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RESUMO 
 
Kaihami, G.H.. 2018. Novos reguladores de resposta envolvidos na virulência de 
Pseudomonas aeruginosa 129p. Tese – Programa de Pós-Graduação em Bioquímica. 
Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 
 
Os sistemas de sinalização de dois componentes são sistemas prevalentes em 
bactérias, permitindo a adaptação a diferentes condições ambientais. O sistema de 
dois componentes classicamente possui uma proteína histidina quinase, o primeiro 
componente, capaz de reconhecer o estímulo ambiental e fosforilar o regulador de 
resposta, o segundo componente. Pseudomonas aeruginosa é uma proteobactéria 
ubíqua, capaz de infectar hospedeiros filogeneticamente distintos. Esse patógeno 
oportunista apresenta um dos maiores conjuntos de sistemas de dois componentes 
em bactérias, que permite que ela sobreviva numa grande gama de ambientes, 
incluindo humanos. P. aeruginosa UCBPP-PA14 apresenta pelo menos 64 histidina 
quinases e 76 reguladores de resposta codificados em seu genoma. Diversos 
sistemas de dois componentes já foram correlacionados com a virulência, sendo o 
sistema GacSA o exemplo melhor caracterizado. Há poucos estudos sistemáticos 
sobre o envolvimendo dos reguladores de resposta na virulência de P. aeruginosa e 
os sinais que induzem a ativação dos reguladores de resposta precisam ser 
encontrados. Para identificar novos reguladores de resposta envolvidos na 
patogenicidade, infecções in vitro em macrófagos e in vivo em Drosophila 
melanogaster foram realizadas neste trabalho. Os macrófagos foram infectados com 
cada mutante dos reguladores de resposta ou com a linhagem selvagem, e a produção 
da citocina pró-inflamatória TNF-α e o clearance bacteriano foram determinados. 
Alternativamente, as moscas foram infectadas utilizando-se a estratégia de feeding e 
a sobrevivência foi verificada. Utilizando-se essas abordagens, a identificação de 
diversos reguladores de resposta com papel na virulência foi alcançada, além de se 
corfirmar o papel de reguladores de resposta já estudados. Um dos novos genes 
envolvidos em virulência, PA14_26570 (nomeado neste trabalho de atvR), codifica um 
regulador de resposta atípico com substituição no aspartato fosforilável para 
glutamato, o que usualmente induz um estado sempre ativo. Um mutante não polar 
em atvR foi construído e macrófagos infectados com a linhagem ΔatvR confirmaram 
um maior clearance bacteriano e maior produção de TNF-α em comparação aos 
macrófagos infectados com a linhagem selvagem. Para comprovar a participação de 
AtvR durante a patogênese, um modelo de pneumonia aguda em camundongos foi 
utilizado. Camundongos infectados com a linhagem ΔatvR apresentaram uma maior 
sobrevivência em comparação aos camundongos infectados com a linhagem 
selvagem. Além disso, os camundongos infectados com ΔatvR apresentaram menor 
carga bacteriana, aumento no recrutamento de neutrófilos ativados e aumento na 
produção de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α e IFN-γ). Utilizando-se uma 
abordagem transcritômica (RNA-Seq), foi determindo diversos genes são regulados 
positivamente na linhagem superexpressando AtvR em relação à linhagem controle. 
Dentre esses, os clusters de respiração anaeróbia nar, nir, nor e nos estão incluídos. 
Esse resultado foi confirmado por qRT-PCR e análises fenotípicas, em que a linhagem 
ΔatvR apresentou menor crescimento e expressão da nitrato redutase durante 
condições de hipóxia em comparação à linhagem selvagem. Em suma, neste trabalho 
foi demonstrado que diversos reguladores de resposta são importantes para a 
virulência de P. aeruginosa em macrófagos in vitro e in vivo em Drosophila, além de 
caracterizar o regulador de resposta atípico AtvR, que regula a respiração anaeróbica 



 

por desnitrificação, permitindo que P. aeruginosa possa infectar e colonizar o 
hospedeiro com maior eficiência. 
Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, sistema de dois componentes, regulador 
de resposta, virulência, hipóxia, denitrificação. 



 

ABSTRACT 
 
Kaihami, G.H.. New response regulators involved in Pseudomonas aeruginosa 
virulence, 129p. PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Química, 
Universidade de São Paulo, São Paulo. 
 
Two-component systems are widespread in bacteria, allowing the adaptation to 
environmental changes. A two-component system is classically composed by a sensor 
kinase that phosphorylates a cognate response regulator. Pseudomonas aeruginosa 
is a ubiquitous proteobacterium able to cause disease in several hosts. This 
opportunistic pathogen presents one of the largest sets of two-component systems 
known in bacteria, which certainly contributes to its ability to thrive in a wide range of 
environmental settings, including humans.  P. aeruginosa UCBPP-PA14 genome 
codes for at least 64 sensor kinases and 76 response regulators. Some response 
regulators are already known to be related to virulence, with the GacSA system as the 
best characterized. There are no systematic studies about the involvement of P. 
aeruginosa response regulators in virulence. Moreover, the input signal that triggers 
the response regulator activation is yet to be uncovered for most systems. To find new 
response regulators involved in virulence, in vitro infections werecarried out using 
macrophages. Briefly, the macrophages were infected with each response regulator 
mutant or the wild-type strain, the pro-inflammatory cytokine production (TNF-α) and 
the bacterial clearance were evaluated. Using this approach, we identified several 
response regulators involved in virulence, and we also confirmed the involvement of 
known response regulators in this process. One of the novel virulence-related 
response regulators, PA14_26570 (named here as AtvR), is an atypical response 
regulator with a substitution in the phosphorylable aspartate to glutamate, that usually 
leads to an always-on state. A non-polar mutant was constructed, and macrophage 
infection with ΔatvR confirmed an increased bacterial clearance as well as a higher 
TNF-α production as compared to the wild-type strain. To ascertain the role of AtvR 
during the pathogenic process, an acute pneumonia model was used. Mice infected 
with ΔatvR showed an increased survival as compared to mice infected with the wild-
type strain. In addition, ∆atvR infected mice showed reduced bacterial burden, 
increased neutrophil recruitment and activation, as well as increased pro-inflammatory 
cytokine production (TNF-α and IFN-γ). Also, using a transcriptomic approach (RNA-
Seq), we showed that several genes were upregulated in the strain overexpressing 
AtvR. These genes include the anaerobic respiration clusters nar, nir, nor and nos. 
This result was confirmed by qRT-PCR and phenotypic analysis, in which ΔatvR 
showed reduced growth and nitrate reductase expression during hypoxic conditions as 
compared to the wild-type strain.  In conclusion, we have demonstrated that several 
response regulators are important for P. aeruginosa virulence in vitro. In addition, we 
further characterized the atypical response regulator AtvR, which regulates anaerobic 
respiration via denitrification, allowing this bacterium to infect and colonize the host 
more efficiently. 
 
Keywords: Pseudomonas aeruginosa, two component sytem, response regulator, 
virulence, hypoxia, denitrification. 
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1. Introdução 

1.1 Sistemas de dois componentes 

Sistemas de dois componentes são cascatas de sinalização prevalentes em bactérias, 

constituindo uma forma de transdução de sinal eficiente para a percepção e a resposta 

adequada a alterações no ambiente. Além das bactérias, esses sistemas estão 

presentes também em plantas e microrganismos dos domínios Archaea e Eukarya, 

porém não há descrições desses sistemas em animais (Bourret, 2006), o que os torna 

um possível alvo para o desenvolvimento de novas drogas anti-infectivas. 

A via canônica dos sistemas de dois componentes é composta por uma 

histidina quinase que é autofosforilada em resposta a um estímulo e transfere este 

grupo fosforila para um regulador de resposta (RR) cognato (Figura 1). Reguladores 

de resposta apresentam um domínio REC com a estrutura secundária ()5 

conservada, importante para a sua atividade. O domínio REC classicamente possui 

resíduos críticos para a ativação do RR, que incluem um aspartato no final da terceira 

fita beta, que pode ser fosforilado pela histidina quinase (Bourret, 2010). Uma vez 

fosforilado, ocorre uma mudança conformacional no RR, geralmente tornando-o ativo 

e montando uma resposta celular apropriada frente ao estímulo inicial, geralmente 

modulando a expressão gênica (Stock et al., 2000; Galperin, 2006; Gao et al., 2007). 

Existem variações desse protótipo, sendo a mais comum chamada de fosforelê 

(Figura 1). Nesse sistema, a proteína sensora híbrida contêm tanto o domínio de 

histidina quinase como um ou mais domínios REC. Nestes casos, há a necessidade 

da participação de um módulo intermediário, o Hpt (histidine-containing 

phosphotransfer), que é capaz de mediar a transferência do grupo fosforila entre o 

aspartato da proteína sensora para o aspartato do RR. O modulo Hpt pode constituir 

um domínio da proteína sensora ou funcionar como uma proteína independente, como 
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no exemplo mostrado na Figura 1. Na ausência de sinal, a proteína sensora pode 

funcionar como uma fosfatase do RR, aumentado o nível de controle do sistema.  

 

 

Figura 1. Sistemas de dois componentes canônicos (A) e de fosforelê (B). Em resposta a um sinal, 
a histidina quinase sensora é auto-fosforilada. Este grupo fosforila é então transferido a um cognato 
regulador de resposta (A). Após a autofosforilação da histidina quinase hibrida, o grupo fosforila é 
transferido intramolecularmente a um domínio REC, este então transfere fosforila a uma Hpt (histidine 
phosphotransfer), que pode fosforilar a um regulador de resposta (B). (Retirado de Lohrmann and 
Harter, 2002) 

 

1.2 Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa pertence a classe das gamaproteobactérias e é 

capaz de metabolizar diversas fontes de carbono e nitrogênio, além de crescer tanto 

aeróbia como anaerobiamente. Essa ampla capacidade metabólica permite a 

adaptação e colonização a diferentes ambientes, como água e solo, além de atuar 

como um patógeno oporturnista em humanos. P. aeruginosa é frequentemente 

associada a infecções em pacientes com imunossupressão, como é o caso de 

pacientes sob quimioterapia, portadores de fibrose cística ou queimaduras graves, 

além de ser de grande importância em infecções respiratórias, gastrointestinais e do 

trato urinário (Lyczak et al., 2000; Wagner and Iglewski, 2008). As infecções 
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pulmonares associadas à infecção por P. aeruginosa apresentam uma das maiores 

taxas de mortalidade, em especial em pacientes sob ventilação mecânica (Gaynes et 

al., 2005).  

No pulmão, as células do sistema imune que constituem a primeira resposta 

frente a P. aeruginosa são os macrófagos residentes. A importância dos macrófagos 

durante a infecção pulmonar causada por P. aeruginosa está correlacionada com a 

capacidade do recrutamento de neutrófilos e com a produção de quimiocinas. A 

ausência dos macrófagos pulmonares resulta em neutropenia persistente neste órgão, 

com redução da capacidade do hospedeiro em eliminar o patógeno, confirmando a 

importância dos macrófagos em coordenar uma resposta imune eficiente contra P. 

aeruginosa (Kooguchi et al., 1998). Foi observada uma maior produção da citocina 

pro-inflamatória TNF- pelos macrófagos provenientes de camundongos resistentes 

à infecção em comparação aos macrófagos provenientes dos camundongos 

sensíveis, apesar de não haver diferenças na fagocitose (Morissette et al., 1996). Esse 

estudo corrobora observações anteriores, em que a principal função dos macrófagos 

pulmonares seria como produtores de citocinas (Dunkley et al., 1995). Reforçando 

essa hipótese, há um atraso no recrutamento de polimorfonucleares (PMN), como os 

neutrófilos, nos camundongos suscetíveis à infecção. Porém, quando o TNF- foi 

administrado a esses animais, houve uma resposta inflamatória semelhante à dos 

camundongos resistentes a infecção, com um número de PMN semelhante aos 

camundongos resistentes à infecção (Morissette et al., 1996).  

As células do sistema imune inato, em especial os macrófagos, conseguem 

reconhecer as bactérias principalmente pelo reconhecimento de padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs), como por exemplo o lipopolissacarídeo (LPS), 

presente na membrana externa de bactérias gram-negativas. Esses PAMPs se ligam 
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aos receptores de reconhecimento padrão (PRR), como os do tipo Toll (TLRs), 

presentes nas células do sistema imune.  

Nas infecções causadas por P. aeruginosa, destacam-se a flagelina e o LPS 

como PAMPs que são reconhecidos por TLR-5 e TLR-4, respectivamente (Raoust et 

al., 2009). Ambos os receptores apresentam uma grande importância na imunidade 

contra P. aeruginosa, sendo que camundongos deficientes em TLR-4/5 demonstram 

uma maior susceptibilidade à infecção (Feuillet et al., 2006; Ramphal et al., 2008).  

1.3. Modelos alternativos para o estudo de virulência  

 Diversos modelos alternativos já foram utilizados para identificar e 

compreender vias importantes tanto da bactéria patogênica como a resposta mediada 

pelo hospedeiro. Para o estudo da patogenicidade de Pseudomonas aeruginosa 

destacam-se os modelos de Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thaliana, Danio 

rerio, Drosophila melanogaster e Galleria mellonella (Rahme et al., 1997; M.-W. Tan 

et al., 1999; Jander et al., 2000; D’Argenio et al., 2001; Chand et al., 2011).  

Em particular, o estudo de Drosophila melanogaster é de extrema relevância 

para compreender a biologia de mamíferos, devido à conservação de muitas vias de 

transdução de sinais que controlam desde o metabolismo e desenvolvimento, como a 

imunidade inata (Johnston and Nüsslein-Volhard, 1992; Lemaitre and Hoffmann, 2007; 

Padmanabha and Baker, 2014). O amplo uso de D. melanogaster para elucidar a 

interação patógeno-hospedeiro deve-se à ampla homologia entre diversos órgãos da 

Drosophila em comparação com humanos. Além da facilidade de manutenção e 

manuseio desse organismo, diversas ferramentas genéticas estão disponíveis, 

permitindo ensaios em larga escala para identificar genes importantes para a 

virulência do patógeno a fim de compreender quais as vias e proteínas importantes 

da resposta do hospedeiro.  
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O reconhecimento de patógenos bacterianos por Drosophila ocorre por duas 

vias principais, a via das Imd e a via do Toll (Figura 2). A via do Toll é ativada pela 

ligação de Spätzle ao receptor Toll, com exceção do Toll-7 que é ativada diretamente 

pelo reconhecimento de glicoproteínas virais (Lemaitre et al., 1996; Lemaitre et al., 

1997; Nakamoto et al., 2012) (Figura 2). Spätzle é uma citocina estruturalmente 

semelhante a IL-17 de humanos (Hymowitz et al., 2001),  sintetizada na sua pró-forma, 

tornando-se ativa após uma clivagem proteolítica em resposta a infecções (pelo 

reconhecimento de proteases) ou ao dano celular,  sendo que esse processamento 

ocorre pela enzima processadora do Spätzle (SPE) (Figura 2) (Gottar et al., 2006; 

Chamy et al., 2008). Após a ligação de Spätzle ao receptor Toll, ocorre uma cascata 

de sinalização dependente de MyD88, semelhante aos humanos, que culmina na 

translocação do fator de transcrição da família NF-kB, Dif, para o núcleo, induzindo a 

síntese do peptídeo antimicrobiano (AMP) drosomicina (Figura 2) (Hoffmann and 

Reichhart, 2002). 

A via da imunodeficiência (Imd) da Drosophila é semelhante à via do TNF e à 

via TLR dependente de TRIF (Hoffmann and Reichhart, 2002). A via do Imd reconhece 

o ácido diaminopimelico (DAP) do peptideoglicano, produzida por gram-negativas e 

espécies do genêro Bacillus. DAP é capaz de interagir com a proteína de 

reconhecimento de petideoglicano LC (PGRP-LC), presente na membrana, ou PGRP-

LE, presente no citosol (Kaneko et al., 2006) (Figura 2). Essa ligação do 

peptideoglicano com o PGRP-LC ou PGRP-LE promove uma ativação de um NF-kB 

(Relish), que culmina na expressão de diversos AMPs pela via de ativação do NF-kB 

mediada por Toll, como por exemplo a diptericina (Figura 2). Além da expressão da 

diptericina, a via de Imd promove a expressão da enzima NADPH-dependente Duox 

(dual oxidase), uma importante enzima pró-oxidante, resultando na produção de 
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peróxido de hidrogênio e ácido hiplocloroso. A expressão de Duox mediada por Imd 

ocorre após a via de Tak1, que ativa a via da MAPK p38 (Buchon et al., 2014) (Figura 

2). 

 

 
Figura 2.  Vias de sinalização de Drosophila melanogaster contra patógenos. As duas principais 
vias de resta imune contra patógenos, a via do Toll e a via da imuno deficiência (Imd). A via do Toll é 
ativada, e em conjunto com a via da Imd, controla a produção sistêmica de peptídeos antimicrobianos 
(AMP). A via da Imd além de induzir a produção de AMP, ativa a expressão de enzimas capazes de 
gerar espécies reativas de oxigênio, como a Duox. Essas vias são ativadas em resposta a detecção de 
componentes da parede celular de micróbios. A proteína PGRP-LC e PGRP-LE reconhecem o 
peptideoglicano DAP de Gram negativas e algumas Gram positivas, ativando a via da Imd. O 
reconhecimento da peptideoglicana de gram-negativas pode induzir a proteólise da citocina Spätzle, 
que uma vez clivada se liga ao receptor Toll. Essa ligação induz a ativação do NF-kB de uma maneira 
MyD88 dependente, culminando na expressão do AMP drosomicina. A ativação da via da Imd induz a 
translocação do NF-kB relish, induzindo a expressão do AMP diptericina. A via da Imd, pode ativar a 
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via das MAPKs p38, via a fosforilação da Mekk1 pela Tak1, culminando na expressão da Duox.  
(Buchon et al., 2014) 

 

Durante a infecção da D. melanogaster por P. aeruginosa, as vias de sinalização de 

Toll e Imd desempenham papel fundamental para montar uma resposta imune 

adequada. Foi demonstrado que populações de D. melanogaster deficientes nos 

componentes da via de Toll ou da via da Imd apresentam uma maior suscetibilidade 

a infecção (Lau et al., 2003), demonstrando que ambas atuam em conjunto, de forma 

não redundante, para orquestrar uma resposta imune adequada. Posteriormente foi 

demonstrado que o isolado clínico de P. aeruginosa CF5, que é avirulenta em D. 

melanogaster, induz a expressão de diversos genes envolvidos na resposta imune, 

assim como a expressão de diversos AMPs (Apidianakis et al., 2005). Por outro lado, 

verificou-se que o mesmo não ocorre quando a infecção se dá pela linhagem virulenta 

PA14, quando esses genes são fracamente induzidos, indicando que essa linhagem 

é capaz de suprimir sua expressão, resultando na morte do hospedeiro. 

Curiosamente, nesse mesmo trabalho (Apidianakis et al., 2005), foi observado que as 

moscas inoculadas previamente com a linhagem CF5, seguida da infecção com PA14, 

apresentaram uma maior sobrevida em comparação às moscas infectadas apenas 

com a linhagem PA14. Essa resposta imune mais eficiente pelos hospedeiros 

previamente infectados se deve a mudanças epigenéticas nas células do sistema 

imune inato, gerando uma mémoria imunológica, e tal termo foi consolidado como 

resposta imune treinada (Netea et al., 2011). 

1.4. Sistemas de dois componentes em P. aeruginosa 

Ao encontrar um novo ambiente, as bactérias precisam superar e se adaptar a 

diversos estresses. Durante essa adaptação, complexas cascatas de sinalização e 

regulação são ativadas. Dentre esses sistemas de sinalização, os mais frequentes são 

os sistemas de dois componentes. 
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A resposta frente ao estresse mediada pelo sistema de dois componentes 

modula primariamente a expressão gênica. Esse fato é reforçado pelo fato de que 

mais de 60% de todos os RR identificados em bactérias apresentarem um domínio de 

ligação a DNA (Galperin, 2006; Gao et al., 2007). O genoma de P. aeruginosa UCBPP-

PA14 (ou simplesmente PA14) codifica pelo menos 76 RR, sendo que cerca de 65% 

desses apresentam um domínio de ligação a DNA (Tabela 1). Os RR de P. aeruginosa 

apresentam diversas arquiteturas, sendo possível separar os RR com domínio de 

ligação a DNA nas famílias OmpR (REC-wHTH), NarL (REC-HTH), NtrC (REC-AAA-

FIS), LytR (REC-LytR), e ActR (REC-FIS). Apesar de existir uma vasta informação 

sobre alguns sistemas de dois componentes em P. aeruginosa, não há um estudo 

específico sobre quais RR são importantes para a virulência (Tabela 1) e pouco se 

sabe sobre os sinais que possam ativar esses sistemas, assim como a maioria de 

seus regulons.  
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Tabela 1: Reguladores de resposta em Pseudomonas aeruginosa PA14 

Família (Dominio)  Provável 
proteína 
sensora1 

Envolvimento em características 
Referência 

Locus/gene ligadas à adaptação e virulência 

REC    

PA14_02260 PA14_02250   

PA14_05320/pilG PA14_05390 Twitching 
(Darzins and Russell, 1997; 

D’Argenio et al., 2001) 

PA14_05330/pilH PA14_05390 Twitching 
(Darzins and Russell, 1997; 

D’Argenio et al., 2001) 

PA14_45620/cheY PA14_45590   

PA14_36920    

PA14_26830 PA14_26810   

OmpR (REC-wHTH)    

PA14_06060/creB PA14_06070 Catabolismo, swarming e swimming 
(Wagner et al., 2007; Zamorano 

et al., 2014) 

PA14_54510 PA14_54500  (Bielecki et al., 2015) 

PA14_52250 PA14_52240 Aquisição de ferro (Vasil and Ochsner, 1999) 

PA14_49440 PA14_49420 Essencial para infecção crônica em ratos (Potvin et al., 2003) 

PA14_49180/phoP PA14_49170 
Sinalização por peptídeos antimicrobianos, 
polimixina, e formação de biofilme 

(Macfarlane et al., 1999; Ernst et 
al., 1999) 

PA14_45880 PA14_45870   

PA14_43340/kdpE PA14_43350   

PA14_41260/parR PA14_41270 
Resistência a antibióticos, quórum sensing, 
produção de fenazinas e swarming 

(Fernández et al., 2010; Muller et 
al., 2011; Wang et al., 2013) 

PA14_32580 PA14_32570   

PA14_31960/czcR PA14_31950 Resistencia a metal e antibiótico, regula 
patogenicidade em C. elegans 

(Hassan et al., 1999; Dieppois et 
al., 2012) 

PA14_29730/bqsR PA14_29740 Decaimento do biofilme, percepção de 
ferro, resistência a antibiotic, regulação da 
piocianina, swarming, manutenção da 
homeostase de cálcio 

(Dong et al., 2008; Kreamer et 
al., 2015; Guragain et al., 2016) 

PA14_27810/copR PA14_27800 Resistência a imipenem e metais 
(Teitzel et al., 2006; Caille et al., 

2007) 

PA14_24350/cprR PA14_24340 
Medeia a modificação do LPS e resistência 
a peptideos catiônicos 

(Fernández et al., 2010) 

PA14_22940/gltR PA14_22960 
Transporte de glicose, citotoxicidade 
mediada por T3SS 

(Wolfgang et al., 2003; 
O’Callaghan et al., 2012) 

PA14_22760/cpxR PA14_22730 
Resposta a estresse de envelope. 
Resistência a antibiótico 

(Beckmann et al., 2005; 
Yakhnina et al., 2015; Tian et al., 

2016) 

PA14_11680 PA14_11630   

PA14_56950/colR PA14_56940 
Resistência a polimixina virulência em C. 
elegans. 

(Garvis et al., 2009; Gutu et al., 
2013) 

PA14_63150/pmrA PA14_63160 
Resistência a polimixina B e peptídeos 
antimicrobianos 

(McPhee et al., 2003; Moskowitz 
et al., 2004; McPhee et al., 2006; 

Lee and Ko, 2014) 

PA14_64570/irlR PA14_64580   

PA14_65880/aruR PA14_65860 
Anticorpos contra a proteína encontrados 
no soro de pacientes com fibrose cistica. 
Participa da via da arginina transaminase. 

