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Resumo

Bertolucci Junior, R. Expressdao e localizacdo celular da diguanilato ciclase DgcP
em Pseudomonas aeruginosa, 2021. 76 p. Dissertacdo — Programa de Pos-
Graduacédo em Ciéncias Biologicas (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade

de Sao Paulo, Sdo Paulo.

A bactéria Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa é um patdégeno oportunista
frequentemente associado a vitimas de queimaduras graves ou individuos com fibrose
cistica, sendo os isolados resistentes a carbepenémicos dessa espécie considerados
pela. OMS como uma das maiores ameagas ao controle de infecgbes. O
estabelecimento da infec¢éo por esse patdgeno é dependente de uma série de fatores
de viruléncia, entre eles o pilus tipo IV (T4P), que possui papel importante na adeséo
a superficies e motilidade do tipo twitching, essenciais para a colonizacdo do
hospedeiro. Uma das moléculas importantes na diferenciacdo entre as formas séssil
e plancténica de P. aeruginosa € o segundo mensageiro bis-(3’,5’)-di-guanosina
monofosfato ciclico (c-di-GMP), cuja sintese é feita enzimaticamente por diguanilato
ciclases (DGCs). DgcP é uma DGC localizada nos polos da célula, que tem sua
atividade de sintese de c-di-GMP aumentada na presenca da proteina FimV, essencial
para a montagem do T4P em P. aeruginosa. Neste trabalho, ensaios de microscopia
de fluorescéncia, organizacdo e expressao génica foram realizados com o objetivo de
aumentar a compreensao sobre o papel de DgcP em relacdo a sua expressao e aos
fatores que regulam o T4P de P. aeruginosa. A proteina DgcP em fusdo com
mNeonGreen no C-terminal, expressa a partir do locus cromossdmico, se localiza de
maneira predominantemente bipolar tanto na linhagem selvagem quanto nos

mutantes ApilA, ApilR e AchpA, evidenciando que seu padrdo de localizagdo nao

depende dos sistemas de regulacdo Pil-Chp e PilS-PilR. Ensaios de RT-PCR



mostraram que dgcP se encontra em operon com PA14_72430 e dsbAl, indicando
um papel celular conjunto entre esses genes, até o momento, desconhecido. Por fim,
ensaios de gRT-PCR revelaram que os niveis de mRNA de dgcP séo invaridveis nas
linhagens WT, ApilA, ApilR, AchpA e AfimV, cultivadas em meio liquido ou meio sdlido.
Os resultados aqui mostrados, combinados com trabalhos prévios do nosso e de
outros grupos, sugerem que DgcP € uma diguanilato ciclase responséavel por geracao
constante de c-di-GMP nos polos da célula, possivelmente, atuando na sinalizacéo
local dependente do dinucleotideo ciclico, cuja localizacdo e atividade ndo séo
dependentes dos sistemas de regulacdo que atuam sobre o T4P.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, c-di-GMP, pilus tipo IV, fatores de

viruléncia.



Abstract

Bertolucci Junior, R. Expression and cell localization of the diguanylate cyclase
DgcP in Pseudomonas aeruginosa, 2021. 76 p. Masters Thesis — Graduate Program

in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Séao Paulo, Sao Paulo.

The Gram-negative bacterium Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen
often associated with severe burn victims or individuals with cystic fibrosis, which
carbapenem-resistant isolates were classified by th World Health Organization
classified one of the greatest threats to infection control. The establishment of infection
by this pathogen is dependent on a series of virulence factors, including the type IV
pilus (T4P), which plays an important role in adhesion to surfaces and twitching motility,
essential features for host colonization. Bis-(3',5')-cyclic dimeric guanosine
monophosphate (c-di-GMP) is a second messenger that involved in processes of
biofilm formation, motility, and virulence. The diguanylate cyclase DgcP synthetizes c-
di-GMP and it is located at the cell poles, and its activity depends on the scaffold
protein FimV, essential for T4P assembly in P. aeruginosa. By increasing c-di-GMP
levels, DgcP decreases flagellum-dependent motility and increases biofilm formation.
In this work, fluorescence microscopy, gene organization and expression assays were
performed to understand the whether DgcP localization and expression are under the
control of T4P regulatory proteins. Fluorescence microscopy analysis showed that
DgcP localizes predominantly at both cell poles in ApilA, ApilR, and AchpA mutants,
showing that its localization pattern does not depend on the Pil-Chp and PilS-PilR
systems. Furthermore, RT-PCR assays showed that dgcP is found in an operon with
PA14 72430 and dsbAl, indicating an unknown putative related cellular role for these
genes. Finally, gRT-PCR assays indicated that DgcP expression is invariant in ApilA,

ApilR, AchpA, and AfimV mutants, either in liquid or solid medium. The results shown



here, combined with previous work by ours and other groups, suggest that DgcP is a
diguanylate cyclase responsible for constant generation of c-di-GMP at the cell poles,
possibly acting in local signaling dependent on the cyclic dinucleotide, but that is not

under the control of the known T4P regulatory systems.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, c-di-GMP, type IV pilus, virulence factors.
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1. Introducgdao

1.1.Pseudomonas aeruginosa

A preocupacdo da comunidade cientifica acerca dos microrganismos
multirresistentes cresce a cada dia. O numero de infeccbes causadas por esses
patdégenos tem aumentado rapidamente e, devido ao tratamento sem sucesso de suas
infeccdes, cerca de 700.000 mortes acontecem por ano ao redor do mundo (O’NEILL,
2016). Diante desse grande problema sanitario, a busca de novos métodos de
tratamento contra tais organismos € essencial e, por essa razdo, em 2018, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) definiu a lista de organismos multirresistentes
prioritarios para o desenvolvimento de novas drogas efetivas (TACCONELLI et al.,
2018). O trabalho determinou que as Pseudomonas aeruginosa resistentes a

carbepenémicos sdo um dos principais alvos da lista.

P. aeruginosa ndo € um patégeno primario para humanos, mas age como
patdgeno oportunista em algumas situa¢des. Ela infecta, principalmente, pacientes
com queimaduras graves e pacientes com fibrose cistica, doenca que causa o0
acumulo de muco nos pulmdes (LYCZAK; CANNON; PIER, 2000; MUTLU;
WUNDERINK, 2006). P. aeruginosa ainda é capaz de colonizar superficies abioticas,
como tubos de ventilacdo e catéteres, e € comumente encontrada em infec¢des
hospitalares (HIDRON et al., 2008; KOLLEF et al., 2014). O que causa preocupagao,
sobretudo, é o fato de o tratamento de suas infec¢des ser dificultado pela resisténcia
a diversos tipos de antibioticos (HORCAJADA et al., 2019) e pela formacao natural de
biofilmes, que consistem em comunidades bacterianas envolvidas por

exopolissacarideos, proteinas e DNA, cuja resisténcia a antibidticos e detergentes é

ainda maior do que a encontrada em células plancténicas (LEE; YOON, 2017). A
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versatilidade metabdlica de P. aeruginosa dificulta o tratamento das infeccbes e

permite que a bactéria viva facilmente nos mais diversos ambientes.

A facilidade de colonizar diferentes locais e a natural resisténcia a antibioticos
sao decorrentes do amplo repertdrio genético de P. aeruginosa (STOVER et al., 2000).
Com grande quantidade de genes que codificam proteinas de transducédo de sinal, a
bactéria € capaz de responder rapidamente a diferentes estimulos e mudar assim seu
estilo de vida. Nao é surpreendente, portanto, que P. aeruginosa viva na agua e no

solo, em associacdo com plantas e animais (GREEN et al., 1974).

A primeira linhagem de P. aeruginosa a ter seu genoma sequenciado foi a
linhagem PAO1 (STOVER et al., 2000). Entretanto, entre os principais modelos de
estudo de P. aeruginosa, a linhagem UCBPP-PA14 (ou PA14) merece destaque. Essa
linhagem, isolada de queimadura humana, é patogénica em diferentes modelos, como
camundongos e plantas (RAHME et al., 1995) e, frequentemente, isolados de PA14
sdo encontrados em pacientes com fibrose cistica (CRAMER et al., 2011). Além disso,
vale ressaltar que PA14 e PAO1 possuem grande similaridade gendmica, apesar de
diferencas na viruléncia, sendo PA14 significativamente mais virulenta do que PAO1
(LEE, D. G. et al., 2006). Essas caracteristicas fazem de PA14 um importante modelo

de estudo da patogenicidade e viruléncia de P. aeruginosa.

1.2.0 segundo mensageiro c-di-GMP
A alta adaptabilidade de P. aeruginosa demanda uma rapida capacidade de
mudar seus estilos de vida nos mais diferentes ambientes. Sentir, reagir e se adaptar
a mudancas ambientais e condicbes de estresse requer sensores moleculares e
processos de transducao de sinal que resultam em mudancas metabdlicas (HENGGE,
2021). Atualmente, sabe-se que tais variacbes metabdlicas, rapidas e eficientes,

ocorrem através de uma complexa rede de sinalizacdo, e a concentracao celular do



14
segundo mensageiro bis-(3’,5’)-di-guanosina monofosfato ciclico (c-di-GMP) tem
papel chave nas mudancas de estilo de vida em P. aeruginosa e outras bactérias
(JENAL; REINDERS; LORI, 2017).

O c-di-GMP (Figura 1) foi descoberto como um ativador alostérico da celulose
sintase em Gluconacetobacter xylinus (ROSS et al., 1987). Suas fun¢bes, porém, sao
muito mais abrangentes. A transicdo entre estilos de vida séssil e mével em P.
aeruginosa, por exemplo, esta relacionada com os niveis intracelulares de c-di-GMP,
sendo altos niveis associados a sessilidade e baixos niveis, a maior motilidade
(FANG; GOMELSKY, 2010; SIMM et al., 2004). O segundo mensageiro ainda esta
envolvido em processos de patogenicidade (ROMLING; GALPERIN; GOMELSKY,
2013), formacéao de biofilme (HA, D.-G.; O'TOOLE, 2015), regulacéo do pilus tipo IV
(type four pilus - T4P, em inglés) e, consequentemente, motilidade twitching, tipo
especial de motilidade que faz uso do T4P e ndo depende de flagelo (KAZMIERCZAK;
LEBRON; MURRAY, 2006). Esses processos, assim como outros, dependem da

concentracéo intracelular de c-di-GMP, cujo controle € feito enzimaticamente.

A sintese de c-di-GMP ocorre a partir de duas moléculas de GTP por agéo de
enzimas chamadas diguanilato ciclases (DGCs), que apresentam o dominio GGDEF.
O nome do dominio € devido a presenga dos aminoacidos Gly-Gly-(Asp ou Glu)-Glu-
Phe no sitio ativo da enzima. As fun¢gbes de cada residuo do sitio ativo ja foram
elucidadas e sabe-se que as glicinas participam da ligacdo do GTP e o aspartato ou
glutamato, no terceiro residuo, sdo importantes para a catalise (CHAN et al., 2004). A
hidrélise de c-di-GMP, por outro lado, é catalisada por enzimas fosfodiesterases
(PDEs, do inglés phosphodiesterases) (SCHMIDT; RYJENKOV; GOMELSKY, 2005),
cujos dominios conservados sdo EAL ou HD-GYP. Enquanto o dominio EAL cliva c-

di-GMP em pGpG (SCHMIDT; RYJENKOV; GOMELSKY, 2005), o dominio HD-GYP
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cliva o c-di-GMP em 2 GMPs (DOW et al., 2006; YAKUNIN et al., 2004). Assim como
0 GGDEF, os nomes EAL e HD-GYP se referem aos aminoécidos presentes no sitio
ativo das enzimas. Os dominios GGDEF e EAL também podem estar presentes em
uma mesma proteina. Nesses casos, um dos dominios esta enzimaticamente ativo,

enquanto o outro dominio possui somente papel regulatorio (HENGGE, 2016).

