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RESUMO 

ARANHA, Giulia Naranjo. Caracterização estrutural e funcional do 

gene orfE264 que codifica uma possível proteína autotransportadora em 

Burkholderia thailandensis. Rio de Janeiro, 2017. Dissertação (Mestrado em 

Ciências) – Instituto de Química, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio 

de Janeiro, 2017. 

Burkholderia thailandensis é uma espécie não patogênica, comumente 

isolada do solo e da água, tem sido utilizada como modelo para o estudo de 

muitas características de suas contrapartes patogênicas em Burkholderia spp. 

B. thailandensis produz biossurfactantes do tipo raminolipídeo que parece estar 

diretamente envolvido no comportamento multicelular. O estudo das vias 

biossintéticas dos raminolipídeos em Pseudomonas aeruginosa revelou uma 

proteína autotransportadora chamada EstA, que influencia a produção de 

raminolipídeos, a formação de biofilmes aderentes e a motilidade celular. EstA, 

uma proteína autotransportadora, é caracterizada por um Barril-β na região C-

terminal que ancora uma lipase na membrana externa. Para investigar a 

presença de proteínas autotransportadoras similares à EstA em B. 

thailandensis, foram utilizadas ferramentas bioinformáticas para prospecção de 

autotransportadoras dentro do genoma da B. thailandensis E264. As análises 

de bioinformática revelaram um potencial gene similar ao estA (aqui designado 

como orfE264). orfE264 foi sintetizado e clonado no plasmídeo pBluescript II 

SK em que uma deleção foi construída, seguida pela inserção de um gene de 

resistência ao cloranfenicol de modo a obter-se uma cepa nocauteada por 

recombinação homóloga, usando recombinases do bacteriófago Lambda. A 

caracterização da cepa mutante ΔorfE264::Cm resultante revelou uma 

diminuição significativa da formação do biofilme e da motilidade celular, em 

comparação com a cepa selvagem, mostrando que esse produto gênico está 

de alguma forma envolvido nesses fenótipos. A complementação cruzada do 

mutante ΔorfE264::Cm com estA restaurou os fenótipos. Os resultados obtidos 

indicam uma possível proteína autotransportadora, o primeiro membro desta 



 
 
 

 
 

 

família de secreção de proteínas a ser descrita nesta espécie. Estudos 

adicionais encontram-se em andamento, que deverão revelar informações 

relevantes sobre o papel dessa proteína em outros fenótipos deste modelo. 

Além disso, o emprego industrial de B. thailandensis para a produção de 

raminolipídeos é de grande interesse em Biotecnologia, sendo que uma 

autotransportadora da família EstA será um alvo importante para a engenharia 

metabólica, visando o melhoramento da produção 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 Química, 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 β-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 II 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 Introdução e Revisão bibliográfica: 

1.1 Burkholderia thailandensis e sua importância na Ciência 

1.1.1 O gênero Burkholderia e suas origens 

Segundo a Global Security Organization (GLOBALSECURITY.ORG, 

2011), a melioidose, ou doença de Whitmore, é uma doença 

predominantemente tropical ou subtropical causada por bactéria e endêmica no 

Sudeste Asiático, Austrália, África, Oriente Médio, China e Índia com 

ocorrências isoladas na América do Sul, no Havaí e na Geórgia. A melioidose 

septicêmica foi descrita pela primeira vez em 1911-1912 pelo capitão Alfred 

Whitmore, um patologista britânico que serviu na Birmânia e CS Krishnaswami. 

Em 1932, Stanton e Fletcher chamaram a doença de "melioidose" (STANTON, 

1933). Em grego, melis traduz-se em "cinto de burros", e o eidos se traduz em 

"semelhança". Mas bactérias, isoladas de viciados à morfina em Rangoon, 

Birmânia eram diferentes da Pseudomonas mallei (KRISHNASWAMI, 1917). 

Na Malásia, Ambrose Thomas Stanton e William Fletcher em 1917 

identificaram as bactérias que causam a doença e, após vários nomes 

anteriores, a bactéria causadora foi chamada Pseudomonas pseudomallei 

(LEELARASAMEE, 1989).  

A doença foi encontrada no Vietnã, Sri Lanka e Indonésia, e 

particularmente afetou as tropas francesas estacionadas na Indochina e as 

tropas americanas que as seguiram. Na ocupação francesa do Vietnã entre 

1948 e 1954, foram diagnosticados mais de 100 casos de melioidose e durante 

a ocupação americana, mais de 300 casos. Os soldados adquiriram a doença 

expondo diretamente as feridas ao solo ou a água carregando a bactéria ou por 

inalação. A melioidose era conhecida como a "bomba temporária vietnamita" 

devido ao período de incubação potencialmente longo sendo assim, mesmo 

após o retorno para casa, os soldados apresentaram sintomas da doença 

(GLOBALSECURITY.ORG, 2011). Outro exemplo da letalidade dessa espécie 

deriva da política do Panda estabelecida por Mao-Tsé-Tung durante a Guerra 
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Fria. O líder comunista utilizou o empréstimo de pandas como moeda de 

aliança como parte da política de tentar afirmar a China como terceira potência 

mundial, perante Estados Unidos e União Soviética. Contudo, em 1975, um 

panda doado por Mao-Tsé-Tung ao presidente francês Pompidou foi o gatilho 

para uma epidemia, que acometeu vários zoológicos franceses com mortes de 

animais (MOLLARET, 1988). O Centro de Controle de Doenças (CDC, Estados 

Unidos) classificou a melioidose como um agente de armas biológicas de 

grande potencial. Além disso, devido aos sintomas comuns a outras doenças e 

ao período de incubação potencialmente longo, a melioidose pode ser difícil de 

diagnosticar com precisão. Estados Unidos e União Soviética estudaram a 

melioidose como um possível agente de armas biológicas. (ALLAN; DANCE, 

2005). 

A partir das sequências de DNA ribossomal 16S, homologia, composição 

lipídica e características fenotípicas dentro do gênero Pseudomonas, sete 

espécies foram movidas para um novo gênero Burkholderia em 1992 

(YABUUCHI et al., 1992). O novo gênero recebeu o nome do microbiologista 

norte-americano Walter Burkholder, que, em 1949, descreveu pela primeira vez 

Burkholderia cepacia, anteriormente Pseudomonas cepacia, como o patógeno 

da planta causador de podridão bacteriana de cebolas (BURKHOLDER, 1950). 

Uma série de espécies bacterianas ambientais relacionadas foram 

posteriormente descobertas e adicionadas ao gênero Burkholderia (CURRIE, 

2003). 

1.1.2 Burkholderia thailandensis como modelo de estudo e interesse 

biotecnológico 

Por conta das dificuldades vinculadas a segurança de trabalho, estudos 

com variantes patogênicas de Burkholderia acabam sendo potencialmente 

perigosas para os pesquisadores. Felizmente, há um modelo de estudo 

próximo à B. pseudomallei que não é um patógeno 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 água, e utilizada como 

modelo para o estudo de muitas características de suas contrapartes 

patogênicas (HARAGA et al., 2008b; MAJERCZYK et al., 2014).  B. 

thailandensis e B. pseudomallei divergiram de um antepassado comum há 

cerca de 47 milhões de anos e possuem semelhanças com sequências de 

rRNA 16S próximas (YU et al., 2006). Mais de 85% dos seus genes são 

conservados e os seus genomas são altamente sintênicos, ou seja, com genes 

localizados no mesmo cromossomo, apresentando apenas 4 grandes 

variações. As ilhas de patogenicidade fornecem uma fonte importante de genes 

específicos de espécies em B. thailandensis e B. pseudomallei (HOLDEN et al., 

2004; YU et al., 2006). Uma diferença notável entre as espécies é a 

capacidade de B. thailandensis para assimilar a L-arabinose, em contraste com 

B. pseudomallei, pela presença do óperon para assimilação de arabinose. 

Sendo assim, em contraste com as condições de biossegurança no trabalho 

exigidas de B. pseudomallei, o trabalho com B. thailandensis apresenta pouca 

restrição no uso de marcadores de resistência a antibióticos para sua 

manipulação genética (HARAGA et al., 2008a) 

Essas características colocam a B. thailandensis como um excelente 

modelo de estudo em relação às contrapartes patogênicas de outras espécies 

do gênero Burkholderia e também de Pseudomonas. Somado a isso, há a 

questão 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 restrição no uso de marcadores de 

antibióticos para manipulação genética (DUBEAU et al., 2009). B. 

thailandensis, assim como P. aeruginosa, produz biossurfactantes do tipo 

raminolipídeo, produto de grande interesse em diferentes indústrias. Contudo, 

utiliza-se a P. aeruginosa para a produção em larga escala por conta dos níveis 

elevados de síntese, o que desperta preocupações por ser um patógeno 

oportunista e, com o genoma conhecido, é possível identificar genes 

homólogos aos de P. aeruginosa como alvos de engenharia metabólica 

(DUBEAU et al., 2009). 
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1.2  Biofilme 

1.2.1 Definição 

Assim como em tecidos e organismos multicelulares que demandam 

uma intensa coordenação funcional entre as células, os micro-organismos 

comunicam-se quimicamente de forma coordenada.  Na maioria dos ambientes 

naturais, a associação de um micro-organismo com uma superfície permite o 

desenvolvimento de uma estrutura conhecida como biofilme. A complexidade 

estrutural e fisiológica dos biofilmes levou à ideia de que eles são grupos 

cooperativos e coordenados, análogos aos organismos multicelulares e os 

biofilmes formados por esses agregados microbianos podem estar presentes 

em interfaces ar-líquido ou líquido-líquido, ou mesmo como agregados 

flutuantes na forma de flocos ou grânulos (NADELL; XAVIER; FOSTER, 2009; 

XAVIER et al., 2003).  A ubiquidade dos biofilmes no ambiente natural, 

hospedeiros vegetais e animais, sugere fortemente que viver em grupos é 

crítico para ecologia e evolução bacteriana assim como para sua sobrevivência 

(HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004). 

O tamanho dos biofilmes varia com espessuras da ordem dos milímetros 

ou mesmo micrômetros, contudo a espessura de alguns biofilmes pode atingir 

vários centímetros, como no caso dos tapetes de algas. Sendo assim, os 

biofilmes podem ser definidos como comunidades de micro-organismos 

imobilizados numa matriz de substâncias 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 sobrevivência sob condições 

ambientais adversas tais como: radiação ultravioleta, estresses físico-químicos, 

dessecação e suprimento insuficiente de recursos nutritivos (XAVIER et al., 

2003), evidenciando a importância do estabelecimento de comunidades para 

melhor sobrevivência. É possível ver a fase microbiana planctônica como um 

mecanismo de translocação de uma superfície para outra, para uma 

colonização e perspectiva de desenvolver novas comunidades (WATNICK; 

KOLTER, 2000). 
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Estudos genéticos sobre biofilmes de uma única espécie mostraram que 

a formação da sua arquitetura se dá em múltiplas etapas (WATNICK; KOLTER, 

1999), requerendo sinalização intercelular (DAVIES et al., 1998) e 

apresentando um perfil global de transcrição de genes distinto das células 

planctônicas (BEENKEN et al., 2004). A formação de biofilmes é um processo 

que outras vias de desenvolvimento bacteriano. Pode surgir competição entre 

diferentes espécies contidas em um biofilme, ou biofilmes iniciados por células 

geneticamente idênticas podem ser desbalanceados por uma mutação 

espontânea. O inverso também é descrito na literatura, um estímulo à produção 

de biofilme na presença de outro micro-organismo ou molécula disponível 

(BOMBERGER et al., 2016; GROUNTA et al., 2016). Dessa forma, os biofilmes 

demandam um forte equilíbrio entre competição/cooperação (NADELL; 

XAVIER; FOSTER, 2009). 

Uma alegoria sobre a formação do biofilme bacteriano cunhada por 

Watnick e Kolter em 2000, o compara com uma vivência no espaço urbano 

(WATNICK; KOLTER, 2000). É necessário otimizar a vivência em uma cidade. 

O primeiro passo é a decisão da cidade em que se viverá, para então 

selecionar o bairro da cidade ao qual apresenta as melhores condições 

adaptadas às necessidades, para enfim construir uma casa entre muitas 

outras. Quando a vida na cidade começa a ser desfavorável e estressante, 

parte-se em busca de outro ambiente. Esses mesmos passos ocorrem no 

biofilme bacteriano. Primeiro, a bactéria se aproxima da superfície e pode 

então formar uma associação transitória com a superfície ou outros micro-

organismos previamente anexados à mesma. Esta associação transitória 

permite um lugar para se estabelecer e formar uma associação estável. 