(Beckmann et al., 2005; Yang 
and Lu, 2007) 
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Tabela 1: Continuação  

Família (Dominio) Provável 
proteína 
sensora1 

Envolvimento em características 
ligadas à adaptação e virulência 

Referência 
 

OmpR (REC-wHTH)   

PA14_68700/ompR PA14_68680   

PA14_70750/phoB PA14_70760 
Sinalização por baixa concentrações de 
fosfato, controle do QS e swarming 

(Faure et al., 2013; Blus-Kadosh 
et al., 2013; Bielecki et al., 2015) 

NarL (REC-HTH)    

PA14_00430    

PA14_07840/agtR PA14_07820 
Envolvido no reconhecimento de 
peptídeoglicana e controle de virulência 

(Korgaonkar et al., 2013) 

PA14_46360 PA14_46370 
Sinalização inter-espécies. formação de 
biofilme e resistência a antibiótico 

(Ryan et al., 2008) 

PA14_38930/glpR(
EraS-) 

PA14_38970 
Oxidação de etanol, a resistência a 
antibiótico durante o biofilme 

(Mern et al., 2010; Beaudoin et 
al., 2012) 

PA14_38900/exaE(
eraR) 

PA14_38910 
Regula a oxidação de etanol, e relacionado 
a resistência a antibiótico durante o 
biofilme 

(Mern et al., 2010; Beaudoin et 
al., 2012) 

PA14_33920    

PA14_30650/gacA PA14_52260 

Virulência em diversos hospedeiros, 
regulação dependente QS, formação de 
biofilme e resistência a antibióticos, 
swarming, regulação do T3SS/T6SS 

(Reimmann et al., 1997; Rahme 
et al., 2000; Parkins et al., 2001; 
Heeb et al., 2002; Soscia et al., 

2007; Goodman et al., 2009; 
Frangipani et al., 2014) 

PA14_26570  
Resposta a baixa tensão de oxigênio, 
virulência em macrófagos e infecção 
pulmonar 

 este trabalho 

PA14_24710/rocA2 PA14_24720 
Regulação gênica de fímbrias e resistência 
a antibiótico 

(Kulasekara et al., 2004; 
Sivaneson et al., 2011) 

PA14_17670/erdR 
Regula a oxidação de etanol, e relacionado 
a resistência a antibiótico durante o 
biofilme 

(Mern et al., 2010; Beaudoin et 
al., 2012) 

PA14_16350    

PA14_13730/narL PA14_13740 
Percepção de nitrato e respiração em 
hipóxia. Formação de biofilme, swimming e 
swarming 

(Van Alst et al., 2007; Benkert et 
al., 2008) 

PA14_12780/rocA1 PA14_12820 
Citotoxicidade, virulência, fímbrias, TTSS 
formação de biofilme. 

(Kulasekara et al., 2004; Kuchma 
et al., 2005) 

PA14_11120    

PA14_09690/bfiR PA14_09680 Formação e manutenção do biofilme (Petrova and Sauer, 2009) 

PA14_55810/pprB PA14_55780 
Permeabilidade da membrana externa, 
resistência a aminoglicosídeos 

(Wang et al., 2003) 

PA14_59770/rcsB PA14_59780 Controle da expressão da fimbria cupD 
(He et al., 2004; Mikkelsen et al., 

2009; Nicastro et al., 2009; 
Mikkelsen et al., 2013) 

NtrC (REC-AAA-Fis)    

PA14_50180/fleR PA14_50200 Motilidade flagelar e adesão a mucina. 
(Ritchings et al., 1995; Dasgupta 

et al., 2003) 

PA14_46990/aauR PA14_46980   

PA14_60260/pilR PA14_60250 
Expressão de fímbrias do tipo IV, twitching 
e swarming, formação de biofilme 

(Ishimoto and Lory, 1992; Hobbs 
et al., 1993; Goodman et al., 
2004; Overhage et al., 2007; 
Kilmury and Burrows, 2016) 

PA14_62540/cbrB PA14_62530 

Armazenamento de carbono e nitrogênio, 
citotoxicidade, swarming, modulação do 
metabolismo, virulência e resistência a 
antibióticos 

(Gallagher and Manoil, 2001; 
Goodman et al., 2004; Wagner et 

al., 2007; Yeung et al., 2011; 
Yeung et al., 2014) 

PA14_67680/ntrC PA14_67670 
Resposta aos níveis celulares de 
nitrogênio. 

(Li and Lu, 2007) 

PA14_68250/ddcD PA14_68230 
Controle da expressão de transportadores 
de ácidos dicarboxilicos de 4 carbonos 

(Valentini et al., 2011) 
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Tabela 1: Continuação  

Família (Dominio) Provável 
proteína 
sensora1 

Envolvimento em características Referência 
Locus/gene 

NtrC (REC-AAA-Fis)   

PA14_72380/algB PA14_72390 Biossíntese de alginato 
(Wozniak and Ohman, 1991; 
Goldberg and Dahnke, 1992) 

PA14_72720/dctD(
mfiR) 

PA14_72740 Formação de biofilme e metabolismo (Tatke et al., 2015) 

LytR (REC-LytTR)    

PA14_69470/algR PA14_69480 
Virulência, biossíntese de alginato, 
twitching e swarming, formação de 
biofilme, produção de cianeto, T3SS 

(Deretic and Konyecsni, 1989; 
Whitchurch et al., 1996; Lizewski 

et al., 2002; Intile et al., 2014; 
Okkotsu et al., 2014) 

ActR (REC-Fis)    

PA14_58300/roxR PA14_58320 
Tolerância a cianeto, resposta a 
transmigração de neutrófilos, diminuição 
da citotoxicidade em células epiteliais. 

(Comolli and Donohue, 2002; 

Hurley et al., 2010; Fernández‐
Piñar et al., 2012) 

AmiR (REC-ANTAR)    

PA14_41490/nasT PA14_41480   

RssB (REC-PP2C)    

PA14_27940  Resitência a aminoglicosídeos (Krahn et al., 2012) 

REC-PP2C-RsbW    

PA14_20780  Swarming e formação de biofilme 
(Hsu et al., 2008; Bhuwan et al., 

2012) 

CheB (REC-CheB)    

PA14_02180/cheB2 PA14_02250 
Diminuição da virulência em modelo de C. 
elegans 

(Garvis et al., 2009) 

PA14_05400/chpB Montagem de fímbrias tipo IV (Whitchurch et al., 2004) 

PA14_45580 PA14_45590   

PA14_16480/wspF 
Virulência em Drosophila e camundongos 
Regulação dos níveis de c-di-GMP e 
biofilme 

(Kim et al., 2008) 

WspR (REC-GGDEF)    

PA14_57140 PA14_57170 
Regulação dos níveis de c-di-GMP e 
biofilme, auto-agregação. 

(D’Argenio et al., 2002; 
Kulasekara et al., 2004; Hickman 

et al., 2005; Kulasakara et al., 
2006) 

PA14_16500/wspR Biofilme, autoagregação e c-di-GMP. 
(D’Argenio et al., 2002; Hickman 

et al., 2005; Kulasakara et al., 
2006; Borlee et al., 2010) 

PA14_64050    

PA14_20820    

PA14_40570     

FimX (REC-GGDEF-
EAL) 

   

PA14_65540/fimX Twitching, citotoxicidade  
(Kulasekara et al., 2004; Kuchma 

et al., 2005) 
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Tabela 1: Cotinuação  

Família (Dominio)  Provável 
proteína 
sensora1 

Envolvimento em características Referência 

Locus/gene ligadas à adaptação e virulência  

PvrR  (REC-EAL)    

PA14_12810/rocR PA14_12820 
Citotoxicidade, virulência, fímbrias, T3SS, 
biofilme. 

(McLaughlin et al., 2012) 

PA14_59790/pvrR PA14_59800 

Variação fenotípica, resistência a 
antibiótico, formação de biofilme. Controle 
da expressão de genes da fímbria CupD. 
 

(Drenkard and Ausubel, 2002; He 
et al., 2004; Mikkelsen et al., 
2009; Nicastro et al., 2009; 

Mikkelsen et al., 2013) 

RpfG (REC-HD-GYP)    

PA14_30830 PA14_30840 
Motilidade, virulência e resistência a 
antibióticos. virulência em G. mellonella 

(Ryan et al., 2009; McLaughlin et 
al., 2012) 

PA14_63210 PA14_63160 virulência em G.mellonella (Ryan et al., 2009) 

CheV (CheW-REC)    

PA14_20750     

REC-HDOD    

PA14_03470     

REC-HisK    

PA14_30840 PA14_30700   

Outros    

PA14_70790     

1  Baseado na proximidade dos genes no cromossomo ou evidências experimentais, quando 
disponíveis. 

 

Os sistemas de dois componentes são caracterizados por responder a um 

estímulo específico ou a uma faixa estreita de estímulos (por exemplo, uma pequena 

variação de pH). Essa especificidade permite uma resposta precisa e apropriada, 

sendo que crosstalks entre diferentes sistemas seriam considerados raros (Laub and 

Goulian, 2007; Capra et al., 2012). Entretanto, com os avanços recentes nesse tema, 

redes de regulação envolvendo múltiplas histidinas quinases que agem em conjunto 

e orquestram respostas complexas em P. aeruginosa estão sendo caracterizadas. 

Essas redes agem em conjunto, sentindo e integrando diversos estímulos e criando 

uma resposta elegante, com ajustes extremamente precisos. 

Uma dessas redes de regulação ampliadas envolve o sistema de dois 

componentes GacS-GacA, classicamente envolvido na virulência em diversos 

hospedeiros (Rahme et al., 2000), como planta (Arabidopsis thaliana), nematódeo 
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(Caenorhabditis elegans), insetos (Drosophola melanogaster, Galleria mellonela, 

Bombyx mori) e modelos de infecção aguda em camundongos (Rahme et al., 1997; 

Mahajan-Miklos et al., 1999; M W Tan et al., 1999; Jander et al., 2000; Brinkman et 

al., 2001; Chieda et al., 2005).  

Nessa rede de regulação, diversas histidina quinases agem em conjunto para 

detectar e integrar diferentes sinais, para que exista um ajuste preciso e uma decisão 

equilibrada seja tomada, frequentemente associada à mudança entre a infecção 

aguda e crônica. A histidina quinase central dessa rede, GacS, regula a fosforilação 

do RR GacA (Figura 3). Uma vez fosforilado, GacA torna-se ativo e regula 

positivamente a transcrição de dois sRNAs, RsmZ e RsmY. Esses sRNAs atuam em 

paralelo e de forma aparentemente redundante para antagonizar as proteínas 

ligadoras de RNA RsmA e RsmN (Morris et al., 2013). RsmA e RsmN são capazes de 

ligar-se a diversos mRNAs, promovendo a degradação de transcritos alvo envolvidos 

na cronicidade da infecção (por exemplo, genes envolvidos na formação do biofilme, 

sistema de secreção do tipo 6 (T6SS), e produtos extracelulares como cianeto e 

piocianina), e, ao mesmo tempo, essas proteínas promovem a virulência aguda 

(relacionada ao sistema de secreção do tipo 3 (T3SS) e motilidade) (Reimmann et al., 

1997; Parkins et al., 2001; Pessi et al., 2001; Valverde et al., 2003; Heurlier et al., 

2004; Burrowes et al., 2006; Mulcahy et al., 2008; Brencic and Lory, 2009; Morris et 

al., 2013; Moscoso et al., 2014). 
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Figura 3: A rede de sinalização Gac. A rede inclui os ramos HptB e SagS/BfiS. A principal resposta 

da via GacS é a expressão dos pequenos RNAs RsmY e RsmZ, que sequestram o regulador pós-
transcricional RsmA e RsmZ. Uma vez que RsmA/Z são sequestrados, genes de virulência associados 
a infecção crônica são regulados positivamente e genes associados a infecção aguda regulados 
negativamente. Os ramos HptB e SagS/BfiS da rede também regulam os níveis de RsmY/Z. O papel 
de HsbA difere dependendo do seu estado de fosforilação (seta azul) ou desfosforilado (seta vermelha). 
Duas diguanilatos ciclases são controladas por esse sistema, HsbD e SadC. Os círculos indicam as 
histidinas quinases, em azul os RRs, em roxo a proteína HptB e em cinza as outras proteínas do sistena. 
As setas indicam as interações que ativam o sistema, as setas interrompidas indicam interações 
inibitórias, e as setas com um círculo no final demonstram interações que ativam ou inibem dependendo 
da condição. (Retirado de Francis et al., 2017) 
 

GacS é uma histina quinase complexa, que faz interações diretas com três 

diferentes histidina quinases, RetS, LadS e PA1611 (PA14_43670, em PA14, Tabela 

1). RetS é capaz de bloquear o sistema Gac, enquanto LadS o ativa (Goodman et al., 

2004; Laskowski et al., 2004; Ventre et al., 2006; Laskowski and Kazmierczak, 2006). 

RetS regula negativamente a via por impedir a autofosforilação de GacS (Goodman 

et al., 2009), enquanto LadS regula positivamente a sinalização via GacS através de 

um mecanismo de fosforelê com o grupo fosforila sendo transferido do domínio REC 

de LadS para o domínio Hpt de GacS  (Chambonnier et al., 2016). PA1611 não 
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interage diretamente com GacS, mas é capaz de interagir com RetS. A interação 

PA1611-RetS impede que RetS tenha um efeito inibitório sobre GacS, e, 

consequentemente, induz a ativação da rede (Kong et al., 2013; Bhagirath et al., 

2017). Curiosamente, os sinais ambientais que ativam essa rede de regulação ainda 

não estão propriamente esclarecidos. GacS é regulada por moléculas produzidas em 

alta densidade celular, enquanto RetS é controlado por moléculas produzidas por 

células que sofreram lise, embora a identidade dessas moléculas não seja conhecida 

até o presente momento (Heeb et al., 2002; LeRoux et al., 2015). Recentemente, foi 

demonstrado que LadS é ativada por cálcio e regula positivamente fenótipos 

relacionados à cronicidade (Broder et al., 2016). 

Um ramo dessa rede de regulação envolve a proteína intermediária HptB, que 

é capaz de interagir com RetS, PA1611 e com mais duas histidinas quinases, SagS e 

ErcS’ (Lin et al., 2006; Hsu et al., 2008). Consequentemente, HptB forma um sistema 

de fosforelê integrando RetS, PA1611, SagS e ErcS’ com HsbR (PA3346, em PAO1, 

PA14_20780 em PA14). HsbR possui o domínio REC,  o domínio PP2C (fosfatase 

2C) e um domínio de serina/treonina quinase na sua extremidade C-terminal (Hsu et 

al., 2008; Bhuwan et al., 2012). HsbR, uma vez fosforilada, age como uma fosfatase, 

desfosforilando o fator anti-anti sigma HsbA (PA3347 em PAO1, PA14_20770 em 

PA14).  HsbA desfosforilado sequestra o fator anti-sigma FlgM e essa interação libera 

o fator sigma FliA do complexo com FliA/FlgM). FliA ativa a expressão de genes do 

flagelo, promovendo as motilidades do tipo swimming e swarming, importantes no 

estabelecimento inicial da infecção (Bhuwan et al., 2012). 

Caso o RR HsbR apresente-se desfosforilado pela inativação de HptB, ele 

apresenta baixa atividade de fosfatase e maior atividade de serina/treonina quinase. 

Nesse estado desfosforilado, HsbR fosforila HsbA, prevenindo que HsbA interaja e 
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sequestre FlgM. FlgM se mantém em complexo com FliA, diminuindo a expressão dos 

genes de flagelo. Acredita-se que HsbA fosforilado seja capaz de interagir e ativar a 

diguanilato ciclase HsbD, promovendo o aumento de c-di-GMP e do pequeno RNA 

RsmY, que favorecem a formação de biofilme e a infecção crônica (Bordi et al., 2010; 

Valentini et al., 2016). O mecanismo pelo qual HsbD modula os níveis de RsmY ainda 

é desconhecido, porém o aumento desse sRNA no mutante em hptB depende da 

sinalização via GacS/GacA (Bordi et al., 2010; Jean-Pierre et al., 2016). 

Além desse complexo ramo do HptB, outro ramo da rede Gac envolve as 

histidinas quinases SagS e BfiS. SagS regula a expressão de RsmY e RsmZ de 

maneiras distintas: enquanto a regulação de RsmY  é  dependente de HptB (Bordi et 

al., 2010; Petrova and Sauer, 2011), RsmZ é regulado por SagS pela interação desta 

com BfiS. O RR cognato de BfiS, BfiR, ativa a expressão da RNase G CafA. CafA 

reduz os níveis de RsmZ (Petrova and Sauer, 2010). Portanto, o ramo da rede 

SagS/BfiS regula os níveis de RsmZ pós transcricionalmente, via CafA, sendo que  os 

níveis de RsmY/RsmZ são regulados em sua maior parte pela rede GacS em nível 

transcricional (Ventre et al., 2006; Goodman et al., 2009). 

Essa rede de regulação regula a produção e a resposta a c-di-GMP de duas 

formas. A primeira é o controle da taxa de tradução de SadC, pela ligação de RsmA a 

seu mRNA (Moscoso et al., 2014); a segunda é pelo o ramo de HptB, que regula a 

atividade de ciclase de HsbD (Valentini et al., 2016). Curiosamente, a rede Gac 

responde também aos níveis intracelulares de c-di-GMP. A superexpressão de uma 

diguanilato ciclase pode induzir o aumento dos níveis de c-di-GMP, induzindo a 

transição do estado de infecção aguda (expressão do T3SS) para crônica, 

caracterizado pela expressão do T6SS, sendo essa transição dependente de RsmY/Z 

(Moscoso et al., 2011; Frangipani et al., 2014). Há uma especulação de que os níveis 
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de c-di-GMP são capazes de ativar a rede de regulação Gac, promovendo a formação 

do biofilme e um estado crônico de infecção. Corroborando essa ideia, recentemente 

foi demonstrado que HapZ, uma proteína que apresenta um domínio PilZ que se liga 

a c-di-GMP interagindo com SagS e inibindo a transferência da fosforila para HptB (Xu 

et al., 2016). 

Essa rede de regulação demonstra a complexidade da outrora chamada de 

sistema de dois componentes. Esses sistemas estão sendo cada vez melhor 

caracterizados, sendo capazes de interagir direta ou indiretamente e permitindo um 

ajuste preciso para a maior eficiência possível de resposta frente a um estímulo ou 

conjunto de estímulos, uma vez que a adaptação ao ambiente envolve mudanças 

drásticas em diversos fatores, muitas vezes simultaneamente.  

 A rede Gac, que envolve pelo menos sete HKs e três RRs, ainda apresenta 

pontos que necessitam ser melhor esclarecidos, apesar do grande número de estudos 

que desvendaram seus alvos e conexões. Entretanto, apenas uma fração das 

proteínas de “sistemas de dois componentes” foi caracterizada até o momento em P. 

aeruginosa. Dessa maneira, este trabalho pretendeu ampliar o conhecimento sobre 

os reguladores de resposta desta bactéria, pela análise de sua contribuição na 

virulência em modelos de infecção distintos. A partir dos resultados obtidos, um dos 

RR que apresentou relevância em modelos de infecção in vitro e in vivo de mamíferos 

e que pertence a uma família pouco estudada foi escolhido para ter sua função 

caracterizada.  
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2. Objetivos 

Este trabalho teve como objeto principal identificar e caracterizar novos reguladores 

de resposta (RR) envolvidos na virulência de Pseudomonas aeruginosa. 

 Objetos específicos: 

 - Triar os RR envolvidos na virulência de P. aeruginosa utilizando mutantes 

por transposon e mutantes apolares nos modelos de macrófago e de Drosophila. 

 -Caracterizar o RR atípico AtvR quanto a seu envolvimento na virulência, seu 

regulon e seu papel na fisiologia de P. aeruginosa.  
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3. Materiais e Métodos 

3.1. Linhagens, plasmídeos e condições de cultivo 

As linhagens e plasmídeos utilizados estão listados na Tabela 2. Culturas de 

E. coli e P. aeruginosa foram cultivadas rotineiramente em meio LB a 37ºC acrescido 

de antibióticos, quando necessários, nas seguintes concentrações: ampicilina 100 

g/mL, carbenicilina 350 g/mL, canamicina 50 g/mL (E. coli) e 250 g/mL (P. 

aeruginosa), acido nalidixico 20 g/mL, gentamicina 50 g/mL (P. aeruginosa) com e 

sem a adição de 0,2% de arabinose, quando necessário e gentamicina 10 g/mL (E. 

coli). 

3.2. Técnicas básicas de Biologia Molecular. 

Isolamento de DNA plasmidial, digestão, reações de polimerase em cadeia 

(PCR), ligações, transformações e outras técnicas básicas de biologia molecular 

foram realizadas de acordo com metodologia padrão, descritas em manuais de 

referência (Sambrook, J, Fritsch, E. F., Maniatis, 1990; Ausubel et al., 2001). DNA 

genômico de P. aeruginosa foi isolado pela técnica de Chen e Kuo (Chen and Kuo, 

1993) . 
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Tabela 2. Linhagens e plasmídeos.  