/—’*"' pGpG
GGDEF
cw—»@}-\ N
. NH
' 74

0. O-
- s
OH O © 0 GMP
0 O O OH N /
\P/
HQN\(/N N _O/\\O
) N/> _ HD-GYP
o :
Y c-di-GMP N . .
@ Motilidade, aderencia, formacao
@ de biofilme, viruléncia

Efetor

Figura 1. Estrutura e sinalizagdo por c-di-GMP. A sinalizacdo dependente de c-di-GMP esta
associada a motilidade, aderéncia, formacédo de biofilme, viruléncia, entre outros processos. Adaptado
de (JENAL; REINDERS; LORI, 2017).

O mecanismo de acdo do segundo mensageiro é a ligacdo ao alvo e a
consequente mudanca funcional da macromolécula efetora (proteina ou RNA).
Dominios GGDEF e EAL degenerados sédo enzimaticamente inativos, mas podem
ligar c-di-GMP e promover mudancas de funcdo de determinadas proteinas. Em

Pseudomonas fluorescens, o dominio degenerado EAL da proteina transmembranar
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LapD, por exemplo, é capaz de ligar c-di-GMP e, somente mediante tal ligacdo, LapD
pode interagir e assim inibir a protease LapG, cuja funcdo é degradar proteinas que
participam da adesédo celular (CHATTERJEE et al., 2014). Assim, em altos niveis

intracelulares de c-di-GMP, a adesao celular aumenta.

Outro exemplo importante do mecanismo de acéao de c-di-GMP ¢€ a ligacdo em
proteinas PilZ. Os dominios PilZ, assim como os dominios GGDEF e EAL, podem ligar
o dinucleotideo ciclico e levar a uma mudanca funcional na proteina. Em Escherichia
coli, por exemplo, a ligacado de c-di-GMP ao dominio PilZ da proteina YcgR resulta na
diminuicdo da rotacao flagelar pela interacdo de YcgR com a proteina da maquinaria
flagelar MotA (BOEHM et al., 2010). Desse modo, a bactéria € capaz de controlar a
motilidade swimming (aquela que depende do flagelo em ambientes aquosos) pela
concentracao intracelular de c-di-GMP que, por sua vez, é controlada pelas DGCs e

PDEs.

O c-di-GMP também € capaz de se ligar a fatores de transcricdo e, assim,
exercer um controle do inicio da transcricdo por regulacao alostérica. Um exemplo
bem conhecido € a interacdo do segundo mensageiro com o fator FleQ de P.
aeruginosa. FleQ regula positivamente a transcricdo de genes flagelares e
negativamente a transcricdo de genes que codificam proteinas da sintese do
exopolissacarideo Pel, muito importante para a formacao de biofilme. Quando ligado
a c-di-GMP, o fator de trancricdo perde atividade e, consequentemente, a expressao
de genes de flagelo é diminuida (CLAUDINE; HARWOOD, 2013). Além disso, a
ligacdo de c-di-GMP ao fator FleQ, normalmente ligado ao promotor do operon pel,
faz com que se solte do DNA, permitindo a transcricdo (HICKMAN; HARWOOD,

2008).
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O papel regulatério de c-di-GMP ainda ocorre em proteinas de sistemas de dois
componentes com dominios GGDEF e EAL (GALPERIN, 2006), o que possibilita que
as redes regulatérias respondam a concentracao do dinucleotideo ciclico nas células.
Em bactérias, um sistema de dois componentes de transducao de sinal canénico
envolve a recepcao do sinal por uma proteina histidina quinase (HK, do inglés histidine
kinase) com dominio sensor, geralmente extracitoplasmatico, que leva a
autofosforilagdo a partir de ATP em um residuo de histidina. Posteriormente, a HK
transfere o fosfato para um residuo de aspartato em outra proteina, com dominio
regulatério, chamada regulador de resposta (STOCK; ROBINSON; GOUDREAU,
2000). Entretanto, os sistemas variam muito em estrutura, podendo somente uma
proteina possuir dominios de histidina quinase e regulador de resposta ou ainda o
dominio sensor se encontrar separado da HK, em outra proteina. A titulo de exemplo,
0 sistema quimiossensorial Wsp em P. aeruginosa é um sistema de dois componentes
gue esta envolvido na alteracdo dos niveis intracelulares de c-di-GMP. A proteina
sensora WspA sente o sinal (crescimento em superficie) e transmite para a HK WspE
a qual, por sua vez, fosforila e ativa o regulador de resposta WspR. WspR € uma DGC
gue aumenta a concentracao intracelular de c-di-GMP mediante o sinal sentido por
WspA e resulta na diminuicdo da expressdo de genes flagelares e aumento da

formacéao de biofilme (FRANCIS; STEVENSON; PORTER, 2017).

1.3.0 pilus tipo IV
A formacgédo de biofilme, a aderéncia a superficies e a motilidade twitching séo
processos que se relacionam com uma estrutura celular, jA mencionada nesse
trabalho, conhecida como pilus tipo IV (T4P) (Figura 2) (LEIGHTON et al., 2015). O
T4P é uma estrutura polimérica polar e dinAmica, que possui a caracteristica Unica de

extensdo e retracdo, a qual confere a célula a competéncia de se mover em
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superficies sélidas ou incorporar DNA (BURROWS, 2012; NOLAN et al., 2020), sendo
muito importante para as etapas iniciais de colonizacdo de superficies (CRAIG;
FOREST; MAIER, 2019). Ademais, o pilus € um importante fator de patogenicidade
em P. aeruginosa e mutantes incapazes de produzir o T4P sdo menos infecciosos
(FARINHA et al., 1994). Suas caracteristicas tornam o T4P um importante alvo para a
criacdo de terapias antimicrobianas alternativas ao uso de antibiéticos convencionais

gue atuam em alvos essenciais para a viabilidade da bactéria.

Pilina majoritaria:
PilA

Secretina:
Pila

XCOOCOOOOCOCOOCOCOOOOOOOODO0COOCOOO000C ROOOOOCOOO00OCOOO00COCOOOOOOOO0O000CC

Membrana externa

Proteinas
periplasmaticas: _
PilM, PilN, PilO e PilP Periplasma

Membrana interna

vy
OEEOO0O0OCO0COOOCOCOOOOC0OO0OCOC

Proteina plataforma:
PilC

ATPase de extensao:

ATPase de retracao: PilB

PilT

Figura 2. Estrutura do pilus tipo IV em P. aeruginosa. O filamento polimérico, composto por PilA e
pilinas minoritarias, € polimerizado/despolimerizado pela acdo das ATPases. As proteinas
periplasméticas alinham as proteinas PilM e PilC a secretina PilQ, cujo papel € abrir um canal na

membrana externa por onde o filamento sai da célula. Adaptado de (CRAIG; FOREST; MAIER, 2019).
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O T4P em P. aeruginosa é composto por mais de 10 proteinas distintas. A
secretina PilQ possui funcdo de formar um poro por onde o pilus atravessa a
membrana externa da célula (LEIGHTON et al., 2015). As proteinas periplasmaticas
PilN, PilO e PilP alinham a base do pilus a secretina PilQ (AYERS et al., 2009). A
proteina que se liga ao peptideoglicano FimV tem o papel de facilitar a formacédo de
complexos de PilQ na membrana externa e ajudar na montagem do pilus (WEHBI et
al.,, 2011). J& a proteina plataforma PilC esta presente na membrana interna e é
essencial para a interacdo com as ATPases citoplasméticas PilB e PilT que fornecem,
respectivamente, a energia de polimerizacao e despolimerizag&o das pilinas por meio
da hidrdlise de ATP (CRAIG; FOREST; MAIER, 2019; TAKHAR et al., 2013). Além
disso, o filamento polimérico € composto, majoritariamente, pelas subunidades da
proteina PilA (a pilina majoritaria) e pelas proteinas PIlE, PilV, PilW, PilX e FimU
(chamadas de pilinas minoritarias) (NGUYEN et al., 2015). Todas as pilinas passam

pela membrana interna da célula antes da polimerizagéo.

O pilus participa da primeira etapa do desenvolvimento, ou maturacdo, do
biofilme, em que a célula se adere a superficie e se prepara para a colonizacéo. Nesse
estagio reversivel, o pilus e a produgéo de exopolissacarideos sdo essenciais para a
formacdo das comunidades microbianas (HICKMAN; HARWOOD, 2008; O’'TOOLE;
KOLTER, 1998). Ap6s a adesdao inicial, as células se aderem irreversivelmente,
formam microcol6nias e, posteriormente, macrocolénias envolvidas pela matriz
extracelular (HA, D.-G.; O'TOOLE, 2015). Na forma madura, envolto por agucares,
DNA e proteinas, o biofilme se torna uma barreira que protege as células contra fagos,
antibioticos e células de defesa (ROMLING; BALSALOBRE, 2012). N&o € surpresa,
portanto, que o biofilme maduro seja altamente persistente e, com frequéncia, seja

encontrado em pacientes com infec¢des cronicas. Diante da dificuldade de tratar as
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infecgdes de P. aeruginosa na forma de biofilme, o T4P se torna um alvo interessante

visando a inibicdo do processo de formacao dessas comunidades microbianas.

1.4.Regulacao da biossintese do pilus tipo IV
Entender a regulacdo que determina a biossintese do T4P € indispensavel para
planejar métodos de diminuicdo da adesao e formacao de biofiimes de P. aeruginosa.
Mudancas na osmolaridade, pH e composi¢cao do meio sdo detectadas pelos sistemas
de dois componentes bacterianos e, de forma mais genérica, 0s sinais mecanicos (que
dependem do pilus e de flagelo) contribuem para a rapida transi¢céo plancténico-séssil

(GRAHAM; BURROWS, 2021).

A regulacdo da biossintese do T4P envolve outro segundo mensageiro
importante em P. aeruginosa, o monofosfato ciclico de adenosina (CAMP). Acredita-
se que a regulacdo dependente de cAMP seja o primeiro nivel de controle na transicédo
para o estilo de vida séssil da bactéria (O'TOOLE; WONG, 2016). Os niveis de cCAMP
séo controlados pelo sistema Pil-Chp, cuja resposta depende da extengao e retracao
do pilus (PERSAT et al., 2015). Supde-se que a proteina sensora do sistema, PilJ,
muda de conformacao quando em contato com PilA na membrana interna da célula.
Porém, essa interacdo s6 ocorre posteriormente a retracdo do pilus, sugerindo que a
pilina majoritaria sofra mudancas conformacionais ap6s o contato com a superficie,
essenciais para interagdo com PilJ (PERSAT et al., 2015). Em seguida ao sinal, PilJ
promove a autofosforilacdo da HK ChpA que, entdo, pode fosforilar o regulador de
resposta PilG (DARZINS, 1993; WHITCHURCH et al., 2004). Quando fosforilado, PilG
ativa a adenilato ciclase de membrana interna CyaB, o que eleva os niveis de cAMP
intracelulares (FULCHER et al., 2010). A atividade de PilG depende da interacéo e co-
localizacdo com outras duas proteinas: FimL e FimV (INCLAN et al., 2016). O aumento

dos niveis de cAMP ativa o fator de transcricdo Vifr (do inglés, virulence factor
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regulator), o qual eleva a expressdo de diversos genes de fatores de viruléncia,
inclusive da biossintese do T4P (WOLFGANG et al.,, 2003). Como as células
planctonicas possuem T4P em baixos niveis, € proposto que a elevagéo dos niveis de
CAMP seja o primeiro passo no aumento da expresséo dos genes do pilus (O'TOOLE;

WONG, 2016).

Entre os genes com a expressdo aumentada pelo sistema Pil-Chp, esta pilY1.
PilYl é uma adesina nao-pilina, cujo gene esta contido no operon das pilinas
minoritarias (BELETE; LU; WOZNIAK, 2008). A proteina é encontrada no citosol, na
membrana interna e na superficie da célula, e é proposto que seja uma adesina
associada ao pilus (HEINIGER et al., 2010; LUO et al.,, 2015). PilYl regula
negativamente em P. aeruginosa a motilidade swarming (um tipo de motilidade social
gue depende de flagelo, pela qual as células se movem em uma superficie semi-sélida
com a ajuda de biosurfactantes) (KUCHMA; GRIFFIN; O'TOOLE, 2012). Além disso,
ja foi mostrado que PilY1l é essencial ao sentir a adesdo na superficie da célula e
transmitir o sinal, via proteinas periplasmaticas do pilus, necessario para ativar a DGC
de membrana interna SadC e, assim, elevar os niveis intracelulares de c-di-GMP,
aumentando a formacéo de biofiime e diminuindo o swarming (LUO et al., 2015;

WEBSTER et al., 2021).