Finalmente, o  biofilme tridimensional é erguido. As micrografias destas etapas 

na formação de biofilmes por uma única espécie bacteriana são mostradas a 

seguir (Figura 1).  
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Figura 1. Um estudo microscópico dos passos na formação de biofilmes por 

Vibrio cholerae.  
A bactéria planctônica foi visualizada por microscopia eletrônica de transmissão (barra de 1 
µM), as células e micro-colônias anexadas foram visualizadas por microscopia eletrônica de 
varredura (barra de 2 µM) e a micrografia de biofilme representa uma seção vertical através de 
um biofilme de 20 µM tomado por microscopia de laser de varredura confocal (barra de 10 µM) 
(WATNICK; KOLTER, 2000). 

Embora essas micrografias sejam visões estáticas da formação do 

biofilme, ocasionalmente ocorre o desprendimento das bactérias associadas ao 

biofilme (STEWART, 2003). Além das células fixas, há células que mantêm sua 

associação com o biofilme nadando entre pilares de bactérias associadas ao 

biofilme. O biofilme, portanto, demonstra um nível de atividade semelhante ao 

de uma cidade movimentada. O tráfego de pessoas e mercadorias se 

assemelha a motilidade celular e transferência de nutrientes constantemente. 

Afinal, uma cidade é feita principalmente das relações que se estabelecem 

entre os indivíduos.  

Dentre as numerosas vantagens da formação biofilme destaca-se o 

aumento da resistência a antibióticos quando comparadas à células 

planctônicas (GBEJUADE et al., 2016). Algumas características atribuídas ao 

crescimento microbiano em biofilmes pode ser explicada invocando fenômenos 
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de transferência,  pelas implicações físicas do crescimento em sistemas 

geometricamente tão diferentes como é o caso dos biofilmes em comparação 

com as células livres (STEWART, 2003). 

Em células livres, ou planctônicas, o transporte de solutos do meio 

líquido para uma célula é um processo relativamente rápido, não constituindo 

um passo limitante para o crescimento. Agregados microbianos, tais como o 

biofilme, são ambientes densamente empacotados onde o fluxo é limitado, 

apesar de ocorrerem poros nos biofilmes (DE BEER; SRINIVASAN; 

STEWART, 1994; STOODLEY; LEWANDOWSKI; DEBEER, 1994)  que são 

verdadeiros “canais de água” e toda a transferência de massa por difusão (DE 

BEER; SRINIVASAN; STEWART, 1994) um processo muito mais lento 

(BEULING; VAN DEN HEUVEL; OTTENGRAF, 2000; STEWART, 2003). Em 

agregados microbianos espessos, grandes distâncias difusionais afetam o 

transporte de solutos de/para as células bacterianas interiores. Nestas 

situações formam-se gradientes de solutos no biofilme e a transferência de 

massa torna-se um processo limitante para os bioprocessos (LEVI et al., 2017; 

SCHRAMM et al., 1999). Limitações de transferência de massa, que impedem 

a penetração de antibióticos, foram apontadas como possível causa para a 

resistência a antibióticos (GBEJUADE et al., 2016; LEVI et al., 2017). Nestes 

ambientes de gradientes de concentração formados constitui-se micronichos 

em biofilmes propícios à proliferação de organismos anaeróbios, apesar da 

presença de oxigênio em solução no meio líquido (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 característica o biofilme também pode apresentar-se de diferentes 

formas. A estrutura de cada cidade é extremamente única por conta de como 

se deu o seu desenvolvimento desde sua fundação até os dias de hoje. Com 

biofilmes, o processo é similar, contudo os verdadeiros arquitetos atuantes no 

processo são os micro-organismos. Por estrutura de biofilmes entende-se (1) a 

forma tridimensional do agregado em conjunto com (2) a distribuição espacial 

das substâncias imobilizadas, tanto bióticas como abióticas. A estrutura pode 

então ser descrita por meio de propriedades morfológicas, tais como a 



 
 
 

25 
 

espessura do biofilme, densidade do biofilme e forma da superfície do biofilme.  

A forma do biofilme define a forma da interface biofilme/líquido através da qual 

todo o transporte de massa de solutos ocorre, e as distâncias difusionais que 

definem micro-ambientes. A distribuição espacial de substâncias imobilizadas 

se deve à distribuição espacial de exopolissacarídeos, células bacterianas 

(possivelmente de diferentes espécies) e eventualmente de partículas 

inorgânicas (HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004). Sendo 

assim é possível dizer que cada comunidade microbiana é única 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 característica 

amorfa (Figura 2). 

 

Figura 2. Microscopia epifluorescente de biofilmes polimicrobianos.  
Biofilmes cultivados por 7 dias em superfícies de aço inoxidável, corados com 4,6-diamidino-2-

fenilindole (DAPI) e registrados por microscopia de epifluorescência. Observa-se as 
densidades celulares retidas em uma matriz extracelular. (DONLAN, 2002). 

Portanto, a estrutura de biofilmes tem um papel muito importante para a 

sobrevivência dos micro-organismos. Em conjunto com as condições 

hidrodinâmicas e fornecimento de nutrientes via difusão, a estrutura é definida 

pela atividade do biofilme: crescimento das células microbianas e sua divisão, 

produção e secreção de exopolissacarídeos, fatores externos como forças de 

atrito tais como hidrodinâmica e outras forças mecânicas. 

1.2.2 Aplicações e complicações dos biofilmes 

O fenômeno do biofilme impacta uma ampla gama de indústrias, 

incluindo a indústria do petróleo, de especialidades químicas, da saúde, de 
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produtos domésticos, de água potável, mineração e utilidades (TIJHUIS; VAN 

LOOSDRECHT; HEIJNEN, 1994). Como resultado, várias áreas têm os 

biofilmes como foco: quer para impedir infecções relacionadas com biofilmes 

ou a sua acumulação indesejada em equipamento industrial, quer para 

influenciar o desenvolvimento e atividade de um biofilme para uma aplicação 

bioindustrial particular. O espectro de técnicas utilizadas para a investigação 

dos biofilmes é igualmente vasto, de acordo com o elevado número de áreas 

científicas envolvidas, e vai desde vários métodos de microbiologia molecular 

aplicados a biofilmes mono-específicos cultivados em laboratório, até à 

utilização de micro-sensores para o estudo de tapetes de algas (LARKUM; 

KOCH; KÜHL, 2003), passando pela utilização de reatores em escala industrial 

(TIJHUIS; VAN LOOSDRECHT; HEIJNEN, 1994). 

Os biofilmes têm grande importância em estações de tratamento de 

águas ou de efluentes que removem organismos patogênicos e reduzem a 

quantidade de matéria orgânica na água através de interação com biofilmes 

(XAVIER et al., 2003), bioprocessos também utilizam biofilmes tais como a 

produção de vinagre (BOLETTI, 1921), produção de ácido cítrico (SAKURAI et 

al., 1997), aplicações farmacêuticas através da produção de metabólitos 

secundários (OKITA; KIRWAN, 1986), e processos biológicos para a extração 

de metais a partir de minério (RAWLINGS, 2002). 

Em contrapartida, biofilmes também apresentam um impacto negativo. A 

biocorrosão em equipamentos, contaminação de produtos, perdas energéticas 

relacionadas com o aumento de atrito, resistência acrescida à transferência de 

calor e perdas de pressão são alguns dos efeitos adversos da acumulação de 

biofilmes microbianos (JASS; WALKER, 2000). Há também a acumulação de 

biofilmes nos cascos de navios que é responsável pelo aumento de atrito e 

consequentes gastos de combustível (COOKSEY; WIGGLESWORTH-

COOKSEY, 1995; SCHULTZ; SWAIN, 2000; WALKER et al., 1995). 

Numerosas doenças infecciosas, tais como fibrose cística, estão relacionadas 

com biofilmes, visto que os mesmos podem ocorrer associado a tecidos vivos 

(COSTERTON, 1999). São comuns infecções causadas pela utilização de 

dispositivos médicos em ambientes clínicos, tais como cateteres e que estão 
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de igual modo relacionadas com biofilmes (DONLAN, 2001). Isto é recorrente 

com biofilmes formados pela Pseudomonas aeruginosa, uma espécie modelo 

presente em diversos ambientes, desde hospitalar até em poços de petróleo, 

sendo muito reconhecida como causadora da fibrose cística no qual seu 

biofilme cresce em associação com tecidos do sistema respiratório 

(COSTERTON, 1999). 

A matriz de polímeros extracelulares (EPS), mantém a coesão do 

biofilme e é responsável pela persistência das infecções relacionadas com 

biofilmes (COSTERTON; GEESEY; CHENG, 1978; SIMÕES; PEREIRA; 

VIEIRA, 2003). A EPS protege os micro-organismos de antibióticos de forma 

eficiente, já que estudos experimentais in vitro revelam que células plactônicas 

em biofilmes são mais resistentes a antibióticos do que células da mesma 

espécie no estado planctônico (CERI et al., 2001). Além disso, há resistência 

acrescida a métodos de desinfecção e limpeza com os biofilmes comparando 

com células bacterianas livres (SIMÕES; PEREIRA; VIEIRA, 2003). Sendo 

assim os métodos convencionais de desinfecção não são 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 colônia, é necessária uma 

comunicação entre as células de forma que as mesmas possam adequar seu 

metabolismo conforme o estágio de densidade celular. Através de interações 

intercelulares, tanto sociais como físicas, juntamente com as propriedades da 

matriz, o estilo de vida dentro do biofilme é claramente distinto das células 

bacterianas de vida livre (FLEMMING et al., 2016). Desenvolvendo a alegoria 

da cidade (WATNICK; KOLTER, 2000), um condomínio só funciona bem caso 

haja uma comunicação entre os moradores para criar novos espaços coletivos. 

Para as células o funcionamento é o mesmo, contudo a comunicação se dá por 

moléculas pertencentes aos sistemas de Quorum Sensing (QS). Esta é uma 

ferramenta essencial para a detecção e adaptação às novas condições 
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ambientais. Micro-organismos são capazes detectar uma variedade de pistas 

temporais e espaciais, e respondê-los com cascatas de transdução de sinal 

que promovem mudanças na expressão gênica, portanto alterando o 

comportamento celular. Justamente essa capacidade de resposta a um 

ambiente dinâmico demonstra que bactérias são capazes de sobreviver em 

situações favoráveis, neutras e hostis (BASSLER; MILLER, 2013; VAN 

KESSEL et al., 2015). 

Um modelo de comunicação microbiana no gênero Pseudomonas, 

exemplificado na figura seguinte, vem de bactérias de colonização de raízes 

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 proteína ativadora da 

transcrição (proteína receptora) que recebe o sinal da molécula autoindutora, 

produzida pela sintetase. A recepção de sinal dos autoindutores é dependente 

da densidade celular, ou seja, ocorre quando se atinge um nível específico. 

Dessa forma, o indutor se liga e ativa a proteína receptora a qual altera a 

expressão gênica (DE KIEVIT; IGLEWSKI, 2000). A Figura 3 demonstra essa 

relação dependente de densidade celular para detecção de AHLs 
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Figura 3. Mecanismos essenciais ao sistema Quorum sensing.  
QS de P. aeruginosa e Gram-negativas envolve dois componentes reguladores: a proteína 
ativadora da transcrição (proteína receptora) e a molécula do autoindutora produzida pela 
sintetase. O acúmulo de autoindutores ocorre de forma dependente da densidade celular até 
atingir um nível específico. Neste momento, o indutor se liga e ativa a proteína receptora (R), 

que por sua vez altera a expressão gênica (DE KIEVIT; IGLEWSKI, 2000). 

 

Estudos envolvendo cepas mutantes incapazes de produzir AHL 

revelaram variação na arquitetura de biofilmes. Ao suplementar cepas 

mutantes com moléculas sinalizadoras AHL, o biofilme mutante, não 

estruturado e homogêneo, 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 concentrações necessárias para 

a ativação de genes envolvidos na diferenciação do biofilme. Como os 

mutantes não apresentavam essa sinalização, sua expressão gênica não era 

alterada o que acarretava em um biofilme não estruturado para essas cepas 

(STICKLER et al., 1998). 
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A sinalização célula-célula não é exclusiva de uma única espécie.  Um 

exemplo são certas bactérias da placa dentária que podem modular a 

expressão 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 equilíbrio da expressão gênica é fortemente regulado para se adequar às 

condições do ambiente e da vizinhança, assim como na “cidade” em que os 

habitantes constantemente se adaptam a novas circunstâncias. Não apenas 

para alterar a expressão gênica, o QS também altera a competência genética, 

ou seja, a captação e incorporação de DNA exógeno por meio da 

transformação. Dados da literatura demonstram que frequências de 

transformação apresentam-se 10-600 vezes maiores nos biofilmes do que as 

células planctônicas (LI et al., 2001).  

