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RESUMO

ARANHA, Giulia Naranjo. Caracterizacao estrutural e funcional do
gene orfE264 que codifica uma possivel proteina autotransportadora em
Burkholderia thailandensis. Rio de Janeiro, 2017. Dissertacéo (Mestrado em
Ciéncias) — Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2017.

Burkholderia thailandensis é uma espécie ndo patogénica, comumente
isolada do solo e da &gua, tem sido utilizada como modelo para o estudo de
muitas caracteristicas de suas contrapartes patogénicas em Burkholderia spp.
B. thailandensis produz biossurfactantes do tipo raminolipideo que parece estar
diretamente envolvido no comportamento multicelular. O estudo das vias
biossintéticas dos raminolipideos em Pseudomonas aeruginosa revelou uma
proteina autotransportadora chamada EstA, que influencia a producdo de
raminolipideos, a formacédo de biofilmes aderentes e a motilidade celular. EstA,
uma proteina autotransportadora, é caracterizada por um Barril-B na regido C-
terminal que ancora uma lipase na membrana externa. Para investigar a
presenca de proteinas autotransportadoras similares a EstA em B.
thailandensis, foram utilizadas ferramentas bioinforméticas para prospeccao de
autotransportadoras dentro do genoma da B. thailandensis E264. As andlises
de bioinforméatica revelaram um potencial gene similar ao estA (aqui designado
como orfE264). orfE264 foi sintetizado e clonado no plasmideo pBluescript Il
SK em que uma delecao foi construida, seguida pela insercdo de um gene de
resisténcia ao cloranfenicol de modo a obter-se uma cepa nocauteada por
recombinacdo homologa, usando recombinases do bacteri6fago Lambda. A
caracterizacdo da cepa mutante AorfE264::Cm resultante revelou uma
diminuicdo significativa da formacédo do biofilme e da motilidade celular, em
comparacdo com a cepa selvagem, mostrando que esse produto génico esta
de alguma forma envolvido nesses fendtipos. A complementacdo cruzada do
mutante AorfE264::Cm com estA restaurou os fenétipos. Os resultados obtidos

indicam uma possivel proteina autotransportadora, o primeiro membro desta



familia de secrecdo de proteinas a ser descrita nesta espécie. Estudos
adicionais encontram-se em andamento, que deverdo revelar informacdes
relevantes sobre o papel dessa proteina em outros fenotipos deste modelo.
Além disso, o emprego industrial de B. thailandensis para a producdo de
raminolipideos € de grande interesse em Biotecnologia, sendo que uma
autotransportadora da familia EstA serd um alvo importante para a engenharia

metabdlica, visando o melhoramento da producédo desses compostos.

Palavras chave: Burkholderia thailandensis, Engenharia genética,

Autotransportadora, Biologia Molecular.



ABSTRACT

ARANHA, Giulia Naranjo. Structural and functional characterization
of orfE264 a gene encoding a putative autotransporter protein in
Burkholderia thailandensis. Rio de Janeiro, 2017. Dissertation (Master of
Science) — Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2017.

Burkholderia thailandensis, a non-patogenic species, commonly isolated
from soil and water, has been used as a surrogate model for studying many
characteristics of its pathogenic counterparts in Burkholderia spp. B.
thailandensis produces rhamnolipid biosurfactants, which seems to be directly
involved in multicellular behavior. The study of biosynthetic pathways of
rhamnolipids in Pseudomonas aeruginosa revealed an autotransporter protein
called EstA, which influences the production of rhamnolipids, the formation of
adherent biofilms and cellular motility. EStA is an autotransporter characterized
by a B-barrel motif in the C-terminal region that anchors a lipase in the outer
membrane. In order to investigate the presence of autotransporter proteins
similar to EstA in B. thailandensis, bioinformatic tools were employed for
prospecting within the genome of B. thailandensis E264. The bioinformatics
analyses revealed a potential estA-like gene (herein designated orfE264).
orfE264 was synthesized and cloned in the plasmid pBluescript 11 SK in which a
deletion was constructed, followed by the insertion of a chloramphenicol
resistance gene in order to obtain a knockout strain by homologous
recombination, using Lambda phage recombinases. Characterization of the
resulting orfE264-mutant strain revealed significantly decreased biofilm
formation and cellular motility, when compared to the wild-type strain, showing
that this genic product is somehow involved in those phenotypes. Cross
complementation of the orfE264-mutant with a full-length estA restored the
phenotypes. These results indicate a putative autotransporter protein, the first

member of this protein secretion family to be described in this species. Ongoing



studies might reveal relevant information about the role of this protein in
virulence mechanism of this model. Moreover, the industrial applicability of B.
thailandensis in rhamnolipid production are of great interest in Biotechnology
and a novel EstA-family autotransporter will be an important target for metabolic

engineering aiming at the enhancement of rhamnolipid production.

Keywords: Burkholderia  thailandensis, Genetic Engineering,

Autotransporter, Molecular Biology.
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1 Introducéo e Reviséo bibliografica:

1.1 Burkholderia thailandensis e sua importancia na Ciéncia

1.1.1 O género Burkholderia e suas origens

Segundo a Global Security Organization (GLOBALSECURITY.ORG,
2011), a melioidose, ou doenca de Whitmore, €é wuma doenca
predominantemente tropical ou subtropical causada por bactéria e endémica no
Sudeste Asiatico, Austrdlia, Africa, Oriente Médio, China e india com
ocorréncias isoladas na América do Sul, no Havai e na Georgia. A melioidose
septicémica foi descrita pela primeira vez em 1911-1912 pelo capitdo Alfred
Whitmore, um patologista britanico que serviu na Birmania e CS Krishnaswami.
Em 1932, Stanton e Fletcher chamaram a doenca de "melioidose" (STANTON,
1933). Em grego, melis traduz-se em "cinto de burros"”, e o eidos se traduz em
"semelhanga". Mas bactérias, isoladas de viciados a morfina em Rangoon,
Birmania eram diferentes da Pseudomonas mallei (KRISHNASWAMI, 1917).
Na Malasia, Ambrose Thomas Stanton e Wiliam Fletcher em 1917
identificaram as bactérias que causam a doenca e, apOs varios nomes
anteriores, a bactéria causadora foi chamada Pseudomonas pseudomallei
(LEELARASAMEE, 1989).

A doenca foi encontrada no Vietnd, Sri Lanka e Indonésia, e
particularmente afetou as tropas francesas estacionadas na Indochina e as
tropas americanas que as seguiram. Na ocupacdo francesa do Vietna entre
1948 e 1954, foram diagnosticados mais de 100 casos de melioidose e durante
a ocupacdo americana, mais de 300 casos. Os soldados adquiriram a doenca
expondo diretamente as feridas ao solo ou a agua carregando a bactéria ou por
inalacdo. A melioidose era conhecida como a "bomba temporaria vietnamita"
devido ao periodo de incubacdo potencialmente longo sendo assim, mesmo
apos o retorno para casa, 0s soldados apresentaram sintomas da doenca
(GLOBALSECURITY.ORG, 2011). Outro exemplo da letalidade dessa espécie
deriva da politica do Panda estabelecida por Mao-Tsé-Tung durante a Guerra
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Fria. O lider comunista utilizou o empréstimo de pandas como moeda de
alianga como parte da politica de tentar afirmar a China como terceira poténcia
mundial, perante Estados Unidos e Unido Soviética. Contudo, em 1975, um
panda doado por Mao-Tsé-Tung ao presidente francés Pompidou foi o gatilho
para uma epidemia, que acometeu Varios zoologicos franceses com mortes de
animais (MOLLARET, 1988). O Centro de Controle de Doencas (CDC, Estados
Unidos) classificou a melioidose como um agente de armas biolégicas de
grande potencial. Além disso, devido aos sintomas comuns a outras doencgas e
ao periodo de incubacao potencialmente longo, a melioidose pode ser dificil de
diagnosticar com precisdo. Estados Unidos e Unido Soviética estudaram a
melioidose como um possivel agente de armas biologicas. (ALLAN; DANCE,
2005).

A partir das sequéncias de DNA ribossomal 16S, homologia, composi¢ao
lipidica e caracteristicas fenotipicas dentro do género Pseudomonas, sete
espécies foram movidas para um novo género Burkholderia em 1992
(YABUUCHI et al., 1992). O novo género recebeu o nome do microbiologista
norte-americano Walter Burkholder, que, em 1949, descreveu pela primeira vez
Burkholderia cepacia, anteriormente Pseudomonas cepacia, como 0 patdgeno
da planta causador de podriddo bacteriana de cebolas (BURKHOLDER, 1950).
Uma seérie de espécies bacterianas ambientais relacionadas foram
posteriormente descobertas e adicionadas ao género Burkholderia (CURRIE,
2003).

1.1.2 Burkholderia thailandensis como modelo de estudo e interesse

biotecnoldgico

Por conta das dificuldades vinculadas a seguranca de trabalho, estudos
com variantes patogénicas de Burkholderia acabam sendo potencialmente
perigosas para 0s pesquisadores. Felizmente, h4 um modelo de estudo
proximo a B. pseudomallei que ndo é um patdégeno humano. Trata-se da B.
thailandensis. B. thailandensis é uma bactéria relacionada com B. pseudomallei
(BRETT; DESHAZER; WOODS, 1998) que quando foi isolada pela primeira vez
do meio ambiente, foi erroneamente identificada como B. pseudomallei pela

similaridade entre as duas espécies (SMITH et al.,, 1997). Burkholderia
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thailandensis, é comumente isolada do solo e da &gua, e utilizada como
modelo para o estudo de muitas caracteristicas de suas contrapartes
patogénicas (HARAGA et al.,, 2008b; MAJERCZYK et al., 2014). B.
thailandensis e B. pseudomallei divergiram de um antepassado comum ha
cerca de 47 milhdes de anos e possuem semelhangas com sequéncias de
rRNA 16S proximas (YU et al., 2006). Mais de 85% dos seus genes Ssao
conservados e 0s seus genomas sdo altamente sinténicos, ou seja, com genes
localizados no mesmo cromossomo, apresentando apenas 4 grandes
variacoes. As ilhas de patogenicidade fornecem uma fonte importante de genes
especificos de espécies em B. thailandensis e B. pseudomallei (HOLDEN et al.,
2004; YU et al, 2006). Uma diferenga notavel entre as espécies € a
capacidade de B. thailandensis para assimilar a L-arabinose, em contraste com
B. pseudomallei, pela presenca do Operon para assimilacdo de arabinose.
Sendo assim, em contraste com as condicdes de biosseguranca no trabalho
exigidas de B. pseudomallei, o trabalho com B. thailandensis apresenta pouca
restricio no uso de marcadores de resisténcia a antibidticos para sua

manipulacdo genética (HARAGA et al., 2008a)

Essas caracteristicas colocam a B. thailandensis como um excelente
modelo de estudo em relacdo as contrapartes patogénicas de outras espécies
do género Burkholderia e também de Pseudomonas. Somado a isso, ha a
guestdo do genoma, composto por dois cromossomos, ter sido sequenciado, a
disponibilidade de cepas comerciais que podem ser obtidas a partir de bancos
e B. thailandensis contém pouca restricio no uso de marcadores de
antibiéticos para manipulacdo genética (DUBEAU et al., 2009). B.
thailandensis, assim como P. aeruginosa, produz biossurfactantes do tipo
raminolipideo, produto de grande interesse em diferentes industrias. Contudo,
utiliza-se a P. aeruginosa para a producdo em larga escala por conta dos niveis
elevados de sintese, o que desperta preocupacdes por ser um patdgeno
oportunista e, com o genoma conhecido, é possivel identificar genes
homélogos aos de P. aeruginosa como alvos de engenharia metabdlica

(DUBEAU et al., 2009).
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1.2 Biofilme

1.2.1 Defini¢ao

Assim como em tecidos e organismos multicelulares que demandam
uma intensa coordenacdo funcional entre as células, os micro-organismos
comunicam-se quimicamente de forma coordenada. Na maioria dos ambientes
naturais, a associagcdo de um micro-organismo com uma superficie permite o
desenvolvimento de uma estrutura conhecida como biofilme. A complexidade
estrutural e fisiologica dos biofilmes levou a ideia de que eles sdo grupos
cooperativos e coordenados, analogos aos organismos multicelulares e os
biofilmes formados por esses agregados microbianos podem estar presentes
em interfaces ar-liquido ou liquido-liquido, ou mesmo como agregados
flutuantes na forma de flocos ou granulos (NADELL; XAVIER; FOSTER, 2009;
XAVIER et al., 2003). A ubiquidade dos biofimes no ambiente natural,
hospedeiros vegetais e animais, sugere fortemente que viver em grupos €
critico para ecologia e evolugdo bacteriana assim como para sua sobrevivéncia
(HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004).

O tamanho dos biofilmes varia com espessuras da ordem dos milimetros
ou mesmo micrémetros, contudo a espessura de alguns biofilmes pode atingir
varios centimetros, como no caso dos tapetes de algas. Sendo assim, 0s
biofimes podem ser definidos como comunidades de micro-organismos
imobilizados numa matriz de substancias poliméricas extracelulares secretadas
pelas bactérias e denominadas matriz extracelular. O biofilme funciona como
uma barreira protetora hidratada, por conta dessa matriz, entre as células
bacterianas e seu ambiente facilitando a sobrevivéncia sob condi¢cdes
ambientais adversas tais como: radiacdo ultravioleta, estresses fisico-quimicos,
dessecacao e suprimento insuficiente de recursos nutritivos (XAVIER et al.,
2003), evidenciando a importancia do estabelecimento de comunidades para
melhor sobrevivéncia. E possivel ver a fase microbiana planctdénica como um
mecanismo de translocacdo de uma superficie para outra, para uma
colonizagdo e perspectiva de desenvolver novas comunidades (WATNICK;
KOLTER, 2000).
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Estudos genéticos sobre biofilmes de uma Unica espécie mostraram que
a formacao da sua arquitetura se da em multiplas etapas (WATNICK; KOLTER,
1999), requerendo sinalizacdo intercelular (DAVIES et al, 1998) e
apresentando um perfil global de transcricdo de genes distinto das células
plancténicas (BEENKEN et al., 2004). A formacao de biofilmes € um processo
que outras vias de desenvolvimento bacteriano. Pode surgir competicdo entre
diferentes espécies contidas em um biofilme, ou biofilmes iniciados por células
geneticamente idénticas podem ser desbalanceados por uma mutacao
espontanea. O inverso também é descrito na literatura, um estimulo a producao
de biofilme na presenca de outro micro-organismo ou molécula disponivel
(BOMBERGER et al., 2016; GROUNTA et al., 2016). Dessa forma, os biofilmes
demandam um forte equilibrio entre competicdo/cooperacdo (NADELL,
XAVIER; FOSTER, 2009).

Uma alegoria sobre a formacédo do biofilme bacteriano cunhada por
Watnick e Kolter em 2000, o compara com uma vivéncia no espaco urbano
(WATNICK; KOLTER, 2000). E necessario otimizar a vivéncia em uma cidade.
O primeiro passo é a decisdo da cidade em que se vivera, para entdo
selecionar o bairro da cidade ao qual apresenta as melhores condicbes
adaptadas as necessidades, para enfim construir uma casa entre muitas
outras. Quando a vida na cidade comeca a ser desfavoravel e estressante,
parte-se em busca de outro ambiente. Esses mesmos passos ocorrem no
biofilme bacteriano. Primeiro, a bactéria se aproxima da superficie e pode
entdo formar uma associacdo transitéria com a superficie ou outros micro-
organismos previamente anexados a mesma. Esta associagdo transitoria
permite um lugar para se estabelecer e formar uma associagdo estavel.
Finalmente, o biofilme tridimensional € erguido. As micrografias destas etapas
na formacdo de biofilmes por uma Unica espécie bacteriana sdo mostradas a

seqguir (Figura 1).
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Célula aderida

Microcoldnia

Célula
planctonica

Biofilme

Figura 1. Um estudo microscopico dos passos nha formacdo de biofilmes por
Vibrio cholerae.

A bactéria planctonica foi visualizada por microscopia eletronica de transmissdo (barra de 1
uM), as células e micro-colbnias anexadas foram visualizadas por microscopia eletrbnica de
varredura (barra de 2 pM) e a micrografia de biofilme representa uma secéao vertical através de
um biofilme de 20 uM tomado por microscopia de laser de varredura confocal (barra de 10 uM)
(WATNICK; KOLTER, 2000).

Embora essas micrografias sejam visfes estaticas da formacédo do
biofilme, ocasionalmente ocorre o desprendimento das bactérias associadas ao
biofilme (STEWART, 2003). Além das células fixas, ha células que mantém sua
associacdo com o biofilme nadando entre pilares de bactérias associadas ao
biofilme. O biofilme, portanto, demonstra um nivel de atividade semelhante ao
de uma cidade movimentada. O trafego de pessoas e mercadorias se
assemelha a motilidade celular e transferéncia de nutrientes constantemente.
Afinal, uma cidade é feita principalmente das relagcbes que se estabelecem

entre os individuos.

Dentre as numerosas vantagens da formacao biofilme destaca-se o
aumento da resisténcia a antibiéticos quando comparadas a células
planctonicas (GBEJUADE et al., 2016). Algumas caracteristicas atribuidas ao

crescimento microbiano em biofilmes pode ser explicada invocando fenébmenos
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de transferéncia, pelas implicacbes fisicas do crescimento em sistemas
geometricamente tdo diferentes como é o caso dos biofilmes em comparacao
com as células livres (STEWART, 2003).

Em células livres, ou planctbnicas, o transporte de solutos do meio
liguido para uma célula € um processo relativamente rapido, ndo constituindo
um passo limitante para o crescimento. Agregados microbianos, tais como o
biofiime, sdo ambientes densamente empacotados onde o fluxo é limitado,
apesar de ocorrerem poros nos biofimes (DE BEER; SRINIVASAN;
STEWART, 1994; STOODLEY; LEWANDOWSKI; DEBEER, 1994) que séo
verdadeiros “canais de agua” e toda a transferéncia de massa por difusédo (DE
BEER; SRINIVASAN; STEWART, 1994) um processo muito mais lento
(BEULING; VAN DEN HEUVEL; OTTENGRAF, 2000; STEWART, 2003). Em
agregados microbianos espessos, grandes distancias difusionais afetam o
transporte de solutos de/para as células bacterianas interiores. Nestas
situacdes formam-se gradientes de solutos no biofime e a transferéncia de
massa torna-se um processo limitante para os bioprocessos (LEVI et al., 2017;
SCHRAMM et al., 1999). Limitagbes de transferéncia de massa, que impedem
a penetracdo de antibioticos, foram apontadas como possivel causa para a
resisténcia a antibioticos (GBEJUADE et al., 2016; LEVI et al., 2017). Nestes
ambientes de gradientes de concentracdo formados constitui-se micronichos
em biofilmes propicios a proliferacdo de organismos anaerobios, apesar da
presenca de oxigénio em solucdo no meio liquido (DE BEER; SRINIVASAN;
STEWART, 1994; LEVI et al., 2017; SCHRAMM et al., 1999).