A elevacgédo dos niveis intracelulares de cAMP também resulta na ativacéo de
outro sistema de dois componentes correlacionado com o T4P: o sistema PilS-PilR, o
gual regula a quantidade de PilA na célula (KILMURY; BURROWS, 2016). PilS é uma
HK de membrana interna capaz de interagir com a sequéncia altamente conservada
de PIlA presente na extremidade N-terminal da pilina. Em altos niveis de PilA, as
interagdes entre PilS e a pilina ocorrem com maior frequéncia na membrana interna,

ativando na HK sua conformagédo de fosfatase e, assim, impedindo que PilR (0
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regulador de resposta do sistema) fique fosforilado e ativo (KILMURY; BURROWS,
2016). No entanto, quando os niveis de PilA estao baixos, PilS mantém sua atividade
quinase e fosforila PilR, ativando-o. O regulador de resposta, ligado ao fator o4,
promove a transcricdo de pilA e de outros genes do regulon de PilR (KILMURY;
BURROWS, 2016, 2018). Desse modo, quando ocorre o contato com uma superficie
e h& queda dos niveis de PilA pela polimerizagéo do pilus, o sistema PilS-PilR atua no
aumento da expressao de pilA e outros genes de fatores de viruléncia (GRAHAM,;

BURROWS, 2021).

A Figura 3 ilustra parcialmente o modelo proposto para regulacéo da biossintese
do T4P e a formacao de biofilme em P. aeruginosa. Em um primeiro momento, o
contato com a superficie providenciado pelo pilus de células planctdnicas aumentaria
os niveis de cAMP pelo sistema Pil-Chp e, consequentemente, a expressao dos genes
da biossintese do T4P, entre eles pilYl. Posteriormente, PilY1l sentiria o sinal de
adesdao, o que resultaria na elevacao dos niveis de c-di-GMP, via SadC, e o aumento
da formacado de biofilme (O'TOOLE; WONG, 2016). Entretanto, ainda existe muita
discusséo sobre o0 assunto, pois a montagem do pilus em si depende da elevacao dos
niveis de c-di-GMP. Mesmo células planctdnicas ou recém-aderidas a uma superficie
necessitam de um sinal proveniente do dinucleotideo ciclico para a sintese do T4P.
Essa dependéncia é evidenciada pela proteina que liga c-di-GMP em sua forma ativa,
FimX, cuja interagdo com a ATPase PilB é requerida para a formagédo do T4P e para
a motilidade twitching (JAIN; SLIUSARENKO; KAZMIERCZAK, 2017;
KAZMIERCZAK; LEBRON; MURRAY, 2006). Dessa forma, c-di-GMP deve estar
upstream ao cAMP na regulacdo da biossintese do T4P. Isso mostra que parte da

sinalizacdo envolvida nesses processos ainda € desconhecida.
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Figura 3. Regulacéo da biossintese do pilus tipo IV e formacéo de biofilme em P. aeruginosa. O
sinal de adesao é sentido, em um primeiro momento, pelo sistema Pil-Chp, o que eleva os niveis de
cAMP na célula e, consequentemente, aumenta a expressao de pilYl. A adesina na superficie da
célula, entdo, transmite o sinal de adesao para a DGC SadC, o que eleva os niveis intracelulares de c-
di-GMP, aumentando a formag&o de biofilme e diminuiindo a motilidade swarming. O modelo, porém,
ainda esta em discusséo, visto que c-di-GMP estaria upstream ao cAMP na biossintese do pilus. Ao
contrario do mostrado neste esquema, a interacdo de PilJ com PilH e PilG ndo é direta, mas todas
participam do mesmo sistema de sinalizacdo. Adaptado de (O'TOOLE; WONG, 2016).
1.5.0 papel das DGCs nas alteracdes fenotipicas e a funcdo de DgcP
A sinalizagéo de c-di-GMP relacionada com fenétipos de motilidade, viruléncia
e formacédo de biofilme possui uma grande multiplicidade de sinais de ativagdo com
certa redundancia de funcdo em proteinas do metabolismo de c-di-GMP. A linhagem
PA14, por exemplo, possui dezessete genes que codificam proteinas com dominios
GGDEF, seis genes que codificam proteinas com dominios EAL, dezesseis genes
para proteinas que possuem ambos GGDEF e EAL e trés genes para proteinas com

HD-GYP (LEE, D. G. et al., 2006). Entre as proteinas com dominios GGDEF, sabe-se

gue algumas delas, de forma redundante, s&o importantes para a formacgéao de biofilme
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e motilidade twitching (HUANGYUTITHAM; GUVENER; HARWOOD, 2013; MERRITT

et al., 2007; NICASTRO et al., 2020).

Mas como diferentes enzimas e efetores, com vias de sinalizacdo atuando
paralelamente, respondem a uma concentracdo global de c-di-GMP? Além disso,
como DGCs e PDEs distintas, as vezes, produzem respostas altamente especificas,
enquanto outras enzimas co-expressas e co-ativas parecem atuar parcialmente em
determinado fenotipo? A explicacdo para esses comportamentos esta conectada a
uma possivel sinalizacdo local dependente de c-di-GMP (HENGGE, 2021; KUNZ;
GRAUMANN, 2020). No modelo de sinalizacdo local, alguns fatores devem ser
considerados: 1) a maioria das DGCs apresentam inibicao pelo seu produto, ou seja,
c-di-GMP é capaz de se ligar a um sitio especifico da enzima (o sitio 1) e inibir sua
atividade (CHRISTEN, B. et al., 2006); 2) as diferentes afinidades dos sitios | (Ki)
combinadas com as diferentes afinidades dos sitios de ligacdo de c-di-GMP dos
efetores (Kd) resultam em limiares de resposta especificos; 3) existe a formacédo de
complexos de interacdo, muitas vezes localizados, entre DGCs, PDEs e seus alvos;
4) ocorréncia de sinalizacdo global em conjunto com as sinaliza¢des locais, e ativacédo
ou alta expressédo de uma DGC ou PDE com a capacidade de alterar os niveis globais
de c-di-GMP (HENGGE, 2021). A Figura 4 ilustra os modelos de sinalizac&o local e

global que controlam os niveis de c-di-GMP nas células.
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Figura 4. Sinalizacdo local e global dependentes de c-di-GMP. (A) Modelo global simplificado no
qual uma DGC e uma PDE (altamente expressas) controlam antagonicamente a concentracdo celular
de c-di-GMP. O aumento dos niveis intracelulares de c-di-GMP leva ao feedback que inibe a DGC. O
segundo mensageiro, nesse modelo, alcanca seu alvo por difusdo. (B) Modelo de sinalizac¢éo local no
qual efetor, DGC e PDE atuam em conjunto em complexos proteicos. A producdo/degradacéo local do
segundo mensageiro ndo muda os niveis globais e o c-di-GMP pode facilmente encontrar seu alvo pela
proximidade. (C) Modelo global complexo em que varias DGCs e PDEs controlam a concentracéo
celular de c-di-GMP. A transi¢cdo de baixos niveis para altos niveis globais permite que diferentes
efetores (com diferentes valores de Kq) possam ser ativados ou inibidos, & medida que algumas DGCs
vao sendo inibidas, consecutivamente, em funcdo dos valores de Ki, o que possibilita uma grande
guantidade de respostas/fenétipos. Acredita-se que os trés modelos podem ocorrer simultaneamente.
Setas representam ativagdo e simbolos com circulos representam inibicdo. Raios indicam sinais
regulatorios de entrada e saida. Adaptado de (HENGGE, 2021).



26

O modelo de sinalizacao local prevé que, para exercer sua funcdo, um efetor
dependente da ligacdo a c-di-GMP podera fazé-la mediante altas concentracdes
globais do segundo mensageiro ou, ainda, em condi¢cdes de baixos niveis globais de
c-di-GMP, desde que ocorra a sinalizagéo pela proximidade com uma DGC ativa. Essa
DGC local, por exemplo, em condi¢des de baixos niveis do segundo mensageiro, hdo
contribui para o aumento da concentragdo global de c-di-GMP, pois 0s niveis do
dinucleotideo ciclico sdo mantidos baixos por uma ou mais PDEs. Mesmo assim, a
transducao de sinal e a resposta local podem ocorrer. Entretanto, 0 que aumenta a
guantidade de fendtipos observaveis e, consequentemente, a complexidade da
sinalizacdo por c-di-GMP é a transicdo de baixos niveis para altos niveis globais do
segundo mensageiro, a qual permite que diferentes efetores (com diferentes valores
de Kq) possam ser ativados ou inibidos, a medida que algumas DGCs vado sendo
inibidas, consecutivamente, em funcéo dos valores de Ki (HENGGE, 2021). Em virtude
disso, certas enzimas do metabolismo de c-di-GMP parecem ser mais importantes
para observacao de determinados fenétipos, enquanto outras parecem nao interferir

com igual magnitude nas mesmas caracteristicas.

A diguanilato ciclase DgcP, cujo gene é altamente conservado em
Pseudomonas (ARAGON et al., 2015; WEI et al., 2019) é um exemplo de DGC que
nao é determinante para os fenodtipos de adesdo, mas atua parcialmente em
processos ligados a sessilidade. Em um alinhamento feito por nosso grupo
(NICASTRO, nao publicado) foram encontrados ortélogos de dgcP em 75 espécies,
incluindo 32 outras proteobactérias, como Vibrionales e Alteromonadales. J& foi
mostrado que a delecdo de dcgP diminui a formacdo de biofilme e a motilidade

twitching em P. aeruginosa (ARAGON et al., 2015; NICASTRO et al., 2020; WEI et al.,
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2019) e experimentos de duplo hibrido bacteriano mostraram que DgcP interage com
a proteina FimV pelo dominio GGDEF, sendo sua localizagdo polar e atividade de
diguanilato ciclase dependentes de tal interacdo (NICASTRO et al., 2020). Mesmo néo
sendo essencial para a formacao de biofilme, DgcP € um importante alvo de estudo
da transicdo de estilos de vida de P. aeruginosa e da regulagcdo envolvida na
biossintese do T4P, visto que interage diretamente com uma proteina da montagem

do pilus.

Foi demonstrado que, em resposta ao contato a uma superficie, um aumento
rapido de c-di-GMP intracelular em P. aeruginosa pode favorecer a diferenciacdo das
células em strikers, que se mantém aderidas e expressam o T4P, e células spreaders
flageladas que se disseminam no ambiente (LAVENTIE et al.,, 2019), em um
comportamento analogo a diferenciacdo de Caulobacter crescentus (CHRISTEN, M.
et al., 2010). Laventie et al. demonstraram que uma proteina com dominio receptor de
c-di-GMP localizada no polo, denominada FimW, ativa a funcao do T4P de forma ainda
desconhecida, favorecendo a sessilidade da bactéria. Baseada em dados
preliminares, uma hipétese atraente é que DgcP possa ser a DGC responsavel pela
sinalizacdo local dependente de c-di-GMP no polo celular. Portanto, € de grande
importancia verificar a regulacéo da expressao de DgcP, se ela também interage com
outras proteinas e se tal fato interfere em comportamentos ligados a motilidade e

formacéao de biofilme.
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2. Objetivos

Analisar a localizagcéo e a expresséo de DgcP em P. aeruginosa.