Linhagens Descrição Referência 

P. aeruginosa   

PA14 Linhagem selvagem P. aeruginosa UCBPP-PA14 
(Rahme et 

al., 1995) 

PA14/pJN105 PA14 carregando o plasmídeo pJN105 
Este 

trabalho 

PA14/pAtvR PA14 carregando o plasmídeo pAtvR 
Este 

trabalho 

ΔatvR PA14 com deleção in atvR 
Este 

trabalho 

ΔatvR/pJN105 ΔatvR carregando o plasmídeo pJN105 
Este 

trabalho 

ΔatvR /pAtvR ΔatvR carregando o plasmídeo pAtvR 
Este 

trabalho 

Δanr PA14 com deleção em anr 
Este 

trabalho 

Δanr/pJN105 Δanr carregando o plasmídeo pJN105 
Este 

trabalho 

Δanr /pAtvR Δanr carregando o plasmídeo pAtvR 
Este 

trabalho 

Δdnr PA14 com deleção em dnr 
Este 

trabalho 

Δdnr/pJN105 Δdnr carregando o plasmídeo pJN105 
Este 

trabalho 

Δdnr /pAtvR Δdnr carregando o plasmídeo pAtvR 
Este 

trabalho 

ΔnarXL PA14 com deleção em narXL 
Este 

trabalho 

ΔnarXL/pJN105 ΔnarXL carregando o plasmídeo pJN105 
Este 

trabalho 

ΔnarXL /pAtvR ΔnarXL carregando o plasmídeo pAtvR 
Este 

trabalho 

ΔPA14_02180 PA14 com deleção em PA14_02180 
Este 

trabalho 
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Tabela 2: continuação  

Linhagens Descrição Referência 

ΔPA14_03470 PA14 com deleção em PA14_03470 
Este 

trabalho 

ΔPA14_30840 PA14 com deleção em PA14_30840 
Este 

trabalho 

ΔPA14_33920 PA14 com deleção em ΔPA14_33920 
Este 

trabalho 

ΔPA14_45620 PA14 com deleção em ΔPA14_45620 
Este 

trabalho 

ΔPA14_46360 PA14 com deleção em ΔPA14_46360 
Este 

trabalho 

ΔPA14_46990 PA14 com deleção em ΔPA14_46990 
Este 

trabalho 

ΔPA14_64570 PA14 com deleção em ΔPA14_64570 
Este 

trabalho 

ΔPA14_70790 PA14 com deleção em ΔPA14_70790 
Este 

trabalho 

ΔPA14_00430 PA14 com deleção em ΔPA14_00430 
Este 

trabalho 

ΔPA14_02260 PA14 com deleção em ΔPA14_02260 
Este 

trabalho 

ΔPA14_05320 PA14 com deleção em ΔPA14_05320 
Este 

trabalho 

ΔPA14_60260 PA14 com deleção em ΔPA14_60260 
Este 

trabalho 

ΔPA14_29730 PA14 com deleção em ΔPA14_29730 
 Este 

trabalho 

Mutantes 
transposon 

  

PA14_02260 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_02260 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 28135) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_05320 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_05320 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 26986) 

(Liberati et 

al., 2006) 
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Tabela 2: Continuação  

Linhagens Descrição Referência 

PA14_05330 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_05330 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 45311) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_27940 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_27940 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 41119) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_20780 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_20780 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 31270) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_45580 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_45580 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 35248) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_16480 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_16480 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 29257) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_57140 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_57140 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 30693) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_16500 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_16500 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 28622) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_64050 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_64050 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 54304) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_20820 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_20820 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 48657) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_40570 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_40570 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 41347) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_12810 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_12810 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 46879) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_30830 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_30830 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 53749) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_63210 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_63210 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 55086) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_20750 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_20750 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 26645) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_70790 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_70790 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 39353) 

(Liberati et 

al., 2006) 
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Tabela 2: Continuação  

Linhagens Descrição Referência 

PA14_06060 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_06060 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 40341) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_54510 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_54510 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 26688) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_49440 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_49440 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 26191) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_49180 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_49180 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 40573) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_45880 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_45880 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 36012) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_41260 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_41260 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 55775) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_32580 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_32580 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 35120) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_31960 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_31960 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 33016) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_27810 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_27810 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 36496) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_24350 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_24350 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 27325) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_22940 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_22940 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 34039) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_11680 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_11680 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 25820) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_56950 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_56950 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 26077) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_63150 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_63150 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 37305) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_65880 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_65880 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 42076) 

(Liberati et 

al., 2006) 

   

   

   

   

   



34 
 

Tabela 2: Continuação  

Linhagens Descrição Referência 

PA14_70750 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_70750 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 48234) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_00430 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_00430 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 48432) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_07840 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_07840 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 30220) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_38900 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_38900 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 38131) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_30650 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_30650 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 54630) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_26570 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_26570 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 37636) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_24710 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_24710 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 26984) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_17670 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_17670 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 44732) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_16350 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_16350 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 33295) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_12780 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_12780 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 47341) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_11120 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_11120 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 39369) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_09690 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_09690 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 28988) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_55810 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_55810 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 38855) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_50180 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_50180 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 29423) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_60260 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_60260 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 37300) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_62540 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_62540 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 44074) 

(Liberati et 

al., 2006) 
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Tabela 2: Continuação  

Linhagens Descrição Referência 

PA14_67680 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_67680 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 30309) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_68250 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_68250 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 56053) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_72380 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_72380 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 24111) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_72720 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_72720 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 43245) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_69470 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_69470 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 46667) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_58300 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_58300 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 40945) 

(Liberati et 

al., 2006) 

PA14_41490 

Mutante por inserção do transposon mariner na região codificadora de 

PA14_41490 proveniente da biblioteca PA14NR; GmR (ID: 43147) 

(Liberati et 

al., 2006) 

E. coli   

DH5α supE44 lacU169 (80 lacZM15) hsdR17 recA1 endA11 gyrA96 thi-1 relA1 Invitrogen 

S17-1 Pro thi recA hsdR (r 
- m+) Tpr Smr Kms [∧ RP4-2-Tc::Um-Km::Tn7] 

(Simon et 

al., 1983) 

Macrófago   

J774.A1 Monocyte/Macrophage cell line 
(Snyderman 

et al., 1977) 

Plasmídeo  Descrição Referência 

pGEM-T easy Cloning vector; Apr Promega 

pNPTS138 Replicon ColE1,oriT, npt(Kmr), sacB 
(Tsai and 

Alley, 2000) 

pEX18Ap ApR; oriT+sacB+, gene replacement vector with MCS from pUC18 
(Hoang et 

al., 1998) 

pJN105 araC-pBAD cloned in pBBR1 MCS-5; GmR 

(Newman 

and Fuqua, 

1999) 
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Tabela 2: Continuação  

Plasmídeo  Descrição Referência 

pAtvR atvR coding region cloned in pJN105 
Este 

trabalho 

pGHK101 873 bp upstream of atvR coding region cloned in pGEM-T Easy 
Este 

trabalho 

pGHK002 793 bp downstream of atvR coding region cloned in pGEM-T Easy 
Este 

trabalho 

pGHK003 
873 bp upstream and 793 downstream of atvR coding region cloned in 

pNPTS138 

Este 

trabalho 

pGHK006 
1000 bp upstream and 1000 downstream of anr coding region cloned in 

pEX18Ap 

Este 

trabalho 

 

Tabela 3. Oligonucleotídeos utilizados neste trabalho 

Iniciadores de DNA Sequência Uso 

Del_atvR_1 AAGCTTCCAGCGCTACAGCGAGAT 
Deleção de atvR 

Del_atvR_2 CTCGAGCGAACTCATTGCGCCTCT 

Del_atvR_3 CTCGAGTGACCGGGTTCGAAACAT 
Deleção de atvR 

Del_atvR_4  GAATTCACTGGGTGCTGAGCTTGC 

Del_Anr 1 cctgcaggtcgactctagagGCCACTTTGAACTGGCCT 
Deleção de anr 

Del_Anr 2 aggcgcttcaCATTGAGGGGTCCTTGCTAG 

Del_Anr 3 cccctcaatgTGAAGCGCCTGCGAACCG 
Deleção de anr 

Del_Anr 4 attcgagctcggtacccgggTCATGAACTGGGTCATGAAGGG   

Del_Dnr 1 cctgcaggtcgactctagagCGCGAGGCGATGCGCGTA 
Deleção de  dnr 

Del_Dnr 2 gggctgttcaCATGCTGGGAAGGCTCGC 

Del_Dnr 3 tcccagcatgTGAACAGCCCCGCCGCTTG 
Deleção de dnr 

Del_Dnr 4 attcgagctcggtacccgggGTCGCCAACGCCTGCGCC 

Del_narXL 1 cctgcaggtcgactctagagAGTGGTCGCTGAACCAGC 
Deleção de narXL 

Del_narXL 2 gcgcggcttaCATGTGAAAAGCCTTTTAAAACAGTG 

Del_narXL 3 ttttcacatgTAAGCCGCGCGCGGGCTTG 
Deleção de narXL 

Del_narXL 4 attcgagctcggtacccgggGCAGGGCGTTCGGCGCCC 
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Tabela 3: Continuação  

Iniciadores de DNA Sequência Uso 

PilG_1-2_fwd          cctgcaggtcgactctagagCTCAGCGGCTGGGCCACG           
Deleção de pilG 

PilG_1-2_rev          ccggatatcaCATGTTCGCCCTATATCGACTCGGTG           

PilG_3-4_fwd          ggcgaacatgTGATATCCGGCCGCATGG           
Deleção de pilG 

PilG_3-4_rev          attcgagctcggtacccgggTTTATACGGCGACGTCGAG           

PilR_1-2_fwd          cctgcaggtcgactctagagAGCGCATGCGCACCGGCA           
Deleção de pilR 

PilR_1-2_rev          ttcactttcaCATGCGTGCGGCTTCCGTC           

pilR_3-4_fwd          cgcacgcatgTGAAAGTGAAAAGGCCTGTCC           
Deleção de pilR 

pilR_3-4_rev          attcgagctcggtacccgggCGTCTCGCCGCTCTATCC           

02180-1_2_fwd cctgcaggtcgactctagagTCGACTGCGCCCGCCTGG 
Deleção de PA14_02180 

02180-1_2_rev atcccgctcaCATGGCGGGCTCTCCCGG 

02180-3_4_fwd gcccgccatgTGAGCGGGATCCTGGCCG 
Deleção de PA14_02180 

02180-3_4_rev attcgagctcggtacccgggGGCTGGTCGAGCAGGTCG 

03470-1_2_fwd cctgcaggtcgactctagagGGACATCGCCGCGATCATC 
Deleção de PA14_03470 

03470-1_2_rev ggacggctcaCATGGCGTTCCTCTTCGAAC 

03470-3_4_fwd gaacgccatgTGAGCCGTCCTCGCCGGG 
Deleção de PA14_03470 

03470-3_4_rev attcgagctcggtacccgggGGGTGATGCTCGACCCCG 

30840-1_2_fwd cctgcaggtcgactctagagGTCCGGATAGCCGCTGCC 
Deleção de PA14_30840 

30840-1_2_rev gcaacagttaCATGCCCCTCGTCCAGGC 

30840-3_4_fwd gaggggcatgTAACTGTTGCGCCGCTTAAG 
Deleção de PA14_30840 

30840-3_4_rev attcgagctcggtacccgggAGCCGACGTTGACCGAAC 

33920-1_2_fwd cctgcaggtcgactctagagTTCCATGCCGCGGAAGGC 
Deleção de PA14_33920 

33920-1_2_rev aacctgcctaCATTGTCGTCCCGTCCTTGG 

33920-3_4_fwd gacgacaatgTAGGCAGGTTCCACGCGG 
Deleção de PA14_33920 

33920-3_4_rev attcgagctcggtacccgggTCGCTGTCGGTCGCATAG 

36920_1-2_fwd cctgcaggtcgactctagagCCAGGAGAATGTCTTCCTCG 
Deleção de PA14_36920 

36920_1-2_rev tcggtggtcaCATCGTGCAGATTGCCCG 

36920_3-4_fwd ctgcacgatgTGACCACCGAGGAGCCCG 
Deleção de PA14_36920 

36920_3-4_rev attcgagctcggtacccgggTCCTCGCCTTCGTGGTACG 
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Tabela 3: Continuação  

Iniciadores de DNA Sequência Uso 

45620_1_2_fwd cctgcaggtcgactctagagGCGAGCCGTATACGAGGC 
Deleção de PA14_45620 

45620_1_2_rev gccggcttcaCATGTTCTTGTCCAAGTAAACCTCC 

45620_3_4_fwd caagaacatgTGAAGCCGGCCAAGAGGG 
Deleção de PA14_45620 

45620_3_4_rev attcgagctcggtacccgggTCCCAGAGACGTGTTACTCGAAAG 

46360-1_2_fwd cctgcaggtcgactctagagCCACAGGCGGCAAGGGCG 
Deleção de PA14_46360 

46360-1_2_rev catggtgctaCATTCTTGTAGTCTCCAGGAGTCGCAGTTTC 

46360-3_4_fwd tacaagaatgTAGCACCATGGGCACGCC 
Deleção de PA14_46360 

46360-3_4_rev attcgagctcggtacccgggCGGCGATCCTCGACCACC 

64570-1_2_fwd cctgcaggtcgactctagagGGCGGCGAGATGCCAGGC 
Deleção de PA14_64570 

64570-1_2_rev ggcgctcctcCATGTCTCGTTCCCCCTCGTTCG 

64570-3_4_fwd acgagacatgGAGGAGCGCCCGTGCCCG 
Deleção de PA14_64570 

64570-3_4_rev attcgagctcggtacccgggACGTTCCTCGGCCAGCCC 

46990-1_2_fwd cctgcaggtcgactctagagAGACCTGCGCCGCGACGC 
Deleção de PA14_46990 

46990-1_2_rev ctccggcctaCAAGACATGCGGATCGTCTTCGACGATCAG 

46990-3_4_fwd gcatgtcttgTAGGCCGGAGCGCCCTCTTC 
Deleção de PA14_46990 

46990-3_4_rev attcgagctcggtacccgggACCGCGCCCTGCAGGGTG 

70790-1_2_fwd cctgcaggtcgactctagagGTTCACCAACCCGGCGAAG 
Deleção de PA14_70790 

70790-1_2_rev aaaccgctcaCATCGACTTCTCCTGGACAG 

70790-3_4_fwd gaagtcgatgTGAGCGGTTTTTTTCCCGAC 
Deleção de PA14_70790 

70790-3_4_rev attcgagctcggtacccgggATGGCGAAGTTCGGCAGG 

00430-1_2_fwd cctgcaggtcgactctagagTCGAAAGCATGAGCCGCC 
Deleção de PA14_00430 

00430-1_2_rev gggatcctcaCATGCGAACCTTCTTTGAATGC 

00430-3_4_fwd ggttcgcatgTGAGGATCCCATGCGAAC 
Deleção de PA14_00430 

00430-3_4_rev attcgagctcggtacccgggGATTCCGGCGGTGCTCAG 

pEX18AP_rev CTCTAGAGTCGACCTGCAGGC Plasmid amplification for SLIC 
cloning pEX18AP_fwd CCCGGGTACCGAGCTCGAAT 

LEFT_pJN105_AtvR GAATTCAGAGGCGCAATGAGTTCG atvR coding region, for pJN105 
cloning RIGHT_pJN105_AtvR AAGCTTCTGGCGGTCGAGATGTTT 
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Tabela 3: Continuação  

Iniciadores de DNA Sequência Uso 

qRT_narK2_left CTTCAAGCGCAAGCACAA  
narK2 qRT-PCR qRT_narK2_right GGGGAACTGGGTCTTGCT 

qRT_narG_left AACGATGACCTCGGCAAG  
narG qRT-PCR qRT_narG_right GGTGGTGACCAGGTCGAG 

qRT_narH_left AGTCGCCGGTGTACAAGC  
narH qRT-PCR qRT_narH_right GGTGGCACGTACCAGACC 

qRT_nirC_left CTGACGTTCGCCTGTCCT  
nirC qRT-PCR qRT_nirC_right TCCTGCAACAGCAGGTGA 

qRT_nirS_left GTTGCCGTGATCGACTCC  
nirS qRT-PCR qRT_nirS_right GCCGTACTTGGGATGCAC 

qRT_nirQ_left AACCCCGGCTACCAGAAC 
nirQ qRT-PCR 

qRT_nirQ_right GGGTAGTCGAAGCGCAAC 

qRT_phzS_left ACCATGATCGTCGCCAAC  
phzS qRT-PCR qRT_phzS_right CCATGCACACCCAGTTCA 

qRT_phzM_left CAAGAGGTGCCGTCCAAC  
phzM qRT-PCR qRT_phzM_right ATTGCCGAGCAACCTCAG 

qRT_hcnA_left GGGCAGACATGACCATCC  
hcnA qRT-PCR qRT_hcnA_right GGCATTGAGCACGTTGAG 

qRT_katA_left TGTTGCTGCAGGACGTGT  
katA qRT-PCR qRT_katA_right CGGTGAAGGTGCCATAGG 

qRT_anr_left CAGATCACCGGCTTCCAC  
anr qRT-PCR qRT_anr_right ATCTCGCAGACCGAGGTG 

qRT_dnr_left GGCGCACGCCTTCTACTA  
dnr qRT-PCR qRT_dnr_right AGTTCGGGGTGTCCATGA 

qRT_narL_left CGGCTACCTGCTCAAGGA  
narL qRT-PCR qRT_narL_right GCGAGGATCTGGGTCAAC 

qRT_atvR_left CCCGCAAATGAAGGTGAT  
atvR qRT-PCR qRT_atvR_right GCTGCGCTTGCTGATGTA 

1Os sítios de restrição inseridos nos produtos de PCR estão destacados em negrito. 
2A sequencia do vetor para o SLIC está em letra minúscula. 
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3.3. Construção dos mutantes não polares  

A fim de se evitar efeitos polares nos genes adjacentes aos genes de interesse, 

foram construídos mutantes nos reguladores de respostas que não estavam 

disponíveis na biblioteca de transposon. 

Para construir tais mutantes, primers flanqueando a região a montante e a 

jusante da região codificadora dos genes de interesse foram desenhados (Tabela 3). 

Para o mutante em atvR, os amplicons foram clonados no plasmídeo pNPTS138 entre 

os sítios EcoRI e HindIII para gerar o pNPTS138atvR. Para os demais mutantes de 

deleção construídos neste trabalho, as regiões flanqueando a montante e a jusante 

da região codificante foram amplificadas com os primers listados na Tabela 3. Os 

amplicons foram então clonados no pEX18Ap utilizando uma clonagem independente 

de ligação e sequenciamento (Jeong et al., 2012). As construções resultantes foram 

utilizadas para introduzir a deleção no gene de interesse no genoma da linhagem 

selvagem por recombinação homóloga, gerando os mutantes simples apresentados 

na Tabela 2. Para a construção dos duplos mutantes (atvR/anr, atvR/dnr) e o 

triplo mutante (atvR/narXL) foi utilizado a linhagem atvR como base. Os mutantes 

foram construídos via recombinação homologa como já descrito anteriormente (Hmelo 

et al., 2015). Todos os mutantes foram confirmados por PCR. 

Para a construção do plasmídeo superexpressando atvR, a região codificadora 

de atvR foi amplificada e clonada no vetor pGEM-T e o plasmídeo resultante foi 

digerido nos sítios EcoRI e SpeI. Este fragmento foi purificado e clonado no plasmídeo 

pJN105 gerando o pAtvR. Os plasmídeos pAtvR ou pJN105 foram introduzidos nas 

linhagens PA14, e nos mutantes das via de desnitrificação, como detalhado em 

resultados.  
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3.4. Ensaios de infecção in vitro 

3.4.1. Cultura dos macrófagos  

A linhagem celular de macrófagos murinos J774 foi mantida em meio R-10 (RPMI 

1640 suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB), 2 mM L-glutamina, 40 µg/mL 

gentamicina) a 37ºC em 5% CO2. Os macrófagos foram contados em câmara de 

Neubauer, utilizando solução de azul de tripan para excluir as células mortas. Os 

macrófagos foram plaqueados na concentração desejada em meio R-10 sem antibiótico 

eacrescido de 10 ng/mL IFN- e mantidos a 37ºC em 5% CO2. 

3.4.2. Ensaios de clearance bacteriano 

A linhagem selvagem PA14 e os mutantes por transposon ou de deleção foram 

cultivados em meio LB até uma DO600nm = 2. Essas culturas foram diluídas em meio R-

10 sem antibiótico, obtendo-se uma concentração de aproximadamente 5 x 106 

bactérias/mL.  O número de unidades formadoras de colônias (CFU) foi confirmado via 

diluição em série e inóculo em placas LB-ágar, sendo as colônias contadas após 16-

18h a 37oC. Os macrófagos, previamente semeados em placas de 96 poços a uma 

concentração de 1 x 105 macrófagos/poço, foram infectados a uma multiplicidade de 

infecção (MOI) de 10. Após a infecção, amostras do sobrenadante contendo as 

bactérias foram coletadas em tempos determinados e o número de CFU foi 

determinado como descrito acima. Quando indicado, os resultados referem-se a 

porcentagem de CFU/mL recuperado pelos macrófagos infectados com a linhagem 

mutante em comparação aos macrófagos infectados com a linhagem selvagem, 

considerado como 100%. 

Alternativamente para os ensaios de fagocitose e evasão, os macrófagos 

previamente semeados foram tratados ou não com o inibidor da NADPH oxidase 
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diphenyleneiodonium (DPI) por quatro horas. As bactérias foram adicionadas a uma 

MOI de 10, e, após uma hora de infecção, o sobrenadante foi removido e meio R-10 

contendo 200 g de gentamicina foi adicionado à cultura mista, para eliminar as 

bactérias presentes no meio extracelular. Após 30 minutos de incubação com 

gentamicina, as células foram lavadas com PBS e meio R-10 sem antibiótico foi 

adicionado. Este ponto foi definido como tempo zero. Após os tempos indicados nos 

resultados, o sobrenadante foi coletado e diluído seriadamente, as bactérias foram 

plaqueadas e o numero de CFU, correspondente às bactérias no sobrenadante, foi 

determinada. Para determinar a quantidade de bactérias intracelulares, os macrófagos 

foram lavados com PBS e lisados com PBS contendo 0,1% de Triton X-100; os lisados 

foram diluídos seriadamente e plaqueados, e o número de CFU determinado. 

3.4.3. Ensaios de citotoxicidade 

 Para verificar a citotoxicidade da linhagem selvagem e dos mutantes frente à 

cultura de macrófagos, ou seja, a capacidade das bactérias de lisarem os macrófagos, 

foi realizado o mesmo protocolo de infecção descrito no item acima. Após o período de 

infecção, a placa foi centrifugada a 200 g por 5 min e o sobrenadante foi recolhido. A 

citotoxicidade foi verificada pela atividade da lactato desidrogenase (LDH) liberada 

pelos macrófagos no sobrenadante, utilizando-se o kit Cytotox 96 Nonradioactive 

cytotoxicity Assay (Promega), de acordo com as recomendações do fabricante.  

3.4.4. Avaliação da secreção de TNF-

Para a quantificação de TNF- foi utilizado o mesmo método de infecção 

referido no item 3.4.2, com algumas modificações. Foram plaqueados 5 x 105 

macrófagos/poço, em placas de 24 poços. Após 3 horas de infecção, o sobrenadante 
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foi recolhido e o TNF-quantificado via ELISA (R&D systems), de acordo com as 

recomendações do fabricante. 

3.5. Ensaios de infecção in vivo 

3.5.1. Animais 

 Camundongos fêmeas da linhagem BALB/c com 8-12 semanas de vida foram 

obtidos do Biotério de Produção e Experimentação da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas e do Instituto de Química da Universidade de São Paulo. Os animais 

foram mantidos em padrão SPF (specific pathogen free) e alimentados com ração 

comercial irradiada. Todos os experimentos estão de acordo com os Princípios Éticos 

na Experimentação Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA), sendo aprovada pela Comissão Ética em Uso de 

Animais (CEUA/IQ-USP) número de certificado 17/2015 (Anexo I). 

3.5. Infecção intra-traqueal 

 A linhagem selvagem PA14 e os mutante atvR foram cultivados como descrito 

acima (item 3.4.2), com algumas modificações. Após atingirem a DO600nm = 2, as 

bactérias foram centrifugadas a 12000 g por 3 min, e o precipitado lavado com PBS 

estéril, sendo as bactérias suspensas em PBS. Os animais foram pré-anestesiados 

com 10 mL/kg de uma solução 0,4% de cloridrato de 2-(2,6- xiidino) 5,6 dihidro-4H-

1,3-tiazina pela via intraperitoneal e anestesiados com a administração de cetamida + 

xilasina (100 + 10 mg/kg) pela via intraperitoneal. Os animais (N=8 para cada linhagem 

bacteriana) foram infectados via intra-traqueal como já descrito (Cai et al., 2012), com 

algumas modificações. Após a anestesia, foi feita uma incisão medioventral e os 

músculos foram isolados, expondo a traqueia. A suspensão bacteriana (2 x 106 

bactérias/60L) em PBS foi inoculada intra-traquealmente. A quantidade de bactérias 
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inoculadas foi confirmada por diluição seriada do inóculo inicial e contagem das CFU. 

Como controle, 60L de PBS estéril foram inoculados intra-traquealmente (N=3). 

3.5.3. Sobrevivência 

Após a infecção intra-traqueal, os animais infectados com a linhagem selvagem 

ou o mutante atvR foram acompanhados. O grau de moribundidade foi determinado 

avaliando-se: a respiração rápida, lenta, ofegante ou difícil, rápida perda de peso 

(perda de 20% do peso a partir do tempo 0 de infecção), anorexia, postura curvada 

(hunched), hipo/hipertermia (variações acima ou abaixo de 4-6ºC), ulceração severa, 

dermatite, diarreia ou constipação, paralisia ou locomoção debilitada e/ou letargia. Os 

animais que apresentassem um alto grau de moribundidade foram sacrificados em 

câmara de CO2, considerando-os como “mortos” na análise de dados. Os dados foram 

analisados utilizando-se a curva de sobrevivência de Kaplan-Meier e a significância 

foi calculada utilizando o teste log-rank (Koh et al., 2009). 

3.5.4. Determinação do número de unidades formadoras de colônia nos órgãos 

após infecção 

Após 24 horas de infecção com a linhagem selvagem ou o mutante atvR, os 

animais foram eutanasiados em câmara de CO2, os órgãos (pulmão, fígado, e baço) 

foram retirados cirurgicamente e macerados mecanicamente em 1mL de PBS. Os 

sobrenadantes foram diluídos em série e semeados em placas LB-ágar, mantidas por 

16-18 horas a 37ºC, quando o número de colônias foi determinado.  

3.5.5. Quantificação das citocinas do pulmão 

Após 24 horas da infecção, os grupos infectados e controle foram eutanasiados, 

retirando-se o pulmão. Após a maceração do órgão, como descrito acima, o macerado 

foi centrifugado a 12000 g por 10 minutos a 4ºC. Os sobrenadantes foram utilizados 
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para a quantificação das citocinas TNF-, IFN- e IL-10 via ELISA (R&D systems), de 

acordo com as recomendações do fabricante dos kits. 