Da mesma forma que cada cidade pode ser identificada por uma
arquitetura caracteristica o biofilme também pode apresentar-se de diferentes
formas. A estrutura de cada cidade é extremamente Unica por conta de como
se deu o seu desenvolvimento desde sua fundacdo até os dias de hoje. Com
biofilmes, o processo é similar, contudo os verdadeiros arquitetos atuantes no
processo sao 0s micro-organismos. Por estrutura de biofilmes entende-se (1) a
forma tridimensional do agregado em conjunto com (2) a distribuicdo espacial
das substancias imobilizadas, tanto biéticas como abidticas. A estrutura pode

entdo ser descrita por meio de propriedades morfolégicas, tais como a
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espessura do biofilme, densidade do biofilme e forma da superficie do biofilme.
A forma do biofilme define a forma da interface biofilme/liquido através da qual
todo o transporte de massa de solutos ocorre, e as distancias difusionais que
definem micro-ambientes. A distribuicdo espacial de substéncias imobilizadas
se deve a distribuicdo espacial de exopolissacarideos, células bacterianas
(possivelmente de diferentes espécies) e eventualmente de particulas
inorganicas (HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004). Sendo
assim é possivel dizer que cada comunidade microbiana é Unica e a estrutura
de biofilmes pode demonstrar elevada heterogeneidade espacial e temporal
(LEVI et al.,, 2017; STOODLEY et al., 1999). A figura a seguir ilustra essa

massa de aglomerado celular envolto por uma matriz e sua caracteristica

amorfa (Figura 2).

Figura 2. Microscopia epifluorescente de biofilmes polimicrobianos.

Biofilmes cultivados por 7 dias em superficies de ago inoxidavel, corados com 4,6-diamidino-2-
fenilindole (DAPI) e registrados por microscopia de epifluorescéncia. Observa-se as
densidades celulares retidas em uma matriz extracelular. (DONLAN, 2002).

Portanto, a estrutura de biofilmes tem um papel muito importante para a
sobrevivéncia dos micro-organismos. Em conjunto com as condicbes
hidrodinamicas e fornecimento de nutrientes via difusdo, a estrutura € definida
pela atividade do biofilme: crescimento das células microbianas e sua divisao,
producdo e secrecdo de exopolissacarideos, fatores externos como forgas de

atrito tais como hidrodinamica e outras forcas mecanicas.

1.2.2 Aplicagbes e complicagbes dos biofilmes
O fenbmeno do biofilme impacta uma ampla gama de industrias,

incluindo a indastria do petréleo, de especialidades quimicas, da saude, de
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produtos domésticos, de agua potavel, mineracdo e utilidades (TIJHUIS; VAN
LOOSDRECHT; HEIIJNEN, 1994). Como resultado, varias areas tém os
biofilmes como foco: quer para impedir infeccbes relacionadas com biofilmes
ou a sua acumulacdo indesejada em equipamento industrial, quer para
influenciar o desenvolvimento e atividade de um biofilme para uma aplicagao
bioindustrial particular. O espectro de técnicas utilizadas para a investigacao
dos biofilmes é igualmente vasto, de acordo com o elevado numero de areas
cientificas envolvidas, e vai desde varios métodos de microbiologia molecular
aplicados a biofilmes mono-especificos cultivados em laboratério, até a
utiizacdo de micro-sensores para o estudo de tapetes de algas (LARKUM;
KOCH; KUHL, 2003), passando pela utilizacdo de reatores em escala industrial
(TIJHUIS; VAN LOOSDRECHT; HEIJNEN, 1994).

Os biofimes tém grande importancia em estacdoes de tratamento de
adguas ou de efluentes que removem organismos patogénicos e reduzem a
guantidade de matéria organica na agua através de interacdo com biofilmes
(XAVIER et al., 2003), bioprocessos também utilizam biofilmes tais como a
producdo de vinagre (BOLETTI, 1921), producdo de &cido citrico (SAKURAI et
al., 1997), aplicacbes farmacéuticas atraves da producdo de metabolitos
secundarios (OKITA; KIRWAN, 1986), e processos biolégicos para a extracdo
de metais a partir de minério (RAWLINGS, 2002).

Em contrapartida, biofiimes também apresentam um impacto negativo. A
biocorrosdo em equipamentos, contaminacdo de produtos, perdas energéticas
relacionadas com o aumento de atrito, resisténcia acrescida a transferéncia de
calor e perdas de pressdo séo alguns dos efeitos adversos da acumulacédo de
biofilmes microbianos (JASS; WALKER, 2000). H& também a acumulagédo de
biofilmes nos cascos de navios que € responsavel pelo aumento de atrito e
consequentes gastos de combustivel (COOKSEY; WIGGLESWORTH-
COOKSEY, 1995; SCHULTZ; SWAIN, 2000; WALKER et al., 1995).
Numerosas doengas infecciosas, tais como fibrose cistica, estdo relacionadas
com biofilmes, visto que os mesmos podem ocorrer associado a tecidos vivos
(COSTERTON, 1999). Sao comuns infeccbes causadas pela utilizacdo de

dispositivos médicos em ambientes clinicos, tais como cateteres e que estdo
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de igual modo relacionadas com biofilmes (DONLAN, 2001). Isto € recorrente
com biofilmes formados pela Pseudomonas aeruginosa, uma espécie modelo
presente em diversos ambientes, desde hospitalar até em pocos de petroleo,
sendo muito reconhecida como causadora da fibrose cistica no qual seu
biofime cresce em associagdo com tecidos do sistema respiratorio
(COSTERTON, 1999).

A matriz de polimeros extracelulares (EPS), mantém a coesdo do
biofime e é responsavel pela persisténcia das infeccdes relacionadas com
bioflmes (COSTERTON; GEESEY; CHENG, 1978; SIMOES; PEREIRA;
VIEIRA, 2003). A EPS protege os micro-organismos de antibiéticos de forma
eficiente, j& que estudos experimentais in vitro revelam que células placténicas
em biofilmes sdo mais resistentes a antibidticos do que células da mesma
espécie no estado planctdénico (CERI et al., 2001). Além disso, ha resisténcia
acrescida a métodos de desinfec¢do e limpeza com os biofilmes comparando
com células bacterianas livres (SIMOES; PEREIRA; VIEIRA, 2003). Sendo
assim os métodos convencionais de desinfeccdo ndo sao suficientes e
requerem por vezes doses elevadas de desinfetante o que gera uma
desvantagem pelo ponto de vista ambiental (JASS; WALKER, 2000).

1.3 Quorum Sensing

Como forma de estabelecer uma nova colbnia, & necessaria uma
comunicacao entre as células de forma que as mesmas possam adequar seu
metabolismo conforme o estagio de densidade celular. Através de interacdes
intercelulares, tanto sociais como fisicas, juntamente com as propriedades da
matriz, o estilo de vida dentro do biofilme €& claramente distinto das células
bacterianas de vida livre (FLEMMING et al., 2016). Desenvolvendo a alegoria
da cidade (WATNICK; KOLTER, 2000), um condominio so funciona bem caso
haja uma comunicacédo entre 0os moradores para criar novos espagos coletivos.
Para as células o funcionamento é o mesmo, contudo a comunica¢do se da por
moléculas pertencentes aos sistemas de Quorum Sensing (QS). Esta é uma

ferramenta essencial para a deteccdo e adaptacdo as novas condicdes
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ambientais. Micro-organismos sdo capazes detectar uma variedade de pistas
temporais e espaciais, e respondé-los com cascatas de transducdo de sinal
que promovem mudancas na expressdo génica, portanto alterando o
comportamento celular. Justamente essa capacidade de resposta a um
ambiente dindmico demonstra que bactérias sdo capazes de sobreviver em
situacdes favoraveis, neutras e hostis (BASSLER; MILLER, 2013; VAN
KESSEL et al., 2015).

Um modelo de comunicagcdo microbiana no género Pseudomonas,
exemplificado na figura seguinte, vem de bactérias de colonizacdo de raizes
vegetais que empregam sistemas QS dependentes de moléculas sinalizadoras:
as N-Acilhomoserina lactonas (AHL), para expressar genes de forma
dependente da densidade celular (ELASRI et al., 2001; PIERSON et al., 1998).
Esse modelo sistema QS em bactérias Gram-negativos possui dois
componentes reguladores principais. Um deles é a proteina ativadora da
transcricdo (proteina receptora) que recebe o sinal da molécula autoindutora,
produzida pela sintetase. A recepcao de sinal dos autoindutores € dependente
da densidade celular, ou seja, ocorre quando se atinge um nivel especifico.
Dessa forma, o indutor se liga e ativa a proteina receptora a qual altera a
expressao génica (DE KIEVIT; IGLEWSKI, 2000). A Figura 3 demonstra essa

relacdo dependente de densidade celular para deteccao de AHLS
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© = Autoindutor AHL
@ = Receptor (Fator de transcrigdo)

Baixa densidade Alta densidade
celular celular

Sem transcrigao Transcrigao do
do gene alvo gene alvo

Figura 3. Mecanismos essenciais ao sistema Quorum sensing.
QS de P. aeruginosa e Gram-negativas envolve dois componentes reguladores: a proteina
ativadora da transcricdo (proteina receptora) e a molécula do autoindutora produzida pela
sintetase. O acumulo de autoindutores ocorre de forma dependente da densidade celular até
atingir um nivel especifico. Neste momento, o indutor se liga e ativa a proteina receptora (R),
gue por sua vez altera a expresséo génica (DE KIEVIT; IGLEW SKI, 2000).

Estudos envolvendo cepas mutantes incapazes de produzir AHL
revelaram variagdo na arquitetura de biofimes. Ao suplementar cepas
mutantes com moléculas sinalizadoras AHL, o biofilme mutante, n&o
estruturado e homogéneo, converteu-se em um biofilme semelhante ao
selvagem, estruturado e com canais. Esses resultados sugerem que o sistema
QS influencia o desenvolvimento estrutural do biofilme (AREVALO-FERRO et
al.,, 2005; STEIDLE et al., 2001). De forma geral, com densidades
populacionais suficientes, os sinais atingem as concentragcdes necessarias para
a ativagcdo de genes envolvidos na diferenciacdo do biofime. Como os
mutantes ndo apresentavam essa sinalizacdo, sua expressdo génica nao era
alterada o que acarretava em um biofilme ndo estruturado para essas cepas
(STICKLER et al., 1998).
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A sinalizacdo célula-célula ndo € exclusiva de uma Unica espécie. Um
exemplo sdo certas bactérias da placa dentaria que podem modular a
expressao dos genes de outras espécies com as quais formam o biofilme (XIE
et al., 2000). Isto demonstra o alto grau de complexidade do QS, de forma que
o equilibrio da expressdo génica é fortemente regulado para se adequar as
condicbes do ambiente e da vizinhanca, assim como na “cidade” em que 0s
habitantes constantemente se adaptam a novas circunstancias. Nao apenas
para alterar a expressdo génica, o QS também altera a competéncia genética,
ou seja, a captacdo e incorporacdo de DNA exdégeno por meio da
transformacdo. Dados da literatura demonstram que frequéncias de
transformagédo apresentam-se 10-600 vezes maiores nos biofilmes do que as

células plancténicas (LI et al., 2001).

Atualmente, busca-se criar uma era pos-antibiéticos em que diferentes
estratégias de combate a patdégenos se fazem necessérias. Sendo assim,
estdo sendo desenvolvidos produtos que tem como alvo justamente o
impedimento dessa comunicacdo entre células, seja especifico para uma
espécie ou de amplo espectro (BASSLER; SWEM, 2013; NG et al., 2012;
PACZKOWSKI et al., 2017).

Nao apenas acerca do aspecto de saude publica, o0 QS também tem
impacto na geracdo de energia, tratamento de agua e denitrificacdo. P.
aeruginosa, por exemplo, é de grande importancia nos processos de
tratamento de aguas residuais devido a sua alta capacidade de biodegradacao
de muitos compostos organicos. Varios sistemas QS que controlam varias
funcbes bioldégicas de P. aeruginosa foram identificados. Ha diferentes
sistemas QS que se organizam de forma hierarquica controlando fisiologias
bacterianas, expressdo de determinantes de \viruléncia, metabolitos
secundarios, motilidade crescente e formacdo de biofilmes assim como os
processos biol6gicos associados a poluicdo biodegradavel e geracdo de
eletricidade (YONG et al., 2015).

Os processos de tratamento de agua residuais dependem de atividade

microbiana para decompor matéria organica. O lodo ativado inclui um grande
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nimero de microbios com alta densidade celular, portanto demandando uma
complexa comunicagdo célula-célula bacteriana nesse biofilme. Sendo assim o
entendimento do funcionamento do QS permite regular fungcbes e estruturas
das comunidades microbianas em lamas ativadas (YONG et al., 2015). Com
relacdo a biorremediacdo, compostos aromaticos, generalizados em solos,
sedimentos e aguas, sdo uma categoria importante de poluentes ambientais
persistentes, que demandam preocupacdo ambiental devido a sua toxicidade,
carcinogenicidade e mutagenicidade (CAO; NAGARAJAN; LOH, 2009; PENG
et al., 2008). Portanto, a utilizagdo de micro-organismos com sua capacidade

de degradacdo de compostos aromaticos € essencial para a biorremediacao.

1.4 Motilidade celular

A forma como as bactérias regulam, montam e giram seus flagelos para
nadar em meios liquidos € bem compreendida. O foco da bacteriologia esta
migrando da vida planctbnica para superficies, o que aumenta o interesse pela
motilidade celular (KEARNS, 2010). Porém, a forma como algumas bactérias
usam flagelos para deslocar-se sobre superficies sélidas em uma forma de
movimento designada swarming ainda ndo é bem compreendido. A motilidade
de swarming € definida como um comportamento multicelular caracterizado
pelo &gil deslocamento sobre uma superficie sdlida ou semi-sélida com o

movimento flagelar, como pode ser visto na Figura 4.

Swarming >

Flagelos

Figura 4. Motilidade celular do tipo swarming.
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Swarming € o movimento multicelular das bactérias em uma superficie e é alimentado por
flagelos helicoidais rotativos (KEARNS, 2010).

A definicdo da motilidade por swarming, nao enfatiza o que permanece
desconhecido sobre esse comportamento nem a variedade de fendtipos obtida
(KEARNS, 2010). E importante destacar a possibilidade da existéncia de
motilidade independente de flagelos, mas depende de surfactantes para reduzir
a tensao superficial. Sendo assim, a pressao do crescimento celular desloca as
coldnias que deslizam sobre o surfactante (BE'ER et al., 2009; KINSINGER;
KEARNS; FALL, 2005; MATSUYAMA; BHASIN; HARSHEY, 1995;
MATSUYAMA; KANEDA; NAKAGAWA, 1992; MURRAY; KAZMIERCZAK,

2008). Isso mostra como o surfactante facilita o deslocamento celular.

O swarming parece ser conservado em Proteobacteria restrito a trés
grupos, a,p e vy, na qual estdo incluidas a P. aeruginosa e a B. thailandensis.
Essa motilidade exige muita energia e condicbes especificas dependentes do
organismo em questdo e como seu metabolismo esté otimizado. Além disso, 0s
flagelos obviamente s&o o requisito mais importante e, juntamente com um
aumento na biossintese flagelar, demanda-se um aumento nas interacdes

célula-célula e na producdo de um surfactante. (KEARNS, 2010).

Muitas bactérias produzem moléculas anfipaticas que reduzem a tenséo
entre o substrato e a célula bacteriana, os chamados biossurfactantes
(KEARNS, 2010). A Figura 5 apresenta a estrutura de diversos tipos de

surfactantes produzidos por bactérias e envolvidos na motilidade de swarming.
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Figura 5. Biossurfactantes bacterianos.

Estruturas de surfactantes produzidos por bactérias e envolvidos no deslocamento do tipo
swarming (KEARNS, 2010). Destaque para os raminolipideos que sdo compartilhados entre as
espécies P. aeruginosa e B.thailandensis.

Os surfactantes aparentam ser a camada limpida e aquosa das células
na frente do swarm (ALBERTI; HARSHEY, 1990; JULKOWSKA et al., 2004,
KEARNS; LOSICK, 2003; RASHID; KORNBERG, 2000; SENESI et al., 2002).
O QS regula a producdo de biossurfactantes, pois 0S mesmos Ssao
compartilhados pela comunidade e sdo eficazes somente em alta
concentracdo. Potencialmente a evolugdo do QS sobre a producdo de
surfactantes € uma forma de garantir a producdo somente quando houver
bactérias suficientes para tornar o gasto benéfico (ANTHONI; LINDUM, 1998;
EBERL et al., 1996; KEARNS, 2010; MAGNUSON; SOLOMON; GROSSMAN,
1994; OCHSNER; REISER, 1995). Isto pode ser visto na regulacdo de
raminolipideos por P. aeruginosa em que o QS determina a producdo de
surfactantes pelas bactérias (DOBLER et al., 2016; REIS et al., 2011).

As bactérias que realizam swarming formam padrbes de colbnias
macroscopicas em meios solidos. Os padrdes podem assumir formas

diferentes, mas a relevancia de qualquer padrdo especifico ainda ndo esta
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elucidada e provavelmente todas as bactérias sdo capazes de produzir uma
variedade de padrdes. Portanto, a formacdo de padrées pode ser um comeco
na regulacdo do swarming e um indicador de fatores ambientais (HHRAMATSU
et al., 2005; SHIMADA et al., 2004). A Figura 6 ilustra alguns padrbes de
swarming em meio semi-sélido para melhor elucidagcdo de padrées de

swarming.

A

Figura 6. Padrdes de formagdo de colbnias.

Os diferentes padrées de formacdo de colbnias podem ser extremamente variados, contudo
todos sé@o dependentes da motilidade de swarming. A) Swarm formado por Bacillus subtilis str.
3610; B) O padrdo de olho de touro formado por Proteus mirabilis str. PM7002; C) Dendritos
formados por Pseudomonas aeruginosa str. PA14; D) Um vortice formado por Paenibacillus
vortex str. V; E) Um isolado mutante sem swarm de B. subtilis str. 3610; F) Um isolado mutante
sem swarm de B. subtilis str. 3610 com um alargador de supressor mutante a esquerda do
local de inoculagao (KEARNS, 2010).

