO1 3h°

ALBO4
28h x

ALBO4
28h x

ALBO1 3h* ALBO4 3h°

Proteinas envolvidas na biossintese de acidos graxos

acetyl-CoA carboxylase carboxyltransferase

PA14_17270 (accA) subunit alpha 1.98 ND ND
acetyl-CoA carboxylase biotin carboxyl carrier
PA14_64100 (accB) protein subunit 4.17 ND ND
PA14_23860 (accD) acetyl-CoA carboxylase subunit beta 2.12 ND ND
PA14_01240 carbonic anhydrase 5.77 ND ND
adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoate
PA14_05460 (bioA) transaminase 4.19 ND ND
PA14_25650 (fabD) malonyl-CoA-(acyl-carrier-protein) transacylase 6.42 2.40 0.37
PA14_21540 (fabH3) 3-oxoacyl-(acyl carrier protein) synthase Ill 4.12 1.19 0.29
PA14_68360 (fabY) putative beta-ketoacyl synthase 4.19 0.28 0.07
PA14_25660 (fabG) 3-oxoacyl-(acyl-carrier-protein) reductase 3.30 0.63 0.19
3-oxoacyl-(acyl-carrier-protein) reductase (short
PA14_57050 (fabG2) chain?) 6.80 0.78 0.12
PA14_25900 (fabV) trans-2-enoyl-CoA reductase 5.24 0.76 0.14
PA14_43690 (fabB) 3-oxoacyl -(acyl carrier protein) synthase | 1.69 1.95 1.15
PA14_46490 (fabF2) 3-oxoacyl-(acyl carrier protein) synthase Il 5.12 1.86 0.36
Proteinas relacionadas a compostos lipidicos
2-dehydro-3-deoxyphosphooctonate aldolase
PA14_17310 (kdsA) (LPS synthesis) 6.14 2.08 0.34
PA14_12130 (/is) lipoyl synthase 2.09 0.42 0.2
acetyl-CoA acetyltransferase (FA and phospholipid
PA14 63250 (ycfY) metabolism) 1.18 3.46 2.93
PA14_62130 (ilvC) ketol-acid reductoisomerase (CoA biosynthesis) 1.11 1.44 1.30
Proteinas envolvidas em outras vias metabdlicas
PA14_29110 (cysK) cysteine synthase A 19.50 4.43 0.23
PA14_23500 (tyrB) aromatic amino acid aminotransferase 2.09 1.06 0.51
dihydrolipoamide dehydrogenase (operon
PA14_43970 (IpdG) SucAB-IpdG) 2.05 1.35 0.66
PA14_44010 (sucA) 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component 1.84 0.40 0.22
(operon sucAB-IpdG)
succinyl-CoA synthetase subunit alpha (Krebs
PA14_43940 (sucD) cycle) 1.47 0.90 0.61
succinyl-CoA synthetase subunit beta (Krebs
PA14_43950 (sucC) cycle) 1.38 0.93 0.67
PA14_09420 (phzF1)or  nhanaine biosynthesis protein PhzF
PA14_39890 (phzF2) 0.64 1.68 2.62
PA14_09450 (phzD1) or  henazine biosynthesis protein PhzD
PA14 39925 (phzD2) 0.61 1.54 2.52
Proteinas regulatdrias
PA14_41575 (sigX) RNA polymerase sigma factor SigX 22.72 1.88 0.08
PA14_08710 (nusG) transcription antitermination protein NusG 1.42 0.17 0.12
PA14 22470 LysR family transcriptional regulator 0.67 2.04 3.04
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ALBO4 ALBO4