3.5.6. Imunofenotipagem pulmonar 

Células pulmonares foram purificadas de camundongos BALB/c como descrito 

(Gonzalez-Juarrero & Orme, 2001). Após 24 horas de infecção, os animais foram 

sacrificados, retirando-se o pulmão, que foi incubado por 30 minutos a 37ºC na 

presença de tampão de digestão, contendo 0,7 mg/mL de colagenase IV em PBS. Após 

esse período, o tecido foi macerado para liberação das células, as partículas maiores 

foram removidas passando-se a suspensão através de uma membrana de nylon, com 

posterior centrifugação a 500 g por 5 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado, 

lavando-se o precipitado com tampão hemolítico (310 mM NH4Cl, 12 mM NaHCO3, 130 

M EDTA), para a remoção dos eritrócitos. As células foram centrifugadas e suspensas 

em PBS com 3% SFB e contadas em câmara de Neubauer, utilizando solução de azul 

de tripan para excluir as células mortas.  

Foram utilizadas cerca de 5 x 106 células para a marcação, adicionando-se 

anticorpos conjugados com diferentes fluorocromos numa combinação distintas de 

fluoróforos: F4/80-PECy5 (BM8), CD11c-FITC (HL3), CD11b-PE (M1/70) e 

Ly6G/Ly6C-APC (RB6-8C5), incubando-se por 20 minutos em gelo. Após a 

incubação, as células foram centrifugadas e lavadas com PBS com 3% SFB, 

utilizando-se as mesmas condições já descritas neste item. O precipitado foi suspenso 

em PBS com 3% SFB. Para a análise por citometria de fluxo foi utilizado o aparelho 

FacsCanto II e os dados gerados foram analisados posteriormente com o software 

FlowJo.  

Para distinguir células autofluorescentes de células que expressam pequenas 

concentrações de marcadores de superfície, utilizou-se a metodologia de fluorescence-
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minus-one (FMO) (Roederer, 2001). Controles FMO são determinados através da 

marcação das células com todos os anticorpos/marcadores, exceto aquele que será 

analisado. Os valores obtidos nessa análise são considerados como o limite de FMO e 

todos os valores de fluorescência acima deste são considerados positivos. O nível de 

fluorescência da população de interesse, obtido no canal no qual será medido um 

determinado marcador, revelará a auto-fluorescência inerente daquela população alvo. 

Esse valor permite estabelecer um limite com o qual se faz a distinção entre células 

auto-fluorescentes e aquelas que expressam um determinante que se ligará ao 

anticorpo fluorescente usado para detectá-lo. (Herzenberg et al., 2006). 

3.6. Curva de crescimento 

Para as curvas de crescimento, as linhagens foram crescidas overnight em LB 

ou meio R-10, e ajustadas para uma OD600 de 0,1 em LB ou meio R-10 com ou sem 

gentamicina, e 1 mL da amostra foi transferida para placas de 24 poços. O crescimento 

foi determinado pela OD600 em intervalos de 15 minutos no SpectraMax Paradigm 

multimode microplate reader a 37C e baixa agitação orbital. Alternativamente, as 

linhagens bacterianas foram crescidas até uma OD600 de 2 em meio LB com ou sem 

gentamicina e arabinose. As bactérias foram diluídas a uma concentração de 5 x 106 

bactérias/mL em meio R-10 com (para a linhagem atvR/pJN105 e atvR/pAtvR) ou 

sem (para a linhagem PA14 e atvR) 50 g/mL de gentamicina e 0,2% de arabinose. 

200 L da suspensão bacteriana foi adicionada a uma placa de 96 poços e a placa foi 

incubada por 4h e 30min a 37C em 5% CO2, a mesma condição utilizada para o ensaio 

in vitro de virulência. Nos pontos indicados, cada cultura foi diluída seriadamente e o 

CFU foi determinado. 
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3.7 Analise de RNA-Seq 

Detalhes sobre a padronização referente ao sequenciamento em larga escala 

(RNA-Seq) realizada durante o desenvolvimento deste trabalho estão descritas no 

anexo IV. Brevemente, as linhagens PA14/pJN105 e PA14/pAtvR foram crescidas em 

meio LB contendo 0,2% de arabinose e 50 g/mL de gentamicina a 37oC até uma OD600 

de 1. Duas réplicas biológicas foram analisadas para cada linhagem. As células foram 

coletadas após a adição do RNAProtect (Qiagen), o RNA total foi isolado utilizando o 

RNeasy minikit (Qiagen) e a qualidade determinada via Bioanalyzer. As amostras foram 

enriquecidas para mRNA utilizando o Ribo-Zero rRNA removal kit (for Gram-negative 

bactéria; Illumina), e a depleção do rRNA confimada utilizando-se o Bioanalyzer. 

Bibliotecas paired-end foram construídas com o TruSeq RNA library preparation kit (v2). 

O tamanho médio do fragmento foi determinado utilizando-se o Bioanalyzer, e a 

concentração de cada biblioteca foi determinada utilizando-se o Kapa library 

quantification kit (Kapa Biosystems) de acordo com o protocolo do fabricante. Todas as 

amostras foram sequenciadas no MiSeq (Illumina) no modo paired-end. 

3.8 Quantificação da expressão gênica. 

Os reads resultantes foram separados de acordo com o seu barcode, e o mesmo 

removido. Para cada amostra, a qualidade dos reads foi determinada utilizando-se o 

FastQC, e a extremidade 3’ aparada com o auxilio do FastX toolkit. Após esse passo, 

as sequencias foram mapeadas e contadas ao genoma da linhagem referência P. 

aeruginosa PA14 utilizando-se o programa EDGE-Pro (Magoc et al., 2013). O pacote 

de R EDGE-R (Robinson et al., 2010) foi utilizado para analise de expressão diferencial. 

Genes foram classificados diferencialmente expressos se o log2-fold change fosse 

maior que 1 ou menor que -1 e se o valor de p ajustado via o procedimento de 

Benjamini-Hochberg fosse menor que 0,05. 
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3.9 Hipóxia 

Os experimentos foram realizados em condições de hipóxia, como já descrito 

anteriormente com algumas modificações (Cooper et al., 2003). Brevemente, as 

linhagens bacterianas foram crescidas em condições aeróbias em meio LB e diluídas 

em 1 mL de meio LB com ou sem 50 mM de nitrato em um microtubo de 1,5mL. As 

culturas foram mantidas por 24 horas em um frasco com vela (candle jar). Após essa 

incubação, a OD600 foi determinada e o RNA total foi extraído como descrito abaixo. 

3.10 qRT-PCR 

As linhagens PA14/pJN105 ou PA14/pAtvR foram crescidas nas mesmas 

condições descritas para o RNA-Seq. Para a condição de hipóxia, as amostras foram 

incubadas ou não em um frasco com vela e coletados após 3h (normóxia) ou após 24 

horas da inoculação (hipóxia). Alternativamente, as linhagens mutantes em anr, dnr, 

narXL, e/ou atvR foram crescidas até uma OD600 de 2 em meio LB com 50 mM KNO3. 

As amostras foram incubadas em um frasco com vela e coletadas após 4 horas. Todas 

as amostras de RNA foram extraídas com o reagente TRIzol (Invitrogen), tratadas com 

DNase I (Thermo Scientific), e utilizadas para a síntese de cDNA com a RevertAid 

reverse transcriptase (Thermo Scientific) e random hexamer primers (Thermo 

Scientific). O cDNA foi utilizado como molde para o RT-PCR quantitativo (qRT-PCR) 

utilizando Maxima SYBR green-carboxy-X-rhodamine quantitative PCR máster mix 

(Thermo Scientifc) e o aparelho StepOne Plus real-time PCR system (Applied 

Biosystems). Os primers utilizados estão listados na tabela 2. A expressão foi 

normalizada utilizando-se o gene nadB, e a expressão relativa foi calculada utilizando-

se pelo menos três réplicas biológicas. A expressão foi apresentada como a taxa de 

expressão (fold-change) com o desvio padrão (SD) (Livak and Schmittgen, 2001). 
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4. Resultados e Discussão 

4.1. Triagem de RR envolvidos na virulência de P. aeruginosa 

Para compreender o papel dos reguladores de resposta (RR) na virulência de 

P. aeruginosa, foram utilizados mutantes nos genes que os codificam, inicialmente em 

um modelo de infecção de macrófagos. Esses mutantes foram obtidos de uma 

biblioteca por transposon anotada (Liberati et al., 2006). Uma das limitações do uso 

dessa biblioteca é que ela contém apenas 57 de 76 mutantes por transposon nos RRs 

de P. aeruginosa PA14, correspondendo a 75% do total. Para complementar os 

ensaios aqui descritos, foram utilizados mutantes por deleção em 16 RRs adicionais, 

totalizando 85%. Outro fator a ser considerado são possíveis efeitos polares da 

inserção do transposon nos genes adjacentes. 

Inicialmente, para avaliar o papel dos RR, foi utilizado o ensaio de clearance 

bacteriano, utilizando-se macrófagos J774 estimulados com IFN- e infectados com 

23 mutantes por transposon. Nesse ensaio, é possível medir a capacidade dos 

macrófagos de eliminar as bactérias, resultando em um decréscimo no número de 

bactérias no meio extracelular. Após a incubação das bactérias com os macrófagos 

em uma multiplicidade de infecção de 10 (MOI=10), o meio líquido foi coletado e as 

unidades formadoras de colônias (CFU) foram enumeradas. 

Foi observado um aumento do clearance bacteriano para os mutantes nos 

genes de reguladores de resposta PA14_02260, pilG, czcR, PA14_00430, agtR, exaE, 

gacA, PA14_26570 e bfiR, em comparação aos macrófagos infectados com a 

linhagem selvagem, considerado como 100% (Figura 4). Por outro lado, o mutante 

em gltR apresentou um menor clearance bacteriano mediado pelos macrófagos em 

comparação aos macrófagos infectados com a linhagem selvagem. Como controle 



50 
 

neste e nos ensaios a seguir, foi utilizado o mutante no RR gacA, cuja função está 

relacionada com a virulência de P. aeruginosa em diversos modelos (Rahme et al., 

1997), conforme descrito na Introdução. 

 

Figura 4. Efeito da ausência de RR selecionados na viabilidade das bactérias incubadas 
com macrófagos. Noensaio de clearance bacteriano, macrófagos J774 estimulados com 10 ng/mL de 
IFN-γ foram infectados com P. aeruginosa PA14 ou mutantes por tranposon para os RR, em uma MOI 
de 10. Após 3 horas de infecção, o sobrenadante foi coletado, diluído e o número de unidades 
formadoras de colônia (CFU) foi determinado. O resultado mostrado é representativo de 3 experimentos 
independentes repetidos em triplicata, as barras representam a média ± desvio padrão. 100% 
corresponde ao número de CFU/ml recuperados após a incubação dos macrófagos com a linhagem 
selvagem. 

 

Macrófagos infectados com as linhagens mutantes em PA14_02260, pilG, pilH, 

PA14_27940, PA14_20780, wspF, wspR, PA14_40570, rocR, PA14_30830, 

PA14_63210, PA14_49440, phoP, parR, czcR, copR, gltR, phoB, PA14_00430, agtR, 

exaE, PA14_26570, erdR, PA14_16350, narXL, rocA1, PA14_11120, bfiR, pprB, fleR, 

pilR, ddcD, algB, mfiR, algR, roxR e nasT apresentaram uma maior produção de TNF-

 em comparação aos macrófagos infectados com a linhagem selvagem (Figura 5 e 

Tabela 4). Entretanto, os macrófagos infectados com as linhagens mutantes creB, 

PA14_32580, gacA, rocA2 e ntrC apresentaram uma diminuição da secreção de TNF-
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 em comparação aos macrófagos infectados com a linhagem selvagem (Figura 5 e 

Tabela 4). A diminuição da produção de TNF- em macrófagos infectados pelo 

mutante em gacA é interessante, pois esse fenótipo não foi caracterizado até o 

presente momento, uma vez que seria esperado que os macrófagos infectados com 

o mutante em gacA apresentassem um aumento na secreção de TNF- em 

comparação aos macrófagos infectados com a linhagem selvagem, já que a mutação 

nesse gene reduz a virulência em diversos modelos de infecção (Rahme et al., 1997). 

Uma possibilidade para a diminuição da secreção do TNF- pelos macrófagos 

infectados com o mutante em gacA pode ser a supreexpressão do T3SS (Brencic et 

al., 2009). O T3SS injeta toxinas dentro da célula alvo, como a fosfolipase ExoU, 

sendo capaz de inibir a via das MAPKs ERK1/2 e p38 (Mota and Cornelis, 2005). Logo, 

no mutante em gacA pode ocorrer um aumento tanto da expressão do sistema como 

dos efetores do T3SS, acarretando na maior translocação da exotoxina ExoU dentro 

do macrófago, inibindo as vias das MAPKs e diminuindo a produção de TNF-. 
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Figura 5. Macrófagos infectados com diferentes linhagens mutantes nos RR apresentam taxas 
variáveis de produção de TNF-α. Macrófagos J774 estimulados com 10 ng/mL de IFN-γ foram 

infectados com P. aeruginosa PA14 ou mutantes, em uma MOI de 10. Após 3 horas de infecção, o 
sobrenadante foi coletado e a concentração de TNF-α determinada via ELISA. Representativo de três 
experimentos independentes, repetidos em triplicata; as barras representam a média ± desvio padrão. 
100% corresponde a citocina produzida após a incubação dos macrófagos com a linhagem selvagem. 
 

Adicionalmente, foi utilizado um modelo de infecção em Drosophila 

melanogaster que mimetiza a infecção crônica. Nessa triagem, diversos mutantes 

apresentaram também uma menor virulência em comparação à linhagem selvagem, 

sendo que as drosófilas infectadas com estes mutantes atenuados apresentaram uma 

maior sobrevida (Tabela 4). Dentre os 40 mutantes testados para virulência em 

macrófagos e em Drosophila, 22 (55%) apresentaram atenuação de virulência tanto 

em macrófagos como em drosófilas (Figura 6 e Tabela 4).  
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Figura 6. Diversos RR são importantes para a virulência em macrófagos e em Drosophila. 
Diagrama de Venn mostrando a intersecção entre os RR importantes para virulência em macrófagos in 
vitro e o modelo de feeding de Drosophila, com 55% deles sendo essenciais nos dois modelos. 

 

Estudos anteriores em larga escala utilizando a técnica de Tn-Seq identificaram 

diversos RR possivelmente importantes para a colonização do trato gastrointestinal 

(GI) de camundongos (Skurnik et al., 2013), infecção aguda ou crônica (Turner et al., 

2014). Neste tipo de ensaio, uma biblioteca de mutantes é usada como inóculo e, ao 

final do ensaio, as bactérias são recuperadas e têm seus sítios de inserção de 

transposon sequenciados. Uma menor recuperação de um determinado mutante 

presente no inóculo indica que o gene interrompido é importante para a colonização 

ou fitness neste modelo, tendo perdido a competição para as outras linhagens 

presentes. Um destes ensaios foi complementado por estudos de expressão 

diferencial por RNA-Seq, a fim de definir quais genes seriam diferencialmente 

expressos in vivo (Turner et al., 2014). Ao comparar os dados obtidos no presente 

trabalho com os dados já publicados (Figura 7 e Tabela 4), foi possível observar que 

diversos RR devem ser importantes para a virulência de P. aeruginosa em modelos 

distintos, validando a estratégia aqui utilizada e mostrando que determinados RR são 

requeridos para o sucesso em mais de um modelo de infecção. 
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Figura 7. Diversos RR que são importantes para a virulência em Drosophila participam 
na infecção aguda ou na colonização do hospedeiro. Os RR que apresentaram diminuição da 
virulência em Drosophila foram comparados com os dados de Tn-Seq descritos por Skunik et al, 2013, 
e Turner et al, 2014. 
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Tabela 4: Fenótipos dos mutantes em RR em diferentes modelos de virulência. 

    Liberação de TNF-α 
por macrófagos 
(este trabalho) 

Virulência em 
Drosophila 

(este trabalho) 

Fitness no modelo de virulência (Tn-Seq) ou  
expressão diferencial no modelo de 

virulência (RNA-Seq) 

Família RR  Gene 
colonização  GI 
(Skurnik, 2013) 

queimadura 
(Turner 2014) 

infecção crônica 
(Turner 2014) 

REC 

PA14_02260 + - -   - 

pilG  +   
   

pilH + -  - - 

cheY nd - - - - 

PA14_36920 nd nd -   - 

PA14_26830 nd nd       

RssB PA14_27940 +   -     

REC-PP2C-
RsbW 

PA14_20780 
+     

    

CheB 

cheB2 nd         

chpB nd       

PA14_45580 nd   -   

wspF +         

WspR 

PA14_57140 nd nd   + - 

wspR +     

PA14_64050 nd nd  +   

PA14_20820 nd nd      

PA14_40570 +       - 

PvrR 
rocR + nd       

pvrR   nd       

RpfG 
PA14_30830 + -       

PA14_63210 +   -     

CheV PA14_20750 nd   - -   
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Tabela 4: Continuação   

    Liberação de TNF-α 
por macrófagos 
(este trabalho) 

Virulência em 
Drosophila 

(este trabalho) 

Fitness no modelo de virulência (Tn-Seq) ou  
expressão diferencial no modelo de 

virulência (RNA-Seq)  

Família RR  Gene 
colonização  GI 
(Skurnik, 2013) 

queimadura 
(Turner 2014) 

infecção crônica 
(Turner 2014) 

HDOD PA14_03470 nd - - + - 

REC-HisK PA14_30840 nd -       

Others PA14_70790 nd       - 

OmpR 

creB - -       

PA14_54510      
PA14_52250 nd nd    

PA14_49440 + -  -  
phoP + -      

PA14_45880 -    

kdpE nd nd      

parR +     

PA14_32580 -   +  
czcR + - -    
bqsR nd - - 

 - 

copR + -    

cprR  - -   

gltR + - -   - 

cpxR nd nd -   

PA14_11680     - 

colR  -    

pmrA  -    
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Tabela 4: Continuação   

    Liberação de TNF-α 
por macrófagos 
(este trabalho) 

Virulência em 
Drosophila 

(este trabalho) 

Fitness no modelo de virulência (Tn-Seq) ou  
expressão diferencial no modelo de 

virulência (RNA-Seq) 

Família RR  Gene 
colonização  GI 
(Skurnik, 2013) 

queimadura 
(Turner 2014) 

infecção crônica 
(Turner 2014) 

OmpR 

irlR nd     

aruR  -    

ompR nd nd  
 - 

phoB + nd       

NarL 

PA14_00430 + -   -   

agtR + - -   

PA14_46360 nd - -   

glpR nd nd -   

exaE + - - - - 

PA14_33920 nd - - -  
gacA - -  - - 

PA14_26570 + nd    

rocA2 - -  + + 

erdR + -      

PA14_16350 + nd    

narXL + -    

rocA1 + -     

PA14_11120 +   -  
bfiR + - - 

 - 

pprB +     

rcsB   nd       
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Tabela 4: Continuação    

    Liberação de TNF-α 
por macrófagos 
(este trabalho) 

Virulência em 
Drosophila 

(este trabalho) 

Fitness no modelo de virulência (Tn-Seq) ou  
expressão diferencial no modelo de 

virulência (RNA-Seq) 

Família RR  Gene 
colonização  GI 
(Skurnik, 2013) 

queimadura 
(Turner 2014) 

infecção crônica 
(Turner 2014) 

NtrC 

fleR + -   - - 

aauR nd -     
pilR + -    

cbrB nd nd  +  
ntrC -       

ddcD + -  + - 

algB +   -  
mfiR + nd -     

LytR algR + nd       

ActR roxR + - -     

AmiR nasT + nd -   - 

+: maior produção de TNF- ou maior colonização do GI que a linhagem selvagem 

-: menor produção de TNF-, virulência atenuada em Drosophila ou menor fitness do mutante por Tn nos modelos indicados, em relação á linhagem 
selvagem 
nd: não determinado 
verde: menor expressão e rosa, maior expressão do gene em questão nos modelos indicados  
Células em branco representam que não houve diferença significativa da linhagem mutante em relação à selvagem  
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Dentre os mutantes identificados nesta triagem, destaca-se o mutante em 

PA14_26570. O gene PA14_26570 foi escolhido como um candidato promissor para 

análises de função e regulação, devido a algumas particularidades apresentadas abaixo. 

4.2. PA14_26570, um RR atípico envolvido em virulência 

4.2.1 Subfamília ALR (aspartate-less receiver) dos RR 

Como mencionado anteriormente (Seção 1.1), o domínio REC dos RR apresentam 

uma estrutura secundária conservada importante para a sua atividade. O domínio REC 

classicamente possui resíduos críticos para a sua ativação, que incluem o aspartato no 

final da terceira fita beta, que pode ser fosforilado pela histidina quinase cognata (Bourret, 

2010). Apesar dessa conservação, alguns RRs não possuem esse resíduo de aspartato 

ou algumas outras características e, portanto, são consideradas reguladores de resposta 

atípicos. Dentre os RR, recentemente uma subfamília foi classificada como ALR (do 

inglês, aspartate less receivers), estando presente em todos os filos bacterianos, 

totalizando cerca de 4% dos RR. Dentre as características presentes nessa subfamília, é 

importante destacar a substituição do aspartato para qualquer aminoácido (com exceção 

do triptofano) no sítio de fosforilação (Maule et al., 2015). Usando uma abordagem 

computacional, quatro RRs de P. aeruginosa (PA14_30650, PA14_26570, PA14_64050, 

PA14_03470) foram anteriormente designados como pertencentes à subfamília ALR 

(Maule et al., 2015).  

Para seguir com a caracterização de PA14_26570 e confirmar a classificação dos 

ALR de P. aeruginosa, um alinhamento múltiplo utilizando o domínio REC dos RR de 

PA14 foi realizado com a ferramenta Muscle (Edgar, 2004). Como citado anteriormente, 

a estrutura secundária desse domínio é conservada, assim como o aspartato receptor do 
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grupo fosforila no fim da terceira fita beta nos RRs clássicos (Figura 8, marcado com 

asterisco). A estrutura secundária de CheY (PA14_45620), um RR canônico, foi utilizada 

como representativa nessa análise, que mostrou que apenas três dos 76 RR de P. 

aeruginosa podem ser classificados como ALR: PA14_26570, PA14_36920 e 

PA14_03470, sendo que PA14_26570 e PA14_03470 estão também presentes na 

classificação de Maule et al (2015). As proteínas GacA (PA14_30650) e PA14_64050, 

classificadas como sendo RRs atípicos por estes autores, possuem um aspartato no final 

da terceira fita beta, sendo, portanto, RRs típicos (Figura 8). Além disso, GacA é um dos 

reguladores de resposta melhor caracterizados e é fosforilado pela HK GacS (Goodman 

et al., 2009) (ver item 1.3 da Introdução). PA14_64050 é anotado como GcbA, um RR 

contendo o domínio de diguanilato ciclase (GGDEF) no seu C-terminal, mas não há 

informações sobre sua HK cognata (Petrova et al., 2014). Os três RR pertencentes a 

subfamília ALR como definido na nossa análise possuem uma substituição de aspartato 

para glutamato no final da terceira folha beta (Figura 8, destacado em laranja) e devem 

apresentar um estado sempre ativo, independente de fosforilação, já que o glutamato 

mimetiza a conformação ativa, por sua cadeia lateral ser maior que a do aspartato.  

 

 

Figura 8: Alinhamento múltiplo de domínios REC de RR selecionados de P. aeruginosa. A seta verde 

acima da sequência corresponde a fitas beta e os retângulos azuis, a alfa-hélices na estrutura secundária. 
Os resíduos conservados nos sitios catalíticos nos RR clássicos estão destacados em azul e, em laranja, 
os resíduos divergentes nos RRs atípicos PA14_03470, AtvR e PA14_36920. O asterisco aponta o 
aspartato fosforilável nos RR clássicos, com uma substituição para glutamato nos RR atípicos. Os números 
correspondem à posição dos aminoácidos na estrutura primaria de cada proteína. As sequências foram 
obtidas de www.pseudomonas.com (Winsor et al., 2016). 