O estudo da motilidade ainda precisa ser mais aprofundado, contudo é
inegavel a sua importancia juntamente com a formagéo de biofilme e 0 QS na
fisiologia do comportamento multicelular em bactérias. Novos mecanismos

bioquimicos se fazem necessarios para conectar os fenotipos de motilidade a
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outras fisiologias celulares mais elucidadas. Contudo, ainda sem essa conexao
clara, o swarming oferece uma viséo citologica da complexidade das relacdes

na “cidade” bacteriana.

1.5 Surfactantes

1.5.1 Viséo geral da molécula

Surfactantes sdo moléculas ativas em superficies e interfaces, por conta
de suas caracteristicas anfipaticas. Possuem uma por¢ao hidrofébica e uma
por¢cdo hidrofilica, sendo solGveis tanto em solventes polares quanto apolares e
reduzem a tensao interfacial entre duas fases liquidas tais como 6leo e agua.
Como consequéncia disso, o0s surfactantes podem apresentar papel
detergente, emulsificante, espumante e dispersante, caracterizando-se assim
como um grupo de moléculas verséateis (RAZA et al., 2010). Seu uso j4 é uma
pratica bem estabelecida, especialmente na industria do petréleo (AL-MAJED;
ADEBAYO; HOSSAIN, 2012) que inclui a recuperacdo de Oleos dos
reservatorios, a limpeza das plataformas e a biorremediacdo de solos
(RODRIGUES, 2011; SANTOS et al, 2002), inclusive no caso de
derramamento de petrdleo (DESAI; BANAT, 1997), onde sédo apresentados
como uma das formas mais efetivas no tratamento de grandes areas (AL-
MAJED; ADEBAYO; HOSSAIN, 2012).

Os produtos cosméticos e de higiene pessoal, incluindo creme dental,
shampoo, cremes e maquiagem geralmente sdo formulados com surfactantes a
base de petréleo. Porém, nos udltimos anos a tendéncia de consumo de
produtos "verdes" e a conscientizagdo da sustentabilidade vem induzindo a
substituicdo de agentes tensoativos de origem nao renovavel como é o caso do
petroleo por agentes tensoativos naturais, os chamados biossurfactantes
(FERREIRA et al.,, 2017). Como a maioria dos surfactantes atualmente
utilizados sao produzidos a partir de matérias-primas petroquimicas, 0s
biossurfactantes de origem microbiana sdo vistos como uma alternativa
sustentavel e ambientalmente benéfica pois sdo biodegradaveis e ndo toxicos

em comparacao com os surfactantes quimicos sintéticos produzidos in vitro.
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1.5.2 Biossurfactantes

Como resultado da industrializacdo global e do aumento da populacéo,
houve um aumento alarmante das demandas globais de energia explorando os
hidrocarbonetos. Com isso, grandes quantidades de hidrocarbonetos e
derivados séo liberados para o0 meio ambiente, ameagando a saude e a
sustentabilidade do ecossistema. Os ambientes contaminados com
hidrocarbonetos servem como um reservatorio de micro-organismos capazes
de degrada-los e produzir biossurfactantes. Os micro-organismos que crescem
nesses ambientes sofreram muitas adaptacdes incluindo a producdo de
biossurfactantes como forma de ampliar o acesso a esses substratos
hidrofébicos (JOY SAM, BUTALIA TANVI, SHARMA SHASHI, 2017). Os
surfactantes de origem biologica produzidos por bactérias formadoras de
biofilmes também reduzem a tensdo superficial ou interfacial dos liquidos e
atuam como emulsionantes, agentes espumantes e dispersantes com baixa
toxicidade, estdo encontrando aplicacbes crescentes na biotecnologia e
conduzindo a busca de novos compostos para uma maior exploracdo nas
indUstrias de biotecnologia, farmacéutica, engenharia de alimentos,
biorremediacdo e biohidrometalurgia (FECHTNER et al., 2017; PEELE; CH,;
KODALI, 2016). Comercialmente existem trés biossurfactantes disponiveis, os
raminolipideos, soforolipidios e surfactina. No entanto, os raminolipideos sao
0s Unicos aprovados pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA) para aplicacdo em produtos alimenticios, cosméticos e farmacéuticos
(NITSCHKE; COSTA; CONTIERO, 2005).

O alto custo de producdo dos biossurfactantes ainda limita as suas
utilizacbes em larga escala. Para diminuir seu custo é necesséario entender
melhor o metabolismo dos micro-organismos produtores (RAZA et al., 2010).
Sendo assim, a engenharia metabdlica vem sendo utilizada para melhoramento
e construcdo de cepas produtoras, concentrando-se especialmente na
manipulagdo de genes ligados, direta ou indiretamente, as vias biossintéticas

destas moléculas (RAZA et al., 2010).

7

Um grande destaque dos biossurfactantes € a producdo a partir de

fontes renovaveis e com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes aos
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surfactantes quimicos. Entre os biossurfactantes produzidos e comercializados,
destacam-se 0s raminolipideos que s&o produzidos principalmente por
bactérias dos géneros Pseudomonas (DAVEY; CAIAZZA; TOOLE, 2003) e
Burkholderia (DUBEAU et al.,, 2009; TAVARES et al., 2013) tidos como

promissores para aplicacdo comercial devido a sua versatilidade e eficiéncia.

1.5.3 Raminolipideos

A classificacdo dos raminolipideos é dentro dos glicolipideos aniénicos,
ou seja, detém moléculas de raminose na porcdo hidrofilica e &cidos 3-
hidroxialcandicos na porcao hidrofobica. Podem ser produzidos a partir de uma
variedade de substratos como fonte de carbono e diferentes linhagens de
bactérias podem realizar sua biossintese, no entanto, a principal espécie
produtora é P. aeruginosa (ABDEL-MAWGOUD; LEPINE; DEZIEL, 2010).

Acerca da estrutura, sao tipicamente dimeros de &cidos graxos ( uma ou
duas moléculas de acido B-hidroxidecandico), ligados a mono ou dirraminose.
Em P. aeruginosa €é observada a produgcdo de dois subgrupos de
raminolipideos: L-raminosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato e L-raminosil-
L-raminosil-B-hidroxidecanoil-3-hidroxidecanoato também chamados

respectivamente de mono e dirraminolipideos e representados na Figura 7.
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Figura 7. Estrutura de Raminolipideos.
Monorraminolipideo (A) e Dirraminolipideo (B) (OLVERA et al., 1999).
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Sabe-se que os raminolipideos atuam em processos como a assimilacéo
de substratos insoltveis, como hidrocarbonetos (BEAL; BETTS, 2000; ITOH;
SUZUKI, 1972; ZHANG; MILLER, 1994), na motilidade celular (KEARNS,
2010), na atividade antimicrobiana (ABALOS et al., 2001; WANG et al., 2005) e
na atividade hemolitica (FUJITA; AKINO; YOSHIOKA, 1988)

Com relacdo a producédo de surfactantes, P. aeruginosa apresenta uma
producdo elevada de raminolipideos e logo se tornou modelo de estudo para se
compreender a producdo dos biossurfactantes. A biossintese e a bioquimica
dos raminolipideos tém sido amplamente estudadas, porém sua funcdo exata
ainda ndo esta clara. Sdo moléculas com multiplos papéis, desde a absorcdo
de substratos hidrofébicos (AL-TAHHAN; SANDRIN; BODOUR, 2000; BEAL;
BETTS, 2000; NOORDMAN; JANSSEN, 2002)até alteracdo de polaridade da
superficie celular (AL-TAHHAN; SANDRIN; BODOUR, 2000; CHEN; ZHU,
2005; DEZIEL et al., 2003) além de atividades antimicrobianas contra outras
bactérias (HABA et al., 2003) e podem perturbar os biofiimes de Bordetella
bronchiseptica (JAEGER et al., 1997). Nos biofiimes de P. aeruginosa,
acredita-se que raminolipideos atuem na manutencao de canais de fluidos e o
desprendimento de células da comunidade de biofimes (BOLES; THOENDEL;
SINGH, 2005; DAVEY; CAIAZZA; TOOLE, 2003; ESPINOSA-URGEL, 2003).
Além disso, atuam como fatores de viruléncia afetando a fungéo ciliar traqueal
normal (READ et al., 1992), inibindo a resposta fagocitica dos macrofagos
(MCCLURE; SCHILLER, 1996) e atuando como hemolisinas resistentes ao
calor (JOHNSON; BOESE-MARRAZZO, 1980). A motilidade crescente da P.
aeruginosa é afetada por pelos surfactantes, provavelmente por uma reducao
da tensdo superficial, 0 que provoca o condicionamento superficial necessario
para uma colonizacdo eficiente (DEZIEL et al., 2003; MATSUYAMA;
NAKAGAWA, 1996), dessa forma uma infeccdo comeca a se propagar no
hospedeiro. Um dos principais problemas na utilizacdo de P. aeruginosa para
produzir biossurfactantes em escala industrial € a necessidade de plantas
industriais adequadas, por conta da preocupagdo com biosseguranca pela

presenca do patdégeno oportunista.
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Uma maneira de evitar este problema é a utilizacdo de bactérias ndo
patogénicas para a producdo do biossurfactante de interesse. Burkholderia é
um género proximo de Pseudomonas com espécies capazes de produzir os
raminolipideos, tanto patogénicas como B. pseudomallei, causadora da
meliodoisis, como nado patogénicas como B. thailandensis, originalmente
isolada e campos de arroz (DUBEAU et al., 2009; FUNSTON et al., 2016).
Além de conter o genoma sequenciado, B. thailandensis contém poucas
restricbes no uso de marcadores de antibidticos para manipulacdo genética
(DUBEAU et al., 2009).

1.5.4 Proteinas atuantes na biossintese de raminolipideos

Com o0s genomas sequenciados, foi possivel identificar genes
homologos aos de P. aeruginosa responsaveis pela sintese de raminolipideos
em B. thailandensis. Essa comparacdo de genes esta ilustrada na Figura 8 em
gue se indicam 0s genes responsaveis pelas enzimas da via metabdlica de
sintese de raminolipideos. A sintese ocorre inicialmente pela enzima RhlA que
gera &cidos 3-hidroxialcandicos que sao utilizados pelo produto de rhiB
(raminosiltransferase 1) como substratos para ligacdo de uma molécula de
dTDP-L-raminose. O gene rhlC, codifica a expressao da raminosiltransferase Il
que adiciona uma segunda molécula de dTDP-L-raminose (BURGER,;
GLASER; BURTON, 1966; DOBLER et al., 2016; GLASER, 1963; RAHIM et al.,
2001; TAVARES et al., 2013; ZHU; ROCK, 2008).

Pseudomonas aeruginosa PA0O1

] mu79>-| PA3478 >— —————— - >{ muso}

rhiA rhiB rhicC

Burkholderia thailandensis E264

= e (o

rhiAl rhiBl1 rhiCl

(o
R S 4 S Y

rhid2 rhiB2 rhiC2

Figura 8. Conjunto genético de P. aeruginosa e B. thailandensis.
Arranjo genético de rhlA, rhiB e rhiIC nos genomas de P. aeruginosa PAO1 e genes homologos
rhlA, rhiB e rhiC em B. thailandensis E264. (DUBEAU et al., 2009).
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Além das Rhl, outras proteinas influenciam a via metabdlica dos
raminolipideos e seus subsequentes fenotipos. Um estudo feito com P.
aeruginosa revelou a existéncia de uma proteina de membrana externa
contendo um dominio estrutural de Barril-B, EstA, envolvida na producdo de
raminolipideos (VAN DEN BERG, 2010; WILHELM et al., 2007). Devido a
similaridade genética com Pseudomonas e sendo uma produtora de
raminolipideos, B. thailandensis se tornou uma forte candidata a conter um
gene que codificaria uma enzima similare a EStA. Seu mecanismo exato ndo
esta bem elucidado, contudo seus efeitos sao claros na producdo de
raminolipideos, motilidade celular por swarming e na producdo de biofilme
(WILHELM et al., 2007).

1.6 Autotransportadoras e a EstA

Bactérias sdo dependentes da interacdo com 0 meio externo seja para a
degradacdo de polimeros organicos macromoleculares, ou para o sistema QS,
sendo assim, os sistemas de secrecdo de proteinas sdo essenciais para a
sobrevivéncia celular. Diferentemente das bactérias Gram-positivas, que tém
somente um compartimento intracelular e sdo capazes de secretar diretamente
para 0 meio externo, as gram-negativas contém o citoplasma e periplasma.
Este dltimo fica localizado entre as duas membranas, interna e externa. Sendo
assim, a secrecdo de proteinas para o periplasma ou para 0 meio extracelular
demanda mecanismos diferenciados dos encontrados em gram-positivas.
Esses mecanismos sao classificados de | a VI, dependendo do mecanismo e

estrutura molecular envolvida.

O sistema de secre¢cdo do tipo V corresponde as proteinas
autotransportadoras. A maioria das proteinas de membrana contém uma
estrutura em Barril-f que fica inserida na membrana externa. O termo
autotransportador foi primeiramente utilizado para investigar a protease IgA de
Neisseria gonorrhoeae (KLAUSER; POHLNER; MEYER, 1993). Inicialmente se
pensava que nao haveria o envolvimento de outros fatores, sendo assim

seriam proteinas que se autossecretavam. Contudo, estudos demonstraram
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gue o sistema BAM (B-barrel assembly machinery) € crucial para o mecanismo
das autotransportadoras (KNOWLES et al.,, 2009, 2011; VAN ULSEN et al.,
2014). Apés a traducdo, essas proteinas sao reconhecidas pelo sistema Sec
através do peptideo sinal, o qual é clivado e a proteina liberada no espaco
periplasmatico. A partir desse ponto ocorre a interacdo com chaperonas
presentes no periplasma que conduzem as autotransportadoras até a
membrana externa. Caso a proteina seja secretada para o meio externo, deve
haver a clivagem entre o dominio passageiro e o dominio Barril-
(BERNSTEIN, 2007, 2015). Este grupo é caracterizado pela sequéncia de um
peptideo sinal, um dominio passageiro N-terminal conectado a um dominio de
Barril-B (BECKER et al., 2005; VAN ULSEN et al., 2014) ilustrado na Figura 9.
Além disso, a estrutura dessas proteinas desperta interesse biotecnoldgico
para a exibicdo de enzimas nas superficies celulares bacterianas
(BERNSTEIN, 2015). Apesar de sua importancia, o mecanismo pelo qual os
dominios de passageiros das autotransportadoras sdo expostos na membrana
externa ainda ndo esta claro. A visdo classica € que o dominio hidrofébico do
Barril-B fornece o canal através do qual o passageiro desdobrado se transloca,
na parte extracelular (VAN DEN BERG, 2010).

Peptideosinal Dominio passageiro Barril-B

1] | T -
1 [ T -°
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I [ I oo
1 [T o/ protease

eslerase

Figura 9. Estutura béasica da autotransportadoras.

Representacdo esquematica da organizacdo de dominios autotransportadores que mostram
uma organizagcdo geral de dominio tripartido com um peptideo sinal (verde), um passageiro
(amarelo-laranja) e um dominio (3 (vermelho) (VAN ULSEN et al., 2014).
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A EstA, uma proteina autotransportadora, € uma das enzimas lipoliticas
secretadas pela P. aeruginosa e se localiza na membrana externa (WILHELM
et al., 1999). A Figura 10 ilustra a inser¢cdo do dominio  da EstA na membrana
externa. As autotransportadoras predominantemente apresentam funcdes
fisiologicas relacionadas a viruléncia (HENDERSON; NATARO, 2001). A EstA,
€ essencial para a viruléncia total em um modelo de rato de infeccéo
respiratoria cronica (POTVIN et al., 2003), contudo sua fungdo exata ainda nao

esta elucidada.
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Figura 10. Modelo do dominio C-terminal da esterase EstA de P. aeruginosa
localizado na membranaexterna.

O dominio C-terminal consiste em 11 fitas beta com 10 a 12 residuos de aminoacidos por
cadeia. Os dois aminoacidos totalmente conservados em proteinas pertencentes a familia de
autotransportadores s&o marcados com asteriscos (WILHELM et al., 1999).

Existem duas razdes principais para se estudar enzimas lipoliticas de P.
aeruginosa: (i) seu importante papel como fatores de viruléncia e (i) seu
potencial biotecnolégico (WILHELM et al.,, 1999). Somado a isso esta a
facilidade de se acessar o banco de dados dos genomas sequenciados e a
possibilidade de se comparar sequéncias para se realizar uma predicdo génica.

A EstA possui seu dominio passageiro, membro da familia de lipases GDSL,
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ndo cortado apoés a translocacdo (AKOH et al., 2004) e programas de predicdo
de estrutura secundaria prevéem uma estrutura atipica para o dominio
passageiro da esterase (VAN DEN BERG, 2010). A Figura 11 mostra as
peculiaridades do dominio passageiro da EstA, rico em hélices, em
comparagdo com outras autotransportadoras, com predominio de estruturas 3.
Isto a coloca em uma posicdo de destaque Unica dentro dos grupos de
mecanismos de secrecao de autotransportadoras (BERNSTEIN, 2015). A EstA
também € de interesse biotecnoldgico, pois tem sido usado para exibir varias
proteinas em superficies bacterianas (BECKER et al., 2005; VAN DEN BERG,
2010).
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Figura 11. Comparacdo da estrutura do dominio passageiro.

(A) EstA, (B) YadA (PDB ID: 1P9H), (C) pertactina (PDBID: 1DAB) e (D) Hbp (PDB ID: 1IWXR).
As hélices sdo de cor vermelha, as vertentes  sdo de cor verde e os lagcos sdo coloridos em
cinza (VAN DEN BERG, 2010).

Além disso, mostrou-se recentemente que a EstA em P. aeruginosa é
necessaria para a producdo de raminolipideos, motilidade celular e formacao
de biofilmes. Sendo assim foram analisados fenotipos relacionadas ao
biossurfactante em cepas de P. aeruginosa de tipo selvagem com um mutante
estA-negativo e uma cepa superexpressando o estA em plasmideo. A cepa
mutante com deficiéncia da EstA produziu baixos niveis de raminolipideos,

enquanto a superexpressao de estA aumentou significativamente o rendimento
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de surfactantes no sobrenadante. Além disso, a EstA se mostrou necessaria
para o swarming (WILHELM et al., 2007).