= ALBO04 3h x
Locus® Fungao ou classe” ALBO1 3h¢ 28h x 28h x
ALBO13h" ALB04 3h*

Tradugao e metabolismo proteico

putative ATP-binding component of ABC
PA14_46950 transporter 6.50 1.84 0.28
PA14_41240 (cIpP) ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit 4.26 0.60 0.14
PA14_27210 (efp) elongation factor P 2.15 1.21 0.56
PA14_05450 16S ribosomal RNA methyltransferase RsmE 1.63 4.29 2.63
PA14_08830 (tufA) or elongation factor Tu
PA14_08680 (tufB) 1.29 2.22 1.72
PA14_57010 (groEL) chaperonin GroEL 1.21 4.02 3.32
PA14_16250 (lasB) elastase LasB 0.90 3.68 4.09

major porin and structural outer membrane porin
PA14_41570 (oprF) OprF precursor 0.77 4.40 5.71
PA14_28650 (thrS) threonyl-tRNA synthetase 0.72 3.18 4.42
PA14 01710 (ahpC) alkyl hydroperoxide reductase 0.72 1.95 2.71
PA14_53070 (hpd) 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase 0.72 1.82 2.53
PA14_ 08970 (rplE) 50S ribosomal protein L5 0.67 2.53 3.76
PA14_53250 (cbpD) chitin-binding protein CbpD 0.61 4.38 7.18
Outras

hypothetical protein (Rossman fold: NAD(P)
PA14_11890 binding) 3.22 5.63 1.75
PA14 41730 hypothetical protein 0.50 1.99 4.00

nonspecific ribonucleoside hydrolase (gene close
PA14_01760 (nuh) to ahpC) 0.28 3.15 11.25

®Numero atribuido no projeto de anotacdo do genoma de P. aeruginosa PA14 (Lee et al., 2006).

PFuncdes das proteinas codificadas por essas ORFs sdo indicadas segundo anotacéo do genoma de PA14 (Winsor
et al., 2011).

°Os genes cujos produtos foram induzidos na superexpressdo de sigX em comparacdo com as células selvagens
s80 mostrados em negrito.

IND = N4o determinado, por se tratar de resultado da analise com o primeiro conjunto de géis, onde nao foram
consideradas culturas recuperadas.

Pelo menos oito enzimas da via de biossintese de &cidos graxos (FabD, FabH3, FabY,
FabG, FabG2, FabV, FabB e FabF2) foram detectadas como induzidas em ALB04 em
comparagdo com ALBO1, além de trés das quatro subunidades da acetil-coA carboxilase
(ACC), mostrando claramente o envolvimento de ¢* na regulacdo da biossintese de acidos
graxos (tabela 6 e figura 1). Também foram induzidas as enzimas adenosilmetionina-8-amino-
7-oxononanoato transaminase, da via de sintese de biotina, cofator da ACC, e a anidrase
carbdnica, que converte agua e CO, em bicarbonato, substrato da ACC. A ACC é a enzima

que catalisa a primeira reacao da via de sintese de acidos graxos, controlando assim a taxa de
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producdo dessas moléculas em E. coli, sendo este o primeiro ponto de regulacéo da via (Davis
et al., 2000). Em B. subtilis e S. aureus, malonil-CoA ou malonil-ACP se ligam ao repressor
FapR, desligando-o de seus operadores e assim induzindo a transcri¢cdo de genes envolvidos
na biossintese de acidos graxos e em alguns dos passos iniciais da sintese dos fosfolipideos de
membrana (Albanesi et al., 2013; Martinez et al., 2010; Zhang e Rock, 2009). Apesar de P.
aeruginosa ndo possuir em seu genoma ortologos de FapR, o efeito observado na alteracao da
concentracdo das enzimas que atuam nas reacdes subsequentes da via poderiam ocorrer
indiretamente via malonil-CoA e nédo diretamente devido a superexpressdo de c*, por um
mecanismo analogo ao de B. subtilis.

Uma andlise preliminar de sequéncias 500 pb a montante das regides regulatorias de
cada uma das 21 unidades transcricionais, cujos produtos apareceram induzidos na
superexpressdo de o foi realizada com a ferramenta Consensus (Hertz e Stormo, 1999),

disponivel em HTTP://rsat.ulb.ac.be/rsat/. Foi encontrado um motivo conservado (figura 24)

gue ndo é similar a nenhum consenso descrito para qualquer subfamilia de fator sigma ECF
(Staron et al., 2009) e sua relevancia como o consenso de ligacdo de o* precisa ser confirmada
experimentalmente. Alternativamente, esse consenso poderia representar o sitio de ligacdo de