Objetivos especificos

e Obter linhagens em que a fusdo de DgcP com uma proteina fluorescente
seja expressa a partir do locus cromossomico original.

e Determinar as condigdes em que DgcP se localiza nos polos da célula e
a dependéncia de proteinas da montagem e regulacdo do T4P, usando
uma abordagem genética.

e Estudar a organizacdo no genoma e a expressao de dgcP.
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3. Material e Métodos

3.1. Linhagens, plasmideos e condi¢cdes de cultivo

Culturas de E. coli, DH5a e S17-1, e P. aeruginosa PA14 foram cultivadas
rotineiramente em meio LB, a 37°C (SAMBROOK, J, FRITSCH, E. F., MANIATIS,
1989), acrescido de antibidticos, quando necessario, nas seguintes concentracoes:
para culturas de E. coli, ampicilina 100 pg/mL ou gentamicina 10 pg/mL e, para P.
aeruginosa, acido nalidixico 20 pg/mL ou gentamicina 50 pug/mL. Para os ensaios de
motilidade swimming e swarming, P. aeruginosa foi cultivada em meio M9 modificado
(20 mM NH4Cl, 12 mM Naz2HPO4, 22 mM KH2PO4, 8,6 mM NaCl, 1 mM MgSO4, 1 mM
CaCl2 e 0,5% casaminoéacidos) (TREMBLAY et al., 2007). Para os ensaios de
microscopia, P. aeruginosa foi cultivada em meio M63 (15mM (NH4)2SO4, 100mM
KH2PO4, 1,8uM FeSO4 7H20, 1 mM MgSOa4e 2% succinato) (ELBING; BRENT, 2002).

As linhagens e plasmideos utilizados no trabalho encontram-se na Tabela 1.

3.2. Técnicas basicas de Biologia Molecular

Isolamento de DNA plasmidial, digestdo, reagdo de polimerase em cadeia
(PCR), transformacdes e outras técnicas basicas de Biologia Molecular foram
realizadas de acordo com metodologias padrao, descritas em manuais de referéncia
(AUSUBEL et al., 2001; SAMBROOK, J, FRITSCH, E. F., MANIATIS, 1989). Os

oligonucleotideos utilizados no trabalho encontram-se na Tabela 2.
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Nome Descricao Referéncia

E. coli

DH5a SupE44 lacU169 (80 laczM15) rr;glRﬂ recAl endAll gyrA96 thi-1 Invitrogen
S17-1 Pro thi recA hsdR (r- m+) Tpr Smr Kms [Q RP4-2-Tc::Um-Km::Tn7] (SIMON; PRIEFER;

PUHLER, 1983)

P. aeruginosa

PA14 Linhagem selvagem P. aeruginosa UCBPP-PA14 (RATélgEsit al,
AfimV Delecéo de fimV em PA14 (NICA?'(I)’ZROC)) etal,
(HERNANDEZ-
ApilA Delecéo de pilA em PA14 MONTELONGO et
al., 2021)
AchpA Delecgédo de chpA em PA14 usando o plasmideo pJB116 Este trabalho
ApilR Delecéo de pilR em PA14 (KAIHAMI, 2018)
RBJO30 Integracdo da sequéncia regulatéria de dsbAl fusionada ao lacZ Este trabalho
em PA14
RBJO31 Integracdo da sequéncia regulatéria de dgcP fusionada ao lacZ em Este trabalho
PA14
RBJ034 Integragdo do plasmideo mini-CTX-lacZ em PA14 Este trabalho
PA14::CTX-lacZ Integracdo da sequéncia regulatoria de lacP1 fusionada ao lacZ em
Este trabalho
lacP1 PA14
RBJ0O09 PA14 expressando mNGr_dgcP do locus cromossémico de dgcP Este trabalho
RBJO11 PA14 expressando dgcP_mNGr do locus cromossémico de dgcP Este trabalho
RBJ027 AchpA expressando dgcP_mNGr do locus cromossdmico de dgcP Este trabalho
RBJ0O50 ApilR expressando dgcP_mNGr do locus cromossdmico de dgcP Este trabalho
RBJO51 AfimV expressando dgcP_mNGr do locus cromossdmico de dgcP Este trabalho
RBJ052 ApilA expressando dgcP_mNGr do locus cromossémico de dgcP Este trabalho
Plasmideo
pPEX18Gm Vetor de substituicdo alélica, oriT*sacB; GmR (HOAN%QE)T etal,
mini-CTX-lacZ Vetor de integragdo auto proficiente derivado do mini-CTX1; TcR (HOe,tAQIIG,Z'IC')lCJ)B? T

pEX_dgcP_mNGr

pEX_mNGr_dgcP

Parte de dgcP fusionado ao gene para mNGr e a regido a jusante
de dgcP clonadas em pEX18Gm; GmR
Parte de dgcP fusionado ao gene para mNGr e a regido a montante
de dgcP clonadas em pEX18Gm; GmR

Este trabalho

Este trabalho

(BERTRAND;
pJB116 pJB100 carregando AchpA no fragmento Spel; subclonado de pJB4 WEST; ENGEL,
2010)
CTX-lacZ lacP1 Sequéncia regulatéria de lacP1 fusionada ao lacZ no mini-CTX- (FULCHER et al.,
lacZ 2010)
CTX- Sequéncia regulatdria de dsbA1l fusionada ao lacZ no mini-CTX-
Este trabalho
lacZ pdsbAl lacZz

CTX-lacZ_pdgcP

Suposta sequéncia regulatéria de dgcP fusionada ao lacZ no mini-
CTX-lacz

Este trabalho
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Cdbdigo Sequéncia (5'23’) Utilizacao
RBJOO01p CGAATTCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC Linearizagdo
do vetor
RBJO02p CAAGCTTGGCACTGGCCGTC PEX18Gm
RBJO03p AAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGATCCAGGTCGGTATCAGCACCG
RBJ0O04p CTTTAGAGACCATACTCATGGCGGACTCCCGGC
RBJ005p TCCGCCATGAGTATGGTCTCTAAAGGTGAAGAAGATAATATGGC Fusio
RBJ006p  GTCGCGACTCATTCCGCCTCCGCCTCCTTTAT mNGr_dgcP
RBJOO7p AGGCGGAGGCGGAATGAGTCGCGACGACGTCCA
RBJO08p AGCTATGACCATGATTACGAATTCGCCAGCGTCTCGCTAAAGCTC
RBJO09p AAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGTATACCGACGTGCTGGACAACG
RBJO10p CGCCTCCGCCTCCGGCCACTTCCAGGCGGTC
RBJO11p CTGGAAGTGGCCGGAGGCGGAGGCGGAATG
GCTGGTCGCCCTTCATTTATACAATTCATCCATACCCATTACATCAGTA Fusao
RBJO12p dgcP_mNGr
AAAGC
RBJO13p ATTGTATAAATGAAGGGCGACCAGCGCACAT
RBJO014p AGCTATGACCATGATTACGAATTCGGGTGGAGGTGTAGTGGAGGAC
RBJ0O19p GGGGATCCTAACTAACTAG Linearizagdo
RBJ020p  GGAATTCGATATCAAGCTTATC do Vect%(m'n"
RBJO21p TAAGCTTGATATCGAATTCCCAAGCTGTCGAACAAGGAC Amplificagdo
RBJ022p  GCTAGTTAGTTAGGATCCCCTCAGGTTACGCATCGTTC dgep:jc;rgzaor
RBJ025p TAAGCTTGATATCGAATTCCACCACATCCTGCTCAGTTC Amplificagao
do suposto
RBJ026p GCTAGTTAGTTAGGATCCCCCTGCTCGATGTTCTCCAG promotor de
dgcP
RBJO53p GCCAAGAAGTAGGCAAGGTG . ~
Confirmagédo
RBJO54p GTCACAGGAGGGGTTCACTC da
organizagao
RBJO55p TGCGCGACAAGGCCTTGGTC génica por RT-
RBJ056p CTGCTCGATGTTCTCCAGGT PCR
RBJ061p AATACCTGCGGCAACTCAAC qRT-PCR de
RBJ062p TTGTCCAGCACGTCGGTATA dgcP
nadB_upper CTACCTGGACATCAGCCACA qRT-PCR
nadB_lower GGTAATGTCGATGCCGAAGT de nadB
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3.3. Construcéo das linhagens recombinantes de P. aeruginosa

3.3.1. Linhagens recombinantes contendo mNeonGreen

Para construcdo das linhagens contendo as fusdes DgcP-mNeonGreen e
mNeonGreen-DgcP foi utilizado um método de clonagem independente de sequéncia
e ligacao (SLIC, do inglés sequence and ligation-independent cloning) (ISLAM et al.,
2017; JEONG et al., 2012). Os oligonucleotideos foram desenhados de forma a conter
regides homologas entre fragmentos e vetor (Tabela 2). Os fragmentos e o vetor foram
aplificados por PCR usando a enzima Q5 DNA polimerase (NEB) e purificados com o
kit GeneJET (Thermo). A reacéo de SLIC foi feita com a enzima T4 DNA polimerase
(NEB) e os produtos de reacao foram transformados em DH5a. Os transformantes
foram confirmados por PCR e os plasmideos foram inseridos em S17-1. Os vetores
foram entdo introduzidos em PA14 por conjugacdo. Como os vetores utilizados séo
suicidas, eles devem se integrar no cromossomo de PA14 para que as células
possuam resisténcia a marca de selecdo. Assim, colénias de PA14 foram
selecionadas em meio contendo gentamicina com &cido nalidixico. O segundo evento
de recombinacédo (a saida do plasmideo) ocorre de forma natural e foi selecionado
utilizando sacarose como contra-selecéo, devido a presenca do gene sacB no vetor

(HMELO et al., 2015).

3.3.2. Linhagens reporteres lacZ
Para a construcao das linhagens repérteres, supostas regides promotoras de
dsbAl e dgcP, com possiveis sequéncias de ligacdo ao ribossomo, foram fusionadas
ao gene lacZ e integradas ao cromossomo de PA14 no sitio att (HOANG, Tung T. et
al., 2000). Para isso, as sequéncias foram clonadas no vetor mini-CTX-lacZ por SLIC,
conforme descrito no item 3.3.1. deste trabalho (ISLAM et al., 2017; JEONG et al.,

2012). Apos confirmacdo por PCR, o plasmideo foi transferido para S17-1. A
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construcéo foi entdo inserida em PA14 por conjugacéao e a sele¢gédo ocorreu com 0 Uso
de antibidticos (tetraciclina e &cido nalidixico).

3.4. Curvas de crescimento
As linhagens foram cultivadas em meio LB a 37°C overnight. No dia seguinte,
as células foram diluidas para DOsoo = 0,01 e foram plagueadas em triplicatas para
cada linhagem (placa de 24 pocos NEST®). As medidas de DOeoo foram feitas por 20
horas em intervalos de 30 minutos no aparelho SpectraMax Paradigm® a 600 nm.
3.5. Ensaios de motilidade
3.5.1. Swimming
Os ensaios de swimming foram realizados de acordo com de Oliveira Pereira,
2018 (DE OLIVEIRA PEREIRA, 2018). Placas de M9 modificado, acrescido de célcio
e glicose, foram solidificadas com 0,3% de agar (BD Difco). As placas foram
preenchidas com 20 mL de meio e permaneceram abertas por 30 minutos no fluxo
laminar para a solidificacdo. Entéo, 5 pL de cultura em fase exponencial tardia (DOeoo
= 3,0) foram inoculados no centro da placa. As placas foram incubadas a 30 °C por 18
horas no interior de sacos plasticos para evitar a evaporacdo. Foram realizadas
triplicatas para cada linhagem e os experimentos foram repetidos em duas ocasioes
diferentes. A medida do diametro das colbnias foi feita com o software ImageJ

(SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012)

3.5.2. Swarming
Os ensaios de swarming foram realizados de acordo com de Oliveira Pereira,
2018 (DE OLIVEIRA PEREIRA, 2018). Placas de M9 modificado, acrescido de célcio
e glicose, foram solidificadas com 0,5% de agar (BD Difco). As placas foram
preenchidas com 20 mL de meio e permaneceram abertas no fluxo por 60 minutos

para solidificacdo. 5 pL de cultura em fase exponencial tardia foram inoculados no
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centro da placa. As placas foram ent&o incubadas por 12h a 30 °C no interior de sacos
plasticos para evitar a evaporacdo. Foram realizadas triplicatas para cada linhagem e
0s ensaios repetidos em duas ocasifes. A area de cobertura foi medida com o auxilio

do software ImageJ (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012).