1.7 Interesse biotecnoldgico da EstA

As lipases também desempenham um papel importante em uma
variedade de aplicacdes biotecnologicas (JAEGER; REETZ, 1998). Este
potencial baseia-se na sua capacidade de catalisar a hidrdlise de triglicerideos
e a sua sintese a partir de glicerol e acidos graxos, que podem prosseguir com
elevada especificidade e enantiosselectividade. Em particular, a EstA de P.
aeruginosa catalisa a converséo estereosseletiva de uma variedade de aminas,
bem como &lcoois primarios e secundarios (JAEGER et al., 1997). Estudos
com essa lipase demonstram o principio de criar um biocatalisador com alta
enantiosseletividade (REETZ et al., 1997).

O interesse na EstA consiste ndo apenas na sua atividade, mas também
na forma como sua estrutura Unica se organiza. O display de proteinas na
superficie celular possui aplicacdes biotecnolégicas como a biocatalise de
células inteiras e desenvolvimento de vacinas vivas. A via de secrecdo de
autotransportadoras possui um grande potencial de exibicdo de superficie
devido a sua estrutura modular e simplicidade (BECKER et al., 2005). Os
polipeptidios sdo constituidos por um sinal N- terminal, um dominio passageiro
e uma unidade de translocacdo C-terminal ancorada em membrana. Dessa
forma, através da engenharia genética, é possivel modificar o dominio
passageiro e exibi-lo na membrana externa de células com uma expressao
heterdloga (NICOLAY; VANDERLEYDEN; SPAEPEN, 2015). Estudos com uma
variante EstA foram realizados de forma que a estrutura do Barril- foi utilizada
como ancoragem de enzimas lipoliticas para a superficie celular de Escherichia
coli. A atividade das lipases de Bacillus subtilis (LipA), Fusarium solani pisi
(cutinase) e de Serratia marcescens (Lipase de S. marcescens; uma das
maiores lipases conhecidas) foram exportados de forma eficiente pela
autotransportadora EstA modificada (BECKER et al.,, 2005). A Figura 12

apresenta a estrutura genérica obtida pela manipulacdo da EstA.
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Figura 12. Desenho esquematico da construcdo EstA autotransportadora
utilizada para a exibicdo de dominios de passageiros heterélogos.

EstA consiste em um dominio de translocador embutido na membrana externa e um dominio
de esterase extracelular. Uma seqiiéncia de epitopo de E-tag (GAPVPYPDP-LEPR) foi
introduzida na juncdo do dominio extracelular EstA e do dominio do passageiro de forma a unir
a estrutura (BECKER et al., 2005).

Portanto, estruturas das autotransportadora EsStA, assim como de
potenciais similares, podem ser redesenhadas com outros dominios
passageiros e manter seu display na superficie celular. Isso leva a
possibilidade de se obter biocatalisadores de células inteiras com atividade
funcional (BECKER et al., 2005).

45



2 Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo 0 estudo estrutural e funcional de

um gene de B. thailandensis E264, aqui denominado orfE264, que codifica uma

possivel proteina autotransportadora.

2.1 Objetivos especificos

1.

Prospeccdo de autotransportadoras do tipo EstA, através da analise
gendmica por bioinformética

Caracterizar in silico a proteina autotransportadora codificada pela
orfE264.

Construir uma cepa de B. thailandensis deficiente para a orfE264, e sua
complementacdo com orfE264 e com estA.

Caracterizar molecularmente o nocaute obtido da cepa deficiente para a
orfE264

Comparacéo fenotipica quanto a formacéo de biofilmes para as
diferentes linhagens em estudo

Comparar a motilidade celular do tipo swarming para as diferentes

linhagens em estudo
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3 Materiais e Métodos

3.1 Analises in silico

3.1.1 Prospeccéao de proteinas do tipo EstA

Foi realizada a priori uma prospeccdo de genes que codifiquem
proteinas autotransportadoras no genoma da cepa de B. thailandensis E264
(ATCC 700388). Foi realizado uma busca de sequéncias similares a proteina
EstA utilizando banco de dado biolégicos Nao Redundante através do algoritmo
blastx (blast.ncbi.nlm.nih.gov), usando-se o e-value 10° como limite minimo.
Além da busca por similaridade de sequéncias, houve uma busca dos dominios
de interesse nas espécies que compde o género de Burkholderia. A busca foi
feita atraves da atraves da ferramenta Interproscan
(http://www.ebi.ac.uk/interpro) e ferramentas do site Integrated Microbial
Genomes - IMG (img.jgi.doe.gov, CHEN et al.,, 2017). Depois utilizou-se a
sequéncia de nucleotideos da estA e comparou-se com 0S genomas de

diferentes Burkholderia spp em busca de similaridade.

3.1.2 Identidade entre as sequéncias

As identidades entre as sequéncias foram obtidas a partir de diferentes
softwares: Transporter classification Database (tcdb.org) (SAIER et al., 2016;
SAIER; TRAN; BARABOTE, 2006); pelo Clustal Omega 2.1 (ebi.ac.uk) (LI et
al., 2015; SIEVERS et al., 2011) e pelo Blast2 (blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)
(TATUSOVA; MADDEN, 1999). O SmartBlast da mesma plataforma foi
utilizado para analise de alinhamentos e comparacdo com sequéncias do
banco de dados. Como forma de se identificar a posicdo de dominio

autotransportador, utilizou-se a ferramenta Smart (smart.embl.de).

3.1.3 Inferéncia filogenética

A partir dos resultados anteriores, gerou-se um arquivo multi-fasta com
as sequéncias de potenciais autotransportadoras com similaridade a EstA pelo
software MEGA 7 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016). O alinhamento das

sequéncias escolhidas foi feito através da ferramenta Muscle, do proprio
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MEGA. O método utilizado para a construcdo da arvore filogenética foi o

Neighbour Joining com valores de bootstrap 1000.

3.1.4 Predicéo de clivagem do peptideo sinal

A predicdo da clivagem do peptideo sinal foi realizada através do
programa SignalP 4.1-CBS (PETERSEN et al, 2011) e Protter
(http://wlab.ethz.ch/protter).

3.1.5 Modelagem in silico
A modelagem feita através do |-Tasser -  ZhangLab
(zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) (ZHANG, 2008) como forma de se

prever a estrutura da proteina putativa OrfE264 de B. thailandensis E264.

A visualizacdo e andlise das estruturas se deu atravées do PyMOL
(pymol.org - The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8 Schrddinger,

LLC.), ferramenta grafica molecular.

3.1.6 Inferéncia de sequéncias transmembranares

Estruturas secundarias das sequéncias foram obtidas através dos
softwares Praline (ibi.vu.nl) e PSIPred (BUCHAN et al., 2013; JONES, 1999)
em gue através das caracteristicas dos aminoacidos elaborou-se um modelo

com a predicao estrutural de insercéo transmembranar.

3.2 Bactérias, plasmideos e meios empregados

3.2.1 Meios de cultura empregados

Cepas bacterianas foram cultivadas em meio Luria Bertani (LB) liquido
ou agar caso nao descrito em outra metodologia. LB (Sigma Aldrich, St. Louis,
EUA) liquido foi composto por 1% (p/v) triptona (Difco Laboratories, Moseley,
Reino Unido); 0,5% (p/v) extrato de levedura (Difco) e 0,5% (p/v) NaCl. O meio
LB &gar consistiu no meio liquido suplementado com 1,5% (p/v) Bacto Agar
(Vetec — Quimica Fina, Rio de Janeiro, Brasil). O meio foi esterilizado por
autoclavacdo e armazenado a temperatura ambiente. Quando necessario, 0

meio foi suplementado com antibiéticos ampicilina, tetraciclina, higromicina e
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cloranfenicol (Sigma Aldrich) listados com suas concentracfes finais de uso e

marcadores de selecédo na Tabela 1.

Tabela 1 Relacdo dos antibidticos utilizados no estudo e suas concentracoes.

Antibiético Concentragao

ampcilina 40 pg/mL

Tetraciclina 40 pg/mL

Higromicina 75 pg/mL

Cloranfenicol 34 pg/mL

Os estoques dos antibiéticos de 40 mg/mL para tetraciclina e 34 mg/mL
para cloranefenicol foram preparados em etanol; 75 mg/mL para higromicina
foram preparados em agua destilada estéril. Todas as solu¢des de antibiéticos
foram esterilizadas por filtracdo utilizando um filtro de 0,22 um de abertura de

malha.

3.2.2 Bactérias e plasmideos empregados
Todas as cepas foram cultivadas em LB e armazenadas a -80°C em
solucdes estéreis de 20 % de glicerol (Vetec). As cepas bacterianas utilizadas

nesse estudo estao listadas na Tabela 2.
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Tabela 2 Relagcédo das cepas utilizadas para o estudo.

Microrganismo Descricédo/Genotipo Origem/Referéncia
Escherichia coli endAl, recAl, gyrA96, thijhsdR17 Promega
JM109 (-, miY), relAl, supE44, A( lac-

proAB),

[F" traD36, proAB, laql?ZAM15]
Burkholderia Cepa Selvagem Brett PJ, et al,
thailandensis Gram negativa 1998
E264 Produtora de raminolipideos ATCC® 700388™
Burkholderia Cepa contendo o plasmideo com Esse estudo
thailandensis as recombinases do fago vy

E264 c/ pSIM18 utilizada para o nocaute

Burkholderia Cepa com nocaute em orfE264 e Esse estudo
thailandensis inser¢éo de CmR

AorfE264::Cm

Burkholderia Cepa com nocaute em orfE264 e Esse estudo
thailandensis insercdo de CmR complementada

AorfE264::Cm ¢/ com orfE264 contido em um
pUCP26_orfE264 plasmideo pUCP26

Burkholderia Cepa com nocaute em orfE264 e Esse estudo

thailandensis insercdo de CmR complementada
AorfE264::Cm ¢/ com estA contido em um
pUCP26 estA plasmideo pUCP26

Para a construgdo do plasmideo contendo AorfE264::Cm, ou seja, 0
gene da proteina nocauteado com uma delecdo e uma insercdo do gene que
confere resisténcia ao cloranfenicol na sequéncia, foi utilizado o shuttle vector
pBlueScript-SK (New England Biolabs, Ipswich-Massachussets, EUA). O vetor
foi clivado com as enzimas de restricdo BamHI e ligado com o trecho

AorfE264::Cm sintetizado quimicamente com o mesmo sitio de restricdo do
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plasmideo pBlueScript-SK. A Figura 13 ilustra o processo de constru¢do do

plasmideo a partir do gene sintético.

BamHI BamHI
orf E264

AorfE264--Cm @

Figura 13 Construcédo do plasmideo pBSKAorfE264::Cm.

Cliva-se o gene sintético com enzimas de restricdo BamHI (1) gerando extremidades que séo
complementares as do plasmideo pBlueScript-SK (2). O cassete de cloranfenicol é inserido em
uma regido especifica do gene com os sitios de restricdo de Smal (3) nocauteando-o. O
resultado é o plasmideo portando o gene incapaz expressar a proteina OrfE264 a partir de um
delecéo e insercédo de sequéncia (4).
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Para a obtencdo do plasmideo contendo orfE264 selvagem, ou seja o
gene da proteina autotransportadora ndo modificado, um processo semelhante
foi feito utilizando o plasmideo pUCP26 ao qual foi inserido com clivagem de
enzimas de restricdo BamHI, porém com a orfE264 integra (Eppoch, Sugar
Land TX, EUA). Gerou-se entdo o pUCP26 contendo orfE264. Os plasmideos
utilizados neste estudo estdo listados na Tabela 3, sejam eles padrées ou

modificados para esse estudo.

Tabela 3 Relagdo dos plasmideos utilizados no estudo.

Plasmideo Descricéao Origem/Referéncia
pUCP26 Plasmideo shuttle, derivado do Doacéo do
pUC18, contendo origem de Laboratério Herbert
replicacdo de P. aeruginosa Schweizer (WEST

et al., 1994)

pUCP26 E264 pUCP26 contendo a orfE264, Tet Esse estudo

R

pUCP26 EstA pUCP26 contendo a estA, Tet R (DOBLER, 2014)

pSIM 18 Vetor contendo 3 recombinases (DATTA;
do fago Lambda, Hyg R COSTANTINO;
COURT, 2006)

pBlueScript SK  AmpR Promega

pBlueScriptSK- contendo uma delecdo e a Esse estudo
AorfE264::Cm insercdo de resisténcia a

cloranfenicol, AmpR

3.3 Oligonucleotideos
Os oligonucleotidos sintéticos utilizados como iniciadores nas reacgdes

em cadeia da polimerase foram obtidos através da Integrated DNA Technology
— IDT (Coralville, 1A, EUA) e estao listados na Tabela 4.
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Tabela 4. Relacdo dos primers utilizados nesse estudo

Nome Sequéncia (5°-3") Uso

TATGGATCCATGCATACCAAATATCGA PCR
BT-estA-BamF GGGA

TATCTGCAGTCAGAACGTGCCGCCCA PCR
BT-estA-Pstl-R GCAG

TATAGTACTTTTTTGAGTTATCGAGATT Sonda
Cat-F-RBS_Scal TT

ATAGTACTTTACGCCCCGCCCTGCCA PCR/
Cat-R_Scal CT Sonda

3.4 Estratégias de manipulacdo génica

Construiu-se uma linhagem mutante de B. thailandensis, AorfE264::Cm,
com nocaute do gene orfE264, utilizando-se enzimas virais contidas no fago
Lambda e recombinacdo homologa. Outras linhagens foram construidas a
partir desse mutante: 1) complementacdo in trans, com a introducdo de um
plasmideo contendo a orfE264 e 2) uma complementacdo cruzada, com a
introducdo de estA. Esses plasmideos foram também adicionados a cepa
selvagem a fim de caracterizar os fenotipos produzidos pela superexpressao

dos genes orfE264 e estA.

3.4.1 Extracgao do fragmento AorfE264::Cm

O fragmento AorfE264::Cm do plasmideo pBSK_AorfE264::Cm foi
propagado em E. coli. Esse fragmento constitui-se do orfE264 com uma
delecdo e a inser¢cdo do gene de resisténcia ao cloranfenicol. Conhecendo a
existéncia de sitios de clivagem por enzimas de restricdo do plasmideo, a
enzima BamHI foi utilizada para clivar em dois pontos e obter a sequéncia
desejada. Para isso, aproximadamente 50 ng de DNA plasmidial purificado
foram misturados a 0,2 U/uL das enzimas de restricdo BamHI e tamp&o Tango
yellow (Thermo Scientific) até um volume final de 30 pL. Essa mistura

permaneceu em banho seco a 37 °C por cerca de 16 horas.
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Apés a digestdo, os fragmentos de DNA resultantes foram separados
por eletroforese em gel de agarose e purificados utilizando o kit Extracdo do
Gel (Qiagen). Os fragmentos de DNA correspondentes a AorfE264::Cm eluidos
foram precipitados com etanol e concentrados. Para isso adicionou-se 2,5 x
volume etanol P.A., 3 M Acetato de Sdodio (pH 5.2). Centrifugou-se a 13.000
rpm por 15 minutos e lavou-se o pellet com Etanol a 70 %. Centrifugou-se
novamente por 5 minutos e secou-se no fluxo laminar para a remocédo do

etanol e ressuspendeu-se em 20 ul de agua ultrapura.

3.4.2 Construcao de mutante AorfE264:.:Cm em B. thailandensis E264

com as recombinases do fago A

O objetivo de gerar uma cepa nocauteada para orfE264 levou em conta
formacdo de um mutante apolar, ou seja, através de uma mutacdo que nao
afetasse a expressdo de eventuais genes do mesmo Operon. Para isso foi feita
a insercdo sem terminacdo transcricional. Foi empregado o sistema de
recombinacdo do bacteri6fago A conforme descrito por DATSENKO e
WANNER (2000) para obtencédo de bactérias recombinantes. As recombinases
contidas no plasmideo pSIM18 (DATTA; COSTANTINO; COURT, 2006) atuam
de forma que regides homélogas presentes no fragmento fossem inseridas no
cromossomo. Sendo assim, para a obtencdo da mutante a cepa selvagem de
B. thailandensis E264 (ATCC 700388) foi previamente transformada com o
plasmideo pSIM18 por eletroporacdo. O plasmideo pSIM18 esta representado
abaixo (Figura 14). As recombinases estdo sob atuacdo de um repressor
termossensivel, sendo assim, seu genes passam a Ser expressos em
temperatura mais elevada uma vez que o repressor € inativado (CHAN et al.,
2007).
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Figura 14. Mapa do pSIM18.

O plasmideo carrega os genes para as recombinases do fago lambda (exo, beta e gama) sob
repressao de uma proteina termossensivel (c11857) codificada no mesmo plasmideo (CHAN et
al., 2007).

7z

Cada uma das recombinases possui uma funcdo: a Exo é responséavel
pela formacdo de overhangs na sequéncia inserida, ao passo que a Beta atua
na recombinacdo homologa das regifes similares ao DNA exdgeno no genoma
da célula assim como sua ligacdo. A enzima Gama por sua vez atua sobre as
nucleases nativas da célula hospedeira que poderiam degradar o DNA
exogeno. A Figura 15 ilustra a atuacdo das enzimas Exo e Beta na insercdo da
sequéncia AorfE264::Cm na cepa B. thailandensis E264 portando o pSIM18.
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Figura 15. Mecanismo de funcionamento das recombinases Exo e Beta do

bacteriofago lambda.

A enzima Exo é responsavel pelos overhangs na sequéncia inserida, a Beta atua na
recombinacdo homodloga do DNA exdgeno no genoma da célula e sua ligacdo. (1) As
extremidades do fragmento de DNA sintético AorfE264::Cm sao reconhecidas pela enzima Exo,
(2) formam-se extremidades coesivas sobre as quais (3) a enzima Beta atua gerando a
recombinacdo homoéloga entre a sequéncia genbmica e a exdgena permitindo assim (4) o
nocaute da orfE264 (laranja) por uma sequéncia de cloranfenicol (verde), obtida por uma
delecéo seguida de uma insercéo.