um fator de transcricdo ainda ndo descrito, regulado direta ou indiretamente por ™.
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Figura 24. Weblogo do consenso encontrado nas regifes a montante das unidades transcricionais, cujos
produtos foram induzidos na superexpressao de sigX. A matriz para a geragao desse grafico foi derivada de
sequéncias 500 bp a montante do primeiro codon de 21 unidades transcricionais. O tamanho das letras
corresponde a frequéncia com que aparecem nas posi¢Oes consideradas. Essa analise foi feita com o software
Consensus (Hertz e Stormo, 1999), disponivel em HTTP://rsat.ulb.ac.be/rsat/.
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4.12. Validacao da andlise protedmica e descricéo dos alvos da superexpressao de
sigX
Para verificar se a expressao diferencial das proteinas induzidas na superexpressao de
sigX seria resultado de ativacdo transcricional, alguns alvos foram selecionados para analise
da atividade do promotor e determina¢do do nivel relativo de mRNA, por ensaios de -

galactosidase e gRT-PCR, respectivamente.

4.12.1. FabD e FabG

fabD (PA14_25650) codifica uma malonil-CoA-(ACP) transacilase e é o primeiro
gene em um operon com um dos cinco pardlogos de fabG (PA14_25660) (Kutchma et al.,
1999), que também se apresentou induzido na superexpressdo de sigX (tabela 6). No genoma
de PA14 existe outro gene para uma malonil-CoA-(ACP) transacilase, anotado como mdcH
(PA14_02620) e que apresenta 37,41% de identidade de aminoécidos com o produto de fabD.
mdcH parece ser essencial, por ndo existir um mutante de transposon disponivel na biblioteca
PA14NR, enquanto existe uma insercdo de transposon em fabD (Liberati et al., 2006),
sugerindo que este gene é dispensavel para o crescimento. A auséncia de insercdes de
transposon em fabG (PA14_25660) sugere que esse paralogo poderia ser essencial e, assim,
seu produto atuaria como a redutase constitutiva, ja que existem mutantes disponiveis para 0s
outros quatro paradlogos de fabG (Liberati et al., 2006). Uma isoforma de FabG, codificada
por PA14 57050 e aqui denominada FabG2, também foi induzida em ALBO4 e pode
representar uma enzima alternativa com diferente regulacéo e/ou especificidade. A inducéo
em nivel de transcricdo do operon fabD-fabG (PA14_25660) na superexpressdo de sigX foi
confirmada tanto por ensaios de B-gal com o promotor de fabD quanto por qRT-PCR de fabD

e fabG (figura 25 A, B).
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Figura 25. fabD, fabH3 e fabG sdo regulados em nivel de transcricdo na superexpressdo de sigX. A.
Ensaio de atividade de p-galactosidase do promotor de fabD na linhagem superexpressando o~
(ALBO04::fabD_lacZ) e na linhagem controle (ALBO1::fabD_lacZ ). B. Resultado de qRT-PCR com cDNA
sintetizado a partir de RNA extraido das mesmas culturas usadas na analise protedmica. Os valores mostrados no
grafico sdo médias de triplicatas técnicas e as barras de erro representam desvio padréo.

4.12.2. FabH3 e 0 operon fabH3-PA14 21550-PA14 21560

Ao contrario de E. coli, que apresenta uma Unica enzima condensadora do modulo de
iniciacdo da sintese de acidos graxos, FabH, codificada por um gene essencial (Lai e Cronan,
2003), P. aeruginosa apresenta pelo menos trés isoformas ativas dessa enzima, codificadas
pelos genes pgsD (PA14 51390), fabH2 (PA14 20950) e fabH3 (PA14_21540). PgsD
catalisa uma reacdo de condensacdo na sintese de dihidroxi- e alquil-quinolinas importantes
em um dos sistemas de quorum sensing (Pistorius et al., 2011; Zhang et al., 2008). FabH2 néo
tem funcdo conhecida e seu gene estd localizado em um operon com um gene de proteina
carreadora de acil (ACP), que é induzido em fase estacionaria (Schuster et al., 2003). FabH3 é
responsavel por iniciar a biossintese de acidos graxos a partir de octanoil-CoA da -oxidacao,
fazendo uma ligagéo entre essas duas vias e permitindo a sintese de &cidos graxos de cadeia
longa a partir de compostos adquiridos do ambiente (Yuan et al., 2012a). Apenas essa Ultima
isoforma, FabH3, apareceu induzida na superexpressdo de sigX e ela é codificada pelo