Atualmente, busca-se criar uma era pós-antibióticos em que diferentes 

estratégias de combate a patógenos se fazem necessárias. Sendo assim, 

estão sendo desenvolvidos produtos que tem como alvo justamente o 

impedimento dessa comunicação entre células, seja específico para uma 

espécie ou de amplo espectro (BASSLER; SWEM, 2013; NG et al., 2012; 

PACZKOWSKI et al., 2017). 

Não apenas acerca do aspecto de saúde pública, o QS também tem 

impacto na geração de energia, tratamento de água e denitrificação. P. 

aeruginosa, por exemplo, é de grande importância nos processos de 

tratamento de águas residuais devido à sua alta capacidade de biodegradação 

de muitos compostos orgânicos. Vários sistemas QS que controlam várias 

funções biológicas de P. aeruginosa foram identificados. Há diferentes 

sistemas QS que se organizam de forma hierárquica controlando fisiologias 

bacterianas, expressão de determinantes de virulência, metabolitos 

secundários, motilidade crescente e formação de biofilmes assim como os 

processos biológicos associados à poluição biodegradável e geração de 

eletricidade (YONG et al., 2015).  

Os processos de tratamento de água residuais dependem de atividade 

microbiana para decompor matéria orgânica. O lodo ativado inclui um grande 
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número de micróbios com alta densidade celular, portanto demandando uma 

complexa comunicação célula-célula bacteriana nesse biofilme. Sendo assim o 

entendimento do funcionamento do QS permite regular funções e estruturas 

das comunidades microbianas em lamas ativadas (YONG et al., 2015).  Com 

relação à biorremediação, compostos aromáticos, generalizados em solos, 

sedimentos e águas, são uma categoria importante de poluentes ambientais 

persistentes, que demandam preocupação ambiental devido à sua toxicidade, 

carcinogenicidade e mutagenicidade (CAO; NAGARAJAN; LOH, 2009; PENG 

et al., 2008). Portanto, a utilização de micro-organismos com sua capacidade 

de degradação de compostos aromáticos é essencial para a biorremediação. 

1.4 Motilidade celular 

A forma como as bactérias regulam, montam e giram seus flagelos para 

nadar em meios líquidos é bem compreendida. O foco da bacteriologia está 

migrando da vida planctônica para superfícies, o que aumenta o interesse pela 

motilidade celular (KEARNS, 2010). Porém, a forma como algumas bactérias 

usam flagelos para deslocar-se sobre superfícies sólidas em uma forma de 

movimento designada swarming ainda não é bem compreendido. A motilidade 

de swarming é definida como um comportamento multicelular caracterizado 

pelo ágil deslocamento sobre uma superfície sólida ou semi-sólida com o 

movimento flagelar, como pode ser visto na Figura 4.  

  

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

A definição da motilidade por swarming, nao enfatiza o que permanece 

desconhecido sobre esse comportamento nem a variedade de fenótipos obtida 

(KEARNS, 2010). É importante destacar a possibilidade da existência de 

motilidade independente de flagelos, mas depende de surfactantes para reduzir 

a tensão superficial. Sendo assim, a pressão do crescimento celular desloca as 

colônias 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 três 

grupos, α,β e γ, na qual estão incluídas a P. aeruginosa e a B. thailandensis. 

Essa motilidade exige muita energia e condições específicas dependentes do 

organismo em questão e como seu metabolismo está otimizado. Além disso, os 

flagelos obviamente são o requisito mais importante e, juntamente com um 

aumento na biossíntese flagelar, demanda-se um aumento nas interações 

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

Muitas bactérias produzem moléculas anfipáticas que reduzem a tensão 

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 raminolipídeos que são compartilhados entre as 
espécies P. aeruginosa e B.thailandensis. 

Os surfactantes aparentam ser a camada límpida 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 produção de biossurfactantes, pois os mesmos são 

compartilhados pela comunidade e são eficazes somente em alta 

concentração. Potencialmente a evolução do QS sobre a produção de 

surfactantes é uma forma de garantir a produção 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 regulação de 

raminolipídeos por P. aeruginosa em que o QS determina a produção de 

surfactantes pelas bactérias (DOBLER et al., 2016; REIS et al., 2011). 

As bactérias que realizam swarming formam padrões de colônias 

macroscópicas em meios sólidos. Os padrões podem assumir formas 

diferentes, mas a relevância de qualquer padrão específico ainda não está 
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elucidada e provavelmente todas as bactérias são capazes de produzir uma 

variedade de padrões. Portanto, a formação de padrões pode ser um começo 

na regulação do swarming e um indicador de fatores ambientais (HIRAMATSU 

et al., 2005; SHIMADA et al., 2004). A Figura 6 ilustra alguns padrões de 

swarming em meio semi-sólido para melhor elucidação de padrões de 

swarming. 

 

Figura 6. Padrões de formação de colônias.  
Os diferentes padrões de formação de colônias podem ser extremamente variados, contudo 
todos são dependentes da motilidade de swarming. A) Swarm formado por Bacillus subtilis str. 

3610; B) O padrão de olho de touro formado por Proteus mirabilis str. PM7002; C) Dendritos 
formados por Pseudomonas aeruginosa str. PA14; D) Um vórtice 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 à esquerda do 
local de inoculação (KEARNS, 2010). 

O estudo da motilidade ainda precisa ser mais aprofundado, contudo é 

inegável a sua importância juntamente com a formação de biofilme e o QS na 

fisiologia do comportamento multicelular em bactérias. Novos mecanismos 

bioquímicos se fazem necessários para conectar os fenótipos de motilidade a 
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outras fisiologias celulares mais elucidadas. Contudo, ainda sem essa conexão 

clara, o swarming oferece uma visão citológica da complexidade das relações 

na “cidade” bacteriana. 

1.5 Surfactantes  

1.5.1 Visão geral da molécula 

Surfactantes são moléculas ativas em superfícies e interfaces, por conta 

de suas características anfipáticas. Possuem uma porção hidrofóbica e uma 

porção hidrofílica, sendo solúveis tanto em solventes polares quanto apolares e 

reduzem a tensão interfacial entre duas fases líquidas tais como óleo e água. 

Como consequência disso, os surfactantes podem apresentar papel 

detergente, emulsificante, espumante e dispersante, caracterizando-se assim 

como um grupo de moléculas versáteis (RAZA et al., 2010). Seu uso já é uma 

prática bem estabelecida, especialmente na indústria do petróleo (AL-MAJED; 

ADEBAYO; HOSSAIN, 2012) que inclui a recuperação de óleos dos 

reservatórios, a limpeza das plataformas e a biorremediação de solos 

(RODRIGUES, 2011; SANTOS et al., 2002), inclusive no caso de 

derramamento de petróleo (DESAI; BANAT, 1997), onde são apresentados 

como uma das formas mais efetivas no tratamento de grandes áreas (AL-

MAJED; ADEBAYO; HOSSAIN, 2012).  

Os produtos cosméticos e de higiene pessoal, incluindo creme dental, 

shampoo, cremes e maquiagem geralmente são formulados com surfactantes à 

base de petróleo. Porém, nos últimos anos a tendência de consumo de 

produtos "verdes" e a conscientização da sustentabilidade vem induzindo a 

substituição de agentes tensoativos de origem não renovável como é o caso do 

petróleo por agentes tensoativos naturais, os chamados biossurfactantes 

(FERREIRA et al., 2017). Como a maioria dos surfactantes atualmente 

utilizados são produzidos a partir de matérias-primas petroquímicas, os 

biossurfactantes de origem microbiana são vistos como uma alternativa 

sustentável e ambientalmente benéfica pois são biodegradáveis e não tóxicos 

em comparação com os surfactantes químicos sintéticos produzidos in vitro. 
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1.5.2 Biossurfactantes 

Como resultado da industrialização global e do aumento da população, 

houve um aumento alarmante das demandas globais de energia explorando os 

hidrocarbonetos. Com isso, grandes quantidades de hidrocarbonetos e 

derivados são liberados para o meio ambiente, ameaçando a saúde e a 

sustentabilidade do ecossistema. Os ambientes contaminados com 

hidrocarbonetos servem como um reservatório de micro-organismos capazes 

de degrada-los e produzir biossurfactantes. Os micro-organismos que crescem 

nesses ambientes sofreram muitas adaptações incluindo a produção de 

biossurfactantes como forma de ampliar o acesso a esses substratos 

hidrofóbicos (JOY SAM, BUTALIA TANVI, SHARMA SHASHI, 2017). Os 

surfactantes de origem biológica produzidos por bactérias formadoras de 

biofilmes também reduzem a tensão superficial ou interfacial dos líquidos e 

atuam como emulsionantes, agentes espumantes e dispersantes com baixa 

toxicidade, estão encontrando aplicações crescentes na biotecnologia e 

conduzindo a busca de novos compostos para uma maior exploração nas 

indústrias de biotecnologia, farmacêutica, engenharia de alimentos, 

biorremediação e biohidrometalurgia (FECHTNER et al., 2017; PEELE; CH; 

KODALI, 2016). Comercialmente existem três biossurfactantes disponíveis, os 

raminolipídeos, soforolipídios e surfactina. No entanto, os raminolipídeos são 

os únicos aprovados pela Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos 

(USEPA) para aplicação em produtos alimentícios, cosméticos e farmacêuticos 

(NITSCHKE; COSTA; CONTIERO, 2005).  

O alto custo de produção dos biossurfactantes ainda limita as suas 

utilizações em larga escala. Para diminuir seu custo é necessário entender 

melhor o metabolismo dos micro-organismos produtores (RAZA et al., 2010). 

Sendo assim, a engenharia metabólica vem sendo utilizada para melhoramento 

e construção de cepas produtoras, concentrando-se especialmente na 

manipulação de genes ligados, direta ou indiretamente, às vias biossintéticas 

destas moléculas (RAZA et al., 2010).  

Um grande destaque dos biossurfactantes é a produção a partir de 

fontes renováveis e com características físico-químicas semelhantes aos 
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surfactantes químicos. Entre os biossurfactantes produzidos e comercializados, 

destacam-se os raminolipídeos que são produzidos principalmente por 

bactérias dos gêneros Pseudomonas (DAVEY; CAIAZZA; TOOLE, 2003) e 

Burkholderia (DUBEAU et al., 2009; TAVARES et al., 2013) tidos como 

promissores para aplicação comercial devido a sua versatilidade e eficiência. 

1.5.3 Raminolipídeos 

A classificação dos raminolipídeos é dentro dos glicolipídeos aniônicos, 

ou seja, detém moléculas de raminose na porção hidrofílica e ácidos 3-

hidroxialcanóicos na porção hidrofóbica. Podem ser produzidos a partir de uma 

variedade de substratos como fonte de carbono e diferentes linhagens de 

bactérias podem realizar sua biossíntese, no entanto, a principal espécie 

produtora é P. aeruginosa (ABDEL-MAWGOUD; LÉPINE; DÉZIEL, 2010). 

Acerca da estrutura, são tipicamente dímeros de ácidos graxos ( uma ou 

duas moléculas de ácido β-hidroxidecanóico), ligados a mono ou dirraminose. 

Em P. aeruginosa é observada a produção de dois subgrupos de 

raminolipídeos: L-raminosil-β-hidroxidecanoil-β-hidroxidecanoato e L-raminosil-

L-raminosil-β-hidroxidecanoil-β-hidroxidecanoato também chamados 

respectivamente de mono e dirraminolipídeos e representados na Figura 7.  

 

Figura 7. Estrutura de Raminolipídeos. 
 Monorraminolipídeo (A) e Dirraminolipídeo (B) (OLVERA et al., 1999). 
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Sabe-se que os raminolipídeos atuam em processos como a assimilação 

de substratos insolúveis, 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 hemolítica (FUJITA; AKINO; YOSHIOKA, 1988) 

Com relação à produção de surfactantes, P. aeruginosa apresenta uma 

produção elevada de raminolipídeos e logo se tornou modelo de estudo para se 

compreender a produção dos biossurfactantes. A biossíntese e a bioquímica 

dos raminolipídeos têm sido amplamente estudadas, porém sua função exata 

ainda não está clara. São moléculas com múltiplos papéis, desde a absorção 

de substratos hidrofóbicos (AL-TAHHAN; SANDRIN; BODOUR, 2000; BEAL; 

BETTS, 2000; NOORDMAN; JANSSEN, 2002)até alteração de polaridade da 

superfície celular (AL-TAHHAN; SANDRIN; BODOUR, 2000; CHEN; ZHU, 

2005; DÉZIEL et al., 2003) além de atividades antimicrobianas contra outras 

bactérias (HABA et al., 2003) e podem perturbar os biofilmes de Bordetella 

bronchiseptica (JAEGER et al., 1997). Nos biofilmes de P. aeruginosa, 

acredita-se que raminolipídeos atuem na manutenção de canais de fluidos e o 

desprendimento de células da comunidade de biofilmes (BOLES; THOENDEL; 

SINGH, 2005; DAVEY; CAIAZZA; TOOLE, 2003; ESPINOSA-URGEL, 2003). 