Para o preparo das células competentes para introducdo do fragmento
mutagenizado, um indculo com B. thailandensis E264 contendo o pSIM18 foi
feito em 4 mL LB com higromicina a 75 pg/mL. Aliquotas de 1 mL foram
tomadas e mantidas a 42°C por uma hora para inducdo da expressdo das
recombinases Red Lambda. Apds esse periodo, células competentes foram
preparadas. Adicionou-se o fragmento AorfE264::Cm e realizou-se uma

eletroporacdo em uma cubeta pré-refrigerada (2 mm — BioRad). Os fragmentos
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foram eletroporados para o interior da bactéria utilizando o Gene Pulser
(BioRad) a 2.5 kV, 25 pF e 200 Ohms. Plaqueou-se em meios LB com
cloranfenicol a 34 ug/mL. Col6nias isoladas resistentes ao cloranfenicol foram
reinoculadas em LB com cloranfenicol a 34 ug/mL a 42°C O/N, a fim de curar o
pSIM18, visto que o plasmideo ndo se replica sob estas condicdes de
temperatura. Foi selecionada a colénia que havia sido curada do plasmideo

pSIM18 mediante selecdo para perda da resisténcia a higromicina.

3.4.3 Estratégias de transformacao e complementacao in trans

Como forma de inserir os plasmideos pBSKAorfE264::Cm e
pUCP26_orfE264, as cepas de B. thailandensis e E. coli foram transformadas
por eletroporacdo. E.coli foi selecionada para propagar os plasmideos

disponiveis para que posteriomente pudessem ser extraidos.

3.4.4.1. Extracdo de plasmideos

O DNA plasmidial foi preparado usando QIAprep ™ Miniprep para DNA
plasmidial (QIAGEN) de acordo com as instrugcdes do fabricante. O QIlAprep
miniprep € um procedimento que usa o método de lise alcalina modificado de
Birnboim e Doly (1979). As bactérias sao lisadas em condi¢cdes alcalinas e o
lisado € posteriormente neutralizado e ajustado para condicbes de ligacdo de
alto teor de sal para purificacdo na membrana de gel de silica.
Resumidamente, 3 ml de culturas O/N de E. coli em LB foram centrifugados a 5
000 xg durante 5 min, a 4 ° C. As células bacterianas sedimentadas foram
ressuspensas em 250 pl de Buffer P1, que contém RNAse A. Apds suspensao,
as células bacterianas foram lisadas em NaOH / SDS, adicionando 250 pl de
tampao P2 e invertendo suavemente o tubo para misturar. O lisado foi entdo
neutralizado e ajustado para condi¢cdes de ligacao de alto teor de sal por adicéo
de 350 ul de tampéo N3. A suspenséao foi centrifugada durante 10 minutos a 10
000 xg, a 4 ° C. O sobrenadante foi entdo aplicado a coluna QIlAprep e
centrifugada durante 1 min a 3.000 xg, a 4 ° C. A coluna foi lavada uma vez
com tampdo PB de 500 pl (contendo cloridrato de guanidina e isopropanol).
Uma lavagem final foi realizada adicionando 750 pl de PE tampéo (contendo
etanol) na coluna e centrifugando duas vezes durante 1 min, a 3.000 g, a 4 ° C,

para secar a membrana de gel de silica. O DNA foi eluido pela adicdo de 50 pl
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de agua ao centro da coluna, seguido por 1 min de incubacéo e centrifugacéo
durante 1 min a3.000 xg, a4 °C

3.4.4.2. Determinacdo da concentracéo e pureza de DNA

A quantificacdo de DNA e avaliagdo de pureza se deu por absorbéancia
em Nanodrop One (Thermo Scientific). A andlise espectrofotométrica baseia-se
nos principios de que os acidos nucleicos absorvem a luz ultravioleta em um
260 nm. A pureza da amostra foi determinada usando o célculo de absorvancia
a 260 nm/280 nm. A proporcéo foi utilizada para avaliar a pureza dos acidos
nucleicos. Para o DNA puro, A260 / 280 foi considerado ~ 1.8 para avaliar a
contaminacao proteica baseado na absorcdo de luz a 280 nm principalmente

pelos os aminoacidos aromaticos.

3.4.4.3. Transformacgéo por eletroporacéo

Culturas de bactérias cultivadas foram recolhidas durante a fase
exponencial e aliquotas de 1 mL foram centrifugadas a 16.000 xg, por um ou
dois minutos. As células foram lavadas em 1 mL de uma solucdo de 300 mM
de Sacarose e centrifugadas duas vezes. As células foram ressuspendidas em
100 pyL da mesma solucdo para cada tubo. Caso o pellet formado fosse
insuficiente, o conteudo de dois tubos era combinado empiricamente.

Aproximadamente 350 ng de DNA plasmidial foram adicionados a 100
ML de bactérias competentes. A mistura foi transferida para uma cubeta de
eletroporacdo pré-refrigerada (2 mm - BioRad). Os plasmideos foram
eletroporados para o interior da bactéria utilizando o Gene Pulser (BioRad) a
2.5 kV, 25 yF e 200 Ohms. Imediatamente apds a eletroporacdo as células
foram transferidas para 1 mL de meio LB. As culturas foram incubadas por 1
hora a 37°C, sob agitacao. Entre 20 e 100 pl de cultura foram plagueadas em
meio agar LB na presenca do antibiético apropriado para a marca de selecéo.

As placas foram incubadas durante a noite a 37°C.

3.4.4 Comprovacao do nocaute AorfE264::Cm
Southern blot é uma técnica utilizada para verificar se uma sequéncia de
DNA especifica estd ou ndo presente na amostra em andlise, no caso

presente, o genoma inteiro de um organismo. Além da deteccdo da sequéncia
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no genoma, € possivel obter informacdes sobre a massa molecular e a
guantidade relativa existente dessa sequéncia de DNA especifica. O seu nome
foi dado em homenagem ao seu inventor, Edwin Southern, um bidlogo inglés
que desenvolveu a técnica em 1970 na Universidade de Edimburgo. Nesse
estudo, foi feita uma versdo adaptada dessa estratégia, que corresponde a
amplificacdo por PCR do gene mutagenizado seguido da transferéncia do
produto para uma membrana de Nylon carregada positivamente e hibridac&o

com uma sonda especifica.

3.4.4.4. Extracdo de DNA genémico (gDNA)

A extracdo do DNA genbmico das cepas selvagem e mutante se deu
através do kit GeneJET (Thermo Fischer Scientific). O processo se da atraves
de centrifugacbes consecutivas utilizando 0s reagentes presentes que

determinam a forca de interacdo do gDNA com a silica.

3.4.4.5. PCR comparativo

A reacdo da PCR para amplificar fragmentos distintos entre as cepas
selvagem e nocauteada foi realizada com os reagentes da polimerase Phusion
(Thermo-Scientific) utilizando o tampédo da reacdo CG, uma vez que o alto
conteldo de citosinas e guaninas do genoma da B. thailandensis dificultava a
amplificacdo em condicdes padroes do tampao High-fidelity, e 3mM de
magnésio de concentracao final. A quantidade de DNA gendémico foi de 80 ng e
de DNA plasmidial, como controles, de 5 ng no total da reacdo. Os primers
utilizados foram BT-estA-BamF e Cat-R_Scal. A ciclagem se procedeu 98 °C
por 5 minutos, 30 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 55 °C por 20 segundos e 72

°C por 1 minuto, ao final, uma extenséo de 72 °C por 10 minutos.

3.4.4.6. Eletroforese

As amostras de DNA foram analisadas por eletroforese através de gel de
agarose. Geéis de agarose foram preparados por dissolucdo de agarose
(Sigma) em tampao TAE quente (40 mM Tris-acetato pH 8,0, EDTA 1 mM) até
uma percentagem final de 0,8% (p/v). Amostras de DNA (5 ul-30 pl), diluidas
em tampdo de amostra 6x (Thermo) foram aplicadas no gel de agarose
preparado. Escadas de DNA 1kb (Thermo) foram usados como padrbes de
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peso molecular. A eletroforese foi realizada de forma constante, 80-110 V em
1x tamp&o TAE. O gel foi submetido a coloragdo com banho de brometo de
etideo (0,5 pg/ml) por 20 minutos e as bandas de DNA foram visualizadas sob

luz ultravioleta.

3.4.4.7. Transferéncia do gDNA para uma membrana de Nylon

Apés a eletroforese em agarose e lavagem do brometo de etidio,
realizou-se uma lavagem com agua e banho em solucdo desnaturante (0,6 M
NaCl, 0,2 N NaOH) por 45 minutos em leve agitacdo para formacgéo da cadeias
simples de DNA. Esta etapa € essencial, uma vez que apenas DNA em cadeia
simples tem a capacidade de hibridar com a sonda além de degradar possiveis
RNAs ainda presentes. Ap0s a desnaturacao, realizou-se uma lavagem com
agua e banho em solucdo neutralizante (1 M Tris, 1M NaCl, pH 7.0-7.5) por 45
minutos com leve agitagdo. Em seguida realizou-se a transferéncia do DNA do
gel para uma membrana de nylon carregada positivamente (Hybond-N,
Amershan, GE) embebida em 6x SSPE (0,9 M NaCl, 60 mM NaH2PO4.H20 e 6
mM EDTA, pH 7.4). A transferéncia ocorreu por capilaridade, através de
pressdo aplicada uniformemente distribuida sobre o gel com o auxilio de papel
filtro embebido em &gua destilada, levando a imobilizacdo do DNA sobre a

membrana por 16h. A Figura 16 ilustra o processo de transferéncia.
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Figura 16. Esquema da montagem da estrutura do Southern blot.
A transferéncia do produto de PCR para a membrana de nylon carregada positivamente ocorre
por capilaridade do tampao para o maco de papel.

Apbs a transferéncia, o gel foi novamente corado com brometo de etideo
para garantir que o DNA foi transferido e a membrana colocada dentro da
estufa a 37 °C para secar. Depois, a membrana foi colocada dentro de uma
embalagem plastica e exposta a radiagdo ultravioleta no transiluminador por 2
minutos, para fixar permanentemente o DNA a superficie por cross-link.

3.4.4.8. Elaboracdo de sondas com DIG

As sondas de DNA marcadas com DIG foram obtidas a partir do método
de marcacao de DNA com iniciacdo aleat6ria e hibridacéo de oligonucleotideos
randémicos utilizando o kit DIG — Labelling® (Roche, Mannheim, Germany).
Resumidamente, a cadeia de DNA complementar ao molde fornecido foi
sintetizada pela enzima de Klenow que utiliza os terminais 3'-OH dos
oligonucleotideos como iniciadores e uma mistura de desoxirribonucleotideos
contendo DIG-11-DUTP para alongamento. Isso resultou na incorporagao de

digoxigenina (DIG) no DNA recém-sintetizado.
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3.4.4.9. Elaboracdo da sonda Cm
Primers para amplificar uma sequéncia especifica do cassete presente
no gene AorfE264::Cm foram utilizados para elaborar o molde para sintese da

sonda Cm com o kit o DIG — Labelling® (Roche, Mannheim, Germany).

A reacdo de PCR para amplificar a sonda Cm se procedeu com 0s
reagentes da polimerase Pfu (Thermo-Scientific) utilizando 4 mM de Magnésio
de concentragéo final. A quantidade de DNA plasmidial do pBSK-AorfE264::Cm
foi de 5 ng na reagdo. Os primers utilizados foram Cat-F- RBS_Scal e Cat-
R_Scal. A ciclagem se procedeu 95 °C por 1 minuto, 25 ciclos de 95 °C por 1
minuto, 60 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto, ao final, uma extensdo de 72

°C por 10 minutos.

3.4.4.10. Elaboracdo da sonda orfE264

A elaboracdo da sonda orfE264 se procedeu com a digestdo dupla do
plasmideo pUCP26_ orfE264. ApGs uma eletroforese em agarose, o fragmento
de interesse foi extraido do gel usando o QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen),
de acordo com as instrucdes do fabricante. Este sistema € projetado para isolar
DNA de solugBes aquosas e agarose. Os buffers de ligacao nos kits de rotacéo
QIAquick fornecem concentracdes de sais e condicbes de pH para adsorgéo de
DNA a membrana de silica. Resumidamente, fatias de gel de agarose contendo
os fragmentos de DNA de interesse foram excisados e subsequentemente
solubilizados no buffer QG, seguido pela ligacdo a membrana de gel de silica.
Sais indesejados, impurezas e as proteinas foram lavadas com tampdao

contendo etanol, PE. O DNA foi eluido com agua.

Esse DNA foi utilizado como molde para sintese da sonda orfE264 com
o kit o DIG — Labelling® (Roche, Mannheim, Germany).

3.4.4.11. Hibridizac&o

Foi feito um tratamento prévio da membrana em tampéao de hibridizacéo
aquecido a 68 °C por cerca de 1 h. Adicionou-se a 2,5 mL de solucdo de
hibridizacdo a 65 ng de sonda desnaturada por aquecimento a 95 °C seguido
de resfriamento em gelo. Retirou-se a solugéo de hibridizacdo e a membrana

foi selada em plastico em contato com a sonda. Incubou-se overnight a 50 °C
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com leve agitacdo para ocorrer o reconhecimento da sonda pelas fitas
desnaturadas de DNA na membrana. Lavou-se, em agitagéo, duas vezes por 5
min com 2x SSC (0.3 M NaCl, 34 mM Citrato de sédio, pH 7,0), SDS 0,1 %, e
duas vezes por 15 min com 0,1x SSC (15 mM NaCl, 1.7 mM Citrato de sédio,
pH 7,0, SDS 0,1%) preaquecido a 68 °C.

3.4.4.12. Revelacao

A revelacdo se deu conforme o protocolo DIG-Labelling (Roche). A
membrana foi lavada com Washing buffer por 5 min, incubada em Blocking
Solution por 30 min e posteriormente na Antibody Solution por mais 30 min.
Lavou-se duas vezes com Washing Buffer por 15 min. Equilibrou-se a
membrana em Detection Buffer por 5 min e incubou-se na Color Substrate
Solution, no escuro. O ganho de cor foi acompanhado com a reacéo ocorrendo
no escuro e a reacdo foi pausada no momento desejado com com Hx0
destilada.

3.5 Andlise dos fenétipos celulares complementares

3.5.1 Quantificacao dos biofilmes aderentes

Inoculou-se 5 réplicas de 1:10 das suspensfes padronizadas por D.O.
soonm de 1 em LB em orificios de microplacas de poliestireno de 24 ou 96 pogos
(controles negativos feitos com o meio LB) e manteve-se a 30°C por 24 horas.
Em seguida retirou-se o meio e as células planctonicas, lavou-se com salina
0,85 % para remocédo das células ndo aderidas, adicionou-se 1 mL de metanol
por 15 minutos para a fixacdo dos micro-organismos. Apos a remoc¢do do
metanol, corou-se com Cristal Violeta 0,5 % por 20 minutos. Lavou-se com
agua para remocdo do excesso de corante e ressuspendeu-se 0 corante com
acido acetico glacial 33 %. A densidade Optica das solugbes foi medida em
espectofotbmetro SpectraMax (Molecular Devices, Sunnyvale — California,
EUA), com o comprimento de onda de 570 nm (STEPANOVIC et al., 2000).
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Os resultados foram tratados por ANOVA de um fator e o teste de Tukey
da “diferenca honestamente significativa”, uma vez que os dados se

apresentam em uma distribuicdo normal com p<0,01.

3.5.2 Motilidade celular por Swarming

Como forma de analisar o deslocamento bacteriano em meio semi-
sélido, placas 2 % LB e 0,5 % agar foram preparadas e inoculadas com as
células (KEARNS, 2010; WILHELM et al., 2007). As cepas retiradas do estoque
a -80°C foram reativadas 5 mL de meio LB. Quando necessario,
suplementadas com antibioticos (tetraciclina 40 pg/mL). Plagueou-se um
mesmo in6culo de células com D.O.soonm normalizada. Comparou-se 0s
crescimentos através do registro de imagem em fotodocumentador e camera

(Canon) em intervalos de tempo entre 24 e 48h.

64



4 Resultados e discussao

4.1 Analises in silico

4.1.1 Prospeccdao de genes que codifiguem produtos proteicos
semelhantes a familia EstA
Tendo em vista o grande potencial da EstA e a similaridade filogenética
entre os géneros Pseudomonas e Burkholderia, realizou-se a prospeccéo de
genes homologos a estA dentro de espécies do género Burkholderia. Esta
busca revelou trés principais resultados para genes que codifiguem uma

proteina putativa nas espécies relacionadas na Figura 17.
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Figura 17. O gene estA-like e seus homélogos.

A prospeccado realizada revelou homologia em relacdo a proteina EStA de P. aeruginosa nas
espécies B. pseudomallei, B. mallei e B. thailandensis pertencentes ao gene em vermelho
destacado.

Além do valor vinculado a B. thailandensis por ser um modelo para
espécies patogénicas do grupo (BRETT; DESHAZER; WOODS, 1998;
HARAGA et al., 2008a; SMITH et al., 1997), seu genoma estar sequenciado e

facilidade de manipulacdo em laboratorio, a escolha da espécie para estudo se
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deu por conta das perspectivas acerca da producdo de biossurfactantes do tipo
raminolipideo com alto valor agregado e vasta aplicacao industrial (DUBEAU et
al., 2009; TORIBIO; ESCALANTE; SOBERON-CHAVEZ, 2010). Foi escolhida
entdo a cepa B. thailandensis E264 como modelo de estudo por conta dos

fatos acima mencionados.

A andlise do gene, designado neste estudo de orfE264, revela uma
proteina putativa com estrutura de dominios similares a EstA da P. aeruginosa,
ou seja, um dominio de lipase no N-terminal e uma autotransportadora em

Barril-B no C-terminal (Figura 18).

20 S00 %0 100 1250 1500 1750 1584

i
Sitio ativa
Triade catalitica
Hits especificos [E— e —
Hits nao especificos Similar a Acil-transferase
Superfamilias Superfamilia Hidrolases SGNH Superfamilia das Autotransportadoras
Multidominios C0G3240

Figura 18. Prospeccdo de genes estA-like em B. thailandensis.
Indicou-se a presenca de uma proteina putativa detentora de uma hidrolase associada a um
dominio autotransportador Barril-3.

4.1.2 Identidade entre as sequéncias OrfE264 e EstA

Como forma de determinar o grau de identidade entre as sequéncias de
amino4cidos da OrfE264 e da EstA, diferentes softwares foram empregados,
uma vez que determinados algoritmos podem realizar alinhamentos de

diferentes formas e com scores destoantes.

As porcentagens de identidade analisadas foram obtidas pelo
Transporter classification Database - TCDB (SAIER et al., 2016; SAIER; TRAN,;
BARABOTE, 2006) de 23 %; pelo Clustal Omega 2.1 (LI et al., 2015; SIEVERS
et al., 2011) de 23,89 %; e pelo Blast2 (TATUSOVA; MADDEN, 1999) 24%.