3.5.3. Twitching

Os ensaios de twitching foram adaptados de Filloux and Walker, 2014
(FILLOUX; WALKER, 2014). Placas de LB foram solidificadas com 1,0% de agar (BD
Difco). As placas foram preenchidas com 20 mL de meio, empilhadas e guardadas
overnight para solidificacdo. No dia seguinte, uma col6nia de cada linhagem foi
inoculada no fundo da placa (entre o meio solidificado e a placa de poliestireno) com
o0 auxilio de uma ponteira de 10 pL. As placas foram entdo incubadas a 37 °C por 18h.
Para visualizacdo das col6nias, o meio foi retirado cuidadosamente e as placas foram
coradas com cristal violeta 0,1% por 15 minutos. Foram realizadas 6 replicatas de
cada linhagem em duas ocasifes. A area de cobertura foi medida com o auxilio do

software ImageJ (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012).

3.6. Ensaios de microscopia de luz e fluorescéncia

Para verificar a localizagcao das fusdes, foi feita microscopia de fluorescéncia
usando um microscopio Nikon Eclipse TiE com uma camera 25-mm SmartShutter e
Andor EMCCD i-Xon. Para microscopia de fluorescéncia e de contraste de fase, uma
objetiva Plan APO A OFN25 Nikon 100X (NA = 1,45) foi utilizada. Todos os ensaios
de microscopia foram feitos com células imobilizadas em blocos de M63 com 1,5%
agarose, conforme detalhado abaixo. Andlise das imagens foi feita com os softwares
ImageJ, (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012), NIS-Elements Viewer 4.50 e

MicrobeJ (DUCRET; QUARDOKUS; BRUN, 2016).
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As linhagens foram pré-inoculadas overnight em M63 liquido a 37 °C. Nos dias
de experimento, células foram diluidas para DOsoo = 0,1 e crescidas em M63 liquido
por 3h. Posteriormente ao crescimento por 3h, as células foram colocadas em M63
1,5% agarose (o0 bloco para microscopia) por tempos entre 5 min a 4h para verificar a
dindmica de localizacdo de DgcP. As diferencas entre crescimento em meio liquido e
sélido foram aqui determinadas levando em consideracao que as células colocadas
em M63 1,5% agarose por 5 minutos se comportariam ainda como se estivessem em
meio liquido. Apds determinar que a localizacdo sempre ocorria, independentemente
do tempo em meio sélido, todas as imagens foram feitas diretamente apoés retirar as
células do meio liquido e imobiliza-las em M63 1,5% agarose por 5 minutos.

3.7. Ensaio de formacéao de biofilme

Os ensaios de formacéo de biofilme foram realizados de acordo com O’'Toole,
2011 (O’'TOOLE, 2011). As linhagens foram pré-inoculadas overnight em LB a 37 °C.
No dia seguinte, foram inoculadas em LB com DOeoo = 0,01. 100 pL da diluigdo foram
adicionados por poco em uma placa de 96 pocos para incubacdo a 30 °C por 24h.
Foram realizadas 8 replicatas de cada linhagem. Apoés a incubagéo, o meio foi retirado
e a placa foi banhada com agua para saida do meio residual. A placa foi entdo imersa
em solugéo 0,1% cristal violeta e incubada a temperatura ambiente por 15 minutos.
Apbs isso, 0 excesso de cristal violeta foi removido e a placa lavada por 4 vezes com
agua. Para a quantificacao, foi utilizado acido acético 30% com o intuito de solubilizar
o cristal violeta aderido na placa e, assim, permitir a medida de absorbancia em

550nm. Tais medidas foram realizadas no aparelho Spectramax Paradigm®.
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3.8. Reacdo em cadeia da polimerase precedida de transcricao reversa (RT-PCR)

e reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

A organizagdo génica de dgcP foi investigada por RT-PCR. Foi realizada a
extracdo do RNA total de PA14 com Trizol (Thermo Fisher) e o RNA foi tratado com
DNase | (Thermo Fisher) com a finalidade de degradar todo DNA residual presente na
amostra. Posteriormente, o0 RNA extraido foi usado para a sintese de DNA
complementar (cDNA) pela enzima RevertAid M-Mulv Reverse Transcriptase
(Thermo), a partir de oligonucleotideo especifico (RBJ0O56p). O cDNA foi entdo
utiizado como molde para PCRs. As sequéncias dos oligonucleotideos usados
encontram-se na Tabela 2. DNA gendmico e RNA foram utilizados como controles

positivo e negativo, respectivamente.

Para as analises de expresséao por qRT-PCR, o RNA foi extraido de diferentes
linhagens apoés atingirem DOesoo = 1,0 em meio liquido ou apds uma hora de
crescimento em meio sélido a partir de linhagens com DOeoo = 1,0 (300 pL de cultura
com DOeoo = 1,0 foram dispersos no meio solido em 10 gotas de 30 pL. Apos 1h de
crescimento, as células foram raspadas com o auxilio de uma alga de plastico e foram
transferidas para o Trizol). O RNA foi entédo tratado com DNase | da mesma forma que
o experimento de RT-PCR. A sintese do cDNA, entretanto, foi feita com oligos
randémicos. O cDNA foi amplificado com SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems), em triplicata técnica, com oligonucleotideos especificos para os genes
de interesse (Tabela 2) no aparelho StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). A expressdo relativa foi calculada pelo método de 2-24Ct (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001) e o gene nadB foi usado como normalizador. Os ensaios de

gRT-PCR foram repetidos em trés ocasides, com resultados similares.
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3.9.Ensaio de -galactosidase

Os ensaios de atividade de (-galactosidase foram adaptados de Miller, 1972 e
Sambrook, J, etal., 1989 (MILLER, 1972; SAMBROOK, J, FRITSCH, E. F., MANIATIS,
1989). Linhagens foram pré-inoculadas em meio LB por 16h a 37 °C. No dia seguinte,
as culturas foram diluidas para DOsoo = 0,1 e incubadas a 37 °C até atingirem
DOe00=0,6-1,0. 100 pL das culturas foram separados em tubos eppendorf e ali foram
adicionados 800 pL de tampéo Z (Na2HPO4 8,51 g/L; NaH2PO4 6,25 g/L; KCI 0,75 g/L;
MgS0a4 0,25 g/L; B-mercaptoetanol 2,7 ml/L). As células foram rompidas pela adicédo
de 50 pL de SDS 0,1% e 50 pL de cloroférmio. ApGs o tempo de incubacao de 5 min,
foram adicionados 200 pL de orto-nitrofenol D-galactopiranosideo (ONPG) 4 mg/mL
até o aparecimento de coloracdo amarela. Com o intuito de parar a reacao, 400 uL de
Na2CO3z 1M foram adicionados a mistura apos o aparecimento da cor. As amostras
foram centrifugadas e a absorbancia a 420 nm da fase aquosa foi medida no aparelho
Nanodrop 2000c (Thermo). Os ensaios foram repetidos pelo menos duas vezes em

triplicata e a atividade, em unidades Miller (U), foi medida segundo a formula abaixo:

1000 DOjz0mm
t v DOgoonm

em que t € o tempo, em minutos, para o aparecimento da coloracdo amarelada e v €

0 volume de cultura em mL.

3.10. Andlises estatisticas
Os softwares GraphPad PRISM 8 e Excel foram utilizados para determinar os
valores médios e os desvios-padrédo dos dados. Todos os gréaficos foram feitos no
GraphPad PRISM 8 e as barras de erro representam os respectivos desvios-padrao.

O teste estatistico utilizado para determinar as diferencas entre os grupos foi o
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ANOVA, feito no GraphPad PRISM 8. Demais informagfes estdo contidas nas

legendas de cada figura.
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4. Resultados e Discussao

4.1.Localizacdo de DgcP é polar e depende da proteina FimV, entretanto,
independe dos sistemas Pil-Chp e PilS-PilR
Com o objetivo de determinar a localizacdo de DgcP em diferentes condicdes e
possiveis interagcdes com proteinas de regulacdo da biossintese do T4P, foram
criadas linhagens recombinantes de PA14 contendo a fusdo entre a proteina
fluorescente mNeonGreen (mMNGr) e DgcP. Nosso grupo ja possuia uma linhagem
expressando, a partir do vetor pJN105, DgcP fusionada a GFP (NICASTRO et al.,
2020). Nesse plasmideo, ha uma superexpressao da fusdo mesmo na auséncia do
indutor arabinose, que nao permite que estudos da regulacédo em nivel de transcricao
ou traducédo sejam conduzidos. A construcdo dessas novas linhagens, entretanto, é
justificada pelo fato de poder expressar dgcP em seu locus cromossdmico, obtendo
assim uma situacado mais préxima do natural. mMNGr foi usada pela maior intensidade

de fluorescéncia quando comparada a GFP (HOSTETTLER et al., 2017).

Utilizando o vetor pEX18Gm, foram construidas, a principio, duas linhagens:
PA14 mNGr_DgcP (RBJ009) e PA14 DgcP_mNGr (RBJO11), com a proteina
fluorescente fusionada as extremidades N- e C-terminal de DgcP, respectivamente. A
Figura 5 mostra a organizacdo génica nas proximidades de dgcP nas linhagens
RBJO09 e RBJO11. As construgbes, em diferentes posicbes, foram feitas com o
proposito de obter uma fusdo cuja estabilidade fosse suficientemente boa para a
visualizacdo de DgcP e para tentar evitar que as interagcbes de DgcP fossem

prejudicadas por mNGr de acordo com sua posi¢ao.
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Figura 5. Locus cromoss6mico de dgcP com a insercdo de mNeonGreen. Gene de mNeonGreen
(mNGr) fusionado (A) a montante e (B) a jusante de dgcP, respectivamente, nas linhagens RBJ0O09 e
RBJO11. Adaptado de www.pseudomonas.com.

Para o prosseguimento do trabalho, foi importante mostrar que as linhagens
RBJO09 e RBJ011 néo sofreram alteracdes fenotipicas de crescimento, motilidade e
formacédo de biofilme, ou seja, mostrar que a fusdo de mNGr nao prejudicou as
interacbes e a atividade de DgcP e outras eventuais proteinas parceiras.
Primeiramente, foram realizadas curvas de crescimento com PA14 selvagem (WT, do
inglés wild type), RBJO09 e RBJO11l. A Figura 6 mostra que as trés linhagens
apresentam o mesmo padrdo de crescimento, indicando que as fusbes nao
atrapalham tal processo. Além disso, foi necessario realizar experimentos de
motilidade e de formagao de biofilme com o intuito de verificar se, apesar do
crescimento normal em meio liquido, as células com mNGr ainda eram capazes de se
movimentar normalmente e colonizar superficies. A Figura 7 mostra os resultados
referentes aos fenotipos de motilidade. Nao foi possivel perceber diferenga

significativa nos ensaios de swimming, swarming e twitching entre as linhagens WT,
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RBJO09 e RBJO11 nas condicbes dos experimentos. Os ensaios de motilidade
evidenciaram que as fusdes com mNGr parecem nao interferir na fungédo de DgcP, ja
gue é notoério que mutantes dgcP apresentam menor motilidade twitching e maior
motilidade swimming quando comparados a linhagem selvagem (ARAGON et al.,
2015; NICASTRO et al., 2020). No ensaio de twitching, a linhagem ApilA foi usada
como controle negativo, pois € incapaz de realizar tal motilidade (MATTICK;
WHITCHURCH; ALM, 1996). Por fim, a producao de biofiime de RBJO09 e RBJO11
igualmente ndo foi alterada com a insercdo de mNGr (Figura 8). Como controle
adicional para o ensaio de biofilme, foi utilizada a linhagem AdgcP. A Figura 8 mostra
gue somente a linhagem com a delecdo apresentou menor formacéo de biofilme
guando comparado a linhagem WT, em um comportamento ja demonstrado em
trabalho prévio do nosso grupo (NICASTRO et al., 2020). Tais resultados indicam que
a fusdo entre mMNGr e DgcP parece nao interferir na atividade, funcao e interacées da
diguanilato ciclase em processos de crescimento, motilidade e adeséo a superficie
nas linhagens RBJ0O09 e RBJ011, permitindo assim a andlise da localizacdo da fusao