 

http://www.pseudomonas.com/
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PA14_03470 é um ALR com uma arquitetura pouco caracterizada, do tipo REC-

HDOD. O domínio HDOD (do inglês, HD-related output domain) pertence a superfamília 

HD, que é caracterizada sendo um domínio de fosfoidrolase metal-dependente (Aravind 

and Koonin, 1998). Entretato, na família HDOD faltam resíduos importantes para a 

ligação do íon metálico, sendo difícil a predição da sua função quanto à atividade de 

fosfoidrolase ou fosfodiesterase, como por exemplo o domínio HD-GYP (Galperin, 2006). 

Em Xanthomonas campestris, GmsR (do inglês, general stress and motility regulator) 

apresenta uma arquitetura de domínios do tipo REC-HDOD, com 24% de identidade e 

35% de similaridade a PA14_03470. O mutante em gsmR demonstrou uma redução da 

expressão de genes envolvidos na síntese do flagelo, com  consequente diminuição da 

motilidade (Liu et al., 2013). Curiosamente, o mutante em PA14_03470 apresentou uma 

menor virulência no modelo de infecção crônica em Drosophila (Tabela 4) e é menos 

capaz de colonizar o trato gastrointestinal e feridas crônicas (Turner et al., 2014), mas, 

paradoxalmente, apresentou um melhor fitness em um modelo de infecção aguda, 

podendo estar relacionado a um fenótipo hipervirulento (Turner et al., 2014). 

PA14_36920 pertence a subfamília CheY dos RRs, contendo apenas o domínio 

REC. A subfamília CheY está geralmente envolvida em interações proteína-proteína e, 

classicamente, está diretamente relacionada a motilidade e quimiotaxia, como por 

exemplo seu representante CheY de E. coli, que, uma vez fosforilado pela HK cognata 

CheA, é capaz de interagir com FliN, um componente do corpo flagelar, regulando a 

direção do movimento do flagelo (Sarkar et al., 2010). Outro exemplo é a complexa 

regulação mediada por ChpA em P. aeruginosa. ChpA é uma histidina quinase com 

múltiplos domínios Hpt e um REC, capaz de fosforilar os RRs PilG e PilH, ambos 

pertencentes a subfamília CheY. PilG e PilH apresentam funções antagônicas, 
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envolvidos na extensão (PilG fosforilado) e contração (PilH fosforilado) do pilus tipo IV. A 

complexa regulação destes RRs que apresentam o mesmo domínio, sendo fosforilados 

por domínios HPt diferentes localizados na mesma histidina quinase (ChpA), demonstra 

o ajuste fino e temporal necessário para o correto funcionamento do maquinário 

bacteriano (Bertrand et al., 2010; Inclan et al., 2011; Persat et al., 2015; Silversmith et al., 

2016). Até o presente momento, nenhum ALR pertencente a subfamília CheY foi 

caracterizado, portanto o papel de PA14_36920 na fisiologia e adaptação de P. 

aeruginosa ainda é desconhecido, sendo que este RR pode apresentar características 

interessantes, como interação proteína-proteína com outros RRs, formando 

heterodímeros, promovendo a liberação/formação do complexo em uma determinada 

condição e permitindo a ação/inibição do RR. Adicionalmente, o gene para esse RR foi o 

único da família REC que apresentou uma maior expressão tanto no modelo de 

queimadura como em um modelo de infecção crônica, em relação ao controle (Turner et 

al., 2014). Mutantes que não expressam esse RR atípico também apresentaram um 

menor fitness durante a colonização do trato gastrointestinal e de um modelo de ferida 

crônica (Tabela 4) (Turner et al., 2014). 

PA14_26570 apresenta dois domínios conservados, o domínio REC e o domínio 

de ligação a DNA do tipo HTH. Essa arquitetura de domínios é típica da família de RR 

NarL (Galperin, 2006). Além da substituição do aspartato fosforilável (D61E), AtvR possui 

uma substituição num aminoácido importante para estabilização do fosfato em RR típicos 

(D15S) (Figura 8). A substituição de aspartato fosforilável para glutamato usualmente 

induz um estado sempre ativo, por mimetizar essa conformação (Klose et al., 1993; Gao 

et al., 2006; Arribas-Bosacoma et al., 2007). Portanto, a atividade de AtvR deve ser 

independente de fosforilação e, consequentemente, independente de uma HK cognata, 
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e a sua presença na célula pode ser suficiente para a ativação da transcrição de genes-

alvo. De acordo com os dados apresentados a seguir, PA14_26570 foi nomeado como 

AtvR (do inglês, atypical virulence-related response regulator).  

4.2.2 AtvR é importante para a virulência contra macrófagos in vitro 

 Para confirmar que a diminuição da virulência do mutante em atvR da biblioteca 

de transposon não é devido a um efeito polar do transposon ou de mutações secundárias, 

o mutante não polar ∆atvR foi construído a partir da linhagem parental PA14, como 

descrito nos materiais e métodos. 

Inicialmente, foi verificado se a linhagem mutante ∆atvR apresenta algum defeito 

de crescimento em meio rico, ou em condições semelhantes a utilizada no ensaio de 

infecção dos macrófagos. Não houve diferenças entre a linhagem selvagem e o mutante 

em atvR em meio rico (LB) (Figura 9A), ou no meio de cultura celular RPMI-1640 + 10% 

SFB (R-10) (Figura 9B), ou nas mesmas condições utilizadas para a infecção dos 

macrófagos (Figura 9C).  
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Figura 9. Curvas de crescimento para mutantes nos reguladores de desnitrificação em diferentes 
condições. Culturas foram pré-incubadas overnight em meio LB (A) ou R-10 (B) e ajustadas para uma 

densidade optica de 0,1 em LB ou R10. Um mililitro de cada amostra foi aplicado em uma placa de 24 
poços e o crescimento foi monitorada a uma densidade optica de 600nm em intervalos de 15 minutos a 
37oC. (C). As linhagens de bactérias foram pre-incubadas até uma densidade optica de 2,0 em LB com 
gentamicina e arabinose, quando requerido. As culturas foram diluídas em R-10 para uma concentração 
de 5 x 106 bactérias/mL. 200uL da suspensão bacteriana foram adicionadas a uma placa de 96 poços e 
incubadas por 4 horas e 30 minutos a 37oC a 5% CO2, a mesma condição utilizada para os ensaios de 
virulência in vitro. Nos tempos indicados, cada cultura foi diluída seriadamente, plaqueada, e o número de 
CFU determinado. Todas as curvas foram realizadas em triplicata. 

 

Os macrófagos J774 ativados com IFN- foram infectados com a linhagem 

selvagem ou com a linhagem ∆atvR por uma hora antes da adição de gentamicina, usada 

para eliminar as bactérias extracelulares. Após 30 minutos (tempo zero), as células foram 

lavadas e meio R-10 sem antibiótico foi adicionado. Os números de CFU no sobrenadante 

foram determinados após uma e duas horas (Figura 10A). Os macrófagos foram lavados 

e lisados nos tempos zero, uma e duas horas, as bactérias liberadas foram plaqueadas 

e enumeradas (bactérias intracelulares) (Figura 10B). O número de bactérias fagocitadas 

foram similares entre os macrófagos infectados com a linhagem selvagem e os 
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macrófagos infectados com a linhagem ∆atvR em todos os tempos analisados (Figura 

10B), indicando que não deve haver diferenças no processo de internalização das duas 

linhagens. Entretanto, foi observado um menor número de bactérias extracelulares 

quando os macrófagos foram infectados com a linhagem ∆atvR em comparação aos 

macrófagos infectados com a linhagem selvagem (Figura 10A), sugerindo que AtvR pode 

contra-atacar a morte mediada pelos macrófagos, induzindo uma maior sobrevivência da 

bactéria e reduzindo a produção de moléculas de defesa produzidas pelos macrófagos, 

como por exemplo as espécies reativas de oxigênio. Para verificar se AtvR pode de 

alguma forma interferir com o estado oxidativo dos macrófagos e promover a virulência 

da bactéria, os macrófagos foram tratados com o inibidor da NADPH oxidase 

diphenyleneiodonium (DPI). Nessas condições, houve um aumento na contagem das 

bactérias extracelulares quando os macrófagos foram tratados com DPI (compare os 

resultados dos macrófagos infectados com o mutante ∆atvR e os macrófagos tratados 

com DPI e infectados com a o mutante ∆atvR [∆atvR + DPI] na Figura 10A). O aumento 

da contagem de bactérias extracelulares dos macrófagos infectados com a linhagem 

selvagem não é significativa, indicando que a linhagem selvagem é capaz de reduzir, ou 

deixar de ativar, a resposta redox, como observado anteriormente (Kaihami et al., 2014). 

A taxa de fagocitose foi similar entre os macrófagos tratados ou não tratados com DPI, e 

o número de bactérias intracelulares permaneceu constante em todas as condições 

(Figura 10B). 



66 
 

 

Figura 10. AtvR é importante para a resistência e ativação dos macrófagos. Macrófagos J774 foram 

tratados ou não com DPI por 4 horas. Após esse período, os macrófagos foram incubados com a linhagem 
PA14 ou ΔatvR em uma MOI de 10. (A) As células foram lavadas com PBS, R-10 contendo 200 µg/mL de 
gentamicina foi adicionado aos poços, a placa foi incubada por 30 minutos e os poços foram lavados e 
meio R-10 foi adicionado. Nos tempos indicados, o sobrenadante foi coletado, diluído e o número de CFU 
foi determinado (extracelular). (B) Os macrófagos foram infectados e tratados como em (A) e lisados com 
Triton X-100. As bactérias liberadas foram diluídas e o número de CFU determinado (intracelular). **, 
p<0,01; ***, p<0,001. 

 
Para confirmar se AtvR modula a ativação dos macrófagos, estes foram infectados 

com a linhagem selvagem PA14, o mutante ∆atvR, ∆atvR/pJN105 (a linhagem ∆atvR 

portando o vetor pJN105), ou a linhagem ∆atvR/pAtvR (a linhagem ∆atvR, que apresenta 

a região codificadora de atvR sobre o controle de um promotor induzível por arabinose 

no pJN105). Após 3 horas de infecção, o sobrenadante foi recuperado e os níveis de 

TNF- foram determinados por ELISA. Os macrófagos infectados com a linhagem ∆atvR 

apresentaram maior secreção de TNF- em comparação aos macrófagos infectados com 

a linhagem selvagem (Figura 11A). O aumento na produção de TNF- foi devido 

diretamente à falta de AtvR, uma vez que os níveis de secreção de TNF- pelos 

macrófagos infectado com a linhagem ∆atvR/pAtvR foram restaurados aos níveis dos 

macrófagos infectados com a linhagem selvagem. Houve uma maior sobrevivência dos 

macrófagos infectados com a linhagem ∆atvR do que dos macrófagos infectados com a 

linhagem PA14 (Figura 11B), indicando que a função de AtvR é necessária para 

promover a morte dos macrófagos. 
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Figura 11. AtvR é importante para virulência em macrófagos in vitro. Macrófagos J774 foram 

incubados com a linhagem P. aeruginosa PA14, ∆atvR, ∆atvR/pJN105, ou ∆atvR/pAtvR em uma MOI de 

10. (A) Após 3 horas infecção, o sobrenadante foi recuperado e a secreção de TNF- determinada via 
ELISA. (B) Para o ensaio de citotoxicidade, após duas horas de infecção, o LDH liberado foi determinado 

como uma medida para a morte dos macrófagos. Os dados são referentes a média  SD de três 
experimentos independentes. *, p<0,05; ***, p<0,001. A porcentagem de liberação de LDH foi calculada 
tendo a lise dos macrófagos com detergente considerada como 100%. 

 
Esses resultados de infecção in vitro sugerem que AtvR tem papel na virulência 

de P. aeruginosa, induzindo uma maior carga bacteriana e reduzindo a ativação dos 

macrófagos e a sua sobrevivência. Essa hipótese é reforçada pelos resultados obtidos 

com o DPI, em que a inibição da NADPH oxidase exclui a habilidade de eliminar o 

mutante ∆atvR. Foi observado que AtvR regula positivamente a expressão de katA e rahU 

(Tabela 5), como discutido abaixo (Seção 4.2.4), sendo que esses genes modulam o 

estado oxidativo dos macrófagos (Lee et al., 2005; Rao et al., 2011). 

4.2.3 AtvR é importante in vivo 

 Uma vez que AtvR está envolvido na virulência in vitro, o próximo passo foi verificar 

se esse RR atípico também é relevante para um modelo in vivo e o modelo de pneumonia 

aguda em camundongos foi selecionado. Enquanto os camundongos infectados intra-

traquealmente (i.t.) com a linhagem selvagem morreram 48 horas pós-infecção (h.p.i.), 

os camundongos infectados com o mutante ∆atvR apresentaram uma maior taxa de 

sobrevivência, com 68% dos camundongos viáveis após 48 h.p.i. e 12% dos animais 

viáveis após 7 dias (Figura 12A).  
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Neste modelo de infecção, P. aeruginosa é capaz de se disseminar rapidamente 

a outros órgãos, causando a morte do animal (Ramphal et al., 2008; Kaihami et al., 2014). 

Portanto, a carga bacteriana no sítio primário de infecção (pulmão) assim como nos 

órgãos secundários (fígado e baço) foi analisada como um indicativo de sepse. Esses 

órgãos foram coletados 24 h.p.i. e a carga bacteriana foi determinada. Os animais 

infectados com o mutante ∆atvR apresentaram uma redução da carga bacteriana em 

todos os órgãos analisados, em comparação aos animais infectados com a linhagem 

selvagem (Figura 12B), demonstrando que AtvR interfere com a resposta do hospedeiro, 

induzindo uma menor resolução da infecção bacteriana pelo hospedeiro infectado com a 

linhagem PA14. 

Uma vez que AtvR afeta a produção de citocinas in vitro (Figura 11A), foi verificado 

se AtvR é capaz de reduzir a ativação do sistema imune assim como o recrutamento de 

neutrófilos para o sítio primário de infecção. Os níveis das citocinas pró-inflamatórias 

TNF- e IFN- nos pulmões foram determinados por ELISA 24 h.p.i.. Os animais 

infectados com o mutante ∆atvR apresentaram maiores níveis dessas citocinas em 

comparação aos camundongos infectados com a linhagem selvagem (Figura 12C e D). 

Foi observado um maior recrutamento de neutrófilos (Ly6G/Ly6C+, CD11b+, F4/80-) nos 

camundongos infectados com o mutante ∆atvR em comparação aos camundongos 

infectados com a linhagem selvagem ou aos animais controle (Figura 12E). A atividade 

da mieloperoxidase (MPO) foi presente tanto nos animais infectados com a linhagem 

selvagem como nos animais controle, porém maiores níveis foram encontrados nos 

animais infectados com o mutante ∆atvR quando comparado aos animais controle ou 

infectados com a linhagem selvagem, confirmando que os neutrófilos recrutados estavam 
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ativados (Figura 12F). A quantidade dos macrófagos nos pulmões foi semelhante nos 

animais infectados com a linhagem selvagem ou com a linhagem mutante (dados não 

mostrados), porém os dados in vitro sugerem que eles são ativados mais eficientemente 

quando os camundongos são desafiados com a linhagem ∆atvR que quando infectados 

com a linhagem PA14, provavelmente permitindo o recrutamento dos neutrófilos para o 

sítio de infecção. 

Esses resultados indicam a relevância de AtvR para promover a adaptação de P. 

aeruginosa no hospedeiro, interferindo na ativação do sistema imune e reduzindo a 

produção de citocinas pró-inflamatórias, assim como o recrutamento dos neutrófilos e sua 

posterior ativação e, consequentemente, promovendo maiores taxas de mortalidade do 

hospedeiro. 
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Figura 12. AtvR é importante para virulência de P. aeruginosa em um modelo de pneumonia aguda. 

Camundongos BALB/c foram infectados i.t. com 2 x 106 bactérias com a linhagem selvagem PA14 ou o 
mutante ∆atvR. (A) A sobrevivência dos camundongos foi observada durante o curso do experimento. (B) 
Após 24 horas da infecção, os animais foram sacrificados, os órgãos macerados e as CFU enumeradas. 

(C, D). Os níveis das citocinas TNF- e IFN- nos pulmões foram determinadas via ELISA. (E) Os animais 
foram eutanasiados, e os pulmões foram macerados e a suspensão celular foi marcada para neutrófilos 
(Ly6G/Ly6C+; F4/80-) e analisados via FACS. (F) As células do pulmão foram lisadas e sonicadas, a 
suspensão foi centrifugada. O sobrenadante resultante foi utilizado para medir a atividade da MPO com 
TMB e a DO foi determinada a 450nm. (B-F) Para todos ensaios, as amostras foram coletadas após 24 

horas de infecção. Dados são referentes a média  SD de três experimentos independentes. **, p<0,01; 
***, p<0,001. 
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4.2.4 AtvR afeta a expressão de genes relacionados a adaptação a baixa tensão de 

oxigênio e virulência. 

 Para compreender a contribuição de AtvR para a adaptação de P. aeruginosa no 

hospedeiro, que induz uma maior virulência, foi utilizada uma estratégia transcritômica 

através do sequenciamento de nova geração (NGS), RNA-Seq. O fluxo de trabalho, 

desde a preparação da amostra até a análise de genes diferencialmente expressos, foi 

estabelecido durante este trabalho, possibilitando obter os melhores resultados com o 

máximo de qualidade possível e está detalhado na seção 4.3, abaixo. 

A linhagem superexpressando AtvR (PA14/pAtvR) e a linhagem controle 

(PA14/pJN105) foram cultivadas até uma densidade óptica a 600nm de 1 na presença 

de arabinose para induzir a expressão de atvR. Nesse ponto o RNA total foi extraído e 

preparado como descrito nos materiais e métodos e em maiores detalhes na seção 4.3. 

Foi encontrado um total de 287 genes diferencialmente expressos, sendo 224 genes 

regulados positivamente (Tabela em anexo II) e 63 genes regulados negativamente 

(Tabela em anexo III) na linhagem PA14/pAtvR comparado com a linhagem 

PA14/pJN105. Interessantemente, 44 genes de 224 regulados positivamente (19,6%) 

pertencem a nove clusters gênicos envolvidos na respiração anaeróbia na presença de 

nitrato (Tabela 5). Esses genes incluem genes que codificam a via completa de 

denitricação da redução do nitrato para nitrogênio molecular, compreendendo os clusters 

da nitrato redutase (nar e nap), nitrito redutase (nir), oxido nítrico redutase (nor), e oxido 

nitroso redutase (nos). O operon arc, que é necessário para o crescimento fermentativo 

de P. aeruginosa na presença de arginina, e clusters relacionados com a biossíntese de 
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piocianina (phz) também foram regulados positivamente (Tabela 5). Esses resultados 

sugerem que AtvR pode regular o metabolismo anaeróbio/hipóxia. 

Tabela 5. Genes selecionadas, diferencialmente expressos entre a linhagem PA14/pAtvR vs 

PA14/pJN105. 

PA14 locus PAO1 locus gene razão  

Nitrate Reductase       

PA14_13750 PA3877 narK1 3.62 

PA14_13770 PA3876 narK2 5.44 

PA14_13780 PA3875 narG 10.23 

PA14_13800 PA3874 narH 10.67 

PA14_13810 PA3873 narJ 9.09 

PA14_13830 PA3872 narI 9.61 

PA14_13840 PA3871  4.34 

PA14_13850 PA3870 moaA 2.71 

Nitrite Reductase       

PA14_06650 PA0509 nirN 5.80 

PA14_06660 PA0510 nirE 9.51 

PA14_06670 PA0511 nirJ 7.20 

PA14_06680 PA0512 nirH 5.86 

PA14_06690 PA0513 nirG 5.05 

PA14_06700 PA0514 nirL 4.49 

PA14_06710 PA0515 nirD 3.80 

PA14_06720 PA0516 nirF 3.23 

PA14_06730 PA0517 nirC 3.93 

PA14_06740 PA0518 nirM 4.58 

PA14_06750 PA0519 nirS 3.23 

PA14_06790 PA0521 nirO 2.41 

PA14_06770 PA0520 nirQ 2.82 

Nitric oxide reductase       

PA14_06810 PA0523 norC 6.12 

PA14_06830 PA0524 norB 7.44 

Nitrous oxide reductase       

PA14_20190 PA3393  nosD 4.02 

PA14_20200 PA3392 nosZ 7.53 

Arginine metabolism       

PA14_68330 PA5171 arcA 2.29 

PA14_68340 PA5172 arcB 4.34 

PA14_68350 PA5173 arcC 5.42 
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Tabela 5: Continuação   

PA14 locus PAO1 locus gene razão  

QS-regulated    

PA14_36330 PA2193 hcnA 2.01 

PA14_36320 PA2194 hcnB 3.19 

PA14_36310 PA2195 hcnC 4.46 

PA14_16250 PA3724 lasB 2.23 

PA14_19100 PA3479 rhlA 2.60 

Phenazine biosynthesis       

PA14_09400 PA4217 phzS 3.70 

PA14_09410 PA4216 phzG1 7.16 

PA14_09420 PA4215 phzF1 4.71 

PA14_09440 PA4214 phzE1 5.88 

PA14_09450 PA4213 phzD1 6.38 

PA14_09460 PA4212 phzC1 9.14 

PA14_09470 PA4211 phzB1 9.95 

PA14_09480 PA4210 phzA1 6.11 

PA14_09490 PA4209 phzM 2.69 

PA14_39880 PA1905 phzG2 3.97 

PA14_39890 PA1904 phzF2 4.71 

PA14_39910 PA1903 phzE2 5.38 

PA14_39925 PA1902 phzD2 6.52 

PA14_39945 PA1901 phzC2 5.42 

PA14_39960 PA1900 phzB2 6.57 

PA14_39970 PA1899 phzA2 3.55 

Redox related    

PA14_01490 PA0122 rahU 2.10 

PA14_09150 PA4236 katA 2.33 
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Tabela 5: Continuação   

PA14 locus PAO1 locus gene razão  

Type VI secretion systems    

PA14_00820 PA0070 tagQ1 2.09 

PA14_01030 PA0085 hcp1 2.11 

PA14_44290 PA1656 hsiA2 2.06 

PA14_43040 PA1657 hsiB2 3.27 

PA14_43030 PA1658 hsiC2 3.00 

PA14_43020 PA1659  2.46 

PA14_43000 PA1660 hsiG2 2.58 

PA14_42990 PA1661 hsiH2 2.48 

PA14_42980 PA1662 clpV2 2.50 

PA14_42970 PA1663 sfa2 2.35 

PA14_42950 PA1665 fha2 3.68 

PA14_42940 PA1666 lip2.1 2.76 

PA14_42920 PA1667 hsiJ2 2.10 

PA14_42910 PA1668 dotU2 2.74 

PA14_42900 PA1669 icmF2 2.19 

PA14_34020 PA2368 hsiF3 60.50 

 

Interessantemente, durante o dano agudo do pulmão, o edema das vias aéreas e 

atelectasia resultam em uma condição de baixa ventilação e baixa perfusão, e 

consequentemente em um ambiente hipóxico nas áreas afetadas (Ulich et al., 1991; 

Leeper-Woodford et al., 1991; Kisala et al., 1993). Esse ambiente hostil, tanto para o 

hospedeiro como para o patógeno, induz diversas vias de sinalização em P. aeruginosa, 

que incluem o sistema de dois componentes NarXL. No topo da cadeia de regulação da 

resposta a anóxia está o regulador transcricional Anr, cuja atividade é dependente de 

baixas tensões de oxigênio. Anr já foi demonstrado como sendo essencial para o 

crescimento de P. aeruginosa em anóxia (Trunk et al., 2009), induzindo a expressão do 

cluster gênico da nitrato redutase, assim como a dos reguladores transcricionais narXL e 

dnr. O sistema de dois componentes NarXL responde tanto a nitrato como nitrito, ativando 

diretamente a expressão do cluster nar, e indiretamente regulando outros genes da 
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desnitrificação via Dnr, um fator transcricional que regula positivamente os clusters 

gênicos da nitrito redutase, da óxido nítrico redutase, e da óxido nitroso redutase 

(Schreiber et al., 2007; Arai, 2011). A expressão dos genes envolvidos na desnitrificação 

é consistente com a sua função dos seus produtos na cadeia de transporte de elétrons. 