4.1.3 Filogenia

Com o Blast convencional (blast.ncbi.nim.nih.gov), obteve-se a
identidade entre a EstA e a OrfE264 de 28 %. Para isso, precisou-se restringir
a busca de homologia para dentro de P. aeruginosa. O uso do SmartBlast da

mesma plataforma possibilitou a geracdo da arvore a seguir em que foi
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automaticamente levada em conta a presenca de uma proteina homéloga a
EstA de P. aeruginosa, aqui designada OrfE264 em referéncia a cepa E264 de
B. thailandensis.

O SmartBLAST € um servico que relaciona taxons mais proximos a uma
sequéncia de aminoacidos e avalia a relacdo filogenética entre o banco de
dados e o input. Busca-se trés melhores correspondéncias do banco de dados
de proteinas ndo redundantes, juntamente com as duas melhores
correspondéncias dos proteomas completos de espécies de referéncia bem
estudadas de forma que haja duas espécies de organismos diferentes como
referéncia. Dessa forma, a busca pela OrfE264 retorna, como espécies

referéncias, a soja e a P. aeruginosa PAO1 (Figura 19).

Ambas as referéncias detém uma transferase transportadora de acido
graxo da subfamilia SGNH, GDSL esterase/lipase, 0 mesmo grupo em que a
OrfE264 é predita. Nao é surpreendente para a PAO1, uma vez que 0S géneros
Burkholderia e Pseudomonas sdao muito préximos a ponto de terem sido
considerados apenas um género por muito tempo (CURRIE, 2003; YABUUCHI
et al., 1992). Ja para a soja ser utilizada como referéncia, é curioso por conta
da distancia filogenética entre as espécies. Nem a EstA ou a OrfE264 estdo
com seu papel metabdlico bem ilustrado, contudo essa relagdo com a
transferase da soja e seu papel com os acidos graxos levanta curiosidades
sobre a perspectiva de atuacdo das autotransportadoras no metabolismo dos
raminolipideos, moléculas detentoras de acidos graxos (ABDEL-MAWGOUD;
LEPINE; DEZIEL, 2010).
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e Pseudomonas aeruginosa PAO1

Burkholderia oklahomensis

l-l:: Burkholderia pseudomallei MSHR4372

& Burkholderia thailandensis E264 (INPUT)

Burkholderia thailandensis

Figura 19. Arvore filogenética gerada pelo SmartBlat.

A partir do input da sequéncia da OrfE264, foi gerada uma arvore filogenética resgatando
resultados do Blast na plataforma do NCBI e comparando-os com espécies com maior
identidade, ou seja as pertencentes dentro do género Burkholderia com espécies referéncia
conhecidas: P. aeruginosa PAOl1 e a soja. As sequéncias resgatadas foram a GDSL-
esterase/lipase da soja, PA4921 da PAO1, GDSL-like Lipase/Acilhidrolase hipotética de B.
pseudomallei, o input OrfE264 e uma autotransportadora com dominio contendo esterase de B.
thailandensis respectivamente.

Analisando o alinhamento que deu origem a arvore filogenética anterior
observa-se que as identidades entre todas as sequéncias se concentram no N-
terminal, onde se identifica a possivel lipase da OrfE264. A regido
correspondente a autotransportadora nao apresenta identidade. Contudo
através de uma selecdo exclusiva entre espécies de Burkholderia, aumenta-se
a identidade entre as sequéncias de forma que se estende para a porgao do
Barril-B, crucial para o mecanismo das autotransportadoras (KNOWLES et al.,
2009, 2011; VAN ULSEN et al.,, 2014). Este resultado indica fortemente que
dentro do género, o dominio autotransportador € conservado. Os alinhamentos

estéo ilustrados a seguir (Figura 20).
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Figura 20. Alinhamento entre as sequéncias utilizadas na filogenia por
SmartBlast.

O alinhamento em vermelho é estritamente localizado na regido N-terminal quando se compara
todas as sequéncias (A). Ao alinhar apenas os integrantes do género Burkholderia, observa-se
que as identidades se estendem por toda a sequéncia (B). Representa-se um forte indicativo
de que a grande parte da diferenca entre a OrfE264 e a EstA de fato se localiza na sequéncia
de aminoacidos do Barril-3.

Como forma de se identificar a posicdo do dominio autotransportador da
OrfE264, utilizou-se a ferramenta Smart (smart.embl.de). A partir dos
resultados, elaborou-se a imagem da OrfE264 (Figura 21) em que a regiao
autotransportadora, ou seja, a correspondente pelo Barril-B foi destacada em
azul. O que se destaca é que, quando comparada com a figura anterior, 0
dominio da autotransportadora da OrfE264 se inicia praticamente onde ndo ha
mais alinhamento ao comparar todas as sequéncias, ao passo que passa a ser
alinhado dentro do género. Isso demonstra-se como uma potencial regido

conservada dentro de Burkholderia.

MHTKYRGTALRRMKIDSKQTRAVAAIALGIALALPAAACAQAFYALGDSLTDNGRVVRLTGILPNATSTIFRN
GRSSNGPVWAEYLPSLIGARFAPDDDYAINGALSGHGGYLNIIPTRPTWRSLPGFVDQVDQLIAAHPRLRGD
DLVGIWIGTNDQDLTKASLNGIEPFLGVPRPANIAEMSAYTLTNLNAQVRRLIGIGARQFVILNLNDANGTR
PGYVDYNGKLPADLVQFSRQGVNVHLFDVSGLLNOQMRRNPSAYGLNDAPDVQCRHVPSCNGGVVGLQON
TYLTADGTHMMTSVHEYIALYLANQLNAPAAISTAPALGLDVARASALSALNMTDSGPLGAPRVALSDKLSL
FADVGYTRNFHGAANGIDAFDSDVEMFSIGADYKLSAESSAGALFSSGNASGSIAGGQGRIGMHAYRLGFY
HAFDRAGLFVRSYVGAGWSQYRLDRGAVLPGAISAHTTGFDFGGLVKAGFLFPLGGARLGPVADIGYAQLV
TRGYAEEGDPILAQDVGVQRLKGVSAGAGVRFAAPLAAIGLRAGELSAEAHLRHDAFGDRTLVTAQRYAPG
LPISTAVDGASATYERLSVALTVNPAKRWRGKLAVQADLGNAQRRSYTLLALLGGTF

Figura 21. Destaque do dominio autotransportador para a OrfE264.
Destacou-se em azul a sequéncia correspondente ao dominio autotransportador da OrfE264
gue potencialmente ancora a proteina na membrana. Obtido pelo software Smart.
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A partir das informacfes dos blasts gerados, obteve-se as sequéncias
de forma a evitar espécies repetidas e elaborou-se uma filogenia. Foi utilizado
o programa MEGA, que é uma plataforma que integra varias ferramentas de

andlises evolutivas.

A éarvore gerada reflete as analises anteriores em que por conta das
similaridades, podem ser identificados dois grandes grupos: Pseudomonas e
Burkholderia, sendo a P. mesoacidophila exce¢do dentro de Burkholderia
(Figura 22). Esses dois grandes grupos corroboram a separacdo entre 0sS
géneros ha algumas décadas atras (YABUUCHI et al., 1992) devido a maior
similaridade entre determinados integrantes do grupo; a OrfE264 entra portanto
como um peso a favor da distingdo da evolugcdo que divergiu os ancestrais de
Pseudomonas e Burkholderia. Além disso, revela-se a importancia da estrutura
terciaria para a fungdo da OrfE264 e da EstA, pois baseando-se estritamente
na sequéncia primaria, as diferencas entre elas sdo evidentes. Sendo assim, se

faz necesséaria uma andlise da estrutura terciaria das proteinas.
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Figura 22. Filogenia de autotransportadoras.

Arvore com Neighbor-Joining de 1000 bootstrapsa partir de sequéncias de autotransportadoras
vinculadas a esterases. ldentifica-se dois grandes grupos: Pseudomonas e Burkholderia. A
EstA, de P. aeruginosa pertencente ao primeiro grupo e a OrfE264, de B. thailandensis
pertencente ao segundo grupo, estdo destacadas. As diferencas nas sequéncias primarias das
proteinas as agrupam em diferentes ramos dentro da filogenia.

Essa filogenia reflete a existéncia potencial de outras proteinas com
caracteristicas similares a OrfE264 e a EstA que também sdo desconhecidas
estruturalmente e funcionalmente. Além disso, a B. thailandensis como modelo

para suas contrapartes patogénicas integrantes do género (HARAGA et al.,
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2008a) apresenta-se mais uma vez como candidata para estudo de alternativas
na potencial era pos-antibidtica com possibilidade de se elaborar alvos para o
Quorum-Sensing e formacao de biofilme (BASSLER; SWEM, 2013; NG et al.,
2012; PACZKOWSKI et al., 2017), sendo as proteinas similares a EStA um
potencial alvo de terapia pois estdo vinculadas a fenotipos com caracteristicas

virulentas.

4.1.4 Predicdo de clivagem do peptideo sinal

O grupo das autotransportadoras é caracterizado pela sequéncia de um
peptideo sinal, um dominio passageiro N-terminal conectado a um dominio de
Barril-B (BECKER et al., 2005; VAN ULSEN et al., 2014). A predicdo de
clivagem de peptideo sinal da sequéncia de uma proteina costuma ser feita
com o uso de softwares que comparam a sequéncia fornecida com o banco de
dados triado. No caso das andlises apresentadas a seguir, foi realizada uma
submissdo baseada em bactérias Gram-negativas como forma de permitir
melhor predicdo dessa clivagem. Com o uso do programa SignalP-4.1, o
resultado é oferecido em scores. Cada um deles possui uma funcéo

determinante na definicdo do sitio de clivagem:

e C-score (pontuagcdo do site de clivagem bruto): Distinguir sites sinal
clivagem peptideo de todo o resto. A numeracdo da posi¢cdo do sitio de
clivagem é imediatamente apds o local de clivagem (o primeiro residuo na
proteina madura).

e S-score (marcador peptideo de sinal): Distinguir posicdes dentro de
peptideos sinal de posi¢cdes nas proteinas maduras e de proteinas sem
peptideos de sinal.

e Y-score (local de clivagem): Uma combinacdo (média geométrica) do C e da
inclinacdo do S, resultando em uma melhor predicdo do local de clivagem
do que com o C bruto.

A importancia de se compreender cada um dos scores consiste na
possibilidade de ocorrer multiplos C-Scores de alto pico, ou seja, multiplas
possibilidades de clivagem sendo apenas uma a real regido. O Y-score

distingue entre C- picos qual seria 0 mais possivel sitio de clivagem utilizando
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para isso a informacdo obtida do S-Score advinda do conhecimento sobre

clivagens em outras proteinas com e sem peptideo sinal.

Além disso, outros fatores sédo apresentados no resultado fornecido pelo
software, dentre eles o D-score. Este consiste na pontuacdo de discriminagéo,
ou seja, € uma média ponderada da média S e do maximo Y. Este € o score
utilizado determinar se ha um peptideo sinal ou se se trata de peptideos ndo
sinalizadores. De forma geral, para as proteinas ndo secretadas todas as
pontuacdes representadas na saida SignalP devem idealmente ser muito

baixas (perto do valor alvo negativo de 0,1).

A sequéncia da OrfE264 foi analisada pelo software e seus resultados
coletados e analisados. A partir dos Scores coletados € possivel fazer a analise
dos possiveis sitios de clivagem. Analisando a predicdo dos scores a figura a
seguir revela que a OrfE264 apresenta diferentes sitios com maior potencial de
clivagem. E necessario relacionar-se esses sitios obtidos pelo C-score com
dados obtidos de outras proteinas com e sem peptideo sinal para determinar o
mais provavel sitio de clivagem a partir do S-Score. Sendo assim, o resultado
obtido da comparacdo entre esses dados, ou seja, 0 Y-Score indica que a
OrfE264 pode ser inserida no grupo de proteinas secretadas via sinalizacao por
peptideo sinal como pode ser visto nos dados a seguir. Sendo assim, é
possivel afirmar que sua sequéncia sofre um processamento pos-traducional
com a clivagem de uma parte da proteina, o peptideo sinal, apds o
reconhecimento e passagem da mesma por um sistema de secrecdo. Dessa
forma, através do software é possivel determinar que a OrfE264 possui
potencial participacdo na via de proteinas secretadas. Os resultados obtidos

estdo apresentados na Figura 23.
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Figura 23. Predicéo de clivagem de peptideo sinal da OrfE264.

Como pode ser observado, o resultado fornecido pelo SignalP indica mais de um pico
indicado pelo C-Score. O suporte do Y-Score indica o provavel sitio de clivagem entre
0s aminoécidos 40 e 41.

Sendo assim, partir dos resultados apresentados pelo software,
identifica-se um potencial sitio de clivagem da OrfE264 entre os aminoacidos
40 e 41 o que corresponde ao peptideo sinal, caracteristico das

autotransportadoras.

Utilizando outra ferramenta de identificacdo de clivagem do peptideo
sinal, Protter (http://wlab.ethz.ch/protter), identifica-se o sitio de clivagem no
aminodacido 42. Essa ferramenta utiliza o banco de dados Uniprot para buscar
possiveis sitios de clivagem similares. A Figura 24 ilustra a regidao de clivagem

em vermelho em toda a extensdo da proteina.
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4.1.5 Modelagem estrutural tridimensional da OrfE264

Através da modelagem estrutural da proteina putativa via I-tasser,
identificou-se a similaridade estrutural entre a autotransportadora de B.
thailandensis e a da P. aeruginosa. A modelagem da OrfE264 se deu com a
busca de templates pelo software de forma que o modelo foi gerado em cima
da proteina de estrutura conhecida mais préxima: a propria EstA. Para tal,
utilizou-se as informacdes da cristalografia do modelo 3knv.1.A (VAN DEN
BERG, 2010).

O modelo gerado escolhido, entre dois fornecidos pelo software, se deu
pelo maior C-score (1.11). A confianga de cada modelo € medida
guantitativamente pelo C-score, calculado com base na significancia dos
alinhamentos do modelo de encadeamento e nos parametros de convergéncia
das simulacbes de montagem da estrutura. E importante ressaltar que o
software utilizou o modelo da EstA presente no PDB como forma de
caracterizar a OrfE264 e o C-score elevado representa a similaridade estrutural
alta entre o input e o template. A pontuacdo C esta tipicamente na faixa de [-5,
2], onde uma pontuagdo C de um valor maior significa um modelo com maior

confianca.

O TM-score é uma escala proposta para medir a semelhanca estrutural
entre duas estruturas. O propadsito de propor o TM-score € resolver o problema
do RMSD, muito utilizado para avaliar a qualidade de modelos mas que é
sensivel ao erro local. Dadas as diferencas entre as sequéncias primarias e
como o RMSD é uma distancia média de todos os pares de residuos em duas
estruturas, um erro local (por exemplo, uma desorientacdo da cauda)
acarretara em um grande valor RMSD, embora a topologia global esteja correta
(ZHANG; SKOLNICK, 2004). Um TM-score> 0,5 indica um modelo de topologia
correta, o modelo da OrfE264 obteve um TM-score = 0.87+0.07 e RMSD =
5.3+3.4A. Sendo assim, avaliando-se o TM-Score, pode-se dizer com
seguranca que o modelo da OrfE264 é bem representativo e possui uma

estrutura terciaria similar a EstA.

76



A Figura 25 apresenta a modelagem da OrfE264 com a representacao
da EstA cristalografada como forma a ressaltar a conservagdo na estrutura

terciaria entre ambas as proteinas.

Figura 25. Comparagdo entre modelos OrfE264 e cristalografia da EstA

Observa-se a alta similaridade entre a OrfE264 (A) e a EstA (B) obtida pela cristalografia (VAN
DEN BERG, 2010). Apesar das diferencas significativas entre as sequéncias primarias, a
conformacdo das autotransportadoras apresenta uma conservacao estrutural. As
autotransportadoras estdo coloridas numa graduacdo de azul escuro no N-terminal para
vermelho escuro no C-terminal.

Para evidenciar com mais detalhes a similaridade estrutural entre
ambas, as estruturas foram sobrepostas para identificar as caracteristicas
conservadas em termos tridimensionais dos principais dominios das

autotransportadoras. A Figura 26 ilustra essa sobreposicao.
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Figura 26. Andlise comparativa por sobreposicdo do modelo da OrfE264 e a
estrutura cristalografica da EstA

Para analisar a similaridade da modelagem com proteinas do banco de dados, utiliza-se como
base o template de EstA (em roxo) 3kwn.1.A (VAN DEN BERG, 2010). Destaca-se assim as
similaridades estruturais entre a OrfE264 e a EstA. OrfE264 colorido como um arco-iris de azul
escuro no N-terminal para vermelho escuro no C-terminal. EstA demarcada em roxo.

Como pode ser analisado, apesar de ndo ser polido com outras
ferramentas de modelagem, o modelo da OrfE264 apresenta-se como um bom
indicativo do potencial da proteina ser de fato uma autotransportadora da
familia EstA. A sobreposicdo das estruturas terciarias é evidente apesar das
diferengas na sequéncia primaria. Isto revela um potencial de aplicabilidade
biotecnolégica para a OrfE264 tal qual como foi feito com as modificacdes na
EstA como forma de organizar enzimas de display na membrana externa
heterologamente (BECKER et al., 2005).

4.1.6 Inferéncia de regides transmembranares
Andlises das sequéncias com outros softwares também identificam as
similaridades entre as sequéncias da OrfE264 e da EstA. O Praline
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(zeus.few.vu.nl) é uma ferramenta que identifica caracteristicas de sequéncias
alinhadas, mesmo com baixo grau de identidade. Esse processo foi adotado
para examinar as similaridades entre a OrfE264 e a EstA em relacdo a
estrutura secundarias (Figura 27). O que se ressalta é a presenca
concomitante entre as alfa-hélices e as folhas-beta em ambas as sequéncias,
revelando que os aminoacidos, apesar de diferentes, conservam caracteristicas
estruturais em comum. Por conta dessa conservacdo de caracteristicas de
cargas positivas/negativas e hidrofilicas/hidrofébicas, nota-se que ha a

conservacao da posicdo das estruturas secundarias entre as sequéncias.

Uma outra analise utilizando a ferramenta PSIPred com a OrfE264
corrobora a predicdo das folhas-beta (Figura 28). Apesar de algumas
diferencas entre a previsdo da estrutura formada por alguns aminoacidos, de

uma forma geral ambas as predigdes séo correspondentes.