Além disso, atuam como fatores de virulência afetando a função ciliar traqueal 

normal (READ et al., 1992), inibindo a resposta fagocítica dos macrófagos 

(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 redução 

da tensão superficial, o que provoca o condicionamento superficial necessário 

para uma colonização eficiente (DÉZIEL et al., 2003; MATSUYAMA; 

NAKAGAWA, 1996), dessa forma uma infecção começa a se propagar no 

hospedeiro. Um dos principais problemas na utilização de P. aeruginosa para 

produzir biossurfactantes em escala industrial é a necessidade de plantas 

industriais adequadas, por conta da preocupação com biossegurança pela 

presença do patógeno oportunista. 
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Uma maneira de evitar este problema é a utilização de bactérias não 

patogênicas para a produção do biossurfactante de interesse. Burkholderia é 

um gênero próximo de Pseudomonas com espécies capazes de produzir os 

raminolipídeos, tanto patogênicas como B. pseudomallei, causadora da 

meliodoisis, como não patogênicas 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 

restrições no uso de marcadores de antibióticos para manipulação genética 

(DUBEAU et al., 2009).  

1.5.4 Proteínas atuantes na biossíntese de raminolipídeos 

Com os genomas sequenciados, foi possível identificar genes 

homólogos aos de P. aeruginosa responsáveis pela síntese de raminolipídeos 

em B. thailandensis. Essa comparação de genes está ilustrada na Figura 8 em 

que se indicam os genes responsáveis pelas enzimas da via metabólica de 

síntese de raminolipídeos.  A síntese ocorre inicialmente pela enzima RhlA que 

gera ácidos 3-hidroxialcanóicos que são utilizados pelo produto de rhlB 

(raminosiltransferase I) como substratos para ligação de uma molécula de 

dTDP-L-raminose.  O gene rhlC, codifica a expressão da raminosiltransferase II 

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).  

 

 

Figura 8. Conjunto genético de P. aeruginosa e B. thailandensis.  
Arranjo genético de rhlA, rhlB e rhlC nos genomas de P. aeruginosa PAO1 e genes homólogos 
rhlA, rhlB e rhlC em B. thailandensis E264. (DUBEAU et al., 2009). 
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Além das Rhl, outras proteínas influenciam a via metabólica dos 

raminolipídeos e seus subsequentes fenótipos. Um estudo feito com P. 

aeruginosa  revelou a existência de uma proteína de membrana externa 

contendo um domínio estrutural de Barril-β, EstA, envolvida na produção de 

raminolipídeos (VAN DEN BERG, 2010; WILHELM et al., 2007). Devido à 

similaridade genética com Pseudomonas e sendo uma produtora de 

raminolipídeos, B. thailandensis se tornou uma forte candidata a conter um 

gene que codificaria uma enzima similare à EstA. Seu mecanismo exato não 

está bem elucidado, contudo seus efeitos são claros na produção de 

raminolipídeos, motilidade celular por swarming e na produção de biofilme 

(WILHELM et al., 2007). 

1.6 Autotransportadoras e a EstA 

Bactérias são dependentes da interação com o meio externo seja para a 

degradação de polímeros orgânicos macromoleculares, ou para o sistema QS, 

sendo assim, os sistemas de secreção de proteínas são essenciais para a 

sobrevivência celular. Diferentemente das bactérias Gram-positivas, que têm 

somente um compartimento intracelular e são capazes de secretar diretamente 

para o meio externo, as gram-negativas contém o citoplasma e periplasma. 

Este último fica localizado entre as duas membranas, interna e externa. Sendo 

assim, a secreção de proteínas para o periplasma ou para o meio extracelular 

demanda mecanismos diferenciados dos encontrados em gram-positivas.  

Esses mecanismos são classificados de I a VI, dependendo do mecanismo e 

estrutura molecular envolvida.   

O sistema de secreção do tipo V corresponde às proteínas 

autotransportadoras. A maioria das proteínas de membrana contém uma 

estrutura em Barril-β 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 não haveria o envolvimento de outros fatores, sendo assim 

seriam proteínas que se autossecretavam. Contudo, estudos demonstraram 
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que o sistema BAM (β-barrel assembly machinery) é crucial para o mecanismo 

das autotransportadoras (KNOWLES et al., 2009, 2011; VAN ULSEN et al., 

2014). Após a tradução, essas proteínas são reconhecidas pelo sistema Sec 

através do peptídeo sinal, o qual é clivado e a proteína liberada no espaço 

periplasmático. A partir desse ponto ocorre a interação com chaperonas 

presentes no periplasma que conduzem as autotransportadoras até a 

membrana externa. Caso a proteína seja secretada para o meio externo, deve 

haver a clivagem entre o domínio passageiro e o domínio Barril-β 

(BERNSTEIN, 2007, 2015). Este grupo é caracterizado pela sequência de um 

peptídeo sinal, um domínio passageiro N-terminal conectado a um domínio de 

Barril-β (BECKER et al., 2005; VAN ULSEN et al., 2014) ilustrado na Figura 9. 

Além disso, a estrutura dessas proteínas desperta interesse biotecnológico 

para a exibição de enzimas nas superfícies celulares bacterianas 

(BERNSTEIN, 2015). Apesar de sua importância, o mecanismo pelo qual os 

domínios de passageiros das autotransportadoras são expostos na membrana 

externa ainda não está claro. A visão clássica é que o domínio hidrofóbico do 

Barril-β fornece o canal através do qual o passageiro desdobrado se transloca, 

na parte extracelular (VAN DEN BERG, 2010).  

 

Figura 9. Estutura básica da autotransportadoras.  
Representação esquemática da organização de domínios autotransportadores que mostram 
uma organização geral de domínio tripartido com um peptídeo sinal (verde), um passageiro 

(amarelo-laranja) e um domínio β (vermelho) (VAN ULSEN et al., 2014). 
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A EstA, uma proteína autotransportadora, é uma das enzimas lipolíticas 

secretadas pela P. aeruginosa e se localiza na membrana externa (WILHELM 

et al., 1999). A Figura 10 ilustra a inserção do domínio β da EstA na membrana 

externa. As autotransportadoras predominantemente apresentam funções 

fisiológicas relacionadas à virulência (HENDERSON; NATARO, 2001). A EstA, 

é essencial para a virulência total em um modelo de rato de infecção 

respiratória crônica (POTVIN et al., 2003), contudo sua função exata ainda não 

está elucidada.  

 

Figura 10. Modelo do domínio C-terminal da esterase EstA de P. aeruginosa 
localizado na membrana externa. 
O domínio C-terminal consiste em 11 fitas beta com 10 a 12 resíduos de aminoácidos por 

cadeia. Os dois aminoácidos totalmente conservados em proteínas pertencentes à família de 
autotransportadores são marcados com asteriscos (WILHELM et al., 1999). 

 

Existem duas razões principais para se estudar enzimas lipolíticas de P. 

aeruginosa: (i) seu importante papel como fatores de virulência e (ii) seu 

potencial biotecnológico (WILHELM et al., 1999). Somado a isso está a 

facilidade de se acessar o banco de dados dos genomas sequenciados e a 

possibilidade de se comparar sequências para se realizar uma predição gênica.  

A EstA possui seu domínio passageiro, membro da família de lipases GDSL, 
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não cortado após a translocação (AKOH et al., 2004) e programas de predição 

de estrutura secundária prevêem uma estrutura atípica para o domínio 

passageiro da esterase (VAN DEN BERG, 2010). A Figura 11 mostra as 

peculiaridades do domínio passageiro da EstA, rico em hélices, em 

comparação com outras autotransportadoras, com predomínio de estruturas β. 

Isto a coloca em uma posição de destaque única dentro dos grupos de 

mecanismos de secreção de autotransportadoras (BERNSTEIN, 2015). A EstA 

também é de interesse biotecnológico, pois tem sido usado para exibir várias 

proteínas em superfícies bacterianas (BECKER et al., 2005; VAN DEN BERG, 

2010). 

 

Figura 11. Comparação da estrutura do domínio passageiro.  
(A) EstA, (B) YadA (PDB ID: 1P9H), (C) pertactina (PDBID: 1DAB) e (D) Hbp (PDB ID: 1WXR). 
As hélices são de cor vermelha, as vertentes β são de cor verde e os laços são coloridos em 
cinza (VAN DEN BERG, 2010). 

Além disso, mostrou-se recentemente que a EstA em P. aeruginosa é 

necessária para a produção de raminolipídeos, motilidade celular e formação 

de biofilmes. Sendo assim foram analisados fenótipos relacionadas ao 

biossurfactante em cepas de P. aeruginosa de tipo selvagem com um mutante 

estA-negativo e uma cepa superexpressando o estA em plasmídeo. A cepa 

mutante com deficiência da EstA produziu baixos níveis de raminolipídeos, 

enquanto a superexpressão de estA aumentou significativamente o rendimento 
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de surfactantes no sobrenadante. Além disso, a EstA se mostrou necessária 

para o swarming (WILHELM et al., 2007). 

1.7 Interesse biotecnológico da EstA 

As lipases também desempenham um papel importante em uma 

variedade de aplicações biotecnológicas (JAEGER; REETZ, 1998). Este 

potencial baseia-se na sua capacidade de catalisar a hidrólise de triglicerídeos 

e a sua síntese a partir de glicerol e ácidos graxos, que podem prosseguir com 

elevada especificidade e enantiosselectividade. Em particular, a EstA de P. 

aeruginosa catalisa a conversão estereosseletiva de uma variedade de aminas, 

bem como álcoois primários e secundários (JAEGER et al., 1997). Estudos 

com essa lipase demonstram o princípio de criar um biocatalisador com alta 

enantiosseletividade (REETZ et al., 1997). 

O interesse na EstA consiste não apenas na sua atividade, mas também 

na forma como sua estrutura única se organiza.  O display de proteínas na 

superfície celular possui aplicações biotecnológicas como a biocatálise de 

células inteiras e desenvolvimento de vacinas vivas. A via de secreção de 

autotransportadoras possui um grande potencial de exibição de superfície 

devido à sua estrutura modular e simplicidade (BECKER et al., 2005). Os 

polipeptídios são constituídos por um sinal N- terminal, um domínio  passageiro 

e uma unidade de translocação C-terminal ancorada em membrana. Dessa 

forma, através da engenharia genética, é possível modificar o domínio 

passageiro e exibi-lo na membrana externa de células com uma expressão 

heteróloga (NICOLAY; VANDERLEYDEN; SPAEPEN, 2015). Estudos com uma 

variante EstA foram realizados de forma que a estrutura do Barril-β foi utilizada 

como ancoragem de enzimas lipolíticas para a superfície 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 manipulação da EstA. 
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Figura 12. Desenho esquemático da construção EstA autotransportadora 

utilizada para a exibição de domínios de passageiros heterólogos.  
EstA consiste em um domínio de translocador embutido na membrana externa e um domínio 
de esterase extracelular. Uma seqüência de epítopo de E-tag (GAPVPYPDP-LEPR) foi 
introduzida na junção do domínio extracelular EstA e do domínio do passageiro de forma a unir 
a estrutura (BECKER et al., 2005).  

Portanto, estruturas das autotransportadora EstA, assim como de 

potenciais similares, podem ser redesenhadas com outros domínios 

passageiros e manter seu display na superfície celular. Isso leva à 

possibilidade de se obter biocatalisadores de células inteiras com atividade 

funcional (BECKER et al., 2005).  
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2 Objetivos 

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

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

possível proteína autotransportadora.  

2.1 Objetivos específicos 

1. Prospecção de autotransportadoras do tipo EstA, através da análise 

genômica por bioinformática 

2. Caracterizar in silico a proteína autotransportadora codificada pela 

orfE264.  

3. Construir uma cepa de B. thailandensis deficiente para a orfE264, e sua 

complementação com orfE264 e com estA. 