Na ausência de oxigênio e nitrato, P. aeruginosa pode entrar em um estado fermentativo, 

utilizando a via da arginina deiminase (cluster gênico da arc) ou a via do piruvato (Arai, 

2011). Adicionalmente, o fator de virulência piocianina, pode atuar como aceptor final de 

elétrons em condições de baixa tensão de oxigênio, fazendo parte da oxidação de NADH 

para NAD+, com liberação de succinato no meio (Arai, 2011; Dietrich et al., 2013). 

Como Anr regula direta ou indiretamente todos os clusters da desnitrificação, os 

dados no RNA-Seq da superexpressão de AtvR foram comparados com o regulon de Anr 

previamente descrito (Trunk et al., 2009). Foi observado que apenas 16% do regulon de 

Anr está sobre controle de AtvR (Figura 13) e 89% do regulon de AtvR (207 de 232 

genes) não está sobre controle de Anr (Figura 13). O regulon de AtvR inclui genes do 

sistema de secreção do tipo VI, lasB, rahU (discutido abaixo), e o operon que compreende 

o transdutor de aerotaxia aer2, que não são afetados pela mutação em anr (Trunk et al., 

2009; Hammond et al., 2015). 
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Figura 13. Regulons de AtvR e Anr compartilham poucas unidades transcricionais. As unidades 
transcricionais reguladas por AtvR (azul) foram comparadas com o transcriptoma de Anr (vermelho) 
descrito por Trunk et al, 2009. 89% dos genes induzidos por AtvR são únicos e não estão sobre controle 
de Anr. 

 
Alguns dos genes relevantes para virulência foram regulados positivamente na 

linhagem superexpressando AtvR, como por exemplo hcnA, lasB, katA, rahU, o sistema 

de secreção do tipo VI e genes envolvidos na síntese de piocianina (Wretlind and 

Pavlovskis, n.d.; Gallagher and Manoil, 2001; Alcorn and Wright, 2004; Lee et al., 2005; 

Rao et al., 2011). Catalase (katA) e RahU já foram relacionados com a modulação da 

produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, respectivamente, diminuindo a 

reposta dos macrófagos e, portanto, permitindo a infecção por P. aeruginosa (Lee et al., 

2005; Rao et al., 2011). 

Para confirmar o envolvimento de AtvR na expressão de genes da via de 

desnitrificação e de outros considerados relevantes, o nível transcricional de nar (narK1, 

narG, e narH), nir (nirC, nirS, e nirQ), da via biosintética das fenazinas (phzS, phzM), 

assim como genes envolvidos na biossíntese de cianeto (hcnA) e o gene da catalase 

(katA), foi comparado na linhagem ∆atvR/pJN105 em relação a ∆atvR/pAtvR. Análises 

de qRT-PCR confirmaram a maior expressão desses genes na linhagem ∆atvR 

complementada com AtvR em comparação a linhagem controle (∆atvR/pJN105)     
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(Figura 14). Esses dados corroboram a regulação transcricional direta ou indireta dos 

genes envolvidos na desnitrificação e virulência por AtvR e são consistentes com os 

dados do RNA-Seq, 

 
Figura 14. AtvR regula transcricionalmente genes relacionados a desnitrificação e virulência. O 
cDNA obtido pela reação de transcrição reversa do RNA total de ∆atvR/pJN105 ou ∆atvR/pAtvR crescidas 

até uma DO 1 em LB a 37oC com 0,2% arabinose e 50 g/mL de gentamicina sob agitação foram utilizados 
em ensaios de qRT-PCR. Os resultados são valores relativos em comparação a linhagem controle 
∆atvR/pJN105, considerado como 1 (linha vermelha). 

 
4.2.5 A expressão de AtvR é induzida em baixas concentrações de oxigênio e 

presença de nitrato 

Uma vez que AtvR regula genes envolvidos na resposta a hipóxia/anóxia em nível 

transcricional, o próximo passo foi verificar se esse RR atípico está envolvido na 

capacidade de adaptação (fitness) de P. aeruginosa em baixas tensões de oxigênio. As 

linhagens PA14, ∆atvR/pJN105, ∆atvR/pAtvR, e ∆anr foram crescidas em condições de 

baixa tensão de oxigênio com ou sem nitrato. Alternativamente, essas linhagens foram 

crescidas em normóxianormóxia em frascos agitados. O mutante ∆anr foi incluído como 

um controle sensível a hipóxia/anóxia (Filiatrault et al., 2006; Trunk et al., 2009). Após 24 

horas em condição de baixo oxigênio ou 3 horas em normóxia, a densidade óptica foi 

medida e o RNA extraído. Nessas condições, não foi observada nenhuma diferença nas 

culturas submetidas a baixo oxigênio na ausência de nitrato (Figura 15A). Entretanto, na 
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presença de nitrato e baixos níveis de oxigênio, as linhagens ∆atvR ou ∆atvR/pAtvR 

apresentaram uma leve diferença no crescimento em comparação a linhagem selvagem 

PA14 ou a linhagem ∆atvR/pAtvR (Figura 15A). 

A expressão de atvR foi maior quando a linhagem PA14 foi crescida em baixas 

tensões de oxigênio na presença de nitrato, em comparação à mesmalinhagem crescida 

em normóxia, indicando o papel de AtvR durante a condição de estresse (Figura 15B). 

Para reforçar essa hipótese, a expressão de narH, um dos genes do cluster gênico da 

nitrato redutase identificado na análise de RNA-Seq, apresentou níveis reduzidos de 

mRNA na linhagem ∆atvR em comparação à linhagem selvagem crescida na presença 

de nitrato tanto em hipóxia como em normóxia (Figura 15C). Como esperado, a linhagem 

complementada teve os níveis de expressão de narH restaurados ao mesmo nível da 

linhagem selvagem (Figura 15D). 
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Figura 15. AtvR é expresso em baixos níveis de oxigênio e regula genes da desnitrificação. (A) A 

linhagem selvagem PA14, ∆atvR, ∆atvR/pJN105, ∆atvR/pAtvR, e a linhagem controle ∆anr foram crescidas 
em condição de hipóxia com ou sem 50mM nitrato, a DO 600nm foi determinada após 24 horas. (B, C) O 

RNA total foi extraído da linhagem PA14 e ∆atvR em normóxia ou hipóxia com ou sem 50 mM nitrato, como 
indicado na figura. (B) A expressão relativa de atvR em comparação a linhagem PA14 crescida em 
normóxia na ausência de nitrato. (C) Expressão de narH foi determinada em diferentes condições, os dados 
são relativos a linhagem PA14 crescida em normóxia na ausência de nitrato. (D) Expressão de narH durante 

a hipóxia com nitrato foi analisada e normalizada aos níveis da linhagem PA14 na mesma condição. *, 
p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001. 

4.2.6 AtvR atua em paralelo com a via de Anr-NarXL-Dnr 

Para investigar se o papel regulatório de AtvR age em conjunto com outros 

sistemas regulatórios da via da desnitrificação, linhagens mutantes nos reguladores anr, 

dnr ou narXL foram construídos utilizando-se como background genético a linhagem 

selvagem ou a linhagem ∆atvR, e o plasmídeo superexpressando AtvR (pAtvR) ou o 

plasmídeo controle pJN105 foram introduzidos nesses mutantes. Como o mutante anr 

apresenta um baixo crescimento em baixa concentrações de oxigênio, todas as linhagens 

foram incubadas em meio LB na presença de KNO3 em normóxia até OD600nm de 2. Nesse 

ponto, as culturas foram transferidas para uma jarra com vela (candle-jar) e o RNA total 
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extraído após quatro horas. Nessas condições, não houve diferenças significativas de 

crescimento entre as linhagens em hipóxia. 

AtvR não teve efeito nos níveis de expressão de anr, dnr, e narL, enquanto os 

outros fatores transcricionais (Anr, Dnr, NarXL), são parte de uma rede de regulação 

intrincada e complexa, em que Anr é o regulador global induzindo a expressão de dnr e 

narL (Figura 16 e 17) (Arai, 2011). Como esperado, foi observado que Dnr e NarXL não 

controlam a expressão de anr porém eles controlam um ao outro, em que a falta de dnr 

resultou uma menor expressão de narL e a falta de narXL reduz os níveis de expressão 

de dnr. Dnr e NarXL não tiveram uma influência na expressão de atvR, porém 

curiosamente Anr apresentou um efeito negativo na expressão de atvR (Figura 16 e 17). 

Para compreender o efeito de AtvR na regulação da expressão de genes da 

desnitrificação, foi verificado o efeito da combinação da deleção de atvR, com a deleção 

de anr, dnr e narXL na expressão de narH. Como esperado, houve uma redução de 

aproximadamente 70 vezes e 60 vezes na expressão de narH na linhagem ∆anr e 

∆narXL, respectivamente, comparado a linhagem selvagem (Figura 16 e 17). Houve uma 

redução de seis vezes na linhagem ∆dnr (Figura 16 e 17), estando de acordo com dados 

previamente publicados (Schreiber et al., 2007). Como observado anteriormente (Figura 

15A), a falta de AtvR resultou em uma diminuição de duas vezes na expressão de narH 

em comparação a linhagem selvagem (Figura 16 e 17). É importante ressaltar que a 

expressão de narH não é restaurada quando AtvR é superexpresso, na linhagem simples, 

duplo, ou triplo mutante, porém essa é restaurada na linhagem ∆atvR (Figura 17). 
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Figura 16. AtvR não faz parte da cascata regulatória da desnitrificação já caracterizada e é reprimida 
por Anr em condições de baixo O2. A linhagem PA14/pJN105, e os mutantes ∆atvR/pJN105, 
∆anr/pJN105, ∆dnr/pJN105, ∆narXL/pJN105, ∆atvR∆anr/pJN105, ∆atvR∆dnr/pJN105, 
∆atvR∆narXL/pJN105 foram crescidas em meio LB com 50 mM nitrato em condições de normóxia até uma 
OD600nm de 2. As culturas celulares foram transferidas para um frasco com vela por quatro horas, o RNA 
foi extraído e ensaios de qRT-PCR foram realizados com os genes indicados no topo da figura. A expressão 
é relativa foi normalizada para cada gene referente a linhagem PA14/pJN105 e estão representadas em 
log2. *, p<0,05; **, p>0,01; ***, p<0,001. 

 

Figura 17. AtvR não faz parte da cascata regulatória da desnitrificação já caracterizada e é reprimida 
por Anr em condições de baixo O2. A linhagem selvagem e as linhagens mutantes contendo o plasmídeo 

pJN105 ou pAtvR foram crescidas em meio LB com 50mM de nitrato com 0,2% de arabinose em condições 
de normóxia até uma OD600 de 2. Nesse ponto, as culturas celulares foram transferidas para um frasco 
com vela por quatro horas, o RNA foi extraído e ensaios de qRT-PCR foram realizados para cada gene 
indicado em cada gráfico. Os níveis da expressão relativa foram normalizados para cada gene na linhagem 
PA14/pJN105. Os mesmos dados foram utilizados para a Figura 15. *, p<0,05; **, p<0,01; ***,p<0,001. 
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Esses dados, são corroborados pelo crescimento da linhagem mutante ∆anr em 

baixas tensões de oxigênio não ser restaurado pela superexpressão de AtvR (dados não 

mostrados), sugerindo que AtvR não apresenta uma ação aditiva com Anr, Dnr, ou NarXL 

na expressão de narH e que AtvR pode controlar os genes da desnitrificação de uma 

maneira alternativa. 

4.2.7. Considerações 

Os sistemas de dois componentes estão entre os sistemas mais bem estudados 

em bactérias. Os RR atípicos contendo um domínio de ligação a DNA já foram associados 

a diversas funções, como a regulação do crescimento celular de Helicobacter pylori, o 

desenvolvimento de Streptomyces, e induzição uma via que resulta na clorose em 

Synechococcus sp. em condições de carência nutricional. O único RR atípico 

indiretamente associado a virulência é o ChxR de Chlamydia trachomatis, que interfere 

na regulação de genes possivelmente relacionados a virulência, porém nenhuma relação 

direta desse RR atípico e seu envolvimento a infecção foi demonstrada (McDaniel et al., 

2001; Koo et al., 2006; Pflock et al., 2007; Salinas et al., 2007; Ruiz et al., 2008; Hickey 

et al., 2011; Barta et al., 2014; Al-Bassam et al., 2014; Donczew et al., 2015). 

Durante esse trabalho, a importância do RR atípico na virulência, com a diminuição 

da resposta imune do hospedeiro, e a regulação de genes relacionados na virulência foi 

demonstrado. Entre os genes que codificam fatores de virulência, já extensivamente 

caracterizados, incluem o cluster gênico das fenazinas (phz), que é necessário para 

biossíntese da piocianina, uma molécula redox; hcn, responsável pela produção de 

cianeto; o gene da catalase; e genes do sistema de secreção do tipo VI (Gallagher and 

Manoil, 2001; Lau et al., 2004; Lee et al., 2005; Lesic et al., 2009). Genes regulados por 
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percepção de quórum (do inglês, quorum sensing), como por exemplo lasB e rhlB, 

também foram influenciados por AtvR e podem estar correlacionados com a virulência 

reduzida do mutante ∆atvR, talvez por uma resposta descoordenada da via da percepção 

de quórum, corroborando a regulação positiva do cluter gênico phz. Curiosamente, os 

genes regulados por QS são regulados positivamente tanto na linhagem 

superexpressando AtvR como no mutante em anr (Hammond et al., 2015), indicando 

posições contrárias nesse caso e concordando com a repressão de atvR por Anr. 

Catalase, codificada pelo gene katA, é uma enzima capaz de reduzir peróxido de 

hidrogênio que é orginado do burst oxidativo dos macrófagos (Lee et al., 2005), e rahU 

codifica uma enzima extracelular que foi demonstrada por inibir a óxido nítrico sintase 

(iNOS) de macrófagos, sendo parte do arsenal bacteriano para contra-atacar as linhas 

de defesa do hospedeiro (Rao et al., 2011). 

Diversos genes envolvidos na desnitrificação foram induzidos na linhagem 

superexpressando AtvR. Durante a infecção aguda ou crônica, P. aeruginosa pode 

encontrar um ambiente de microaerofilia, portanto a presença de um sistema complexo 

de regulação em resposta a baixo oxigênio não é surpreendente. Pelo menos três 

sistemas principais foram correlacionados com a regulação da respiração anaeróbia em 

P. aeruginosa, esses são os sistemas NarXL, Anr e Dnr (Van Alst et al., 2009; Noriega et 

al., 2010). NarXL e Anr regulam diretamente o cluster gênico da nitrato redutase e 

indiretamente outros genes envolvidos na respiração anaeróbia via DnR. A importância 

desses sistemas na capacidade de adaptação de P. aeruginosa  é reforçada pela redução 

da virulência nos mutantes em anr, nar, e nir, e pela capacidade desses genes permitirem 

a sobrevivência em condições de anoxia/hipóxia na presença de nitrato (Van Alst et al., 

2007; Van Alst et al., 2009; Jackson et al., 2013). Curiosamente, o sistema de secreção 
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do tipo III não é expresso no mutante em nirS, porém essa é restaurada pela adição de 

doadores de NO exógenos, sugerindo que NO pode atuar como uma molécula 

sinalizadora para a citotoxicidade (Alst et al., 2009). Durante as infecções bacterianas, 

ocorre um  aumento das concentrações de nitrato (Linnane et al., 1998), e esse nitrato 

pode ser utilizado como um aceptor de elétrons permitindo uma via alternativa de 

respiração para a bactéria. A respiração anaeróbia já foi demonstrada como sendo 

importante para outros patógenos, como Salmonella enterica serovar Typhimurium, em 

que a presença da nitratro redutase periplasmática é essencial para a virulência durante 

a colite (Lopez et al., 2015). 

Portanto, AtvR contribui para a virulência de P. aeruginosa uma vez que permite 

que essa bactéria se dissemine durante a infecção, colonizando os órgãos primários e 

secundários, e consequentemente um quadro de infecção aguda severa resultando na 

morte do hospedeiro. AtvR é necessário para a resistência de P. aeruginosa contra a 

morte promovida pelos macrófagos, uma vez que a deleção de atvR resultou em maior 

produção de TNF- e maior clearance in vitro. A linhagem deficiente em atvR foi defectiva 

no modelo de pneumonia aguda em camundongos, sendo resolvida com maior eficiência 

e permitindo o recrutamento e ativação dos neutrófilos no sitio de infecção. Esses dados 

sugerem que AtvR apresenta um importante papel na capacidade de P. aeruginosa de 

adaptar ao hospedeiro e modular a resposta imune inata. 

Os papeis dos reguladores transcricionais em fazer um ajuste fino na expressão 

gênica, induzindo uma expressão just-in-time, são fundamentais para uma alta 

adaptabilidade da bactéria para responde a uma diversidade de condições desfavoráveis 

que ela encontra durante a colonização de diferentes nichos. A sobrevivência na 
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ausência de oxigênio ou na presença de baixas tensões de oxigênio é crucial para que a 

P. aeruginosa possa colonizar eficientemente o hospedeiro durante a infecção, esse fato 

é evidente pelos numerosos reguladores envolvidos na mudança metabólica permitindo 

a respiração anaeróbia. A esses ativadores já caracterizados, compreendendo Anr, NarL, 

e Dnr, foi adicionado o RR atípico AtvR (Figura 18). Curiosamente, AtvR é uma exceção 

a essa cascata de regulação da desnitrificação, em que Anr é o ativador global ativando 

Dnr e NarXL como reguladores a jusante. Os níveis de mRNA de atvR não estão sobre 

controle de Dnr e NarXL mas apresenta-se reduzido por Anr (Figura 16 e 17). Embora 

parte do regulon de AtvR se sobreponha a esses reguladores, esse RR pode responder 

a condições diferentes e ativar outros genes relevantes para a virulência (Tabela 5). A 

função de AtvR não é capaz de suprimir a falta de Anr (Figura 16 e 17), embora esse 

seja capaz de regular positivamente toda a via de desnitrificação. 

 

Figura 18. AtvR e a complexa regulação dos genes envolvidos na desnitrificação em P. aeruginosa. 
Os genes envolvidos na transferência de elétrons entre os complexos da nitrato (Nar), nitrito (Nir), oxido 
nítrico (Nor) e oxido nitroso (Nos) redutases (boxes em cinza) estão sob controle dos ativadores 
transcricionais Anr, do sistema de dois componentes NarXL, e Dnr e do recém descoberto AtvR. As setas 
em preto indicam a via de transferência de elétrons e as setas coloridas e solidas representam ativação 
positiva da transcrição. Fatores que afetam a atividade dos reguladores estão representadas em setas 
vermelhas apontando para os seus alvos. 
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O maior desafio agora é compreender como a expressão e a atividade de AtvR 

são regulados, uma vez que a falta de aspartato impede a regulação via fosforilação de 

maneira canônica. Seria essa uma modulação simplesmente transcricional na presença 

de nitrato, ou seria um mecanismo sutil de regulação que regula a estabilidade da 

mensagem e/ou a atividade da proteína por si? Como esses todos reguladores interagem 

entre si para garantir que o processo de desnitrificação seja induzido somente quando 

necessário? Essas são questões ainda em aberto que precisam ser respondidas para 

compreender uma da via centrais que contribuem para a ubiquidade e versatilidade de 

Pseudomonas. 
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5. Conclusões 

Este trabalho trouxe contribuições importantes para um melhor entendimento do 

papel dos RR de P. aeruginosa, no que diz respeito à virulência e adaptação.  

Na triagem de 51 mutantes de RR no modelo in vitro, os macrófagos infectados 

com 42 desses mutantes apresentaram perfis de secreção de  TNF-alfa diferentes dos 

macrófagos infectados com a linhagem selvagem, sendo que cinco desses mutantes 

diminuem a produção, enquanto  37 induzem uma maior produção de TNF-α.  Isto mostra 

que a resposta dos macrófagos ao desafio com P. aeruginosa pode ser modulada por 

produtos bacterianos. 

Foi determinado que 55% dos mutantes analisados apresentam-se atenuados em 

virulência tanto no modelo de macrófagos quanto no de Drosophila, demonstrando a 

conservação destes determinantes de virulência contra hospedeiros distintos, mas que 

apresentam vias similares de ativação da resposta imune, 

Dentre os RR de PA14, foi caracterizado como atípico AtvR (PA14_26570), que 

apresenta um glutamato substituindo o aspartato fosforilável. 

Macrófagos infectados com o mutante em AtvR apresentam maior produção da 

citocina pró-inflamatória TNF-α, maior clearance bacteriano e sã omenos sensíveis à 

citotoxicidade.neste modelo, em comparação aos macrófagos infectados com a linhagem 

selvagem.  

A linhagem deficiente em AtvR também apresenta menor virulência in vivo no 

modelo de pneumonia aguda em camundongos, com menor carga bacteriana nos sítios 

primário e secundários de infecção. Foi observada maior produção de citocinas pró-

inflamatórias e maior recrutamento e ativação de neutrófilos nos pulmões dos 
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camundongos infectados com a linhagem mutante em AtvR em comparação aos 

camundongos infectados com a linhagem selvagem. 

AtvR está envolvida na expressão de genes envolvidos na respiração anaeróbia, 

como por exemplo a nitrato redutase. 

A falta do regulador global da resposta á hipóxia Anr induz o aumentoda expressão 

de AtvR nessa condição, o contrário do efeito deste ativador em outros reguladores da 

respiração anaeróbia. Portanto, AtvR não faz parte dessa cascata regulatória, mas atua 

em paralelo a ela. 