Como forma de se avaliar as similaridades em termos de estrutura
secundaria dentro do modelo 3D, comparou-se a cristalografia de EstA (VAN
DEN BERG, 2010) e com o modelo da OrfE264 elaborado. A Figura 29
apresenta a comparacao entre estruturas secundarias destacadas dentro das

proteinas.
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(PRED) EStA  -----=--—--- QAAPSPY s GDSL
(PRED) OrfE264MHTKYRG-RMKI LPAAACA Q GDSL

......... 60 .........70 .........8 .........9 .........100
(PRED) EstA SDAGQFPDPA GPAGSTSRFT NVGPTYQNGS GEIFGPT LGIAP
(PRED) OrfE264 TDNGRV[JEIT GILPNATSTI FRNGRSSN-- ----GPV IGAR-
......... 110. ........120.........2130.........140.........150
(PRED) EstA GDLAASTSPV NAQQGIADGN [MWBMGGYRTD QIYDSITAAN GSL
(PRED) OrfE264---------- ----- FAPDD DYAINGHEEEG HGGYLNIIPT RPTWRSLPG
.................................... 190. ... ... .. 200
(PRED) GLGADP NA RIL- -—---------
(PRED) 0rfE264 HPR----LRG DD GT N st NGEEEELcvP
............................................. 250

(PRED) EstA ----NDVQ AGAR LLPDLG LT ccrill
(PRED) OrfE264R IGAR NLNDAN GTR ———-

(PRED) FGLAAD
(PRED) 0rfE264 ————— RQGV GLNDA

......... 310. . . ... ...320.........830......... .........350
(PRED) EstA QNLIGTCFSG NGCTMNPTYG INGSTPD SVHPT
(PRED) OrfE264 PDVQCRHVPS CNGG------ ---VVGLQNT DGTHMM

......... 360. ........370.........3880.........39.........400
(PRED) EstA SAPWE LTLLPEMA QADWENW ONV- - -Goffifill
(PRED) OrfE264 NAPAA ISTAPAL ARASAL DSGPLGA PRVALSDKLS

......... 410. ... ... ..
(PRED) EstA GGGQRL DFDSQDSAAS GDGN DEA
(PRED) OrfE264 pveYTRijJicaaNcIDA F SAE

......... 460. ... .....470.........480.........490.........500

(PRED) EstA QKLEAGAKDS D NR LDYDD
(PRED) orfE264AEBElIAGGQG R AG Y-

(PRED) EstA LGGGER| AQ QADSP
(PRED) OrfE264MLPG---A G---G

(PRED) EstA VDGYSEKGAS LDYDDQK
(PRED) OrfE264 TRGYAEEGD GVQ
(PRED) EstA EDDT Q SL PGNR EGY TPQDH
(PRED) OrfE264 DAFGDR -TL A PGLP VD GASAT

(PRED) GEDD-
(PRED) 0rfE264 LGNAQR

Figura 27. Predicdo de estruturas secundéarias entre a EstA e a OrfE264 por
Praline.

Através do Praline, as previsdes de estruturas secundarias sdo elaboradas a partir de um
alinhamento entre as sequéncias. Isto permite a comparacao das localizacdes das alfa-hélices
(em vermelho) e folhas beta (em azul) através de um diagrama.
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ao de estruturas secundarias da OrfE264 por PSIPred.

Figura 28. Predig

da sequéncia da

arias

das estruturas secunda

-se a previsao
se as alfa-helices e em amarelo as folhas-

elaborou

Através do PSIPred

B.

OrfE264. Em rosa destacam

Figura 29. Comparagdo entre modelos OrfE264 e cristalografia da EstA

Observa-se a similaridade entre a OrfE264 (A) e a EstA (B) obtida pela cristalografia (VAN DEN

a

éncias primaria,

das diferencas significativas entre as sequ

Apesar

2010).
conformacado das autotransportadoras apresenta alta similaridade nas estruturas secundarias e

BERG,

como elas se organizam na proteina. Alfa-hélices coloridas em vermelho e folhas-beta em

verde.
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Buscou-se elaborar um modelo da insercdo das sequéncias ha membrana
externa da bactéria, contudo para a OrfE264, os bancos de dados acessados
pelos softwares ndo possuem a informag&o necessaria para alocar os residuos
de aminoacidos em suas posicdes na membrana celular. Sendo assim, o
Protter foi utilizado para gerar um modelo da EstA e similar ao elaborado pelos
autores que a descreveram (WILHELM et al., 1999, 2007) com suas 11 regides
hidrofébicas atravessando a membrana que provavelmente correspondem ao
Barril-B que ancora a proteina na membrana externa e a cristalografia (VAN
DEN BERG, 2010). E importante destacar que o algoritmo utilizado pelo Protter
expbe loops apenas para a membrana externa e ndo para o periplasma, como
ocorre no modelo inicial da EstA, representado na Figura 10 (WILHELM et al.,
1999, 2007). Este modelo da EstA gerado pelo Protter serviu de base sobre o
gual se desenvolveu uma inferéncia de como seria um modelo para a OrfE264
(Figura 30). As informagdes das caracteristicas dos aminoacidos da OrfE264
foram resgatadas das analises do Praline (Figura 27) e PSIPred (Figura 28).

O resultado apresentado a seguir revela as similaridades entre as duas
proteinas e suas regides transmembranares assim como o0 potencial de
aplicabilidade da OrfE264 e sua estrutura de autotransportadora tal qual como
foi feito com a EstA (BECKER et al., 2005). A estrutura dessas proteinas
desperta interesse biotecnolégico para a exibicdo de enzimas nas superficies
celulares bacterianas (BERNSTEIN, 2015) tal como pode ser visto na Figura
12.
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4.2 Engenharia genética

A utilizacdo das recombinases do pSIM18 (DATSENKO; WANNER,
2000; DATTA; COSTANTINO; COURT, 2006) se mostrou uma excelente
estratégia para edicdo gendmica em B. thailandensis. A utilizacdo de um
fragmento de DNA contendo regides flanqueantes homologas as sequéncias
do genoma permitiu com sucesso a substituicdo do gene original pelo gene
sintético mutante. O desenho da sequéncia se deu com base nas regides de
Smal nativas, representadas em azul na Figura 31, sendo assim realizou-se
uma delecdo de um trecho da sequéncia com 0 uso desses sitios,
representado em cinza, e uma posterior insercdo do cassete de gene que
confere resisténcia ao cloranfenicol, em verde na Figura 32. Sendo assim, a
construgcdo final do gene AorfE264::Cm resultou portanto em uma delegcao
seguida de uma insercdo do cassete, como ilustrado abaixo. Esse gene foi
construido  utilizando um  plasmideo pBlueScript que originou 0
pBSKAorfE264::Cm, representado na Figura 33.
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GAATTCTTTCGAATACGAGAAGGGCTCGCCCACGAGCCTCGGACGAC-CATACCAAATATCGAGGGACGGCGCTCC
GCCGAATGAAAATCGATTCGAAGCAAACGCGCGCGGTTGCGGCGATCGCGCTCGGCATCGCGCTGGCGCTGCCCGCGG
CGGCCTGCGCCCAAGCGTTCTACGCGCTCGGCGACAGCCTGACCGACAACGGCCGCGTCGTCAGGTTGACCGGCATCC
TGCCGAACGCGACGTCGACGATCTTTCGCAACGGCCGCTCGTCGAACGGCCCGGTGTGGGCCGAATACTTGCCGAGCC
TGATCGGCGCGCGATTCGCGCCCGATGACGATTACGCGATCAACGGCGCGCTGAGCGGGCACGGCGGCTATCTCAACA
TCATCCCGACGCGCCCGACTTGGCGCTCGCTGCCCGEGGTTCGTCGATCAGGTCGATCAACTGATCGCCGCGCATCCGC
GCTTGCGGGGCGACGATCTGGTCGGCATCTGGATCGGCACCAACGACCAGGATCTGACCAAGGCGAGCCTGAACGGCA
TCGAGCCGTTTCTCGGCGTGCCCCGGCCGGCCAACATCGCGGAAATGAGCGCGTACACGCTCACGAACCTCAATGCGC
AGGTGCGGCGGTTGATCGGGATCGGCGCGCGCCAGTTCGTGATCCTGAACTTGAACGACGCCAACGGCACGCGGCCCG
GATATGTCGACTACAACGGCAAGCTGCCCGCGGATCTCGTGCAGTTCTCGCGGCAAGGTGTCAACGTTCACCTGTTCG
ACGTGTCGGGCCTGCTGAACCAGATGCGCCGCAATCCGTCCGCATACGGGCTGAACGACGCGCCGGACGTGCAATGCC
GCCACGTGCCGTCCTGCAACGGCGGCGTCGTCGGCCTGCAAAACACCTATCTCACGGCGGACGGCACGCACATGATGA
CGAGCGTGCACGAGTACATCGCTCTCTACCTCGCGAATCAGCTGAATGCGCCGGCCGCGATCTCGACCGCGCCGGCGL
TCGGGCTCGACGTCGCCCGGGCGAGCGCGCTGTCGGCGCTGAACATGACCGACAGCGGGCCGCTCGGTGCGCCGCGTG
TCGCGCTGTCGGACAAGCTGTCGCTGTTCGCCGACGTCGGCTATACGCGCAACTTTCACGGCGCGGCAAACGGCATCG
ACGCGTTCGACAGCGATGTCGAGATGTTCTCGATCGGCGCCGACTACAAGCTGTCCGCTGAGTCGAGCGCCGGLCGLGL
TCTTTTCGAGCGGCAACGCGAGCGGCTCGATCGCCGGCGGGCAAGGGCGGATCGGGATGCATGCATACCGGCTCGGCT
TCTATCATGCGTTCGACCGCGCCGGCCTGTTCGTGCGTTCGTACGTCGGCGCAGGCTGGAGCCAGTATCGGCTCGATC
GCGGCGCCGTGCTGCCGGGGGCGATCAGCGCGCATACCACCGGCTTCGATTTCGGCGGGCTCGTCAAGGCCGGATTCC
TGTTCCCGCTTGGCGGCGCGCGGCTTGGCCCCGTTGCCGACATCGGGTACGCGCAGCTCGTCACGCGCGGCTACGCGG
AGGAGGGCGACCCGATCCTCGCGCAGGACGTCGGCGTGCAGCGGCTGAAGGGCGTAAGCGCCGGAGCGGGCGTGCGCT
TCGCGGCGCCGCTCGCGGCGATCGGGCTGCGCGCCGGCGAGTTGTCCGCCGAGGCGCACCTGCGGCACGATGCGTTCG
GCGACCGCACGCTCGTCACGGCCCAGCGTTATGCGCCCGGTCTGCCGATCAGCACGGCCGTCGATGGCGCGAGCGCGA
CCTATGAGCGGCTGTCGGTCGCGCTCACCGTGAATCCCGCGAAGCGGTGGCGGGGCAAGCTCGCCGTGCAGGCGGATC
TCGGCAACGCGCAGCGCCGTTCGTACACGCTGCTCGCGCTGCTGGGCGGCACGTTC-GGATCC

Figura 31. Sequéncia do gene orfE264.

llustra-se os sitios BamHI em amarelo no inicio e final da sequéncia sintética a fim de se inserir
no pBlueScript, o ATG inicial da sequéncia orfE264 e o TGA final do orfE264. Em azul estdo
presentes os sitios Smal utilizados para a inser¢cdo do cassete e em cinza destaca-se a regido
deletada da sequéncia.

GGATCCTTTCGAATACGAGAAGGGCTCGCCCACGAGCCTCGGACGACATGCATACCAAATATCGAGGGACGGCGCTCC
GCCGAATGAAAATCGATTCGAAGCAAACGCGCGCGGTTGCGGCGATCGCGCTCGGCATCGCGCTGGCGCTGCCCGCGG
CGGCCTGCGCCCAAGCGTTCTACGCGCTCGGCGACAGCCTGACCGACAACGGCCGCGTCGTCAGGTTGACCGGCATCC
TGCCGAACGCGACGTCGACGATCTTTCGCAACGGCCGCTCGTCGAACGGCCCGGTGTGGGCCGAATACTTGCCGAGCC
TGATCGGCGCGCGATTCGCGCCCGATGACGATTACGCGATCAACGGCGCGCTGAGCGGGCACGGCGGCTATCTCAACA

TCATCCCGACGCGCCCGACTTGGCGCTCGCTG CCCGGGTTTTTGAGTTATCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAGC

CCCGGGCGAGCGCGCTGTCGGCGCTGAACATGACCGAC
AGCGGGCCGCTCGGTGCGCCGCGTGTCGCGCTGTCGGACAAGCTGTCGCTGTTCGCCGACGTCGGCTATACGCGCAAC
TTTCACGGCGCGGCAAACGGCATCGACGCGTTCGACAGCGATGTCGAGATGTTCTCGATCGGCGCCGACTACAAGCTG
TCCGCTGAGTCGAGCGCCGGCGCGCTCTTTTCGAGCGGCAACGCGAGCGGCTCGATCGCCGGCGGGCAAGGGCGGATC
GGGATGCATGCATACCGGCTCGGCTTCTATCATGCGTTCGACCGCGCCGGCCTGTTCGTGCGTTCGTACGTCGGCGCA
GGCTGGAGCCAGTATCGGCTCGATCGCGGCGCCGTGCTGCCGGGGGCGATCAGCGCGCATACCACCGGCTTCGATTTC
GGCGGGCTCGTCAAGGCCGGATTCCTGTTCCCGCTTGGCGGCGCGCGGCTTGGCCCCGTTGCCGACATCGGGTACGCG
CAGCTCGTCACGCGCGGCTACGCGGAGGAGGGCGACCCGATCCTCGCGCAGGACGTCGGCGTGCAGCGGCTGAAGGGC
GTAAGCGCCGGAGCGGGCGTGCGCTTCGCGGCGCCGCTCGCGGCGATCGGGCTGCGCGCCGGCGAGTTGTCCGCCGAG
GCGCACCTGCGGCACGATGCGTTCGGCGACCGCACGCTCGTCACGGCCCAGCGTTATGCGCCCGGTCTGCCGATCAGC
ACGGCCGTCGATGGCGCGAGCGCGACCTATGAGCGGCTGTCGGTCGCGCTCACCGTGAATCCCGCGAAGCGGTGGCGG
GGCAAGCTCGCCGTGCAGGCGGATCTCGGCAACGCGCAGCGCCGTTCGTACACGCTGCTCGCGCTGCTGGGCGGCACG
TTCE@RGGATCC

Figura 32. Sequéncia do gene AorfE264.

llustra-se os sitios BamHI em amarelo no inicio e final da sequéncia sintética inserida no
pBlueScript, o ATG inicial do cassete de cloranfenicol em vermelho, e o TGA final em rosa do
orfE264. Em verde estd a sequéncia do gene que confere resisténcia ao cloranfenicol
precedido de sua regido upstream com o RBS (em amarelo). Em azul estdo presentes os sitios
Smal utilizados para ainser¢éo do cassete.
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M13 fwd
pmpR promoter Smal (649)

~_BamHI (658)

_—Smal (1085)

pBSK_AorfE264::Cm
4902 bp

"Smal (1792)

CAP binding site |
lac operator /

(2692) BamHI

Figura 33. Mapa do pBSK_AorfE264::Cm.

O plasmideo pBluescript-SK atua como arcaboug¢o para 0 gene sintético orfE264, destacado
em amarelo, inserido através das enzimas de restricdo BamHI e interrompido por um cassete
de cloranfenicol, inserido pelas enzimas de restricdo Smal, originalmente presentes no gene. O
processo foi realizado pela Eppoch Life Sciences. Esse cassete de cloranfenicol esta sob
regulacéo do promotor T7. Mapa elaborado pelo software SnapGene Viewer.
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O gene AorfE264::Cm construido foi clivado do plasmideo com enzimas
de restricdo e purificado através da extracdo de banda do gel de agarose.
Sendo assim, foi possivel construir a cepa de B. thailandensis com o gene
orfE264 substituido por uma sequéncia interrompida pelo cassete da
cloranfenicol-acetil-transferase com o0 objetivo de nocautea-lo e obter uma

bactéria mutante incapaz de sintetizar a proteina.

Ainda se fazia necesséria a confirmacdo do nocaute no genoma, sendo
assim se procedeu com a metodologia do Southern Blot. A utilizagdo de uma
sonda especifica para uma sequéncia de DNA permitiu explorar as
possibilidades da construgcdo AorfE264::Cm, com suas regibes similares a

orfE264 e com sua sequéncia do gene da cloranfenicol-acetil-transferase.

O primeiro passo consistiu em extrair o DNA gendmico das cepas
selvagem e AorfE264::Cm. A utilizagdo de um kit otimizou e normalizou com
sucesso essa etapa. Em seguida esses DNAs gendémicos foram utilizados
como molde de uma reacdo de PCR utilizando um set de primers capaz de

amplificar do inicio da sequéncia da orfE264 até o final do cassete.

A principio o proprio PCR ja seria suficiente para indicar a alteracdo da
sequéncia, uma vez que nao haveria como um dos primers se alinharem na
sequéncia selvagem, contudo dada a complexidade do genoma, se faz
necessario o uso de uma sonda que reconhe¢a uma regido maior para evitar
gue regides arbitrarias tenham sido amplificadas. Também ¢é essencial a
presenca de controles como forma de garantir o funcionamento da reacao,
sendo assim os plasmideos pUCP26 orfE264, com o0 gene selvagem da
orfE264, e o0 pBSK_AorfE264::Cm, com o0 gene contendo a interrupcdo da
sequéncia, serviram a esse proposito. A Figura 34 ilustra os primers da reacdo
e 0 mapeamento de seu anelamento assim como a reacdo de PCR resultante

do processo na Figura 35.

87



orfE264

BT-esta-BamF
—

h-—
Cat-R_Scal
AorfE264::Cm
BT-esta-BamF
ﬁ
_
Cat-R_Scal

Figura 34. Mapeamento das regides amplificadas por PCR.

Apenas haverd o anelamento dentro da sequéncia com a inser¢cdo do cassete de cloranfenicol
(verde) pelo primer reverso (Cat-R_Scal) na sequéncia AorfE264::Cm, ao passo que o primer
foward anela em ambas as sequéncia. Sendo assim a rea¢do apenas amplificara a sequéncia
com o nocaute com 1806pb.

1 2 3 4

6000 pb —

3000 pb —
2000 pb —
1500 pb —
1000 pb —
750 pb —
500 pb —
250 pb —

Figura 35. Eletroforese dos produtos do PCR comparativo.