primeiro gene em um operon contendo genes para 0s supostos sigma ECF PA14 21550 e
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anti-sigma PA14 21560 (figura 26 A). Tanto fabH3 quanto PA14 21550 sdo induzidos na
superexpressdo de sigX (figuras 25 B e 26 B, C).

Com a inducdo de PA14 21550, este segundo fator sigma ECF poderia estar
envolvido também na expressdo diferencial das proteinas detectadas na analise protedmica.
Para verificar essa hipotese, a expressdo de fabH3 e outros possiveis alvos (fabD, fabG e
accD) foi analisada na linhagem ALBO2, que superexpressa o gene PA14 21550. Nenhum
dos genes analisados se mostrou diferencialmente expresso em ALBO02 em relacdo a ALBO1
(figura 26 B e D). Vale lembrar que a superexpressdo de PA14 21550 ndo causou nenhuma
alteracdo no crescimento (figura 2) ou na morfologia celular de PA14, ao contrério de sigX.

As conex0es entre esses dois fatores sigma ainda sera alvo de investigacdo de nosso
grupo, pois estabelece uma relacdo nunca descrita para fatores sigma ECF em P. aeruginosa,
apesar de ndo ser possivel afirmar com os dados disponiveis se c* atuaria diretamente na

regulacdo do promotor do operon do qual PA14 21550 faz parte.



82

A C
Niveis de mRNA de PA14_21550 na
= superexpressao de sigX
z .
€
® S & b O ALBO1 3h
0N S o
v v w10 - O ALBO4 3h
,»V/ '3;/ 'S?‘/ g
& F = B ALBO4 28h
—_ TN T 5
%
T
2 —=—
2 0
PA14_21550
B o D
Atividade do promotor de fabH3 1,4 -
° < OALBO13h ALBO2 3h
o . =z 1,2 1
g 20000 - —O— ALBO1::fabH3_lacz ’E
e —m— ALBO2:fabH3_lacz s 11
& = 15000 | —e— algoa:fabH3_lacz g 087
g 2 2
& 810000 - = 06
33 S on
g5 sow g 02+
A= — - —a z
A e e I 0
< 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 accD fabD fabH3 fabG

Tempo de crescimento (horas)

Figura 26. PA14_21550 é regulado por ¢* e ndo é responséavel pela expressdo diferencial das enzimas da
via biossintética de acidos graxos observada na analise proteémica. A. Contexto gendmico de fabH3. B.
Ensaio de atividade de p-galactosidase do promotor de fabH3 fusionado a lacZ nas linhagens superexpressando
PAl14 21550 (ALBO02::fabH3_lacZ) e sigX (ALBO4::fabH3 lacZ). Os valores neste grafico sdo médias de
triplicatas bioldgicas e as barras de erro representam o desvio padrdo. C. gRT-PCR de PA14_21550 na linhagem
superexpressando sigX (ALBO04). D. gRT-PCR dos alvos da superexpressdo de sigX na linhagem
superexpressando PA14 21550 (ALBO02). Os valores mostrados em C e D sdo médias de triplicatas técnicas de
pelo menos dois ensaios independentes e as barras de erro correspondem ao desvio padréo.