Este trabalho introduziu a técnica de análise transcritômica por RNAseq no nosso 

grupo de pesquisa, que já vem sendo utilizada em outros trabalhos. 
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Tabela Anexo II. Genes regulados positivamente em PA14/pAtvR x PA14/pJN105 

PA14 locus 

PAO1 

locus gene 

logF

C FDR Operon 

PA14_0082

0 

PA007

0 tagQ1 1,07 1,37E-02 PA14_00820;PA14_00830;PA14_00850;PA14_00860;PA14_00875;PA14_00890;PA14_00900;PA14_00910 

PA14_0103

0 

PA008

5 hcp1 1,08 1,04E-02  

PA14_0117

0 

PA009

6  1,22 3,53E-02 PA14_01160;PA14_01170;PA14_01180;PA14_01190;PA14_01200;PA14_01220;PA14_01230 

PA14_0149

0 

PA012

2 rahU 1,07 4,83E-03  

PA14_0220

0 

PA017

5 cheR2 1,57 5,58E-04 PA14_02180;PA14_02190;PA14_02200;PA14_02220;PA14_02230;PA14_02250;PA14_02260 

PA14_0222

0 

PA017

6 aer2 1,76 4,65E-06 PA14_02180;PA14_02190;PA14_02200;PA14_02220;PA14_02230;PA14_02250;PA14_02260 

PA14_0223

0 

PA017

7 cheW 1,67 2,42E-05 PA14_02180;PA14_02190;PA14_02200;PA14_02220;PA14_02230;PA14_02250;PA14_02260 

PA14_0225

0 

PA017

8 cheA 1,66 6,67E-06 PA14_02180;PA14_02190;PA14_02200;PA14_02220;PA14_02230;PA14_02250;PA14_02260 

PA14_0226

0 

PA017

9  1,43 1,62E-04 PA14_02180;PA14_02190;PA14_02200;PA14_02220;PA14_02230;PA14_02250;PA14_02260 

PA14_0351

0 

PA027

0  1,30 3,63E-03 PA14_03490;PA14_03510;PA14_03520 

PA14_0465

0 

PA035

5 pfpI 1,07 1,31E-02  

PA14_0582

0 

PA044

6  1,54 1,81E-04  

PA14_0584

0 

PA044

7 gcdH 1,54 7,31E-04  

PA14_0600

0 

PA045

9 clpC 1,73 7,87E-04  

PA14_0665

0 

PA050

9 nirN 2,54 9,36E-13 

PA14_06650;PA14_06660;PA14_06670;PA14_06680;PA14_06690;PA14_06700;PA14_06710;PA14_06720;PA14_06730;PA14_06740;PA14_0

6750 

PA14_0666

0 

PA051

0 nirE 3,25 3,31E-18 

PA14_06650;PA14_06660;PA14_06670;PA14_06680;PA14_06690;PA14_06700;PA14_06710;PA14_06720;PA14_06730;PA14_06740;PA14_0

6750 

PA14_0667

0 

PA051

1 nirJ 2,85 1,77E-17 

PA14_06650;PA14_06660;PA14_06670;PA14_06680;PA14_06690;PA14_06700;PA14_06710;PA14_06720;PA14_06730;PA14_06740;PA14_0

6750 

PA14_0668

0 

PA051

2 nirH 2,55 6,84E-13 

PA14_06650;PA14_06660;PA14_06670;PA14_06680;PA14_06690;PA14_06700;PA14_06710;PA14_06720;PA14_06730;PA14_06740;PA14_0

6750 

PA14_0669

0 

PA051

3 nirG 2,34 1,20E-10 

PA14_06650;PA14_06660;PA14_06670;PA14_06680;PA14_06690;PA14_06700;PA14_06710;PA14_06720;PA14_06730;PA14_06740;PA14_0

6750 
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PA14_0670

0 

PA051

4 nirL 2,17 7,12E-10 

PA14_06650;PA14_06660;PA14_06670;PA14_06680;PA14_06690;PA14_06700;PA14_06710;PA14_06720;PA14_06730;PA14_06740;PA14_0

6750 

PA14_0671

0 

PA051

5 nirD 1,93 1,70E-08 

PA14_06650;PA14_06660;PA14_06670;PA14_06680;PA14_06690;PA14_06700;PA14_06710;PA14_06720;PA14_06730;PA14_06740;PA14_0

6750 

PA14_0672

0 

PA051

6 nirF 1,69 5,17E-07 

PA14_06650;PA14_06660;PA14_06670;PA14_06680;PA14_06690;PA14_06700;PA14_06710;PA14_06720;PA14_06730;PA14_06740;PA14_0

6750 

PA14_0673

0 

PA051

7 nirC 1,98 6,73E-08 

PA14_06650;PA14_06660;PA14_06670;PA14_06680;PA14_06690;PA14_06700;PA14_06710;PA14_06720;PA14_06730;PA14_06740;PA14_0

6750 

PA14_0674

0 

PA051

8 nirM 2,19 2,06E-09 

PA14_06650;PA14_06660;PA14_06670;PA14_06680;PA14_06690;PA14_06700;PA14_06710;PA14_06720;PA14_06730;PA14_06740;PA14_0

6750 

PA14_0675

0 

PA051

9 nirS 1,69 1,62E-04 

PA14_06650;PA14_06660;PA14_06670;PA14_06680;PA14_06690;PA14_06700;PA14_06710;PA14_06720;PA14_06730;PA14_06740;PA14_0

6750 

PA14_0677

0 

PA052

0 nirQ 1,50 1,50E-05 PA14_06770;PA14_06790;PA14_06800 

PA14_0679

0 

PA052

1 nirO 1,27 1,04E-02 PA14_06770;PA14_06790;PA14_06800 

PA14_0681

0 

PA052

3 norC 2,61 6,17E-05 PA14_06810;PA14_06830;PA14_06840 

PA14_0683

0 

PA052

4 norB 2,90 7,34E-06 PA14_06810;PA14_06830;PA14_06840 

PA14_0686

0 

PA052

6  1,32 3,59E-02 PA14_06860;PA14_06870 

PA14_0743

0 

PA057

2  1,10 1,11E-02  

PA14_0766

0 

PA058

7 yeaH 1,17 8,46E-03 PA14_07650;PA14_07660;PA14_07680 

PA14_0768

0 

PA058

8 yeaG 1,40 1,52E-03 PA14_07650;PA14_07660;PA14_07680 

PA14_0915

0 

PA423

6 katA 1,22 8,40E-03  

PA14_0940

0 

PA421

7 phzS 1,89 4,95E-06  

PA14_0941

0 

PA421

6 phzG1 2,84 2,68E-12 PA14_09410;PA14_09420;PA14_09440;PA14_09450;PA14_09460 

PA14_0942

0 

PA421

5 phzF1 2,24 7,07E-07 PA14_09410;PA14_09420;PA14_09440;PA14_09450;PA14_09460 

PA14_0944

0 

PA421

4 phzE1 2,56 1,94E-10 PA14_09410;PA14_09420;PA14_09440;PA14_09450;PA14_09460 

PA14_0945

0 

PA421

3 phzD1 2,67 1,05E-08 PA14_09410;PA14_09420;PA14_09440;PA14_09450;PA14_09460 

PA14_0946

0 

PA421

2 phzC1 3,19 1,74E-12 PA14_09410;PA14_09420;PA14_09440;PA14_09450;PA14_09460 
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PA14_0947

0 

PA421

1 phzB1 3,31 2,10E-14  

PA14_0948

0 

PA421

0 phzA1 2,61 2,85E-07  

PA14_0949

0 

PA420

9 phzM 1,43 3,19E-04  

PA14_0950

0 

PA420

8 opmD 1,27 2,91E-03 PA14_09500;PA14_09520;PA14_09530;PA14_09540 

PA14_1036

0 

PA414

1  1,01 1,74E-02  

PA14_1047

0 

PA413

6 sur/bcr 1,29 3,02E-02  

PA14_1049

0 

PA413

4  2,96 2,43E-13 PA14_10490;PA14_10500 

PA14_1050

0 

PA413

3 

cytN/cc

oN/fixN 3,61 2,76E-12 PA14_10490;PA14_10500 

PA14_1053

0 

PA413

2  2,99 1,75E-11  

PA14_1054

0 

PA413

1  3,54 3,59E-09  

PA14_1055

0 

PA413

0  2,48 2,39E-07 PA14_10550;PA14_10560 

PA14_1056

0 

PA412

9  2,54 1,52E-10 PA14_10550;PA14_10560 

PA14_1057

0 

PA412

8 hpcH 2,18 5,17E-07 PA14_10570;PA14_10590;PA14_10600 

PA14_1059

0 

PA412

7 hpcG 1,37 9,43E-04 PA14_10570;PA14_10590;PA14_10600 

PA14_1179

0 

PA402

3 eutP 1,01 2,66E-02 PA14_11760;PA14_11770;PA14_11790 

PA14_1181

0 

PA402

2 hdhA 2,05 2,44E-08  

PA14_1303

0 

PA393

0 cioA 1,07 7,56E-03 PA14_13030;PA14_13040;PA14_13050 

PA14_1313

0 

PA392

3  1,05 3,01E-02 PA14_13130;PA14_13140 

PA14_1314

0 

PA392

2  1,40 2,57E-03 PA14_13130;PA14_13140 

PA14_1326

0 

PA391

5 moaB1 3,35 1,15E-21 PA14_13260;PA14_13280 

PA14_1328

0 

PA391

4 moeA1 3,37 2,34E-20 PA14_13260;PA14_13280 
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PA14_1332

0 

PA391

1 yhbT 1,29 4,86E-04 PA14_13290;PA14_13300;PA14_13320 

PA14_1375

0 

PA387

7 narK1 1,86 1,71E-04 PA14_13750;PA14_13770;PA14_13780;PA14_13800;PA14_13810;PA14_13830;PA14_13840;PA14_13850 

PA14_1377

0 

PA387

6 narK2 2,44 7,78E-11 PA14_13750;PA14_13770;PA14_13780;PA14_13800;PA14_13810;PA14_13830;PA14_13840;PA14_13850 

PA14_1378

0 

PA387

5 narG 3,35 9,51E-13 PA14_13750;PA14_13770;PA14_13780;PA14_13800;PA14_13810;PA14_13830;PA14_13840;PA14_13850 

PA14_1380

0 

PA387

4 narH 3,42 3,54E-09 PA14_13750;PA14_13770;PA14_13780;PA14_13800;PA14_13810;PA14_13830;PA14_13840;PA14_13850 

PA14_1381

0 

PA387

3 narJ 3,18 6,77E-08 PA14_13750;PA14_13770;PA14_13780;PA14_13800;PA14_13810;PA14_13830;PA14_13840;PA14_13850 

PA14_1383

0 

PA387

2 narI 3,27 7,62E-10 PA14_13750;PA14_13770;PA14_13780;PA14_13800;PA14_13810;PA14_13830;PA14_13840;PA14_13850 

PA14_1384

0 

PA387

1  2,12 7,34E-06 PA14_13750;PA14_13770;PA14_13780;PA14_13800;PA14_13810;PA14_13830;PA14_13840;PA14_13850 

PA14_1385

0 

PA387

0 moaA 1,44 2,08E-02 PA14_13750;PA14_13770;PA14_13780;PA14_13800;PA14_13810;PA14_13830;PA14_13840;PA14_13850 

PA14_1507

0 

PA379

0 oprC 1,02 1,43E-02 PA14_15070;PA14_15080 

PA14_1625

0 

PA372

4 lasB 1,15 2,67E-03  

PA14_1637

0 

PA371

2  1,03 1,06E-02  

PA14_1663

0 

PA369

2 lptF 1,16 2,17E-03 PA14_16630;PA14_16640 

PA14_1664

0 

PA369

1  1,26 5,20E-04 PA14_16630;PA14_16640 

PA14_1748

0 

PA362

2 rpoS 1,32 1,52E-03  

PA14_1812

0 

PA357

0 mmsA 1,40 8,83E-03 PA14_18120;PA14_18140 

PA14_1814

0 

PA356

9 mmsB 1,44 2,37E-02 PA14_18120;PA14_18140 

PA14_1910

0 

PA347

9 rhlA 1,38 1,62E-04  

PA14_2019

0 

PA339

3 nosD 2,01 2,08E-02 PA14_20150;PA14_20170;PA14_20180;PA14_20190;PA14_20200;PA14_20230 

PA14_2020

0 

PA339

2 nosZ 2,91 1,26E-03 PA14_20150;PA14_20170;PA14_20180;PA14_20190;PA14_20200;PA14_20230 

PA14_2092

0 

PA333

5  2,50 3,01E-11  
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PA14_2094

0 

PA333

4  2,65 1,14E-10 PA14_20940;PA14_20950;PA14_20960;PA14_20970;PA14_20980;PA14_21000;PA14_21010;PA14_21020 

PA14_2095

0 

PA333

3 fabH2 2,59 3,17E-10 PA14_20940;PA14_20950;PA14_20960;PA14_20970;PA14_20980;PA14_21000;PA14_21010;PA14_21020 

PA14_2096

0 

PA333

2  2,61 1,25E-10 PA14_20940;PA14_20950;PA14_20960;PA14_20970;PA14_20980;PA14_21000;PA14_21010;PA14_21020 

PA14_2097

0 

PA333

1 cyp23 2,60 2,34E-10 PA14_20940;PA14_20950;PA14_20960;PA14_20970;PA14_20980;PA14_21000;PA14_21010;PA14_21020 

PA14_2098

0 

PA333

0  2,96 1,52E-10 PA14_20940;PA14_20950;PA14_20960;PA14_20970;PA14_20980;PA14_21000;PA14_21010;PA14_21020 

PA14_2100

0 

PA332

9  2,59 6,24E-10 PA14_20940;PA14_20950;PA14_20960;PA14_20970;PA14_20980;PA14_21000;PA14_21010;PA14_21020 

PA14_2101

0 

PA332

8  2,51 1,13E-08 PA14_20940;PA14_20950;PA14_20960;PA14_20970;PA14_20980;PA14_21000;PA14_21010;PA14_21020 

PA14_2102

0 

PA332

7  2,20 5,66E-07 PA14_20940;PA14_20950;PA14_20960;PA14_20970;PA14_20980;PA14_21000;PA14_21010;PA14_21020 

PA14_2103

0 

PA332

6 clpP2 1,87 1,12E-06  

PA14_2122

0 

PA330

9 uspK 1,13 3,12E-03  

PA14_2300

0 

PA318

8 gltG 1,15 4,81E-03 PA14_22990;PA14_23000;PA14_23010;PA14_23030 

PA14_2301

0 

PA318

7 gltK 1,00 1,66E-02 PA14_22990;PA14_23000;PA14_23010;PA14_23030 

PA14_2303

0 

PA318

6 oprB 1,08 5,99E-03 PA14_22990;PA14_23000;PA14_23010;PA14_23030 

PA14_2465

0 

PA304

9 rmf 1,19 2,53E-02  

PA14_2474

0 

PA304

2  1,49 1,61E-04 PA14_24740;PA14_24760;PA14_24770 

PA14_2476

0 

PA304

1 yqjE 1,58 7,68E-06 PA14_24740;PA14_24760;PA14_24770 

PA14_2477

0 

PA304

0 yqjD 1,40 9,44E-05 PA14_24740;PA14_24760;PA14_24770 

PA14_2498

0 

PA302

2  1,16 2,30E-03  

PA14_2602

0 

PA293

9 pepB 1,18 5,51E-03  

PA14_2657

0 

PA289

9 atvR 8,16 6,62E-79 PA14_26570;PA14_26580 

PA14_2658

0 

PA289

8  1,24 1,55E-02 PA14_26570;PA14_26580 
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PA14_2773

0 

PA281

5 fadE 1,03 1,38E-02  

PA14_2805

0 

PA278

8  1,72 6,39E-07  

PA14_2806

0 

PA278

7 cpg2 1,74 9,72E-06  

PA14_2896

0 

PA272

1  1,68 4,02E-02  

PA14_2933

0 -  1,01 4,19E-02  

PA14_3151

0 

PA255

4  1,62 9,72E-06 PA14_31500;PA14_31510;PA14_31530;PA14_31540 

PA14_3153

0 

PA255

3  1,85 1,11E-07 PA14_31500;PA14_31510;PA14_31530;PA14_31540 

PA14_3154

0 

PA255

2 acdB 1,36 1,41E-03 PA14_31500;PA14_31510;PA14_31530;PA14_31540 

PA14_3330

0 -  1,79 1,12E-07 PA14_33300;PA14_33310;PA14_33320;PA14_33330 

PA14_3331

0 -  1,73 2,81E-06 PA14_33300;PA14_33310;PA14_33320;PA14_33330 

PA14_3332

0 -  1,65 2,31E-04 PA14_33300;PA14_33310;PA14_33320;PA14_33330 

PA14_3333

0 -  1,33 4,49E-03 PA14_33300;PA14_33310;PA14_33320;PA14_33330 

PA14_3337

0 

PA242

2  1,94 3,61E-02  

PA14_3387

0 

PA238

1  1,47 2,17E-03  

PA14_3402

0 

PA236

8 hsiF3 5,92 1,69E-02 

PA14_33940;PA14_33960;PA14_33970;PA14_33980;PA14_33990;PA14_34000;PA14_34010;PA14_34020;PA14_34030;PA14_34050;PA14_34

070 

PA14_3482

0 

PA230

4 ambC 2,02 7,55E-06 PA14_34810;PA14_34820;PA14_34830;PA14_34840;PA14_34850 

PA14_3483

0 

PA230

3 ambD 1,27 2,45E-03 PA14_34810;PA14_34820;PA14_34830;PA14_34840;PA14_34850 

PA14_3484

0 

PA230

2 ambE 1,57 1,04E-05 PA14_34810;PA14_34820;PA14_34830;PA14_34840;PA14_34850 

PA14_3515

0 

PA227

5 yahK 1,36 1,62E-04  

PA14_3549

0 

PA225

0 lpdV 1,43 4,22E-05 PA14_35490;PA14_35500;PA14_35520;PA14_35530 

PA14_3550

0 

PA224

9 bkdB 1,36 2,64E-04 PA14_35490;PA14_35500;PA14_35520;PA14_35530 
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PA14_3552

0 

PA224

8 bkdA2 1,31 9,47E-04 PA14_35490;PA14_35500;PA14_35520;PA14_35530 

PA14_3553

0 

PA224

7 bkdA1 1,17 1,14E-02 PA14_35490;PA14_35500;PA14_35520;PA14_35530 

PA14_3578

0 -  1,31 2,26E-04 PA14_35780;PA14_35790 

PA14_3579

0 -  1,17 1,87E-03 PA14_35780;PA14_35790 

PA14_3631

0 

PA219

5 hcnC 2,16 1,45E-06 PA14_36310;PA14_36320;PA14_36330 

PA14_3632

0 

PA219

4 hcnB 1,67 6,79E-05 PA14_36310;PA14_36320;PA14_36330 

PA14_3633

0 

PA219

3 hcnA 1,01 2,98E-02 PA14_36310;PA14_36320;PA14_36330 

PA14_3656

0 

PA216

6  1,05 3,60E-02  

PA14_3658

0 

PA216

4  1,43 3,43E-02 PA14_36570;PA14_36580;PA14_36590;PA14_36605;PA14_36620;PA1436630 

PA14_3665

0 

PA215

9  2,33 1,84E-02 PA14_36650;PA14_36660;PA14_36670;PA14_36680;PA14_36690;PA14_36700 

PA14_3683

0 

PA214

5  1,43 4,12E-02  

PA14_3708

0 

PA212

6 cgrC 1,02 3,88E-02  

PA14_3709

0 

PA212

5  1,01 2,81E-02 PA14_37090;PA14_37100 

PA14_3774

5 

PA206

9  1,79 8,05E-06 PA14_37745;PA14_37760;PA14_37770;PA14_37780 

PA14_3802

0 

PA204

8  1,22 2,16E-02  

PA14_3848

0 

PA201

2 gnyA 1,61 2,30E-06 PA14_38440;PA14_38460;PA14_38470;PA14_38480;PA14_38490 

PA14_3849

0 

PA201

1 gnyL 1,50 2,11E-05 PA14_38440;PA14_38460;PA14_38470;PA14_38480;PA14_38490 

PA14_3859

0 

PA200

3 bdhA 1,46 4,79E-04  

PA14_3861

0 

PA200

2 atoE 1,16 1,43E-02  

PA14_3863

0 

PA200

1 atoB 1,74 2,42E-06  

PA14_3864

0 

PA200

0 atoA 1,68 4,65E-06 PA14_38640;PA14_38660 
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PA14_3866

0 

PA199

9 atoD 1,73 1,21E-04 PA14_38640;PA14_38660 

PA14_3884

0 

PA198

4 exaC 1,88 8,98E-07 PA14_38840;PA14_38850 

PA14_3927

0 

PA195

1 fapF 1,03 1,31E-02  

PA14_3928

0 

PA195

0 rbsK 1,31 3,17E-04 PA14_39280;PA14_39300;PA14_39320;PA14_39330;PA14_39350 

PA14_3956

0 

PA193

0  1,16 4,80E-02  

PA14_3970

0 -  1,64 1,68E-04 PA14_39690;PA14_39700;PA14_39710 

PA14_3971

0 

PA191

9 nrdG 1,35 1,61E-03 PA14_39690;PA14_39700;PA14_39710 

PA14_3988

0 

PA421

6 phzG2 1,99 3,12E-06 PA14_39880;PA14_39890;PA14_39910;PA14_39925;PA14_39945;PA14_39960 

PA14_3989

0 

PA421

5 phzF2 2,24 7,07E-07 PA14_39880;PA14_39890;PA14_39910;PA14_39925;PA14_39945;PA14_39960 

PA14_3991

0 

PA421

4 phzE2 2,43 1,22E-08 PA14_39880;PA14_39890;PA14_39910;PA14_39925;PA14_39945;PA14_39960 

PA14_3992

5 

PA421

3 phzD2 2,70 2,50E-08 PA14_39880;PA14_39890;PA14_39910;PA14_39925;PA14_39945;PA14_39960 

PA14_3994

5 

PA421

2 phzC2 2,44 4,00E-10 PA14_39880;PA14_39890;PA14_39910;PA14_39925;PA14_39945;PA14_39960 

PA14_3996

0 

PA421

1 phzB2 2,72 7,51E-11 PA14_39880;PA14_39890;PA14_39910;PA14_39925;PA14_39945;PA14_39960 

PA14_3997

0 

PA421

0 phzA2 1,83 1,67E-03  

PA14_4030

0 

PA187

0  1,15 5,00E-02  

PA14_4290

0 

PA166

9 icmF2 1,13 2,72E-03 

PA14_42880;PA14_42890;PA14_42900;PA14_42910;PA14_42920;PA14_42940;PA14_42950;PA14_42960;PA14_42970;PA14_42980;PA14_4

2990 

PA14_4291

0 

PA166

8 dotU2 1,45 7,57E-04 

PA14_42880;PA14_42890;PA14_42900;PA14_42910;PA14_42920;PA14_42940;PA14_42950;PA14_42960;PA14_42970;PA14_42980;PA14_4

2990 

PA14_4292

0 

PA166

7 hsiJ2 1,07 6,75E-03 

PA14_42880;PA14_42890;PA14_42900;PA14_42910;PA14_42920;PA14_42940;PA14_42950;PA14_42960;PA14_42970;PA14_42980;PA14_4

2990 

PA14_4294

0 

PA166

6 lip2.1 1,46 7,14E-04 

PA14_42880;PA14_42890;PA14_42900;PA14_42910;PA14_42920;PA14_42940;PA14_42950;PA14_42960;PA14_42970;PA14_42980;PA14_4

2990 

PA14_4295

0 

PA166

5 fha2 1,88 1,82E-05 

PA14_42880;PA14_42890;PA14_42900;PA14_42910;PA14_42920;PA14_42940;PA14_42950;PA14_42960;PA14_42970;PA14_42980;PA14_4

2990 

PA14_4297

0 

PA166

3 sfa2 1,24 1,46E-02 

PA14_42880;PA14_42890;PA14_42900;PA14_42910;PA14_42920;PA14_42940;PA14_42950;PA14_42960;PA14_42970;PA14_42980;PA14_4

2990 
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PA14_4298

0 

PA166

2 clpV2 1,32 2,89E-04 

PA14_42880;PA14_42890;PA14_42900;PA14_42910;PA14_42920;PA14_42940;PA14_42950;PA14_42960;PA14_42970;PA14_42980;PA14_4

2990 

PA14_4299

0 

PA166

1 hsiH2 1,31 7,51E-04 

PA14_42880;PA14_42890;PA14_42900;PA14_42910;PA14_42920;PA14_42940;PA14_42950;PA14_42960;PA14_42970;PA14_42980;PA14_4

2990 

PA14_4300

0 

PA166

0 hsiG2 1,37 1,83E-04  

PA14_4302

0 

PA165

9  1,30 3,17E-03 PA14_43020;PA14_43030;PA14_43040;PA14_43050 

PA14_4303

0 

PA165

8 hsiC2 1,58 4,80E-06 PA14_43020;PA14_43030;PA14_43040;PA14_43050 

PA14_4304

0 

PA165

7 hsiB2 1,71 4,99E-07 PA14_43020;PA14_43030;PA14_43040;PA14_43050 

PA14_4429

0 

PA165

6 hsiA2 1,04 1,03E-02  

PA14_4434

0 

PA155

7 ccoN2 1,16 2,39E-02 PA14_44340;PA14_44350 

PA14_4435

0 

PA155

6 ccoO2 1,80 2,31E-04 PA14_44340;PA14_44350 

PA14_4436

0 

PA155

5 ccoP2 1,89 1,25E-05  

PA14_4691

0 

PA134

2 aatJ 1,17 5,01E-03  

PA14_4693

0 

PA134

0 aatM 1,01 2,23E-02 PA14_46920;PA14_46930;PA14_46950 

PA14_4697

0 

PA133

7 ansB 1,88 1,45E-06 PA14_46970;PA14_46980;PA14_46990 

PA14_4712

0 

PA132

4  1,25 7,51E-04 PA14_47120;PA14_47130 

PA14_4713

0 

PA132

3  1,01 1,08E-02 PA14_47120;PA14_47130 

PA14_4785

0 

PA126

7  1,35 2,12E-02 PA14_47840;PA14_47850 

PA14_4806

0 

PA124

9 aprA 2,19 9,42E-11  

PA14_4809

0 

PA124

8 aprF 1,32 2,35E-04 PA14_48090;PA14_48100;PA14_48115;PA14_48140 

PA14_4810

0 

PA124

7 aprE 1,12 1,06E-02 PA14_48090;PA14_48100;PA14_48115;PA14_48140 

PA14_4811

5 

PA124

6 aprD 1,18 4,07E-03 PA14_48090;PA14_48100;PA14_48115;PA14_48140 

PA14_4876

0 

PA120

2 ycaC 1,40 1,28E-03  
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PA14_4921