4. Caracterizar molecularmente o nocaute obtido da cepa deficiente para a 

orfE264  

5. Comparação fenotípica quanto à formação de biofilmes para as 

diferentes linhagens em estudo 

6. Comparar a motilidade celular do tipo swarming para as diferentes 

linhagens em estudo 
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3 Materiais e Métodos 

3.1 Análises in silico 

3.1.1 Prospecção de proteínas do tipo EstA 

Foi realizada a priori uma prospecção de genes que codifiquem 

proteínas autotransportadoras no genoma da cepa de B. thailandensis E264 

(ATCC 700388). Foi realizado uma busca de sequências similares à proteína 

EstA utilizando banco de dado biológicos Não Redundante através do algoritmo 

blastx (blast.ncbi.nlm.nih.gov), usando-se o e-value 10-5 como limite mínimo. 

Além da busca por similaridade de sequências, houve uma busca dos domínios 

de interesse nas espécies que compõe o gênero de Burkholderia. A busca foi 

feita através da através 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 

sequência de nucleotídeos da estA e comparou-se com os genomas de 

diferentes Burkholderia spp em busca de similaridade.  

3.1.2 Identidade entre as sequências  

As identidades entre as sequências 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.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

(TATUSOVA; MADDEN, 1999). O SmartBlast da mesma plataforma foi 

utilizado para análise de alinhamentos e comparação com sequências do 

banco de dados. Como forma de se identificar a posição de domínio 

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

3.1.3 Inferência filogenética 

A partir dos resultados anteriores, gerou-se um arquivo multi-fasta com 

as sequências de potenciais autotransportadoras com similaridade a EstA pelo 

software MEGA 7 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016). O alinhamento das 

sequências escolhidas foi feito através da ferramenta Muscle, do próprio 
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MEGA.  O método utilizado para a construção da árvore filogenética foi o 

Neighbour Joining com valores de bootstrap 1000. 

3.1.4 Predição de clivagem do peptídeo sinal 

A predição da clivagem do peptídeo 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 I-Tasser - ZhangLab 

(zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) (ZHANG, 2008) como forma de se 

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

A visualização e análise das estruturas se deu através do PyMOL 

(pymol.org - The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8 Schrödinger, 

LLC.), ferramenta gráfica molecular.  

3.1.6 Inferência de sequências transmembranares 

Estruturas secundárias das sequências foram obtidas através dos 

softwares Praline (ibi.vu.nl) e PSIPred (BUCHAN et al., 2013; JONES, 1999) 

em que através das características dos aminoácidos elaborou-se um modelo 

com a predição estrutural de inserção transmembranar. 

3.2 Bactérias, plasmídeos e meios empregados 

3.2.1 Meios de cultura empregados 

Cepas bacterianas foram cultivadas em meio Luria Bertani (LB) líquido 

ou ágar caso não descrito em outra metodologia. LB (Sigma Aldrich, St. Louis, 

EUA)  líquido 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 ágar consistiu no meio líquido suplementado com 1,5% (p/v) Bacto Agar 

(Vetec – Química Fina, Rio de Janeiro, Brasil). O meio foi esterilizado por 

autoclavação e armazenado à temperatura ambiente. Quando necessário, o 

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

marcadores de seleção na Tabela 1. 

Tabela 1 Relação dos antibióticos utilizados no estudo e suas concentrações. 

Antibiótico Concentração 

ampcilina 40 μg/mL 

Tetraciclina 40 μg/mL 

Higromicina 75 μg/mL 

Cloranfenicol 34 μg/mL 

Os estoques dos antibióticos de 40 mg/mL para tetraciclina e 34 mg/mL 

para cloranefenicol foram preparados em etanol; 75 mg/mL para higromicina 

foram preparados em água destilada estéril. Todas as soluções de antibióticos 

foram esterilizadas por filtração utilizando um filtro de 0,22 µm de abertura de 

malha.  

3.2.2 Bactérias e plasmídeos empregados 

Todas as cepas foram cultivadas em LB e armazenadas à -80°C em 

soluções estéreis de 20 % de glicerol (Vetec). As cepas bacterianas utilizadas 

nesse estudo estão listadas na Tabela 2.  
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Tabela 2 Relação das cepas utilizadas para o estudo. 

Microrganismo Descrição/Genótipo Origem/Referência 

Escherichia  coli 

JM109 

endA1, recA1, gyrA96, thi,hsdR17 

(rk
–, mk

+), relA1, supE44, Δ( lac-

proAB), 

[F´ traD36, proAB, laqIqZΔM15] 

Promega 

 

Burkholderia 

thailandensis 

E264 

Cepa Selvagem 

Gram negativa 

Produtora de raminolipídeos 

Brett PJ, et al., 

1998 

ATCC® 700388™ 

 

Burkholderia 

thailandensis 

E264 c/ pSIM18 

Cepa contendo o plasmídeo com 

as recombinases do fago γ 

utilizada para o nocaute 

Esse estudo 

Burkholderia 

thailandensis 

ΔorfE264::Cm 

Cepa com nocaute em orfE264 e 

inserção de CmR 

Esse estudo 

Burkholderia 

thailandensis 

ΔorfE264::Cm c/ 

pUCP26_orfE264 

Cepa com nocaute em orfE264 e 

inserção de CmR complementada 

com orfE264 contido em um 

plasmídeo pUCP26 

Esse estudo 

Burkholderia 

thailandensis 

ΔorfE264::Cm c/ 

pUCP26_estA 

Cepa com nocaute em orfE264 e 

inserção de CmR complementada 

com estA contido em um 

plasmídeo pUCP26 

Esse estudo 

  

Para a construção do plasmídeo contendo ∆orfE264::Cm, ou seja, o 

gene da proteína nocauteado com uma deleção e uma inserção do gene que 

confere resistência ao cloranfenicol na sequência, foi utilizado o shuttle vector 

pBlueScript-SK (New England Biolabs, Ipswich-Massachussets, EUA). O vetor 

foi clivado com as enzimas de restrição BamHI e ligado com o trecho 

∆orfE264::Cm sintetizado quimicamente com o mesmo sítio de restrição do 
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plasmídeo pBlueScript-SK. A Figura 13 ilustra o processo de construção do 

plasmídeo a partir do gene sintético. 

 

Figura 13 Construção do plasmídeo pBSK∆orfE264::Cm.  
Cliva-se o gene sintético com enzimas de restrição BamHI (1) gerando extremidades que são 
complementares às do plasmídeo pBlueScript-SK (2). O cassete de cloranfenicol é inserido em 
uma região específica do gene com os sítios de restrição de SmaI (3) nocauteando-o. O 

resultado é o plasmídeo portando o gene incapaz expressar a proteína OrfE264 a partir de um 
deleção e inserção de sequência (4). 
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Para a obtenção do plasmídeo contendo orfE264 selvagem, ou seja o 

gene da proteína autotransportadora não modificado, um processo semelhante 

foi feito utilizando o plasmídeo pUCP26 ao qual foi inserido com clivagem de 

enzimas de restrição BamHI, porém com a orfE264 íntegra (Eppoch, Sugar 

Land TX, EUA). Gerou-se então o pUCP26 contendo orfE264. Os plasmídeos 

utilizados neste estudo estão listados na Tabela 3, sejam eles padrões ou 

modificados para esse estudo.  

Tabela 3 Relação dos plasmídeos utilizados no estudo. 

Plasmídeo Descrição Origem/Referência 

pUCP26 Plasmídeo shuttle, derivado do 

pUC18, contendo origem de 

replicação de P. aeruginosa 

Doação do 

Laboratório Herbert 

Schweizer (WEST 

et al., 1994) 

pUCP26 E264 pUCP26 contendo a orfE264, Tet 

R 

Esse estudo 

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

pSIM 18 Vetor contendo 3 recombinases 

do fago Lambda, Hyg R 

(DATTA; 

COSTANTINO; 

COURT, 2006) 

pBlueScript SK AmpR Promega 

pBlueScriptSK- 

∆orfE264::Cm 

contendo uma deleção e a 

inserção de resistência à 

cloranfenicol, AmpR 

Esse estudo 

 

3.3 Oligonucleotídeos 

Os oligonucleotídos sintéticos utilizados como iniciadores nas reações 

em cadeia da polimerase foram obtidos através da Integrated DNA Technology 

– IDT (Coralville, IA, EUA) e estão listados na Tabela 4. 
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Tabela 4. Relação dos primers utilizados nesse estudo 

Nome Sequência (5´-3´)  Uso 

BT-estA-BamF 

TATGGATCCATGCATACCAAATATCGA

GGGA 

 PCR 

BT-estA-Pstl-R 

TATCTGCAGTCAGAACGTGCCGCCCA

GCAG 

 PCR 

Cat-F-RBS_ScaI 

TATAGTACTTTTTTGAGTTATCGAGATT

TT 

 Sonda 

Cat-R_Scal 

ATAGTACTTTACGCCCCGCCCTGCCA

CT 

 PCR/ 

Sonda 

3.4 Estratégias de manipulação gênica 

Construiu-se uma linhagem mutante de B. thailandensis, ∆orfE264::Cm, 

com nocaute do gene orfE264, utilizando-se enzimas virais contidas no fago 

Lambda e recombinação homóloga. Outras linhagens foram construídas a 

partir desse mutante: 1) complementação in trans, com a introdução de um 

plasmídeo contendo a orfE264 e 2) uma complementação cruzada, com a 

introdução de estA. Esses plasmídeos foram também adicionados à cepa 

selvagem a fim de caracterizar os fenótipos produzidos pela superexpressão 

dos genes orfE264 e estA. 

3.4.1 Extração do fragmento ∆orfE264::Cm 

O fragmento ∆orfE264::Cm do plasmídeo pBSK_∆orfE264::Cm foi 

propagado em E. coli. Esse fragmento constitui-se do orfE264 com uma 

deleção e a inserção do gene de resistência ao cloranfenicol. Conhecendo a 

existência de sítios de clivagem por enzimas de restrição do plasmídeo, a 

enzima BamHI foi utilizada para clivar em dois pontos e obter a sequência 

desejada. Para isso, aproximadamente 50 ng de DNA plasmidial purificado 

foram misturados a 0,2 U/μL das enzimas de restrição BamHI e tampão Tango 

yellow (Thermo Scientific) até um volume final de 30 μL. Essa mistura 

permaneceu em banho seco a 37 °C por cerca de 16 horas. 
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Após a digestão, os fragmentos de DNA resultantes foram separados 

por eletroforese em gel de agarose e purificados utilizando o kit Extração do 

Gel (Qiagen). Os fragmentos de DNA correspondentes à ∆orfE264::Cm eluídos 

foram precipitados com etanol e concentrados. Para isso adicionou-se 2,5 x 

volume etanol P.A., 3 M Acetato de Sódio (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 remoção do 

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

3.4.2 Construção de mutante ∆orfE264::Cm em B. thailandensis E264 

com as recombinases do fago λ 

O objetivo de gerar uma cepa nocauteada para orfE264 levou em conta 

formação de um mutante apolar, ou seja, através de uma mutação que não 

afetasse a expressão de eventuais genes do mesmo óperon. Para isso foi feita 

a inserção sem terminação transcricional. Foi empregado o sistema de 

recombinação do bacteriófago λ conforme descrito por DATSENKO e 

WANNER (2000) para obtenção de bactérias recombinantes. As recombinases 

contidas no plasmídeo pSIM18 (DATTA; COSTANTINO; COURT, 2006) atuam 

de forma que regiões homólogas presentes no fragmento fossem inseridas no 

cromossomo. Sendo assim, para a obtenção da mutante a cepa selvagem de 

B. thailandensis E264 (ATCC 700388) foi previamente transformada com o 

plasmídeo pSIM18 por eletroporação.  O plasmídeo pSIM18 está representado 

abaixo (Figura 14). As recombinases estão sob atuação de um repressor 

termossensível, sendo assim, seu genes passam a ser expressos em 

temperatura mais elevada uma vez que o repressor é inativado (CHAN et al., 

2007). 
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Figura 14. Mapa do pSIM18.  
O plasmídeo carrega os genes para as recombinases do fago lambda (exo, beta e gama) sob 

repressão de uma proteína termossensível (cI1857) codificada no mesmo plasmídeo (CHAN et 
al., 2007). 

Cada uma das recombinases possui uma função: a Exo é responsável 

pela formação de overhangs na sequência inserida, ao passo que a Beta atua 

na recombinação homóloga das regiões similares ao DNA exógeno no genoma 

da célula assim como sua ligação. A enzima Gama por sua vez atua sobre as 

nucleases nativas da célula hospedeira que poderiam degradar o DNA 

exógeno. A Figura 15 ilustra a atuação das enzimas Exo e Beta na inserção da 

sequência ∆orfE264::Cm na cepa B. thailandensis E264 portando o pSIM18. 