A figura ilustra os produtos amplificados a partir dos templates (1) gDNA selvagem, (2) gDNA
Mutante AorfE264::cm, (3) pUCP26 orfE264, (4) pBSK AorfE264::cm. Produto obtido com
tamanho esperado de 1086 pb destacado pela seta vermelha.
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Para se proceder com o Southern Blot, se faz necessaria uma sonda
com nucleotideos modificados. Como forma de analisar as sequéncias
amplificadas, duas sondas foram geradas: uma sendo a orfE264 com 1931 pb
obtida a partir da extracdo do fragmento do gene do plasmideo
pUCP26 orfE264 e a outra com a sequéncia da cloranfenicol-acetil-
transferase, obtida pelo uso de primers especificos para amplifica-la por PCR
usando como molde o plasmideo pBSK AorfE264::Cm e com 701 pb. A
elaboracdo da sonda € uma marcacdo com DIG-nucleotideos que consiste na
reacdo da enzima Klenow associada com a presenca de primers randomicos e
abastecida com nucleotideos modificados. Isso permite o reconhecimento
desses nucleotideos por um anticorpo conjugado a uma enzima que utiliza o
NBT/BCIP como substrato para gerar uma marcacao colorimétrica. Marcacao
essa que fica localizada na altura da banda do gel de agarose transferido, o
que permite a determinacdo dos tamanhos das amostras de DNA. A Figura 36
ilustra o processo de elaboracéo de cada uma das sondas. Dessa forma, com a
possibilidade de uso de ambas as sondas, foi realizado um PCR com o gDNA
da cepa selvagem e o gDNA da cepa Mutante AorfE264::cm, também se
utilizou o pBSK_AorfE264::cm como controle positivo. Foram realizados dois
géis de agarose em conjunto e transferéncia para a membranda de Nylon para
ambas as amostras a serem analisadas pelas sondas orfE264 e cm. O
Southern blot, apds a transferéncia, se procedeu de forma individual para cada

uma das sondas.

Depois da revelacdo, o que se evidenciou nas membranas foi um sinal
consideravelmente mais forte da sonda cm do que da sonda orfE264 (Figura
37). Essa variagédo possivelmente deve-se a quantidade de bases identificadas
por cada uma delas, pois a sonda cm, apesar de ser menos extensa, possui
uma cobertura muito maior do que a sonda orfE264. Pelo resultado, evidencia-
se a presenca de uma unica banda quando o DNA gendmico mutante foi
empregado como template, diferentemente do que era observado no gel de
agarose com a identificacdo de multiplas bandas no produto obtido do
plasmideo controle pBSK AorfE264::Cm. Isto se deve a sensibilidade do

método que detecta os produtos de PCR do plasmideo distribuidos pelo gel.
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Sonda orfE264 Sonda Cm

N

pUCP26_orfE264

-

pBSK_AorfE264::Cm

Dupla digestac PCR do plasmideo

L —
e —————————————————————————————— EEEEEEEee——————————————
— s ——
gam K p—

Purificacio com etanol

Extracdo do gel

f—

Marcacdocom DIG

00000000

Marcacio com DIG

f—

:

Figura 36. Processo de elaboracéo das sondas.

A sonda orfE264 foi obtida a partir de um fragmento plasmidial removido por dupla digestao e
extracdo de banda de gel de agarose para ser marcado com DIG. A sonda Cm foi obtida a
partir de uma rea¢éo de PCR purificada para ser marcada com DIG.
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Sonda Cm Sonda orfE264

Figura 37. Southern Blot com sondas especificas para orfE264 e para o cassete
de cloranfenicol (Cm).

As setas indicam as posicdes dos alvos nos produtos de PCR do gDNA mutante AorfE264 e no
plasmideo contendo o gene AorfE264. (1) gDNA selvagem B. thailandensis E264, (2) gDNA
Mutante B. thailandensis E264 AorfE264::Cm, (3) pBSK_AorfE264::Cm amplificado.

Ndo se pode deixar de notar a presenca de mdultiplas bandas no
plasmideo, contudo uma explicacdo possivel para a presenca dessas multiplas
bandas é o fato de haver diferentes formas plasmidiais restantes ainda no
produto de PCR que ndo sdo resolvidas e também a concatenacdo de
fragmentos de PCR devido a alta concentracéo e ao elevado conteudo de CG.

Portanto o Southern Blot e a combinacdo de sondas foram uma
estratégia eficiente na proposta de se localizar o nocaute no genoma de B.
thailandensis a partir da deteccéo do cassete de cloranfenicol em gDNA.

4.3 Complementacéo plasmidial

Como forma de se avaliar a importancia da OrfE264, o plasmideo
pUCP26 contendo o gene orfE264 foi inserido na cepa mutante nocauteada
para comparacdo e avaliacdo de recuperacdo de fendtipo. Além disso, o
plasmideo pUCP26 contendo o estA foi inserido na cepa mutante para
avaliacdo da expressdo heteréloga. A seguir ilustra-se os mapas das
construgbes plasmidiais finais utilizadas para a complementacdo in trans da
cepa mutante desse estudo com orfE264 (Figura 38) ou estA (Figura 39).
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SP6 promoter
PRO1600 oriV

BamHI (1455)

pUCP26_Orf
6886 bp

fac,,  Mi3rev ya®
Tomoter | Fact®

i |

o0
?000 \'50

CAP binding site
lac oﬁerator EcoRI (3386)

Figura 38. Mapa do pUCP26_orfE264.

O plasmideo pUCP26 atua como arcabouco para O gene sintético orfE264, destacado em
amarelo, inserido através das enzimas de restricdo EcoRI e BamHI pela Epoch Life Sciences
(Sugar Land TX, EUA). Esse gene esta sob regulacdo de um promotor lac. Mapa elaborado
pelo software SnapGene Viewer.
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SP6 promoter
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e promoter
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pUCP26_estA
6965 bp

CAP binding site
(3496) EcoRI

Figura 39. Mapa do pUCP26_estA.

O plasmideo pUCP26 atua como arcabouco para 0 gene sintético estA destacado em
vermelho, inserido através das enzimas de restricdo EcoRl e BamHI pela Epoch Life Sciences
(Sugar Land TX, EUA) (DOBLER, 2014). Esse gene esta sob regulacdo de um promotor lac.

Mapa elaborado pelo software SnapGene Viewer.
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Dessa forma, a partir da cepa mutante foi possivel realizar diferentes
combinacfes para se estudar os efeitos da expressao da OrfE264 ou da EstA
na B. thailandensis. Os plasmideos pUCP26 contendo orfE264 ou estA foram
introduzidos nas variantes de forma que fosse possivel obter os mais diversos

fendtipos. A Figura 40 ilustra a cole¢do de cepas utilizadas nesse estudo.

A B C D

Figura 40. Esquemadas cepas de B. thailandensis.

(A) Cepa selvagem; (B) B. thailandensis E264 AorfE264, (C) Cepa B. thailandensis E264
AorfE264 com plasmideo contendo a orfE264; (D) B. thailandensis E264 AorfE264::Cm
complementada com plasmideo contendo estA.

4.4 Andlise dos fendtipos celulares

4.4.1 Quantificagdo de biofilme aderente

Como forma de se avaliar os efeitos da OrfE264 no fenétipo de formacédo
de biofilme, inoculou-se as cepas em placas multipogcos de poliestireno e o
biofilme aderido foi dosado com cristal violeta. O que se revelou nesse
resultado, ilustrado na Figura 41, é a formacgéo deficiente de biofilme pela cepa
nocauteada para a OrfE264. Seu biofilme €& quantitativamente menor em
comparacdo a cepa selvagem a ponto de ser visivel sem a necessidade de
espectrofotdmetro por ndo apresentar uma intensidade téo forte de coloracao

por cristal violeta. Essa deficiéncia é restaurada ao fenétipo selvagem uma vez
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gue os genes oOrfE264 ou estA sejam expressos por complementagédo
plasmidial. Inclusive os niveis levemente mais elevados podem ser explicados
pelo fato do pUCP26 ser um plasmideo multicépias de expressao constitutiva

em B. thailandensis, 0 que possivelmente gera uma carga extra de expressao.

0.8
®
®
06
c ®
-
Q
Kp] 0,4
(V5]
0
<
0.2
0

A B C D

Figura 41. Quantificacdo de biofilmes aderentes crescido em placas de 24
multipoc¢os de poliestireno.

A formacdo de biofilme apresenta-se deficiente na cepa nocauteada para orfE264. (A) Cepa
selvagem B. thailandensis E264; (B) B. thailandensis E264 AorfE264::Cm, (C) B. thailandensis
E264 AorfE264::Cm, complementada com plasmideo expressando a orfE264; (D) B.
thailandensis E264 AorfE264::Cm complementada com plasmideo expressando a estA. Teste
de Tukey, p<0,01 agrupa A,C e D em um conjunto (indicado pelos circulos) e B em outro
(indicado pelo tridngulo. Isto revela o potencial de complementacao plasmidial para restauracao
do fendtipo.

Os dados foram tratados com ANOVA uma vez que ocorria a distribuicdo
normal e p<0,01. Sendo assim, se procedeu com um teste de Tukey da
diferenca honestamente significativa como forma de identificar grupos dentro
do n-amostral. Identificou-se um grupo estatisticamente diferente formado pela
mutante AorfE264::Cm em comparagdo com as demais.

Uma possivel explicacdo para esse fenétipo obtido entre as cepas € a
possibilidade da OrfE264, assim como observado para EstA, atuar no
metabolismo de raminolipideos, os quais por conta de suas propriedades
anfipaticas gerariam poros no biofime (DE BEER; SRINIVASAN; STEWART,
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1994). A auséncia desses poros na cepa mutante potencialmente geraria uma
difusédo dificultada, o que seria um fator limitante para a formacéao de biofilmes
ja descrito (LEVI et al., 2017; SCHRAMM et al., 1999). Com essa dificuldade de
difusdo, ocorreria a menor disponibilidade de oxigénio, e um biofilme cultivado
in vitro ndo teria o micronicho de anaerdbios, uma vez que a B. thailandensis
ndo apresenta metabolismo fermentativo. Dessa forma, a auséncia da OrfE264
potencialmente afetaria a sobrevivéncia das células sem a formacédo de poros
no biofilme pois a B. thailandensis € uma aerdbia estrita e a auséncia desses
canais acarretaria a formagdo de um micronicho anaerobio o que incapacitaria
a sobrevivéncia da comunidade. Uma vez complementada, as cepas passam a
expressar ou a OrfE264 ou a EstA e restauram o fendtipo possivelmente pela

formacéao desses canais que viabilizam a oxigenacao.

Outro fator, é a possibilidade de ocorrer a interferéncia no sistema QS. A
comunicacao celular e a percepcédo da densidade populacional séo essenciais
para a formacdo de biofilme (AREVALO-FERRO et al., 2005; ELASRI et al.,
2001; PIERSON et al., 1998; STEIDLE et al.,, 2001). Estudos com mutantes
deficientes para o sistema QS revelam os efeitos gerados na formacédo de
biofilme e restaurados com a complementacédo (STICKLER et al., 1998). Uma
vez que a funcdo da EstA e da OrfE264 ndo estdo descritas, pode-se pensar
gue atuem de alguma forma na comunicacdo célula-célula e que por conta
disso se observe o fendtipo deficiente com o0 nocaute e a restauragcdo com a

complementacdo plasmidial.

O uso da B. thailandensis como modelo € importante para se identificar
alternativas para o controle de formacdo de biofilme por outras bactérias
patogénicas tal como ocorre em catéteres (DONLAN, 2001) ou em
enfermidades como é a fibrose cistica (COSTERTON, 1999). Na potencial era
pos-antibidtica, o0 QS e a formacdo de biofiime vinculadas a doencas séo
potenciais alvos alternativos (BASSLER; SWEM, 2013; NG et al., 2012,
PACZKOWSKI et al., 2017), sendo as proteinas similares a EstA um potencial
bottle-neck. Além disso, com o impacto gerado pelo biofiime na indlstria, seja

como fator negativo, com a biocorrosdo, como fator positivo, biorremediacéo
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(YONG et al.,, 2015), B. thailandensis entra como modelo de estudo para

otimizacdo dos processos.

4.4.2 Motilidade celular

A motilidade celular estd vinculada a producdo de biossurfactantes e a
atividade de EstA, sendo assim € de se esperar que a OrfE264 tivesse
influéncia sobre esse fendtipo de deslocamento celular. O swarming, como
descrito anteriormente, ¢ um tipo de motilidade bacteriana dependente do
movimento flagelar em superficies. A analise da distribuicdo das células
selvagens e nocauteadas demonstra um espalhamento muito mais eficiente
guando hd a presenca da OrfE264 funcional. A Figura 42 apresenta o
deslocamento de 5 pontos de indculos das duas cepas de forma que se
observa uma camada de células bem menos espessa e mais expandida para a

cepa selvagem e uma sobreposicdo de camadas celulares mais densas para a

cepa nocauteada.

Figura 42. Comparativo das cepas de B. thailandensis crescidas em meio semi-solido
apos 48h.
(A) Cepa selvagem B. thailandensis E264; (B) B. thailandensis E264 AorfE264::Cm.

Analises envolvendo as outras cepas deste estudo também foram
realizadas. Os resultados revelaram a capacidade de gerar diferentes padrdes

pela B. thailandensis. Ainda ndo estdo elucidadas as vias responsaveis pelo
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swarming e sua regulacdo, contudo os efeitos gerados pela expressdo da
OrfE264, assim como ocorre com a EstA, séo visivelmente importantes. O que
falta é determinar o0 mecanismo de acdo e como se estabeleceria uma rota
metabdlica. A figura a seguir mostra além dos padrdes visuais do swarming, as
diferengcas entre os deslocamentos celulares com os perfis genéticos das
cepas, principalmente em como a cepa nocauteada (B) se comporta de forma
diferente das demais. A analise da motilidade ilustrada na Figura 43 usa como
parametro a distribuicdo da cepa nocauteada (B) e demonstra mais claramente
a restauracdo dos fendtipos com a complementacdo plasmidial tanto pela
orfE264 (C) quanto pela estA (D) quando comparada com a cepa selvagem (A).
Para isso circulos com o tamanho delimitado pela AorfE264::Cm foram
dispostos sobre as outras cepas como forma de analisar o deslocamento a
partir do espaco ocupado pela mutante nocauteada.

A B C D

Figura 43. Motilidade celular por swarming.

(A) Cepa selvagem B. thailandensis E264; (B) B. thailandensis E264 AorfE264::Cm, (C) B.
thailandensis E264 AorfE264::Cm, complementada com plasmideo expressando o orfE264; (D)
B. thailandensis E264 AorfE264::Cm complementada com plasmideo expressando o estA. Os
circulos pontilhados possuem o mesmo diametro medido a partir do ponto de in6culo da cepa
B. thailandensis E264 AorfE264::Cm com 1.13 centimetros.

Apesar da literatura ndo esclarecer de forma conclusiva tanto o
fenbmeno de swarming como o papel das autotransportadoras no
deslocamento celular a importancia de sua presenca é cada vez mais clara.
Estudos mais aprofundados ainda sdo necessarios, contudo € evidente a
conexao entre a funcionalidade da OrfE264 com os fenétipos de deslocamento
bacteriano do tipo swarming.
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Realizando um paralelo com os raminolipideos, pode-se fazer uma
analise do possivel papel atuante da OrfE264 e da EStA sobre os
biossurfactantes. Os surfactantes podem gerar uma pelicula limpida e aquosa
que precede as células faciltando o swarming (ALBERTI; HARSHEY, 1990;
JULKOWSKA et al.,, 2004; KEARNS; LOSICK, 2003; RASHID; KORNBERG,
2000; SENESI et al., 2002). Sendo a producdo de raminolipideos regulada pelo
QS, estes sao eficazes somente em alta concentracdo e, como foi levantado
anteriormente, o QS pode ter evoluido para garantir que sejam produzidos
somente quando houver bactérias suficientes para tornar o gasto benéfico
(ANTHONI; LINDUM, 1998; EBERL et al., 1996; KEARNS, 2010; MAGNUSON;
SOLOMON; GROSSMAN, 1994; OCHSNER; REISER, 1995). Isto pode ser
visto na regulacdo de raminolipideos por P. aeruginosa em que sistemas
distintos de QS regulam a producdo de surfactantes (DOBLER et al., 2016;
REIS et al, 2011). O nocaute da OrfE264 teria potencialmente afetado a
producdo de raminolipideos ou o QS. A restauracdo do fenotipo por
complementacdo plasmidial restaura, portanto, a capacidade de motilidade do

tipo swarming.
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5 Conclusao

Através da prospeccao de autotransportadoras do tipo EstA, através da
analise genémica por bioinformatica foi possivel identificar a OrfE264 em
Burkholderia thailandensis com uma estrutura de dominios de interesse
caracterizada por uma esterase e um barril-$

A caracterizagdo in silico da proteina autotransportadora codificada pela
orfE264 revelou grande similaridade estrutural e funcional com a EStA de
Pseudomonas aeruginosa. na estrutura terciaria Isto é de extrema
importancia para um melhor entendimento dessa familia de proteinas e
de como o sistema de secre¢ao de autotransportadoras se estrutura.

A estratégia para construcdo de uma cepa de B. thailandensis deficiente
para a orfE264 com recombinases virais foi bem sucedida assim como a
complementacdo com orfE264 e com esta por plasmideos.

Através da caracterizagdo molecular do nocaute, comprovou-se a
alteracdo no gDNA da cepa deficiente para a orfE264 pela interrupcéo
génica.

A comparacao fenotipica quanto a formacao de biofilmes para as
diferentes linhagens em estudo revelou a perspectiva da OrfE264 e a
EstA serem analogas funcionalmente uma vez que a complementacao
cruzada com EstA também restaurou o fenotipo.

A motilidade celular do tipo swarming revelou a importancia da
expressao da OrfE264 para o deslocamento celular e as diferentes
linhagens em estudo revelaram que é possivel restaurar este fendtipo

por complementacdo cruzada com a EstA.
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Perspectivas

Localizacdo da OrfE264 nos compartimentos celulares da membrana
externa, periplasma e citoplasma, através de fracionamento celular seguido
de imunomarcacéo.

Andlise estrutural dos biofilmes aderentes por microscopia de fluorescéncia
confocal.

Investigacdo do envolvimento da OrfE264 na producdo de raminolipideos

Papel da OrfE264 na interacdo com o hospedeiro vegetal Oryza sativa L. e
com outras espécies bacterianas
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