por ensaios de microscopia de fluorescéncia.
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Figura 6. O padrdo de crescimento das linhagens WT, RBJ009 e RBJ011 € o mesmo em LB a
37°C. A densidade 6ptica em 600 nm (DOsoo) foi medida durante 20 horas em intervalos de 30 minutos.
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Figura 7. Ndo ha diferenga nos fenétipos de motilidade entre alinhagem selvagem e as linhagens
contendo as fusdes. (A) Motilidade swimming de PA14 WT em meio M9 0,3% &gar. (B) Média de
triplicatas do diametro de swimming para cada linhagem. (C) Motilidade swarming de PA14 WT em
meio M9 0,5% agar. (D) Média de triplicatas da area de swarming para cada linhagem. (E) Motilidade
twitching em LB 1% &gar. (F) Média das areas de seis replicatas para cada linhagem. Para medida
das areas de twitching, as células foram coradas com cristal violeta. *O controle negativo apresenta
diferenga significativa em relagdo a WT com p<0,0001. Todas as medidas foram feitas no software
ImageJ.
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Figura 8. As linhagens RBJ009 e RBJ011 ndo apresentam diferenca na formacédo de biofilme
gquando comparadas a WT. Os experimentos foram feitos em placas de poliestireno de 96 po¢cos em
oito replicatas para cada linhagem. Apés o periodo de 24h, as células aderidas a placa foram coradas
e o cristal violeta foi, entdo, solubilizado com &cido acético 30%. O grafico mostra a média da
absorbancia do cristal violeta em 550nm com o respectivo desvio-padrdo das replicatas. **AdgcP
apresenta diferenca significativa em relagao a WTcom p<0,001.

Os ensaios de microscopia de fluorescéncia mostraram que DgcP se localiza
na linhagem RBJO11 de forma majoritariamente bipolar, quando as células séo
cultivadas em meio liquido (Figura 9A) ou quando cultivadas em meio sélido (Figura
9B). O cultivo em condic¢des diferentes foi feito com o objetivo de verificar se o padrao
de localizac&o seria alterado caso as células estivessem previamente em estilos de
vida diferentes (séssil vs planctonico). A técnica utilizada aqui ndo possibilitou verificar
transicdes rapidas (0-300 segundos) na localizacdo de DgcP-mNGr. Para isso, seriam
necessarios ensaios de microfluidica, em que uma célula eventualmente se adere a
uma superficie e a localizagdo proteica € acompanhada em tempo real por
fluorescéncia. O método utilizado neste trabalho € capaz de verificar transicbes de
localizacdo que ocorram em tempo maiores que 5 minutos. Nossos resultados,

entretanto, ndo mostraram que a localizacdo de DgcP é alterada entre 5 min e 4h em



44
células cultivadas em M63 1,5% agarose. Além disso, os ensaios de microscopia de
fluorescéncia néo foram capazes de determinar a posigcdo de mNGr-DgcP na linhagem
RBJO009 devido a baixa fluorescéncia da fuséo, indicando um possivel problema com

a estabilidade de mNGr na posicao N-terminal, visto que a diguanilato ciclase parece

estar funcional nessa linhagem.

Figura 9. DgcP se localiza majoritariamente nos polos da linhagem RBJ011. Comportamento
ocorre quando cultivada em (A) meio liquido ou quando cultivada em (B) meio s6lido por 3 horas.
Mesmo as células cultivadas em meio liquido foram imobilizadas em meio sélido (M63 1,5% agarose)
por 5 min. As imagens de microscopia de contraste de fase e de fluorescéncia foram sobrepostas no
software NIS-Elements para melhor visualizacdo. A escala (barra vermelha presente nas imagens) é
de 10 pm.

Nosso grupo ja havia mostrado que DgcP se localiza nos polos em linhagens
com superexpressdo (NICASTRO et al., 2020), o que foi confirmado aqui com a
expressao direta do locus nativo de dgcP em PA14. Como a linhagem RBJO11 se
comportou de forma semelhante aos resultados prévios obtidos por nosso grupo e
devido aos problemas com a localizagcédo e intensidade da fusdo mNGr-DgcP, a
construcdo DgcP-mNGr foi escolhida para o prosseguimento do trabalho, com a

insercéo da fusdo em mutantes de genes importantes para o funcionamento do T4P.
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Com o objetivo de verificar se a localizacdo de DgcP era dependente dos
sistemas Pil-Chp e PilS-PilR, a fusdo dgcP_mNGr foi inserida nas linhagens ApilA,
ApilR e AchpA, originando, respectivamente, as linhagens PA14_ApilA dgcP_mNGr
(RBJ052), PA14_ApilR dgcP_mNGr (RBJO50) e PA14_AchpA dgcP_mNGr (RBJ027).
Além disso, com o intuito de confirmar a dependéncia de FimV na localizacdo de
DgcP, dgcP_mNGr foi inserida em AfimV, resultando na linhagem PA14_AfimV
dgcP_mNGr (RBJ051). Assim como foi feito anteriormente, ensaios de motilidade e
formacédo de biofilme foram realizados para verificar se a insercdo de mNGr néo
alterou os fenotipos originais. As Figuras 10, 11 e 12 mostram, respectivamente, 0s
resultados dos ensaios de swimming, swarming e twitching para todas as linhagens.

As linhagens originais foram agrupadas com as respectivas linhagens contendo DgcP-

MNGr.
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Figura 10. Nao ha diferenca na motilidade swimming entre as linhagens originais e as linhagens
contendo a fusdo DgcP-mNGr. O gréafico mostra a média de triplicatas do diametro de swimming em
meio M9 0,3% agar para cada linhagem. Nao ha diferenca significativa entre os pares (original x fusao)
comp =0,05.
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Figura 11. Ndo hé& diferenca na motilidade swarming entre as linhagens originais e as linhagens
contendo a fusao DgcP-mNGr. O gréafico mostra a média de triplicatas da area de swarming em meio
M9 0,5% éagar para cada linhagem. N&o ha diferenca significativa entre os pares (original x fusao) com
p =0,05.
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Figura 12. Nao ha diferenca na motilidade twitching entre as linhagens originais e as linhagens
contendo a fusdo DgcP-mNGr. O grafico mostra a média de seis replicatas da area de twitching em
meio LB 1% agar para cada linhagem. Nao hé diferencga significativa entre os pares (original x fuséo)
com p = 0,05.
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As diferencas de fenotipos de motilidade observadas entre a linhagem selvagem
e as linhagens com delecédo nas Figuras 10, 11 e 12 j& haviam sido descritas na
literatura para P. aeruginosa PAK e/ou PAOL. Mutantes em pilA, chpA e fimV realizam
swimming equiparavelmente a linhagem selvagem, ja que esta motilidade néo
depende de T4P (BARKEN et al., 2008; NICASTRO et al., 2020). Mutantes pilR tem
o swimming prejudicado devido a diminuicdo dos niveis de fleSR, genes regulados
por PiIR que controlam positivamente a expressdo de genes flagelares (KILMURY;
BURROWS, 2018). Além disso, ja havia sido demonstrado que os mutantes em pilA,
pilR, chpA e fimV sdo impossibilitados de realizar twitching, ja que este depende
diretamente do T4P funcional (KILMURY; BURROWS, 2018; LEECH; MATTICK,
2006; MATTICK; WHITCHURCH; ALM, 1996; SEMMLER et al., 2000). Mutantes em
pilA e pilR, alias, apresentam comportamentos opostos em relacdo ao swarming, pois
enguanto ApilA tem motilidade aumentada, ApilR tem o swarming diminuido em PAO1
(KILMURY; BURROWS, 2018; SHROUT et al., 2006). A delecédo de chpA, por sua
vez, ndo interfere nos fendtipos de swarming (LEECH; MATTICK, 2006), enquanto a
delecao de fimV resulta em swarming aumentado em PAQL. Dentre os resultados de
motilidade, o comportamento de AfimV no swarming foi o Unico que diferiu da
literatura, o que pode ser devido a alta sensibilidade a mudancas de temperatura e

umidade dos ensaios de swarming.

Assim como nos fenétipos de motilidade, a inser¢cdo da fusdo ndo alterou a
formacdo de biofilme nas linhagens ApilA, ApilR, AchpA e AfimV (Figura 13). Além
disso, as linhagens mutantes se comportaram como esperado em relagdo a selvagem,
pois previamente foi demonstrado que mutantes em chpA séo capazes de formar
biofilme em estruturas maduras (BARKEN et al., 2008), enquanto os mutantes em

pilA, pilR e fimV formam biofilme em menor extensdo, em fun¢cdo do menor nimero
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de pili ou por defeitos na montagem do T4P (BARKEN et al., 2008; KILMURY;
BURROWS, 2018; NICASTRO et al.,, 2020; SEMMLER et al., 2000). De qualquer
forma, € interessante notar que a insercdo da fusdo DgcP-mNGr ndo provocou
mudancas em fendétipos de motilidade e biofilme relativas as linhagens originais,
demonstrando assim que a proteina DgcP com mNGr no C-terminal retém sua funcéo

e nao altera fungdes relacionadas com os niveis de c-di-GMP.
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Figura 13. As linhagens contendo a fusdo DgcP-mNGr ndo apresentam diferenca, em relagcado as
linhagens originais, na formacdo de biofilme. Os experimentos foram feitos em placas de
poliestireno de 96 pocos em oito replicatas para cada linhagem. O gréfico mostra a média da
absorbancia do cristal violeta em 550 nm com o respectivo desvio-padréo das replicatas. Ndo ha
diferenca significativa entre os pares (original x fusédo) com p = 0,05.

A confirmacdo de que as linhagens WT, ApilA, ApilR, AchpA e AfimV nédo
sofreram alteracdes fenotipicas de motilidade e formacao de biofilme pela insercdo de
MNGr em dgcP possibilitou o prosseguimento do trabalho e a verificagcdo da
localizacdo de DgcP nos cinco backgrounds genéticos. A Figura 14A mostra a
localizacdo da fusdo em cada linhagem. As Figuras A-1 a A-5 (no Apéndice) mostram

a posicao de DgcP-mNGr em um numero maior de células por imagem. Todas as

linhagens estdo nomeadas de acordo com o background genético.
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Como a localizacao da fusdo ndo é homogénea na populacdo, foi necessario
guantificar a fluorescéncia em funcéo da posicéo relativa de DgcP-mNGr na célula a
partir de seu eixo longitudinal (Figura 14B). Com os dados obtidos, o padréao
populacional médio de localizacdo de DgcP nos diferentes backgrounds genéticos
pode ser calculado (Figura 14C). O padrao populacional mostrado na Figura 14C,
entretanto, pode esconder um dado importante: a localizag&o unipolar de DgcP, visto
gue o método aqui utilizado néo diferenciou os polos 0 e 1 da célula de acordo com a
intensidade de fluorescéncia. Em virtude disso, os dados contidos na Figura 14C
tiveram de ser complementados a partir de um perfil populacional de localizagéo das
linhagens (Figura 15), pois ele mostra a fracdo de células em funcao do tipo de
localizacéo verificada: bipolar, unipolar ou difusa. O nimero de células analisadas na
Figura 15 é menor, pois a andlise foi feita com somente uma imagem de cada
linhagem. Para construcdo da Figura 14C, porém, os dados contidos em varias
imagens foram acumulados. Células com maximos de intensidade em locais
incomuns, ou seja, fora dos polos, foram desconsideradas na Figura 15, pois
representavam somente uma pequena parcela populacional, cerca de 1%, da