0 

PA117

7 napE 1,45 9,96E-03 PA14_49210;PA14_49220;PA14_49230;PA14_49250;PA14_49260;PA14_49270 

PA14_4922

0 

PA117

6 napF 1,60 1,91E-04 PA14_49210;PA14_49220;PA14_49230;PA14_49250;PA14_49260;PA14_49270 

PA14_4923

0 

PA117

5 napD 1,35 2,84E-02 PA14_49210;PA14_49220;PA14_49230;PA14_49250;PA14_49260;PA14_49270 

PA14_4925

0 

PA117

4 napA 1,17 3,08E-03 PA14_49210;PA14_49220;PA14_49230;PA14_49250;PA14_49260;PA14_49270 

PA14_4985

0 

PA117

3  2,13 7,12E-10  

PA14_4986

0 

PA117

2  1,53 6,29E-04  

PA14_5088

0 

PA104

1  1,50 2,04E-04  

PA14_5304

0 

PA086

7 mliC 1,12 1,87E-03  

PA14_5374

0 

PA081

4  1,18 3,60E-02 PA14_53740;PA14_53750 

PA14_5454

0 

PA075

4  1,16 1,06E-02 PA14_54520;PA14_54540;PA14_54550;PA14_54570;PA14_54580 

PA14_5463

0 

PA074

6  1,57 2,90E-04 PA14_54620;PA14_54630 

PA14_5464

0 

PA074

5  1,89 6,75E-08 PA14_54640;PA14_54660 

PA14_5466

0 

PA074

4  1,96 9,19E-09  

PA14_5467

0 

PA074

3  1,67 4,28E-06  

PA14_5511

0 

PA071

3  2,40 1,13E-05  

PA14_5579

0 

PA429

4  1,44 3,11E-02 PA14_55780;PA14_55790 

PA14_5655

0 

PA434

9  1,08 4,80E-03 PA14_56510;PA14_56520;PA14_56530;PA14_56540;PA14_56550 

PA14_5656

0 

PA435

0 olsB 1,12 2,05E-02 PA14_56560;PA14_56570 

PA14_5835

0 

PA449

6 dppA1 1,20 2,11E-03 PA14_58350;PA14_58360 

PA14_5977

0 - rcsB 1,01 1,51E-02 PA14_59770;PA14_59780;PA14_59790;PA14_59800 

PA14_6057

0 

PA457

8  1,02 9,17E-03 PA14_60570;PA14_60580 
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PA14_6070

0 

PA458

7 ccpR 2,71 1,29E-11  

PA14_6075

0 

PA459

0 pra 1,08 5,66E-03  

PA14_6096

0 

PA460

7  1,70 2,02E-06  

PA14_6268

0 

PA473

8 yjbJ 1,23 1,43E-02 PA14_62680;PA14_62690 

PA14_6269

0 

PA473

9  1,13 1,80E-02  

PA14_6436

0 

PA486

6  1,23 2,85E-02 PA14_64310;PA14_64320;PA14_64335;PA14_64350;PA14_64360;PA14_64370;PA14_64390 

PA14_6826

0 

PA516

7 dctP 1,24 1,06E-02 PA14_68260;PA14_68280;PA14_68290 

PA14_6828

0 

PA516

8 dctQ 1,21 4,60E-02  

PA14_6833

0 

PA517

1 arcA 1,20 2,44E-02 PA14_68300;PA14_68330;PA14_68340;PA14_68350 

PA14_6834

0 

PA517

2 arcB 2,12 5,14E-09 PA14_68300;PA14_68330;PA14_68340;PA14_68350 

PA14_6835

0 

PA517

3 arcC 2,44 1,02E-12 PA14_68300;PA14_68330;PA14_68340;PA14_68350 

PA14_6894

0 

PA522

0  1,38 1,41E-04 PA14_68930;PA14_68940 

PA14_7067

0 

PA535

3 glcF 2,19 1,50E-05 PA14_70650;PA14_70670;PA14_70680;PA14_70690 

PA14_7068

0 

PA535

4 glcE 2,52 1,70E-06 PA14_70650;PA14_70670;PA14_70680;PA14_70690 

PA14_7069

0 

PA535

5 glcD 2,27 5,66E-07 PA14_70650;PA14_70670;PA14_70680;PA14_70690 

PA14_7252

0 

PA549

6 nrdJb 1,27 7,22E-03 PA14_72520;PA14_72540 
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Tabela Anexo III. Genes regulados negativamente em PA14/pAtvR x PA14/pJN105 

PA14 locus 

PAO1 

locus gene logFC FDR Operon 

PA14_02130 PA0170  -1,04 

2,39E-

02 PA14_02130;PA14_02140;PA14_02150 

PA14_02140 PA0171  -1,19 

7,56E-

03 PA14_02130;PA14_02140;PA14_02150 

PA14_02150 PA0172  -1,04 

1,29E-

02 PA14_02130;PA14_02140;PA14_02150 

PA14_03770 PA0288 speB1 -1,08 

2,97E-

02 PA14_03760;PA14_03770;PA14_03780 

PA14_04050 PA0310  -1,07 

1,38E-

02  

PA14_04060 PA0311  -1,32 

8,83E-

03  

PA14_06170 PA0471 fiuR -1,49 

4,35E-

04 PA14_06170;PA14_06180 

PA14_06870 PA0527 dnr -1,07 

9,80E-

03 PA14_06860;PA14_06870 

PA14_07290 PA0560 ygjP -1,09 

8,81E-

03 PA14_07290;PA14_07300 

PA14_07550 PA0578  -1,13 

9,17E-

03 PA14_07550;PA14_07560 

PA14_08390 PA0654 speD -1,10 

4,21E-

02  

PA14_12180 PA3990  -1,11 

2,44E-

02 PA14_12180;PA14_12200;PA14_12210 

PA14_12550 PA3967  -1,49 

7,87E-

04  

PA14_16350 PA3714  -1,09 

2,05E-

02  

PA14_17000 PA3661  -1,44 

4,60E-

02  

PA14_17610 PA3610 potD -1,78 

1,70E-

06 PA14_17610;PA14_17620;PA14_17630:PA14_17640 

PA14_17630 PA3608 potB -1,47 

2,12E-

03 PA14_17610;PA14_17620;PA14_17630:PA14_17640 

PA14_19470 PA3452 mqoA -1,52 

6,62E-

04  

PA14_19720 PA3428  -2,03 

4,03E-

02  
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PA14_20070 PA3403  -1,31 

7,56E-

03  

PA14_26400 PA2912  -1,18 

8,00E-

03 PA14_26360;PA14_26390;PA14_26400;PA14_26420 

PA14_31160 PA4076  -2,35 

3,70E-

06 PA14_31160;PA14_31170 

PA14_31170 PA4077  -2,93 

8,55E-

08 PA14_31160;PA14_31170 

PA14_33520 PA2411  -1,81 

1,61E-

03 PA14_33500;PA14_33510;PA14_33520 

PA14_33530 PA2410  -2,91 

1,26E-

17 PA14_33530;PA14_33540;PA14_33550;PA14_33560 

PA14_33540 
PA2409 

 -3,17 

1,84E-

17 PA14_33530;PA14_33540;PA14_33550;PA14_33560 

PA14_33550 
PA2408 

 -3,15 

2,28E-

14 PA14_33530;PA14_33540;PA14_33550;PA14_33560 

PA14_33560 
PA2407 

 -3,26 

8,93E-

16 PA14_33530;PA14_33540;PA14_33550;PA14_33560 

PA14_33570 PA2406  -2,70 

1,80E-

12 PA14_33570;PA14_33580;PA14_33590;PA14_33600 

PA14_33580 PA2405  -2,61 

2,11E-

09 PA14_33570;PA14_33580;PA14_33590;PA14_33600 

PA14_33590 PA2404  -3,17 

4,57E-

11 PA14_33570;PA14_33580;PA14_33590;PA14_33600 

PA14_33600 PA2403  -1,97 

3,91E-

08 PA14_33570;PA14_33580;PA14_33590;PA14_33600 

PA14_33680 PA2398 fpvA -2,95 

1,67E-

12  

PA14_33770 PA2389 pvdR -1,19 

8,54E-

03  

PA14_33810 PA2386 pvdA -1,49 

2,46E-

04  

PA14_33830 PA2384  -2,87 

9,19E-

09 PA14_33830;PA14_33840 

PA14_34170 PA2358  -1,28 

1,17E-

02  

PA14_35440 PA2253 ansA -1,23 

3,74E-

03  

PA14_35460 PA2252  -2,95 

1,12E-

11  

PA14_38320 PA2026  -1,28 

9,62E-

04  
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PA14_42640 PA1691 pscT -1,09 

9,96E-

03 PA14_42570;PA14_42580;PA14_42600;PA14_42610;PA14_42620;PA14_42630;PA14_42640;PA14_42660 

PA14_43380 PA1634 kdpB -1,25 

1,51E-

02 PA14_43370;PA14_43380;PA14_43400;PA14_43405 

PA14_43400 PA1633 kdpA -1,37 

3,17E-

03 PA14_43370;PA14_43380;PA14_43400;PA14_43405 

PA14_47150 PA1321 cyoE -1,65 

3,17E-

03 PA14_47150;PA14_47160;PA14_47180;PA14_47190;PA14_47210 

PA14_47180 PA1319 cyoC -1,44 

3,34E-

04 PA14_47150;PA14_47160;PA14_47180;PA14_47190;PA14_47210 

PA14_48400 PA1228  -1,29 

3,77E-

03  

PA14_48410 PA1227  -1,08 

6,51E-

03  

PA14_48830 PA1196  -1,75 

7,26E-

05 PA14_48810;PA14_48830 

PA14_51680 PA0975  -1,06 

6,71E-

03 PA14_51670;PA14_51680 

PA14_54850 -  -1,06 

1,14E-

02  

PA14_56840 PA4371  -1,13 

1,74E-

02 PA14_56840;PA14_56850;PA14_56870 

PA14_61850 PA4675 chtA -1,04 

1,91E-

02  

PA14_62880 PA4753 yhbY -1,09 

3,72E-

03  

PA14_63080 PA4770 lldP -2,61 

1,52E-

07  

PA14_63090 PA4771 lldD -2,63 

4,05E-

09 PA14_63090;PA14_63100 

PA14_63100 PA4772  -2,76 

3,63E-

10 PA14_63090;PA14_63100 

PA14_64610 PA4888  -1,27 

5,53E-

03 PA14_64610;PA14_64620 

PA14_64620 PA4889  -1,65 

8,00E-

04 PA14_64610;PA14_64620 

PA14_69250 PA5244 yohD -1,21 

2,67E-

03  

PA14_71330 PA5403  -1,11 

1,17E-

02 PA14_71320;PA14_71330;PA14_71340;PA14_71350;PA14_71360;PA14_71370 

PA14_71350 PA5405  -1,05 

2,71E-

02 PA14_71320;PA14_71330;PA14_71340;PA14_71350;PA14_71360;PA14_71370 
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PA14_71750 PA5437  -1,01 

1,55E-

02  

PA14_72350 PA5480  -1,11 

1,52E-

02  
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Anexo IV RNA-Seq 

Para obter uma boa qualidade no sequenciamento assim como padronizar um 

fluxo desde o preparo das amostras até a análise de genes diferencialmente expressos, 

foi estabelecido o fluxo de trabalho. O fluxo de trabalho final para análise pode ser 

visualizado na Figura 19. 

 

Figura 19. Fluxo de trabalho utilizado para a análise dos dados obtidos pelo RNA-seq. Inicialmente, 

as culturas foram análisecultivadas em condições de superexpressão, o seu RNA total extraído, e em 
seguida a biblioteca de cDNA de cada amostra foi preparada. As bibliotecas foram agrupadas e 
sequenciadas no MiSeq (quadro em azul). Após a obtenção das sequências de cada biblioteca (fastq), a 
qualidade foi verificada utilizando-se o FastQC e o Picard Tools. O mapeamento foi realizado utilizando-se 
o EDGE-PRO e/ou o RockHopper (quadro em laranja). Em seguida, a contagem bruta de cada gene de 
cada biblioteca foi utilizada para a análise utilizando-se os pacotes de R Edge-R e DESeq-2 (quadro rosa). 
Os genes diferencialmente expressos foram então obtidos utilizando-se um FDR < 0,05 e os genes com 
interesse biológico serão validados por ensaios biológicos específicos (quadro verde). 

As culturas bacterianas utilizadas neste trabalho foram cultivadas até a densidade 

óptica desejada (neste trabalho DO600nm = 1). Após esse período, foi adicionado um igual 

volume de RNA protect a cultura bacteriana e o RNA total foi extraído utilizando-se o kit 

RNeasy de acordo com as recomendações do fabricante. 
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A qualidade do RNA foi acessada utilizando-se o chip RNA 6000 pico, em que as 

amostras demonstraram uma alta qualidade, com valores acima de 9,5 de RIN (do inglês, 

RNA integrity number) (Figura 20A). 

Para depletar a amostra do RNA ribossomal (rRNA), foi utilizado inicialmente o kit 

MICROBExpress Bacterial mRNA Enrichment (Life Technologies). Relatos na literatura 

já descreviam o seu uso para a depleção de rRNA em P. aeruginosa (Dötsch et al., 2012; 

Blanka et al., 2014; Schulz et al., 2015). Porém, este kit não foi capaz de depletar 

completamente o rRNA, evidenciado após análise utilizando-se o chip RNA 6000 Pico, 

em que é possível observar as duas bandas correspondentes ao rRNA (Figura 20B). 

Posteriormente, no artigo que refere esse kit para depleção do rRNA, foi feita uma 

reanálise dos dados disponíveis no banco de dados do NCBI (número SRR: SRR988256, 

SRR988257, SRR988258, SRR988259, SRR988260. SRR988261 e SRR988262) 

(Blanka et al., 2014). Os dados foram reanalisados como descrito abaixo e confirmaram 

que as amostras sequenciadas, após depleção do rRNA com o MICROBExpress, 

apresentavam uma alta porcentagem de rRNA de 7,57 – 83,99%. Para conseguir dados 

de alta qualidade, foi decidido não utilizar o MICROBExpress para a depleção dos rRNAs, 

uma vez que a taxa de cobertura por gene é menor quando há baixa depleção dos rRNAs 

na amostra, necessitando um maior número de reads para obter a mesma taxa de 

cobertura em uma amostra com o rRNA depletados eficientemente. Interessantemente, 

há relatos na literatura que é necessário apenas de 2-3 milhões de reads por amostra, 

em uma amostra com uma alta taxa de depleção de rRNA, para obter uma alta 

significância estatística (Haas et al., 2012). Nas amostras analisadas por Blanka et al., 

referente ao transcriptoma do fator sigma ECF SigX, as amostras apresentaram uma 

baixa depleção de rRNAs e apenas 0,47 – 1,29 M de reads por amostra, que alinharam 
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a ORFs diferentes de rRNA (Blanka et al., 2014), indicando um viés estatístico durante a 

analise desses transcriptomas. 

Há relatos na literatura que o MICROBExpress é incapaz de depletar o rRNA de 

amostras com porcentagem de GC variável (baixo, médio e alto GC), em que bactérias 

que apresentam um alto conteúdo GC no genoma apresentaram a pior depleção de rRNA 

nas amostras (Giannoukos et al., 2012). Nesse mesmo trabalho foi observado que o kit 

Ribo-Zero é capaz de depletar quase que completamente o rRNA, mesmo em bactérias 

com alto conteúdo GC, como é o caso de P. aeruginosa, além de oferecer uma alta 

reprodutibilidade entre as amostras (Giannoukos et al., 2012). Por este motivo foi 

decidido utilizar o kit Ribo-Zero rRNA Removal kit (gram-negative bacteria), utilizando-se 

as recomendações do fabricante. 

Utilizando-se essa estratégia, foi possível uma alta depleção dos rRNAs, em que 

os picos referente ao rRNA não foram mais observados na análise com o chip RNA 6000 

Pico (Figura 20C). 

 

Figura 20. Obtenção do RNA total das amostras e a depleção utilizando-se os kits MICROBExpress 
ou Ribo-Zero. (A) Após a obtenção do RNA total com o kit RNeasy, a amostra foi analisada para verificar 
a integridade do RNA (RIN). (B) Após o primeiro passo de purificação, o mRNA foi enriquecido utilizando-
se o kit MICROBExpress ou (C) Ribo-Zero. Notar que apenas o Ribo-Zero foi capaz de depletar 
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eficientemente o rRNA, como pode ser observado com a ausência dos picos referentes ao rRNA. FU, 
unidades de fluorescência. 

Após a depleção dos rRNAs, as amostras foram utilizadas como molde para a 

construção das bibliotecas de cDNA para posterior corrida no MiSeq. Nessa etapa foi 

utilizado o kit TruSeq RNA Library Prep Kit v2 para a construção de uma biblioteca paired-

end, de acordo com as recomendações do fabricante (Illumina). Após a última etapa de 

amplificação da biblioteca, uma alíquota foi utilizada para verificar o tamanho médio da 

biblioteca de cDNA, em que o tamanho médio dos fragmentos ficou em torno de 400-500 

pb (Figura 21). O tamanho médio da biblioteca é importante para a normalização da sua 

concentração. As amostras foram quantificadas utilizando-se o kit KAPA Library 

Quantification, de acordo com as recomendações do fabricante (KapaBiosystems). Após 

a normalização de cada biblioteca, elas foram agrupadas, diluídas e desnaturas. Para a 

corrida no MiSeq, foram injetados na flow-cell entre 8-10pm do pool de amostra. 

Utilizando-se esses parâmetros, foram obtidos cerca de 16-20 milhões de reads por 

corrida. Cada corrida constituiu de quatro amostras independentes, marcadas com 

índices diferentes.  

 
Figura 21. Perfil da biblioteca PA14/pJN105-1 de cDNA paired-end utilizada no RNA-seq. Após a 
amplificação da biblioteca de cDNAs obtido pelo TruSeq, uma alíquota foi utilizada para verificar o tamanho 
médio dos fragmentos obtidos usando o BioAnalyzer com um DNA chip. O Perfil mostrado é representativo 
de todas as bibliotecas utilizadas. FU, unidades de fluorescência. 
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Após a corrida foi feita o “demultiplexing”, utilizando-se os índices das amostras 

inseridas durante a construção da biblioteca. Em seguida, a qualidade dos reads foi 

determinada com o programa FastQC 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). O sequenciamento na 

plataforma Illumina ocasiona um erro não randômico ao longo da extensão do read, com 

aumento do erro de 5’ para 3’ (Liu et al., 2012), sendo que a remoção das bases de baixa 

qualidade (trimming) pode aumentar a porcentagem de reads pareados corretamente no 

genoma, além de diminuir consideravelmente o tempo computacional (Del Fabbro et al., 

2013). É possível observar uma menor qualidade das bases conforme a extensão do read 

de 5’ para 3’, sendo que na segunda extremidade sequenciada (read 2) a sua qualidade 

é mais comprometida. Para diminuir o tempo computacional e melhorar a porcentagem 

de reads corretamente alinhados ao genoma, foi decidido aparar os reads até 100 bases 

(base de 1-100), excluído-se as bases de 101-250, tanto no read 1 como no read 2. Essa 

decisão foi tomada após a análise da qualidade de base (Phred score) de todas as 

amostras até então sequenciadas em nosso laboratório, em que a qualidade cai após a 

base 100 do sequenciamento do read 2. As amostras foram aparadas (trimmed) nas suas 

extremidades 3’ com o programa FASTX-Toolkit 

(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/). 

O programa EDGE-PRO (Estimated Degree of Gene Expression in PROkaryotes) 

foi escolhido, pois os programas normalmente utilizados para eucariotos, por exemplo o 

TopHat, contêm algoritmos específicos para a detecção de padrões de splicing, portanto 

são incapazes de alinhar corretamente e separar genes com sobreposição, comum em 

procariotos. Outro ponto é a capacidade do EDGE-PRO em separar a expressão de 

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)
http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/)
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genes duplicados ou com sobreposição oferecendo uma ferramenta um pouco mais 

acurada no estudo da expressão gênica em procariotos (Magoc et al., 2013). 

Os arquivos fastq gerados no sequenciamento foram alinhados no programa 

EDGE-PRO. Esse programa gera como arquivos de saída a contagem bruta de cada 

gene (raw count), além do RPKM (reads per kilobase per million mapped reads), uma 

tentativa de normalização da expressão gênica de acordo com o tamanho do gene e a 

quantidade de reads mapeados por gene. Após o alinhamento, foi confirmada a depleção 

significativa dos rRNAs, com uma contaminação de 0,0008-0,01%, indicando e 

confirmando a eficiência do RiboZero na depleção de rRNAs. 

Os dados de alinhamento (arquivo sam) foram utilizados para verificar a saturação 

do sequenciamento. Não há programas específicos para bactérias, e os programas 

disponíveis apresentam um alto tempo de computação. Portanto foi gerado um script em 

Python para descobrir a taxa de saturação do sequenciamento. Resumidamente, o 

arquivo gff de P. aeruginosa PA14 foi particionado em sete listas menores, permitindo 

uma busca mais rápida a partir de um index. O arquivo sam do alinhamento gerado pelo 

EDGE-PRO foi utilizado como entrada. Nesse script, é utilizada a mesma lógica para a 

geração dos arquivos de contagem bruta de reads por gene, porém a cada read do 

arquivo sam ele verifica se esse read alinha a algum gene. Se for um alinhamento a um 

novo gene, ele contará como +1, caso o gene já tenha sido alinhado anteriormente a 

algum gene ele contará +0. Com esse script é possível obter um gráfico de saturação em 

que foi possível observar uma saturação a partir de dois milhões de reads em amostras 

com uma boa depleção dos rRNAs (Figura 22). Utilizando-se esse script, uma análise de 

uma amostra que apresentou uma baixa depleção dos rRNAs, em que é possível 

observar uma taxa de saturação mais lenta com o tamanho da biblioteca condizente com 
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dados anteriores (Figura 22, linha rosa) (Haas et al., 2012). É importante notar que esse 

script determina pelo menos um read por gene, sendo que ele pode ser facilmente 

modificado para determinar a saturação com diferentes limiares de reads por gene. 

 

Figura 22. Exemplo de análise do grau de saturação dos transcriptomas. Nas duas amostras 

que apresentaram uma alta depleção de rRNA, é possível observar uma saturação de (pelo menos 1 
read/gene) a partir de dois milhões de reads por amostra (linha azul, PA14/21500 e linha vermelha, 
PA14/patvR. Quando uma amostra teve baixa depleção dos rRNAs, a saturação não foi atingida (linha 
rosa, PA14/pJN105). 

Os dados de contagem bruta de cada amostra (raw count) são facilmente extraídos 

do arquivo de saída do EDGE-PRO utilizando-se o script edgeToDeseq.perl. Esse script 

permite juntar os dados de contagem bruta das amostras de interesse de forma 

organizada, facilitando o uso da tabela gerada para a posterior análise de genes 

diferencialmente expressos. 

Os dados de contagem bruta das amostras, neste trabalho, PA14/pJN105 e 

PA14/pAtvR, foram analisados utilizando-se o pacote de R EdgeR. O EdgeR utiliza um 

modelo de distribuição binomial negativa (também conhecido como distribuição gama-

Poisson). Este pacote foi desenvolvido para permitir a analise de experimentos com um 

baixo número de réplicas. Ele utilizado um procedimento empírico de Bayes para moderar 

o grau de superdispersão (overdispersion) entre genes extraindo a informação entre 
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genes. Um teste estatístico exato análogo ao teste exato de Fischer é utilizado, porém 

adaptado para amostras com superdispersão, para identificar a diferença de expressão 

para cada gene. Os valores de p foram posteriormente ajustados utilizando-se o 

procedimento de Benjamini-Hochberg para controlar o erro do tipo I (falso positivo) 

(Seyednasrollah et al., 2015). 
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