 
 
 

56 
 

 
 
 

Figura 15. Mecanismo de funcionamento das recombinases Exo e Beta do 
bacteriófago lambda.  
A enzima Exo é responsável pelos overhangs na sequência inserida, a Beta atua na 

recombinação homóloga do DNA exógeno no genoma da célula e sua ligação. (1) As 
extremidades do fragmento de DNA sintético ∆orfE264::Cm são reconhecidas pela enzima Exo, 
(2) formam-se extremidades coesivas sobre as quais (3) a enzima Beta atua gerando a 
recombinação homóloga entre a sequência genômica e a exógena permitindo assim (4) o 
nocaute da orfE264 (laranja) por uma sequência de cloranfenicol (verde), obtida por uma 
deleção seguida de uma inserção. 

Para o preparo das células competentes para introdução do fragmento 

mutagenizado, um inóculo com B. thailandensis E264 contendo o pSIM18 foi 

feito em 4 mL LB com higromicina a 75 μg/mL. Alíquotas de 1 mL foram 

tomadas e mantidas à 42°C por uma hora para indução da expressão das 

recombinases Red Lambda. Após esse período, células competentes foram 

preparadas. Adicionou-se o fragmento ∆orfE264::Cm e realizou-se uma 

eletroporação 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 μF e 200 Ohms. Plaqueou-se em meios LB com 

cloranfenicol a 34 μg/mL. Colônias isoladas resistentes ao cloranfenicol foram 

reinoculadas em LB com cloranfenicol a 34 μg/mL à 42°C O/N, a fim de curar o 

pSIM18, visto que o plasmídeo não se replica sob estas condições de 

temperatura. Foi selecionada a colônia que havia sido curada do plasmídeo 

pSIM18 mediante seleção para perda da resistência à higromicina.  

3.4.3 Estratégias de transformação e complementação in trans 

Como forma de inserir os plasmídeos pBSK∆orfE264::Cm  e 

pUCP26_orfE264, as cepas de B. thailandensis e E. coli foram transformadas 

por eletroporação. E.coli foi selecionada para propagar os plasmídeos 

disponíveis para que posteriomente pudessem ser extraídos. 

3.4.4.1. Extração de plasmídeos  

O DNA plasmidial foi preparado usando QIAprep ™ Miniprep para DNA 

plasmidial (QIAGEN) de acordo com as instruções do fabricante. O QIAprep 

miniprep é um procedimento que usa o método de lise alcalina modificado de 

Birnboim e Doly (1979). As bactérias são lisadas em condições alcalinas e o 

lisado é posteriormente neutralizado e ajustado para condições de ligação de 

alto teor de sal para purificação na membrana de gel de sílica. 

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 μl de Buffer P1, que contém RNAse A. Após suspensão, 

as células bacterianas foram lisadas em NaOH / SDS, adicionando 250 µl de 

tampão P2 e invertendo suavemente o tubo para misturar. O lisado foi então 

neutralizado e ajustado para condições de ligação de alto teor de sal por adição 

de 350 µl de tampão N3. A suspensão foi centrifugada durante 10 minutos a 10 

000 xg, a 4 ° C. O sobrenadante foi então aplicado a coluna QIAprep e 

centrifugada durante 1 min a 3.000 xg, a 4 ° C. A coluna foi lavada uma vez 

com tampão PB de 500 µl (contendo cloridrato de guanidina e isopropanol). 

Uma lavagem final foi realizada adicionando 750 µl de PE tampão (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 sílica. O DNA foi eluído pela adição de 50 µl 
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de água ao centro da coluna, seguido por 1 min de incubação e centrifugação 

durante 1 min a 3.000 xg, a 4 ° C 

3.4.4.2. Determinação da concentração e pureza de DNA 

A quantificação de DNA e avaliação de pureza se deu por absorbância 

em Nanodrop One (Thermo Scientific). A análise espectrofotométrica baseia-se 

nos princípios de que os ácidos nucleicos absorvem a luz ultravioleta em um 

260 nm. A pureza da amostra foi determinada usando o cálculo de absorvância 

a 260 nm/280 nm. A proporção foi utilizada para avaliar a pureza dos ácidos 

nucleicos. Para o DNA puro, A260 / 280 foi considerado ~ 1.8 para avaliar a 

contaminação proteica baseado na absorção de luz a 280 nm principalmente 

pelos os aminoácidos aromáticos. 

3.4.4.3. Transformação por eletroporação  

Culturas de bactérias cultivadas foram recolhidas durante a fase 

exponencial e alíquotas de 1 mL foram centrifugadas a 16.000 xg, por um ou 

dois minutos. As células foram lavadas em 1 mL de uma solução de 300 mM 

de Sacarose e centrifugadas duas vezes. As células foram ressuspendidas em 

100 μL da mesma solução para cada tubo. Caso o pellet formado fosse 

insuficiente, o conteúdo de dois tubos era combinado empiricamente. 

Aproximadamente 350 ng de DNA plasmidial foram adicionados a 100 

μL de bactérias competentes. A mistura foi transferida para uma cubeta de 

eletroporação pré-refrigerada (2 mm – BioRad). Os plasmídeos foram 

eletroporados para o interior da bactéria utilizando o Gene Pulser (BioRad) a 

2.5 kV, 25 μF e 200 Ohms. Imediatamente após a eletroporação as células 

foram transferidas para 1 mL de meio LB. As culturas foram incubadas por 1 

hora a 37°C, sob agitação. Entre 20 e 100 μl de cultura foram plaqueadas em 

meio ágar LB na presença do antibiótico apropriado para a marca de seleção. 

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

3.4.4 Comprovação do nocaute ∆orfE264::Cm 

Southern blot é uma técnica utilizada para verificar se uma sequência de 

DNA específica está ou não presente na amostra em análise, no caso 

presente, o genoma inteiro de um organismo. Além da detecção da sequência 
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no genoma, é possível obter informações sobre a massa molecular e a 

quantidade relativa existente dessa sequência de DNA específica. O seu nome 

foi dado em homenagem ao seu inventor, Edwin Southern, um biólogo inglês 

que desenvolveu a técnica em 1970 na Universidade de Edimburgo. Nesse 

estudo, foi feita uma versão adaptada dessa estratégia, que corresponde à 

amplificação por PCR do gene mutagenizado seguido da transferência do 

produto para uma membrana de Nylon carregada positivamente e hibridação 

com uma sonda específica. 

3.4.4.4. Extração de DNA genômico (gDNA) 

A extração do DNA genômico das cepas selvagem e mutante se deu 

através do kit GeneJET (Thermo Fischer Scientific). O processo se dá através 

de centrifugações consecutivas utilizando os reagentes presentes que 

determinam a força de interação do gDNA com a sílica. 

3.4.4.5. PCR comparativo 

A reação da PCR para amplificar fragmentos distintos entre as cepas 

selvagem e nocauteada foi realizada com os reagentes da polimerase Phusion 

(Thermo-Scientific) utilizando o tampão da reação CG, uma vez que o alto 

conteúdo de citosinas e guaninas do genoma da B. thailandensis dificultava a 

amplificação em condições padrões do tampão High-fidelity, e 3mM de 

magnésio de concentração final. A quantidade de DNA genômico foi de 80 ng e 

de DNA plasmidial, como controles, de 5 ng no total da reação. Os primers 

utilizados foram BT-estA-BamF e Cat-R_Scal. A ciclagem se procedeu 98 oC 

por 5 minutos, 30 ciclos de 95 oC por 15 segundos, 55 oC por 20 segundos e 72 

oC por 1 minuto, ao final, uma extensão de 72 oC por 10 minutos. 

3.4.4.6. Eletroforese 

As amostras de DNA foram analisadas por eletroforese através de gel de 

agarose. Géis de agarose foram preparados por dissolução de agarose 

(Sigma) em tampão 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 µl-30 µl), diluídas 

em tampão de amostra 6x (Thermo) foram aplicadas no gel de agarose 

preparado. Escadas de DNA 1kb (Thermo) foram usados como padrões de 
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peso molecular. A eletroforese foi realizada de forma constante, 80-110 V em 

1x tampão TAE. O gel foi submetido a coloração com banho de brometo de 

etídeo (0,5 µg/ml) por 20 minutos e as bandas de DNA foram visualizadas sob 

luz ultravioleta. 

3.4.4.7. Transferência do gDNA para uma membrana de Nylon 

Após a eletroforese em agarose e lavagem do brometo de etídio, 

realizou-se uma lavagem com água e banho em solução desnaturante (0,6 M 

NaCl, 0,2 N NaOH) por 45 minutos em leve agitação para formação da cadeias 

simples de DNA. Esta etapa é essencial, uma vez que apenas DNA em cadeia 

simples tem a capacidade de hibridar com a sonda além de degradar possíveis 

RNAs ainda presentes. Após a desnaturação, realizou-se uma lavagem com 

água e banho em solução neutralizante (1 M Tris, 1M NaCl, pH 7.0-7.5) por 45 

minutos com leve agitação. Em seguida realizou-se a transferência 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.H2O e 6 

mM EDTA, pH 7.4). A transferência ocorreu por capilaridade, através de 

pressão aplicada uniformemente distribuída sobre o gel com o auxílio de papel 

filtro embebido em água destilada, levando à imobilização do DNA sobre a 

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

por capilaridade do tampão para o maço de papel. 

Após a transferência, o gel foi novamente corado com brometo de etídeo 

para garantir que o DNA foi transferido e a membrana colocada dentro da 

estufa a 37 oC para secar. Depois, a membrana foi colocada dentro de uma 

embalagem plástica e exposta à radiação ultravioleta no transiluminador por 2 

minutos, para fixar permanentemente o DNA à superfície por cross-link. 

3.4.4.8. Elaboração de sondas com DIG 

As sondas de DNA marcadas com DIG foram obtidas a partir do método 

de marcação de DNA com iniciação aleatória e hibridação de oligonucleotídeos 

randômicos 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 

oligonucleotídeos como iniciadores e uma mistura de desoxirribonucleotídeos 

contendo DIG-11-DUTP para alongamento. Isso resultou na incorporação de 

digoxigenina (DIG) no DNA recém-sintetizado. 
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3.4.4.9. Elaboração da sonda Cm 

Primers para amplificar uma sequência específica do cassete presente 

no gene ∆orfE264::Cm foram utilizados para elaborar o molde para síntese da 

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

A reação de PCR para amplificar a sonda Cm se procedeu com os 

reagentes da polimerase Pfu (Thermo-Scientific) utilizando 4 mM de Magnésio 

de concentração final. A quantidade de DNA plasmidial do pBSK-∆orfE264::Cm 

foi de 5 ng na reação. Os primers utilizados foram Cat-F- RBS_ScaI e Cat-

R_Scal. A ciclagem se procedeu 95 oC por 1 minuto,  25 ciclos de 95 oC por 1 

minuto, 60 oC por 1 minuto e 72 oC por 1 minuto, ao final, uma extensão de 72 

oC por 10 minutos.  

3.4.4.10. Elaboração da sonda orfE264 

A elaboração da sonda orfE264 se procedeu com a digestão dupla do 

plasmídeo pUCP26_orfE264. Após uma eletroforese em agarose, o fragmento 

de interesse foi extraído do gel usando o QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), 

de acordo com as instruções do fabricante. Este sistema é projetado para isolar 

DNA de soluções aquosas e agarose. Os buffers de ligação nos kits de rotação 

QIAquick fornecem concentrações de sais e condições de pH para adsorção de 

DNA à membrana de sílica. Resumidamente, fatias de gel de agarose contendo 

os fragmentos de DNA de interesse foram excisados e subsequentemente 

solubilizados no buffer QG, seguido pela ligação à membrana de gel de sílica. 

Sais indesejados, impurezas e as proteínas foram lavadas com tampão 

contendo etanol, PE. O DNA foi eluído com água.  

Esse DNA foi utilizado como molde para síntese da sonda orfE264 com 

o kit o DIG – Labelling® (Roche, Mannheim, Germany). 

3.4.4.11.  Hibridização 

Foi feito um tratamento prévio da membrana em tampão de hibridização 

aquecido à 68 °C por cerca de 1 h. Adicionou-se à 2,5 mL de solução de 

hibridização a 65 ng de sonda desnaturada por aquecimento a 95 oC seguido 

de resfriamento em gelo. Retirou-se a solução de hibridização e a membrana 

foi selada em plástico em contato com a sonda. Incubou-se overnight à 50 °C 
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com leve agitação para ocorrer o reconhecimento da sonda pelas fitas 

desnaturadas de DNA na membrana. Lavou-se, em agitação, duas vezes por 5 

min com 2x SSC (0.3 M NaCl, 34 mM Citrato de sódio, pH 7,0), SDS 0,1 %, e 

duas vezes por 15 min com 0,1x SSC (15 mM NaCl, 1.7 mM Citrato de sódio, 

pH 7,0, SDS 0,1%) preaquecido à 68 °C. 