4.12.3. FabY, FabB e FabF2
Diferentemente do protdtipo de E. coli, a reacdo de condensacdo de acetil-CoA com
malonil-ACP no modulo de iniciacdo da sintese de &cidos graxos em P. aeruginosa nao é
catalisada por nenhuma das isoformas de FabH, mas sim por FabY, que também foi induzida
na superexpressao de sigX. FabY apresenta no sitio catalitico a mesma triade de aminoacidos
encontrada no sitio catalitico das enzimas condensadoras do médulo de elongacéo, FabB e
FabF (Yuan et al., 2012b). FabB, induzida em 3h e 28h em ALBO4, é requerida para a

biossintese de &cidos graxos insaturados (Hoang e Schweizer, 1997) e P. aeruginosa mutante
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para FabF1l é deficiente na sintese do acido cis-vacénico (C18:1) (Kutchma et al., 1999).
Apesar de FabF1 ndo ter sido detectada na analise protebmica, o produto de outro gene,
anotado como fabF2 no genoma de PA14, que pode codificar uma 3-oxoacil-(ACP)-sintase Il
alternativa, sem funcéo caracterizada, também aparece induzido na superexpressado de sigX.
Uma vez que isoformas de FabG, FabH e FabF induzidas neste trabalho ndo parecem
ser as enzimas principais da sintese constitutiva de acidos graxos, foi levantada a hipotese de
que o* regularia uma rota alternativa na via de sintese de &cidos graxos, ajustando sua
composigdo em resposta a um sinal ainda ndo elucidado. Entretanto, ndo podemos descartar a
hipGtese de que os genes codificando as supostas enzimas constitutivas da via também néo

foram induzidos, mas ndo detectados na analise proteémica por limitacdes da técnica.

4.12.4. Outras proteinas induzidas na superexpressao de sigX

Continuando a via de biossintese de acidos graxos, a NADH enoil-(ACP) redutase
FabV também apareceu induzida na superexpressdo de sigX. Essa enzima é estruturalmente
distinta da isoforma bem caracterizada Fabl (Heath e Rock, 1995), sendo 60% maior que esta
ultima e foi descoberta em Vibrio cholerae, P. aeruginosa e Burkholderia mallei durante
estudos com mutantes resistentes a um inibidor de Fabl (Lu e Tonge, 2010; Massengo-Tiasse
e Cronan, 2008; Zhu et al., 2010). fabV ndo apresenta nenhuma insercdo de transposon na
biblioteca de mutantes PA14NR (Liberati et al., 2006).

Outras duas proteinas induzidas na superexpressdo de c* atuam no metabolismo de
acidos graxos ou em outras vias nas quais lipideos estdo envolvidos. A lipoil sintase,
codificada pelo gene lis (PA14_12130), catalisa a insercéo de dois atomos de enxofre em uma
proteina carreadora de acil (ACP) ligada a um grupo octanoil para gerar um grupo lipoil, que
participa do metabolismo de &cido lipdico e de varias outras vias metabolicas (Hayden et al.,

1992; Vanden Boom et al., 1991). Outra proteina induzida foi KdsA, codificada por um
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operon responsavel pela biossintese do 3-desoxi-D-manose acido octulosdnico (Kdo) (Walsh
et al., 1999), o primeiro agucar da regido interna do cerne do lipopolissacarideo, a qual é de
extrema importancia para a integridade da membrana externa (Hancock, 1998; Rick e Osborn,
1977; Schnaitman e Klena, 1993).

Chamou ainda a atencdo em ALBO04 3h, a inducdo de 19,5 vezes de uma cisteina
sintase, codificada por PA14 29110. O contetdo de cisteina das demais proteinas induzidas
na superexpressdo de sigX ndo é grande o suficiente para justificar esse grande aumento da
cisteina sintase e 0 que se encontra na literatura a respeito dessa enzima em E. coli ndo pode
ser relacionado com os fenotipos observados na superexpressdo de sigX ou com a indugédo das

demais proteinas da nossa analise (Levy e Danchin, 1988; Quadroni et al., 1996).

4.13. Proteinas induzidas nas células recuperadas

A maioria das proteinas induzidas no conjunto das células recuperadas (ALBO04 apds
28 horas de indugéo), onde poderia conter um possivel regulador negativo para ¢*, trata-se de
proteinas constitutivas, necessarias para o crescimento celular, comuns de fase exponencial de
crescimento (Tabela 6). A repressdo das proteinas de biossintese de piocianina PhzF e PhzD
na superexpressao de sigX e sua inducdo nas células recuperadas concordam com o fenotipo
observado durante o crescimento de ALBO04, que sO adquire a coloragdo verde-azulada
atribuida & piocianina durante a recuperagdo do crescimento (ndo mostrado). O produto de
lasB, que assim como os genes phz, é regulado por quorum sensing (revisado por Jimenez et
al., 2012), também foi induzido nas células recuperadas.