linhagem RBJ051 (AfimV).
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Figura 14. DgcP-mNGr estad majoritariamente localizada nos polos das linhagens WT, ApilA,
ApilR, AchpA, porém, se encontra distribuida pela célula na linhagem AfimV. (A) Localizac&o de
DgcP nos backgrounds WT, ApilA, ApilR, AchpA e AfimV. As imagens de microscopia de contraste de
fase e de fluorescéncia foram sobrepostas no software NIS-Elements para melhor visualizacdo. A
escala presente nas imagens é de 1 um. (B) Para a quantificacdo da fluorescéncia, foi considerado
somente o eixo longitudinal da célula, sendo os polos denominados 0 e 1. (C) Padréo populacional
médio da localizacdo de DgcP-mNGr. Para constru¢do das curvas, o software MicrobeJ analisou a
intensidade de fluorescéncia, ao longo do eixo longitudinal de 200-300 células de cada linhagem.
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Figura 15. A localizacéo bipolar de DgcP-mNGr depende de FimV, mas parece ndo necessitar
dos sistemas Pil-Chp e PilS-PilR. Fracéo de células em funcao do tipo de localizacdo de DgcP-mNGr.
O perfil foi feito pelo software MicrobeJ com n = 68-167 células por linhagem.
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As Figuras 14C e 15 mostram que a localizagdo de DgcP-mNGr nos
backgrounds WT, ApilA, ApilR e AchpA segue um padrdo semelhante,
predominantemente bipolar (67-71%). Nessas populacdes, também existem células
com localizac&o unipolar (18-25%) e com a proteina difusa (7-13%). A localizacdo de
DgcP-mNGr em AfimV, por outro lado, apresenta um perfil diferente do restante das
linhagens, com DgcP difusa em 88% das células. A falta de FimV afeta principalmente
a localizacéo bipolar de DgcP, comportamento ainda pouco claro para nés. Em suma,
os resultados mostram que a localizacado da DGC n&o depende da funcionalidade dos
sistemas Pil-Chp e PilS-PilR, ou seja, mesmo nao havendo o aumento da expressao
dos genes do pilus na regulacdo dependente de cAMP, ou nédo existindo filamento
polimérico na maquinaria do T4P (como nas linhagens ApilA e ApilR), DgcP ainda é
capaz de se localizar, majoritariamente, nos polos da célula. Nosso grupo ja havia
demonstrado, em ensaios de superexpressao, que DgcP se mantém nos polos com a
ajuda da proteina FimV (NICASTRO et al., 2020), comportamento confirmado neste

trabalho com a expresséao de dgcP_mNGr do locus cromossdmico de dgcP.

Talvez o papel de DgcP na sinalizagéo local esteja ligado a um efetor polar ainda
nao identificado que esteja interagindo com FimV, ou outra proteina da maquinaria do
pilus, e cuja atividade dependa do c-di-GMP gerado no polo. Proteinas com dominios
de ligacdo a c-di-GMP com localizagéo polar e que participam da biossintese do T4P

sao, portanto, potenciais candidatas a efetores.

A comparacdo entre os padrdes de localizacdo é importante para descobrir
quais os efetores podem estar recebendo o c-di-GMP sintetizado por DgcP no polo. A
variagdo populacional na localizacdo também €& observada em outras proteinas
polares que participam da adesdo a superficie e motilidade twitching (JAIN;

SLIUSARENKO; KAZMIERCZAK, 2017; LAVENTIE et al., 2019). A proteina FimX, ja
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mencionada neste trabalho, € uma proteina com dominios GGDEF/EAL degenerados,
capaz de ligar c-di-GMP pelo dominio EAL (KAZMIERCZAK; LEBRON; MURRAY,
2006; NAVARRO et al., 2009). FimX é necessaria para a localizacdo da ATPase PilB
no polo, promovendo assim a montagem do T4P. Essa interagdo sé ocorre, entretanto,
guando FimX esta apta a ligar c-di-GMP, com dominio EAL intacto (JAIN;
SLIUSARENKO; KAZMIERCZAK, 2017). Ceélulas de P. aeruginosa PA103 em
movimento de twitching apresentam FimX com localizagdo unipolar em 78% das
células, enquanto células estacionarias apresentam FimX nos dois polos celulares em
81% da populacdo (JAIN; SLIUSARENKO; KAZMIERCZAK, 2017). O padrdo de
localizacdo de FimX, porém, é alterado em mutantes pilR e chpA, nos quais FimX
aparece majoritariamente difusa (JAIN; SLIUSARENKO; KAZMIERCZAK, 2017). Tais
observacgdes sugerem que DgcP e FimX sao recrutadas para os polos de maneiras
diferentes na célula, possivelmente nao interagindo de forma direta. Entretanto, DgcP
ainda pode estar fornecendo c-di-GMP a FimX quando co-localizadas. Ensaios de
microscopia de fluorescéncia com células em movimento, para verificar a localizacao
de DgcP nessa condicao, e ensaios que permitam visualizar a localizacdo de FimX e
DgcP simultaneamente podem elucidar a dependéncia de funcdo entre as duas

proteinas.

Além de FimX, FimW é outra proteina capaz de se ligar a c-di-GMP com
localizag&o predominantemente bipolar em condigbes de menor motilidade. Sua alta
afinidade na ligagdo ao segundo mensageiro (K¢ = 50£3 nM), por um dominio PilZ
atipico, determina a localizacdo no polo (LAVENTIE et al., 2019). FimW € uma
proteina que participa da montagem do T4P, ndo € importante para o twitching, mas
€ essencial para a adesao inicial a superficies (LAVENTIE et al., 2019). A localizacao

de FimW, no entanto, é dirigida pela acéo flagelar e ndo depende do T4P. Laventie et
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al. propuseram que de maneira similar ao que ocorre em C. crescentus (CHRISTEN,
M. et al., 2010), a divisdo celular de P. aeruginosa, em uma superficie, &€ assimétrica
em relagdo aos niveis de c-di-GMP. Quando uma célula planctdnica encontra a
superficie, os niveis de c-di-GMP aumentam e FimW se localiza de forma bipolar. No
polo flagelar, porém, a fosfodiesterase DipA diminui 0s niveis do segundo mensageiro,
desativando e deslocalizando FimW (LAVENTIE et al., 2019). A divisdo dessa célula,
portanto, gera uma célula capaz de colonizar a superficie (com FimW ativa) e outra
capaz de se soltar e colonizar locais distantes. Apesar de ndo ser considerada uma
potencial candidata (LAVENTIE et al., 2019), DgcP pode ser a diguanilato ciclase que
fornece c-di-GMP continuamente a FimW. Por estar majoritariamente localizada nos
dois polos, DgcP pode receber um sinal ainda desconhecido e comecar a producéo
local do segundo mensageiro, mantendo FimW no polo e possibilitando a transicéao

planctonico-séssil.

Como ja mencionado, a relacdo de funcdo entre FimX, FimW ou outros
potenciais parceiros de DgcP no polo, pode estar ocorrendo por interacédo direta com
FimV e, consequentemente, por proximidade com DgcP. Apesar da baixa similaridade
de sequéncia, FimV apresenta semelhanca de dominios com HubP, proteina polar
presente em Vibrio cholerae e Shewanella putrefaciens (ROSSMANN et al., 2019;
YAMAICHI et al.,, 2012), cuja funcdo esta relacionada com a segregacdo do
cromossomo. HubP e FimV possuem um dominio periplasmatico N-terminal, que as
mantém no polo, e regides citoplasmaticas C-terminais que interagem com outras
proteinas. HubP de S. putrefaciens recruta para o polo flagelar a PDE dual domain
PdeB via dominio GGDEF, em um comportamento similar ao recrutamento de DgcP

(NICASTRO et al., 2020; ROSSMANN et al., 2019). E razoavel pensar, portanto, que
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possa existir um comportamento analogo entre FimV e outras proteinas em P.

aeruginosa que possuem dominios de ligacéo a c-di-GMP, como FimX e FimW.

4.2.Estudo da organizacao génica de DgcP

Para compreender o papel de DgcP em P. aeruginosa ndo basta somente
verificar a localizacdo proteica, também é necessario conhecer a organizagcao e a
expressao de seu gene. O gene dgcP, ou PA14 72420, esta localizado a jusante de
outros dois genes: PA14 72430 e dsbAl (Figura 16A), de modo que se acredita, por
previsdo de andlises de sequéncia (MAO et al., 2009), que 0 mesmo se encontra em
um operon em PA14. Aragon et al. jA demonstraram, por ensaios de RT-PCR (do
inglés, reverse transcription polymerase chain reaction), a existéncia do operon na
linhagem P. aeruginosa PAK, porém, tal fato ainda ndo foi confirmado em PA14.
Diante disso, ensaios de RT-PCR foram realizados com a intencédo de verificar se

dgcP é co-transcrito com PA14 72430 e dsbAl na linhagem PA14.

A Figura 16B mostra os fragmentos amplificados (ou amplicons) obtidos a partir
dos controles e das amostras de DNA complementar (cDNA) sintetizado do RNA total
extraido de PA14. Neste caso, o cDNA foi feito com um oligonucleotideo especifico
(RBJO56p — Figura 16A) para obtencdo de maior enriqguecimento do fragmento
desejado, visto que a reacdo com oligonucleotideos randémicos ndo gerou uma
guantidade de cDNA especifico que pudesse ser detectada pelo método empregado.
E possivel perceber na Figura 16B que os fragmentos de tamanho esperado para um
transcrito Uunico foram amplificados no controle positivo e nas amostras de cDNA, mas
nao foram amplificados no controle negativo. Os ensaios de RT-PCR revelaram,
portanto, que dsbAl, PA14 72430 e dgcP se encontram em operon na linhagem

PA14.



55

Com o propésito de confirmar os dados obtidos nos ensaios de RT-PCR e, ao
mesmo tempo, verificar a possivel existéncia de promotor interno para dgcP,
linhagens repdrteres foram construidas com fusdes entre lacZ e supostas regifes
promotoras a montante de dgcP e de dsbAl (p-dgcP e p-dsbAl, respectivamente)
para, entéo, verificar a producéo de beta-galactosidase sob o controle dessas regides
em culturas em meio liquido. A construcdo das linhagens foi realizada a partir do vetor
mini-CTX-lacZ, que se integra no cromossomo de P. aeruginosa no sitio att (HOANG,
Tung T. et al., 2000). A linhagem RBJ034, PA14 com mini-CTX-lacZ no cromossmo,
foi usada como controle negativo nos experimentos e, como controle positivo, foi
utilizada a linhagem PA14 mini-CTX-lacP1-lacZ (FULCHER et al., 2010). A Figura 17
mostra o resultado dos ensaios de atividade de beta-galactosidase. As linhagens
reporteres RBJO30 e RBJ031, as quais continham, na devida ordem, p-dsbAl e p-
dgcP fusionadas ao gene lacZ apresentaram comportamentos diferentes nos ensaios:
somente p-dsbA1l apresentou atividade promotora. Assim sendo, o resultado sugeriu
a nao existéncia de promotor interno para dgcP e, consequentemente, confirmou o
gue foi verificado nos ensaios de RT-PCR. Além disso, os valores absolutos para a
atividade do reporter sugerem que a expressao endégena do operon € relativamente
baixa nas condi¢cfes do ensaio, comparando-se ao promotor forte lacP1 utilizado como

controle.
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Figura 16. dgcP se encontra em operon com dsbAl e PA14_72430 em P.aeruginosa PA14 . (A)
Organizagao génica prevista para o operon em PA14. As setas cinzas representam 0s genes com suas
respectivas orientacfes e as setas azuis ilustram os oligonucleotideos usados para a amplificacdo dos
fragmentos Al e A2 (barras azuis) com, respectivamente, 99 e 103 pares de bases (pb). (B)
Eletroforese em gel de agarose 1,5% com os amplicons obtidos. C+ € referente a amplificacédo
utilizando DNA gendémico de PA14 como molde (controle positivo), C- é referente a amplificagao
utilizando RNA (controle negativo) e RT é referente a amplificagdo utilizando cDNA, sintetizado a partir
de amostras de RNA total de PA14. O oligonucleotideo RBJ056p foi utilizado para a sintese do cDNA.
O marcador de peso molecular utilizado foi o0 Gene Ruler 1kb Plus DNA Ladder. As bandas presentes