3.4.4.12. Revelação 

A revelação 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 reação ocorrendo 

no escuro e a reação foi pausada no momento desejado com com H2O 

destilada. 

3.5 Análise dos fenótipos celulares complementares 

3.5.1 Quantificação dos biofilmes aderentes 

Inoculou-se 5 réplicas de 1:10 das suspensões padronizadas por D.O. 

600nm de 1 em LB em orifícios de microplacas de poliestireno de 24 ou 96 poços 

(controles negativos feitos com o meio LB) e manteve-se à 30°C por 24 horas. 

Em seguida retirou-se o meio e as células planctônicas, lavou-se com salina 

0,85 % para remoção das células não aderidas, adicionou-se 1 mL de metanol 

por 15 minutos para a fixação dos micro-organismos. Após a remoção do 

metanol, corou-se com Cristal Violeta 0,5 % por 20 minutos. Lavou-se com 

água para remoção do excesso de corante e ressuspendeu-se o corante com 

ácido acético glacial 33 %. A densidade óptica das soluções foi medida em 

espectofotômetro 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 “diferença honestamente significativa”, uma vez que os dados se 

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

3.5.2 Motilidade celular por Swarming 

Como forma de analisar o deslocamento bacteriano em meio semi- 

sólido, 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 

à -80°C foram reativadas 5 mL de meio LB. Quando necessário, 

suplementadas com antibióticos (tetraciclina 40 µg/mL). Plaqueou-se um 

mesmo inóculo de células com D.O.600nm normalizada. Comparou-se os 

crescimentos através do registro de imagem em fotodocumentador e câmera 

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

4.1 Análises in silico 

4.1.1 Prospecção de genes que codifiquem produtos proteicos 

semelhantes à família EstA 

Tendo em vista o grande potencial da EstA e a similaridade filogenética 

entre os gêneros Pseudomonas e Burkholderia, realizou-se a prospecção de 

genes homólogos a estA dentro de espécies do gênero Burkholderia. Esta 

busca revelou três principais resultados para genes que codifiquem uma 

proteína putativa nas espécies relacionadas na Figura 17. 

 

 
 
 

Figura 17. O gene estA-like e seus homólogos.  
A prospecção realizada revelou homologia em relação à proteína EstA de P. aeruginosa nas 
espécies B. pseudomallei, B. mallei e B. thailandensis pertencentes ao gene em vermelho 
destacado. 

Além do valor vinculado à B. thailandensis por ser um modelo para 

espécies patogênicas do grupo (BRETT; DESHAZER; WOODS, 1998; 

HARAGA et al., 2008a; SMITH et al., 1997), seu genoma estar sequenciado e 

facilidade de manipulação em laboratório, a escolha da espécie para estudo se 
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deu por conta das perspectivas acerca da produção de biossurfactantes do tipo 

raminolipídeo com alto valor agregado e vasta aplicação industrial (DUBEAU et 

al., 2009; TORIBIO; ESCALANTE; SOBERÓN-CHÁVEZ, 2010). Foi escolhida 

então a cepa B. thailandensis E264 como modelo de estudo por conta dos 

fatos acima mencionados. 

A análise do gene, designado neste estudo de orfE264, revela uma 

proteína putativa com estrutura de domínios similares à EstA da P. aeruginosa, 

ou seja, um domínio de lipase no N-terminal e uma autotransportadora em 

Barril-β no C-terminal (Figura 18). 

 

Figura 18. Prospecção de genes estA-like em B. thailandensis.  
Indicou-se a presença de uma proteína putativa detentora de uma hidrolase associada a um 
domínio autotransportador Barril-β. 

4.1.2 Identidade entre as sequências OrfE264 e EstA 

Como forma de determinar o grau de identidade entre as sequências de 

aminoácidos 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.nlm.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 geração da árvore a seguir em que foi 
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automaticamente levada em conta a presença de uma proteína homóloga à 

EstA de P. aeruginosa, aqui designada OrfE264 em referência à cepa E264 de 

B. thailandensis.  

O SmartBLAST é um serviço que relaciona táxons mais próximos a uma 

sequência de aminoácidos e avalia a relação filogenética entre o banco de 

dados e o input. Busca-se três melhores correspondências do banco de dados 

de proteínas não redundantes, juntamente com as duas melhores 

correspondências dos proteomas completos de espécies de referência bem 

estudadas de forma que haja duas espécies de organismos diferentes como 

referência. Dessa forma, a busca pela OrfE264 retorna, como espécies 

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

Ambas as referências detêm uma transferase transportadora de ácido 

graxo da subfamília SGNH, GDSL esterase/lipase, o mesmo grupo em que a 

OrfE264 é predita. Não é surpreendente para a PAO1, uma vez que os gêneros 

Burkholderia e Pseudomonas são muito próximos a ponto de terem sido 

considerados apenas um gênero por muito tempo (CURRIE, 2003; YABUUCHI 

et al., 1992). Já para a soja ser utilizada como referência, é curioso por conta 

da distância filogenética entre as espécies. Nem a EstA ou a OrfE264 estão 

com seu papel metabólico bem ilustrado, contudo essa relação com a 

transferase da soja e seu papel com os ácidos graxos levanta curiosidades 

sobre a perspectiva de atuação das autotransportadoras no metabolismo dos 

raminolipídeos, moléculas detentoras de ácidos graxos (ABDEL-MAWGOUD; 

LÉPINE; DÉZIEL, 2010). 
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Figura 19. Árvore filogenética gerada pelo SmartBlat. 
A partir do input da sequência da OrfE264, foi gerada uma árvore filogenética resgatando 

resultados do Blast na plataforma do NCBI e comparando-os com espécies com maior 
identidade, ou seja as pertencentes dentro do gênero Burkholderia com espécies referência 
conhecidas: P. aeruginosa PAO1 e a soja. As sequências 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 domínio contendo esterase de B. 
thailandensis respectivamente. 

Analisando o alinhamento que deu origem à árvore filogenética anterior 

observa-se que as identidades entre todas as sequências se concentram no N-

terminal, onde se identifica a possível lipase da OrfE264. A região 

correspondente à autotransportadora não apresenta identidade. Contudo 

através de uma seleção exclusiva entre espécies de Burkholderia, aumenta-se 

a identidade entre as sequências de forma que se estende para a porção do 

Barril-β, crucial para o mecanismo das autotransportadoras (KNOWLES et al., 

2009, 2011; VAN ULSEN et al., 2014). Este resultado indica fortemente que 

dentro do gênero, o domínio autotransportador é conservado. Os alinhamentos 

estão ilustrados a seguir (Figura 20). 
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A 

 

B 

 

Figura 20. Alinhamento entre as sequências utilizadas na filogenia por 

SmartBlast. 
O alinhamento em vermelho é estritamente localizado na região N-terminal quando se compara 
todas as sequências (A). Ao alinhar apenas os integrantes do gênero Burkholderia, observa-se 
que as identidades se estendem por toda a sequência (B). Representa-se um forte indicativo 
de que a grande parte da diferença entre a OrfE264 e a EstA de fato se localiza na sequência 
de aminoácidos do Barril-β. 

Como forma de se identificar a posição do domínio 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 região 

autotransportadora, ou seja, a correspondente pelo Barril-β foi destacada em 

azul. O que se destaca é que, quando comparada com a figura anterior, o 

domínio da autotransportadora da OrfE264 se inicia praticamente onde não há 

mais alinhamento ao comparar todas as sequências, ao passo que passa a ser 

alinhado dentro do gênero. Isso demonstra-se como uma potencial região 

conservada dentro de Burkholderia. 

 

Figura 21. Destaque do domínio autotransportador para a OrfE264. 
Destacou-se em azul a sequência correspondente ao domínio autotransportador da OrfE264 

que potencialmente ancora a proteína na membrana. Obtido pelo software Smart. 

MHTKYRGTALRRMKIDSKQTRAVAAIALGIALALPAAACAQAFYALGDSLTDNGRVVRLTGILPNATSTIFRN

GRSSNGPVWAEYLPSLIGARFAPDDDYAINGALSGHGGYLNIIPTRPTWRSLPGFVDQVDQLIAAHPRLRGD

DLVGIWIGTNDQDLTKASLNGIEPFLGVPRPANIAEMSAYTLTNLNAQVRRLIGIGARQFVILNLNDANGTR

PGYVDYNGKLPADLVQFSRQGVNVHLFDVSGLLNQMRRNPSAYGLNDAPDVQCRHVPSCNGGVVGLQN

TYLTADGTHMMTSVHEYIALYLANQLNAPAAISTAPALGLDVARASALSALNMTDSGPLGAPRVALSDKLSL

FADVGYTRNFHGAANGIDAFDSDVEMFSIGADYKLSAESSAGALFSSGNASGSIAGGQGRIGMHAYRLGFY

HAFDRAGLFVRSYVGAGWSQYRLDRGAVLPGAISAHTTGFDFGGLVKAGFLFPLGGARLGPVADIGYAQLV

TRGYAEEGDPILAQDVGVQRLKGVSAGAGVRFAAPLAAIGLRAGELSAEAHLRHDAFGDRTLVTAQRYAPG

LPISTAVDGASATYERLSVALTVNPAKRWRGKLAVQADLGNAQRRSYTLLALLGGTF 
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A partir das informações dos blasts gerados, obteve-se as sequências 

de forma a evitar espécies repetidas e elaborou-se uma filogenia. Foi utilizado 

o programa MEGA, que é uma plataforma que integra várias ferramentas de 

análises evolutivas.  

A árvore gerada reflete as análises anteriores em que por conta das 

similaridades, podem ser identificados dois grandes grupos: Pseudomonas e 

Burkholderia, sendo a P. mesoacidophila exceção dentro de Burkholderia 

(Figura 22). Esses dois grandes grupos corroboram a separação entre os 

gêneros há algumas décadas atrás (YABUUCHI et al., 1992) devido à maior 

similaridade entre determinados integrantes do grupo; a OrfE264 entra portanto 

como um peso a favor da distinção da evolução que divergiu os ancestrais de 

Pseudomonas e Burkholderia. Além disso, revela-se a importância da estrutura 

terciária para a função da OrfE264 e da EstA, pois baseando-se estritamente 

na sequência primária, as diferenças entre elas são evidentes. Sendo assim, se 

faz necessária uma análise da estrutura terciária das proteínas. 
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Figura 22. Filogenia de autotransportadoras. 
Árvore com Neighbor-Joining de 1000 bootstrapsa partir de sequências de autotransportadoras 
vinculadas a esterases. Identifica-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, estão destacadas. As diferenças nas sequências primárias das 
proteínas as agrupam em diferentes ramos dentro da filogenia. 

Essa filogenia reflete a existência potencial de outras proteínas com 

características similares à OrfE264 e a EstA que também são desconhecidas 

estruturalmente e funcionalmente. Além disso, a B. thailandensis como modelo 

para suas contrapartes patogênicas integrantes do gênero (HARAGA et al., 
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2008a) apresenta-se mais uma vez como candidata para estudo de alternativas 

na potencial era pós-antibiótica com possibilidade de se elaborar alvos para o 

Quorum-Sensing e formação de biofilme (BASSLER; SWEM, 2013; NG et al., 

2012; PACZKOWSKI et al., 2017), sendo as proteínas similares à EstA um 

potencial alvo de terapia pois estão vinculadas a fenótipos com características 

virulentas. 

4.1.4 Predição de clivagem do peptídeo sinal 

O grupo das autotransportadoras é caracterizado pela sequência de um 

peptídeo sinal, um domínio passageiro N-terminal conectado a um domínio de 

Barril-β (BECKER et al., 2005; VAN ULSEN et al., 2014). A predição de 

clivagem de peptídeo sinal da sequência de uma proteína costuma ser feita 

com o uso de softwares que comparam a sequência fornecida com o banco de 

dados triado. No caso das análises apresentadas a seguir, foi realizada uma 

submissão baseada em bactérias Gram-negativas como forma de permitir 

melhor predição dessa clivagem. Com o uso do programa SignalP-4.1, o 

resultado é oferecido em scores. Cada um deles possui uma função 

determinante na definição do sítio de clivagem:  

• C-score (pontuação do site de clivagem bruto): Distinguir sites sinal 

clivagem peptídeo de todo o resto. A numeração da posição do sítio de 

clivagem é imediatamente após o local de clivagem (o primeiro resíduo na 

proteína madura). 