Embora ja tenha sido relatado em P. aeruginosa PAO1 o envolvimento de ¢* com a
expressdo de oprF (Brinkman et al., 1999; Bouffartigues et al., 2012), surpreendentemente,
na nossa analise protedmica, OprF ndo apareceu induzida nas células superexpressando c*, o

gue exclui a superexpressdao de OprF como causa dos fendtipos alterados observados em
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ALBO04. Pelo contrario, OprF apareceu induzida nas células de ALBO4 recuperadas, quando
mal se pode detectar c*, sugerindo juntamente com os dados de expressdo de oprF (figuras
12, 16 e 17), um papel negativo da superexpressdo de o* em OprF nos niveis de RNA e

proteina em PA14.

4.14. Composicdo de acidos graxos e fluidez da membrana de ALB01 e ALB04

A analise dos &cidos graxos totais de culturas com quatro horas de crescimento e
inducdo, na forma de seus metil ésteres (FAME), representada na figura 27 A, mostrou que 0s
acidos hexadecanoico (C16) e octadecenoico (C18:1) foram os dois compostos de maior
abundancia tanto em ALBO01, quanto em ALBO4. A quantidade relativa de &cido
hexadecanoico mostrou-se maior em ALBO4 que em ALBOL. Quantidades menores de acido
hexadecenoico (C16:1) também foram detectadas em ambas as culturas, em uma propor¢éo
maior em ALBO4 que em ALBO1. Assim, pode-se notar que ALBO4 apresenta uma maior
proporcdo de acidos graxos de cadeia curta, quando comparado a ALBO1, o que concorda
com o resultado da analise de anisotropia, que mostra um aumento na fluidez da membrana de
ALBO04 (figura 26 B). A quantidade de 4cido octadecenoico mostrou-se levemente diminuida,
coerente com o leve aumento de &cido hexadecenoico, ja que em E.coli esta Gltima espécie é
convertida na primeira em uma reacdo dependente de FabF1 (Garwin et al., 1980), que nédo

apareceu induzida na nossa analise protedmica.



86

A B
0,1 q
s < O ALBO1
3 OALBO1 2 0,08 - [ m ALBO4
@ 201 mALBO4 2 |
S 35 o 0,06 1
= 815 - z
= © 4 -
g 210 - g %
R 5
g = 5 | % 0,02 1
K] = -
2 o i |

C12
C14
C16
C18
Cc20

Cil6:1
C18:1

Figura 27. ALBO04 apresenta uma maior proporc¢ao de &cidos graxos de cadeia mais curta e sua membrana
é mais fluida, comparada a ALBO1. A. Analise dos metil ésteres de &cidos graxos derivados de células inteiras
de ALBO1 e ALBO4. B. Ensaio de anisotropia, onde o menor valor corresponde a uma menor organizacdo da
membrana, portanto maior fluidez.

O ajuste da composicdo lipidica de membranas € um mecanismo comum de adaptacéo
celular ao ambiente em modificacdo. Em P. aeruginosa, a inativacdo de IptA (codificando
uma aciltransferase de acido lisofosfatidico) leva ao aumento da proporcao de acidos graxos
de cadeia longa (C18) nos fosfolipideos de membrana, diminuindo a fluidez da mesma. Tal
alteracdo é suficiente para ativar a expressdo de um grande nimero de genes, entre eles relA e
aqueles envolvidos em quorum sensing, resultando na producao das moléculas de sinalizacédo
acil homoserina lactonas (AHL) independentemente da densidade celular, estresse ambiental
ou privacdo de nutrientes (Baysse et al., 2005). J& € bem estabelecido que P. aeruginosa e
outras bactérias Gram-negativas podem modular a razdo de &cidos graxos
saturados/insaturados em resposta a variacdes de temperatura durante o crescimento (de
Mendoza et al., 1982; Dubois-Brissonnet et al., 2000; Garwin et al., 1980). Em E. coli, a
expressao de muitos genes regulatorios, como o operon principal de sintese de flagelo e o
RNA antisenso micF, que regula a expressdo da porina OmpF, é afetada por mudancgas na
composigdo da membrana fosfolipidica (Inoue et al., 1997). Em Bacillus subtilis, a
superexpressdo de " reduz a fluidez de membrana por regular inversamente FabHa e FabF,
as enzimas condensadoras responsaveis, respectivamente, pela iniciacdo e elongacdo na