em C- sdo referentes a dimeros de oligonucleotideos ou amplicons inespecificos.
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Figura 17. Somente aregido a montante de dsbA1l apresenta atividade promotora nas condigdes
testadas. Os experimentos foram realizados a partir de culturas em crescimento exponencial em meio
LB (DOsoo entre 0,6 e 0,8). Os valores de atividade estéo representados em U, calculados de acordo
com a sec¢do 3.9. deste trabalho.
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Anadlises de sequéncia ja haviam mostrado que dgcP é altamente conservado

entre diversas espécies de Pseudomonas, especialmente em conjunto com
PA14 72430 e dsbAl (WEI et al., 2019), indicando que os trés genes devem atuar
juntos em processos celulares especificos. O mecanismo de acao conjunta de DgcP,
PA14 72430 e DsbAl, contudo, ainda ndo é conhecido. Como ja mencionado, DgcP
€ uma diguanilato ciclase cuja funcéo esté relacionada com o aumento da formacao
de biofilme e motilidade twitching (ARAGON et al., 2015; NICASTRO et al., 2020; WEI
et al.,, 2019). Entretanto, PA14_ 72430 é uma proteina hipotética com funcdo ainda
indefinida, ao passo que DsbA é uma enzima periplasmética com atividade de
tiol:dissulfeto-oxidorredutase, cuja funcdo é catalisar a formacao de ligacdes de
dissulfeto e participar do dobramento de proteinas (HA, U. H.; WANG; JIN, 2003).
DsbA também é importante para motilidade twitching, de modo que mutantes dsbA
em P. aeruginosa PA103 sdo incapazes de realizar tal motilidade, devido a uma
provavel dificuldade de retrair o pilus (HA, U. H.; WANG; JIN, 2003). Além disso, a
expressdo de pilA em mutantes dsbA é menor do que na linhagem selvagem,
evidenciando que a enzima tem funcéo ligada ao T4P (HA, U. H.; WANG; JIN, 2003).
Esses resultados indicam que o operon em questdo pode estar atuando diretamente

na biossintese/funcédo do T4P, porém, ainda de maneira desconhecida.

4.3.Estudo da expressao génica de DgcP
Como DgcP e DsbA1l participam de processos que envolvem o T4P, é valido
supor que a expressdo do operon pode estar aumentada em condigcdes de menor
motilidade e adesdo inicial a superficie. Ademais, mesmo sem mudancas na
localizagdo de DgcP-mNGr, a expressdo génica talvez esteja sendo alterada em
mutantes do sistema Pil-Chp e PilS-PilR, ou ainda na linhagem AfimV. Com o objetivo

de elucidar, ao menos parcialmente, fatores que interferem na expressao do operon
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de dgcP, foram realizados ensaios de expressao por qRT-PCR (do inglés quantitative
real-time polymerase chain reaction).

As linhagens WT, ApilA, ApilR, AchpA e AfimV foram comparadas, em fungéo
da expressao relativa de dgcP, em condi¢cbes de crescimento distintas. A expressao
génica foi verificada em células em fase exponencial (DOsoo = 1,0) cultivadas em meio
liqguido e em células retiradas do meio liquido e, posteriormente, cultivadas em meio
sélido por uma hora. Essa Ultima condicdo é ideal para verificar mudancas
relacionadas a adaptacdo da bactéria ao meio sélido, ou seja, a adeséo inicial. A
Figura 18 mostra a expressao relativa de dgcP, em meio liquido e sdlido, nas cinco

linhagens testadas.
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Figura 18. A expressao de dgcP é invariavel em células de PA14 cultivadas em meio sélido ou
meio liquido. Resultado de gRT-PCR de dgcP em células cultivadas em meio liquido ou meio sdlido.
O gréfico mostra as médias de triplicatas técnicas do ensaio. As barras de erro representam o desvio-
padrdo da média.

A expressdo de dgcP € invariavel em todas as condi¢fes testadas, ou seja, ndo

depende dos sistemas Pil-Chp e PilS-PilR, de FimV, ou ainda da forma de cultivo
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(Figura 18). Wei et al. demonstraram, por meta-analises de transcriptoma de P.
aeruginosa, que o0s niveis de transcricdo de dgcP ndo mudam em 162 condi¢cdes
distintas (incluindo diferentes temperaturas, meios de cultura, tratamento com
antibiéticos e estresses oxidativos). Ademais, Wei et al. mostraram por ensaios de
expressao de gfp fusionado ao promotor do operon de dgcP que a transcricdo em P.
aeruginosa PAO1 ndo apresenta diferencas significativas no tratamento com
carbenecilina, presenca de 10mM de H202, ou ainda em diferentes meios de cultura.
Além disso, foi demonstrado no mesmo trabalho que a expressédo de dgcP néo é
alterada em mutantes para reguladores transcricionais envolvidos na sintese da
adesina CdrA, importante para formacéo da matriz extracelular do biofilme (BORLEE
et al., 2010), ou ainda em reguladores envolvidos em quorum-sensing, processo de
regulacdo da expressao de alguns genes pela mudanca na densidade de células
(STRATEVA; MITOV, 2011). Tais resultados sugerem que a expressao de DgcP no
nivel transcricional € invariavel em P. aeruginosa, inclusive em condi¢cdes de baixa

motilidade.

4.4. Consideracdes finais

A complexidade da sinalizacdo dependente de c-di-GMP em P. aeruginosa
impede conclusdes precipitadas da funcdo de DgcP na célula. Neste trabalho, a
localizag&o proteica, organizacéo e expressao génica de DgcP foram investigadas. A
expressao de dgcP foi invaridvel nas condicdes aqui testadas e a localizacao da fusao
DgcP-mNGr, predominantemente bipolar, somente foi alterada na linhagem AfimV,
como previamente descrito (NICASTRO et al., 2020).

Dado que dgcP é um gene com expressao invariavel, o papel celular de DgcP
pode estar associado a geracdo constante de c-di-GMP nos polos pela interacdo com

FimV, permitindo assim a ativacdo de vias e processos locais. DgcP pode estar
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fornecendo c-di-GMP a importantes proteinas relacionadas com a biossintese do
T4P. Conforme ja discutido anteriormente, a maquinaria flagelar é responsavel pela
localizacdo polar de FimW, uma proteina relevante para adesao inicial de P.
aeruginosa a superficie (LAVENTIE et al., 2019). Entretanto, Laventie et al.
mostraram que as DGCs candidatas ao fornecimento de c-di-GMP para FimW séo
GcbA e SiaD, visto que mutantes em gcbA e siaD apresentam FimW menos
localizada nos polos (LAVENTIE et al., 2019). Tal comportamento, porém, ndo exclui
a participacéo de DgcP na localizagdo de FimW, uma vez que pode estar atuando
apos a proteina chegar ao polo, provendo o c-di-GMP que a mantém localizada.

Os fendtipos de menor motilidade sdo causados pela acao conjunta de muitas
DGCs. SadC, proteina jA& mencionada neste trabalho, € uma DGC associada a
membrana que controla a mudanca entre estilos plancténico e séssil (MERRITT et
al., 2007, 2010). Recentemente, foi proposto que, apdés o contato, células
planctbnicas se aderem permamentemente a superficie pelo aumento da atividade
de SadC (WEBSTER et al., 2021). Webster et al. demonstraram que SadC tem sua
atividade de DGC reduzida pela interacdo com a proteina da maquinaria do pilus PilO.
A atividade de SadC s6 € aumentada ap0s o contato com a superficie e a interacao
com a proteina da maquinaria flagelar MotC, comportamento demonstrado em outro
trabalho do mesmo grupo (BAKER et al., 2019). Webster et al. propdem, entéo, que
mediante o contato com a superficie, provido pela maquinaria flagelar, a producao do
T4P aumentaria a partir da atividade de SadC. O trabalho, contudo, ndo discute qual
seria a DGC responsavel pelo fornecimento do c-di-GMP necessério para ativacao
de FimX, montagem da maquinaria do T4P e a consequente localizacédo de PilO. Uma
suposicao valida é que DgcP possa ser uma das DGCs responsaveis pela ativacédo

de FimX.
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As possiveis rela¢des de fungcdo com FimX e FimW exigem que DgcP forneca
constantemente c-di-GMP nos polos, mesmo em condi¢cdes de baixa concentracao
do segundo mensageiro. Deste modo, os efetores ainda poderiam receber o sinal e
exercer suas respectivas funcdes, que resultam na montagem do T4P e no aumento
da adeséo inicial. O sistema de dois componentes GacS/GacA, cuja fungédo se
relaciona a formacédo de biofilme e sessilidade em P. aeruginosa (MOSCOSO et al.,
2014), inibe indiretamente a expressao de inumeros genes, entre eles sadC
(BRENCIC; LORY, 2009). A expressao de dgcP, porém, ndo € alterada pelo sistema
(BRENCIC; LORY, 2009). Nossos resultados também mostraram que a expresséao de
dgcP ndo muda em condi¢cdes de baixa e alta mobilidade e a localizacdo celular
caracteristica de DgcP somente desaparece na falta de seu parceiro de interacéo,
FimV. Tais observacdes indicam que DgcP pode ser a DGC que mantém a producao
de c-di-GMP constante nos polos ao se associar a FimV.

Para confirmar o papel conjunto de DgcP, FimX e FimW, contudo, seriam
necessarios ensaios que possibilitassem visualizar a co-localizacdo dessas
proteinas, principalmente, nos estagios iniciais da adesdo, e se 0 comportamento
seria alterado na falta de DgcP. Além disso, seria interessante investigar as relacdes
de interacao entre FimX, FimW, FimV e outras proteinas da maquinaria do T4P, visto

gue podem ajudar a elucidar o papel celular de DgcP.
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. Conclusoes

A localizacao de DgcP n&o depende dos sistemas Pil-Chp e PilS-PilR. Assim como
verificado no background WT, a fusdo DgcP-mNGr, expressa do locus
cromossbmico de dgcP, apresenta-se localizada nos polos de maneira
predominantemente bipolar em linhagens ApilA, ApilR e AchpA.

O comportamento na linhagem AfimV, entretanto, é diferente, pois a fusdo DgcP-
MNGr se encontra majoritariamente difusa. Os resultados aqui apresentados, com
a expressao a partir do locus cromossémico de dgcP, reafirmam o comportamento
ja verificado por ensaios de superexpressao utilizando o vetor pJN105,
descartando um possivel artefato de localizagcdo devido a superexpressao.

O gene dgcP se encontra em operon com PA14 72430 e dsbAl, indicando um
papel celular conjunto, até o momento, desconhecido.

Os niveis de mMRNA de dgcP séo invariaveis nas linhagens WT, ApilA, ApilR,
AchpA e AfimV, independentemente se cultivadas em meio liquido ou se cultivadas

em meio sélido.
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Apéndice — Localizacdo de DgcP-mNGr

Figura A-1. Localizagcdo de DgcP-mNGr em PA14 WT. As imagens de microscopia de contraste de fase e de fluorescéncia foram sobrepostas no
software NIS-Elements para melhor visualizacédo. A escala presente na imagem é de 10 pm.
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Figura A-2. Localizagdo de DgcP-mNGr em ApilA. As imagens de microscopia de contraste de fase e de fluorescéncia foram sobrepostas no software
NIS-Elements para melhor visualizac@o. A escala presente na imagem é de 10 pm.
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Figura A-3. Localizagdo de DgcP-mNGr em ApilR. As imagens de microscopia de contraste de fase e de fluorescéncia foram sobrepostas no software
NIS-Elements para melhor visualizac@o. A escala presente na imagem é de 10 pm.
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Figura A-4. Localizac8o de DgcP-mNGr em AchpA. As imagens de microscopia de contraste de fase e de fluorescéncia foram sobrepostas no software
NIS-Elements para melhor visualizac@o. A escala presente na imagem é de 10 pm.
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Figura A-5. Localizacdo de DgcP-mNGr em AfimV. As imagens de microscopia de contraste de fase e de fluorescéncia foram sobrepostas no software
NIS-Elements para melhor visualizac@o. A escala presente na imagem é de 10 pm.