biossintese de acidos graxos. Nessa bactéria Gram-positiva, tanto FabHa quanto FabHb, ao
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contrario de FabH de E.coli, utilizam como substrato acil-CoA de cadeia ramificada
proveniente de aminoacidos. Entretanto, FabHb tem, comparado a FabHa, uma maior
afinidade por acetil-CoA, que origina cadeias ndo ramificadas de acidos graxos. A repressao
de FabHa resulta em uma atividade compensatoria da isoforma FabHb, levando ao aumento
na proporcdo de &cidos graxos ndo ramificados na membrana de B. subtilis, enquanto a
inducdo de FabF aumenta o tamanho da cadeia, ambos os efeitos levando a reducéo da fluidez
da membrana e uma maior resisténcia a agentes antimicrobianos produzidos por outras

espeécies de Bacillus e detergentes (Kingston et al., 2011).
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5. Conclusoes

A transcricdo dos genes que codificam os sistemas de dois componentes PVrSR e
RcsCB ndo ¢ ativada pela superexpressao de nenhum dos seis fatores sigma ECF analisados
neste trabalho.

A superexpresséo do fator sigma ECF o* leva a alteragGes na viabilidade e morfologia
celulares.

O retorno das células superexpressando sigX ao fendtipo selvagem coincide com o
desaparecimento da proteina ¢* ao longo do crescimento e com a inducdo de proteinas
relacionadas ao crescimento.

A transcricdo de sigX e de oprF é induzida em baixas concentraces de NaCl no meio.

Em PA14, a transcricio de oprF ndo é induzida por o*, logo o efeito da
superexpressdo de sigX na célula ndo pode ser atribuido a superexpressao da porina OprF.

A transcricdo de oprF, cmaX e sigX sdo parcialmente dependentes do fator sigma
RposS.

A superexpressdo de o™ induz a expressdo de pelo menos onze enzimas diretamente
relacionadas com a biossintese de acidos graxos e outras quatro relacionadas com a
biossintese de coenzimas ou outras proteinas envolvidas no metabolismo de lipideos em P.
aeruginosa.

Pelo menos trés das enzimas induzidas pela superexpressdo de sigX (FabH3, FabG2 e
FabF2) parecem ser enzimas alternativas da via de biossintese de acidos graxos, sugerindo
que esse fator sigma ECF ativa direta ou indiretamente uma via adaptativa, que pode resultar
na habilidade da bactéria a resistir a estresses que podem perturbar sua integridade e interferir

na sua sobrevivéncia.
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A superexpressao de sigX leva a alteracdo na composicdo de acidos graxos e a um
aumento na fluidez da membrana, provavelmente consequéncia da inducdo das enzimas
consideradas “alternativas” na biossintese de acidos graxos.

o regula positivamente a transcricdo de PA14 21550, outro provavel fator sigma
ECF, sugerindo uma cascata de regulacdo de fatores sigma, de acordo com a hierarquia RpoS-
c*-PA14 21550.

Todos os efeitos observados nas células superexpressando sigX ndo sao consequéncia
da superexpressdo de PA14 21550, pois esta sozinha na linhagem ALBO2 ndo leva aos
fenotipos observados em ALBO04, nem a inducdo da transcricdo de accD, fabD, fabH3 e fabG
induzidos na superexpressdo de sigX.

O conjunto de dados aqui apresentados descreve pela primeira vez o papel de um fator

sigma ECF na regulacdo da biossintese de &cidos graxos em P. aeruginosa.
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