• S-score (marcador peptídeo de sinal): Distinguir posições dentro de 

peptídeos sinal de posições nas proteínas maduras e de proteínas sem 

peptídeos de sinal. 

• Y-score (local de clivagem): Uma combinação (média geométrica) do C e da 

inclinação do S, resultando em uma melhor predição do local de clivagem 

do que com o C bruto.  

A importância de se compreender cada um dos scores consiste na 

possibilidade de ocorrer múltiplos C-Scores de alto pico, ou seja, múltiplas 

possibilidades de clivagem sendo apenas uma a real região. O Y-score 

distingue entre C- picos qual seria o mais possível sítio de clivagem utilizando 
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para isso a informação obtida do S-Score advinda do conhecimento sobre 

clivagens em outras proteínas com e sem peptídeo sinal. 

Além disso, outros fatores são apresentados no resultado fornecido pelo 

software, dentre eles o D-score. Este consiste na pontuação de discriminação, 

ou seja, é uma média ponderada da média S e do máximo Y. Este é o score 

utilizado determinar se há um peptídeo sinal ou se se trata de peptídeos não 

sinalizadores. De forma geral, para as proteínas não secretadas todas as 

pontuações representadas na saída SignalP devem idealmente ser muito 

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

A sequência da OrfE264 foi analisada pelo software e seus resultados 

coletados e analisados. A partir dos Scores coletados é possível fazer a análise 

dos possíveis sítios de clivagem. Analisando a predição dos scores a figura a 

seguir revela que a OrfE264 apresenta diferentes sítios com maior potencial de 

clivagem. É necessário relacionar-se esses sítios obtidos pelo C-score com 

dados obtidos de outras proteínas com e sem peptídeo sinal para determinar o 

mais provável sítio de clivagem a partir do S-Score. Sendo assim, o resultado 

obtido da comparação entre esses dados, ou seja, o Y-Score indica que a 

OrfE264 pode ser inserida no grupo de proteínas secretadas via sinalização por 

peptídeo sinal como pode ser visto nos dados a seguir. Sendo assim, é 

possível afirmar que sua sequência sofre um processamento pós-traducional 

com a clivagem de uma parte da proteína, o peptídeo sinal, após o 

reconhecimento e passagem da mesma por um sistema de secreção. Dessa 

forma, através do software é possível determinar que a OrfE264 possui 

potencial participação na via de proteínas secretadas. Os resultados obtidos 

estão apresentados na Figura 23. 
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Figura 23. Predição de clivagem de peptídeo 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 provável sítio de clivagem entre 

os aminoácidos 40 e 41. 

 

Sendo assim, partir dos resultados apresentados pelo software, 

identifica-se um potencial sítio de clivagem da OrfE264 entre os aminoácidos 

40 e 41 o que corresponde ao peptídeo sinal, característico das 

autotransportadoras. 

Utilizando outra ferramenta de identificação de clivagem do peptídeo 

sinal, Protter (http://wlab.ethz.ch/protter), identifica-se o sítio de clivagem no 

aminoácido 42. Essa ferramenta utiliza o banco de dados Uniprot para buscar 

possíveis sítios de clivagem similares. A Figura 24 ilustra a região de clivagem 

em vermelho em toda a extensão da proteína. 
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4.1.5 Modelagem estrutural tridimensional da OrfE264 

Através da modelagem estrutural da proteína 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 proteína de estrutura conhecida mais próxima: a própria EstA. Para tal, 

utilizou-se as informações 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 confiança de cada modelo é medida 

quantitativamente pelo C-score, calculado com base na significância dos 

alinhamentos do modelo de encadeamento e nos parâmetros de convergência 

das simulações de montagem da estrutura. É 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 pontuação C está tipicamente na faixa de [-5, 

2], onde uma pontuação C de um valor maior significa um modelo com maior 

confiança.  

O TM-score é uma escala  proposta para medir a semelhança estrutural 

entre duas estruturas. O propósito de propor o TM-score é resolver o problema 

do RMSD, muito utilizado para avaliar a qualidade de modelos mas que é 

sensível ao erro local. Dadas as diferenças entre as sequências primárias e 

como o RMSD é uma distância média de todos os pares de resíduos em duas 

estruturas, um erro local (por exemplo, uma desorientação da cauda) 

acarretará 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±3.4Å. Sendo assim, avaliando-se o TM-Score, pode-se dizer com 

segurança que o modelo da OrfE264 é bem representativo e possui uma 

estrutura terciária similar à EstA. 
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A Figura 25 apresenta a modelagem da OrfE264 com a representação 

da EstA cristalografada como forma a ressaltar a conservação na estrutura 

terciária entre ambas as proteínas. 

 

Figura 25. Comparação 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 diferenças significativas entre as sequências primárias, a 
conformação das autotransportadoras apresenta uma conservação estrutural. As 
autotransportadoras estão coloridas numa graduação 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 características 

conservadas em termos tridimensionais dos principais domínios das 

autotransportadoras. A Figura 26 ilustra essa sobreposição. 
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Figura 26. Análise comparativa por sobreposição do modelo da OrfE264 e a 
estrutura cristalográfica da EstA 
Para analisar a similaridade da modelagem com proteínas  do banco de dados, utiliza-se como 

base o template de EstA (em roxo) 3kvn.1.A (VAN DEN BERG, 2010). Destaca-se assim as 
similaridades estruturais entre a OrfE264 e a EstA. OrfE264 colorido como um arco-íris de azul 
escuro no N-terminal para vermelho escuro no C-terminal. EstA demarcada em roxo. 

Como pode ser analisado, apesar de não ser polido com outras 

ferramentas de modelagem, o modelo da OrfE264 apresenta-se como um bom 

indicativo do potencial da proteína ser de fato uma autotransportadora da 

família EstA. A sobreposição das estruturas terciárias é evidente apesar das 

diferenças na sequência primária. Isto revela um potencial de aplicabilidade 

biotecnológica para a OrfE264 tal qual como foi feito com as modificações na 

EstA como forma de organizar enzimas de display na membrana externa 

heterologamente  (BECKER et al., 2005). 

4.1.6 Inferência de regiões transmembranares 

Análises das sequências com outros softwares também identificam as 

similaridades entre as sequências da OrfE264 e da EstA. O Praline 
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(zeus.few.vu.nl) é uma ferramenta que identifica características de sequências 

alinhadas, mesmo com baixo grau de identidade. Esse processo foi adotado 

para examinar as similaridades entre a OrfE264 e a EstA em relação a 

estrutura secundárias (Figura 27). O que se ressalta é a presença 

concomitante entre as alfa-hélices e as folhas-beta em ambas as sequências, 

revelando que os aminoácidos, apesar de diferentes, conservam características 

estruturais em comum. Por conta dessa conservação de características de 

cargas positivas/negativas e hidrofílicas/hidrofóbicas, nota-se que há a 

conservação da posição das estruturas secundárias entre as sequências. 

Uma outra análise utilizando a ferramenta PSIPred com a OrfE264 

corrobora a predição das folhas-beta (Figura 28). Apesar de algumas 

diferenças entre a previsão da estrutura formada por alguns aminoácidos, de 

uma forma geral ambas as predições são correspondentes. 

Como forma de se  avaliar as similaridades em termos de estrutura 

secundária 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 comparação entre estruturas secundárias destacadas dentro das 

proteínas. 
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Figura 27. Predição de estruturas secundárias entre a EstA e a OrfE264 por 

Praline. 
Através do Praline, as previsões de estruturas secundárias são elaboradas a partir de um 
alinhamento entre as sequências. Isto permite a comparação das localizações das alfa-hélices 
(em vermelho) e folhas beta (em azul) através de um diagrama. 

  . . . . . . . . . 10 . . . . . . . . . 20 . . . . . . . . . 30 . . . . . . . . . 40 . . . . . . . . . 50 

(PRED) EstA - - - - - - - - - - - M I R M A L K P L V A A C L L A S L S T A P Q A A P S P Y S T L V V F G D S L 

(PRED) OrfE264 M H T K Y R G T A L R R M K I D S K Q T R A V A A I A L G I A L A L P A A A C A Q A F Y A L G D S L 

                                                    

  . . . . . . . . . 60 . . . . . . . . . 70 . . . . . . . . . 80 . . . . . . . . . 90 . . . . . . . . . 100 

(PRED) EstA S D A G Q F P D P A G P A G S T S R F T N V G P T Y Q N G S G E I F G P T A P M L L G N Q L G I A P 

(PRED) OrfE264 T D N G R V V R L T G I L P N A T S T I F R N G R S S N - - - - - - G P V W A E Y L P S L I G A R - 

                                                    

  . . . . . . . . . 110 . . . . . . . . . 120 . . . . . . . . . 130 . . . . . . . . . 140 . . . . . . . . . 150 

(PRED) EstA G D L A A S T S P V N A Q Q G I A D G N N W A V G G Y R T D Q I Y D S I T A A N G S L I E R D N T L 

(PRED) OrfE264 - - - - - - - - - - - - - - - F A P D D D Y A I N G A L S G H G G Y L N I I P T R P T W R S L P G F 

                                                    

  . . . . . . . . . 160 . . . . . . . . . 170 . . . . . . . . . 180 . . . . . . . . . 190 . . . . . . . . . 200 

(PRED) EstA L R S R D G Y L V D R A R Q G L G A D P N A L Y Y I T G G G N D F L Q G R I L - - - - - - - - - - - 

(PRED) OrfE264 V D Q V D Q L I A A H P R - - - - L R G D D L V G I W I G T N D Q D L T K A S L N G I E P F L G V P 

                                                    

  . . . . . . . . . 210 . . . . . . . . . 220 . . . . . . . . . 230 . . . . . . . . . 240 . . . . . . . . . 250 

(PRED) EstA - - - - N D V Q A Q Q A A G R L V D S V Q A L Q Q A G A R Y I V V W L L P D L G L T P A T F G G P L 

(PRED) OrfE264 R P A N I A E M S A Y T L T N L N A Q V R R L I G I G A R Q F V I L N L N D A N G T R P G Y - - - - 

                                                    

  . . . . . . . . . 260 . . . . . . . . . 270 . . . . . . . . . 280 . . . . . . . . . 290 . . . . . . . . . 300 

(PRED) EstA Q P F A S Q L S G T F N A E L T A Q L S Q A G A N V I P L N I P L L L K E G M A N P A S F G L A A D 

(PRED) OrfE264 - - - - - V D Y N G K L P A D L V Q F S R Q G V N V H L F D V S G L L N Q M R R N P S A Y G L N D A 

                                                    

  . . . . . . . . . 310 . . . . . . . . . 320 . . . . . . . . . 330 . . . . . . . . . 340 . . . . . . . . . 350 

(PRED) EstA Q N L I G T C F S G N G C T M N P T Y G I N G S T P D P S K L L F N D S V H P T I T G Q R L I A D Y 

(PRED) OrfE264 P D V Q C R H V P S C N G G - - - - - - - - - V V G L Q N T Y L T A D G T H M M T S V H E Y I A L Y 

                                                    

  . . . . . . . . . 360 . . . . . . . . . 370 . . . . . . . . . 380 . . . . . . . . . 390 . . . . . . . . . 400 

(PRED) EstA T Y S L L S A P W E L T L L P E M A H G T L R A Y Q D E L R S Q W Q A D W E N W Q N V - - - G Q W R 

(PRED) OrfE264 L A N Q L N A P A A I S T A P A L G L D V A R A S A L S A L N M T D S G P L G A P R V A L S D K L S 

                                                    

  . . . . . . . . . 410 . . . . . . . . . 420 . . . . . . . . . 430 . . . . . . . . . 440 . . . . . . . . . 450 

(PRED) EstA G F V G G G G Q R L D F D S Q D S A A S G D G N G Y N L T L G G S Y R I D E A W R A G V A A G F Y R 

(PRED) OrfE264 L F A D V G Y T R N F H G A A N G I D A F D S D V E M F S I G A D Y K L S A E S S A G A L F S S G N 

                                                    

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

(PRED) EstA Q K L E A G A K D S D Y R M N S Y M A S A F V Q Y Q E N R W W A D A A L T G G Y L D Y D D L K R K F 

(PRED) OrfE264 A S G S I A G G Q G R I G M H A Y R L G F Y H A F D R A G L F V R S Y V G A G W S Q Y R - L D R G A 

                                                    

  . . . . . . . . . 510 . . . . . . . . . 520 . . . . . . . . . 530 . . . . . . . . . 540 . . . . . . . . . 550 

(PRED) EstA A L G G G E R S E K G D T N G H L W A F S A R L G Y D I A Q Q A D S P W H L S P F V S A D Y A R V E 

(PRED) OrfE264 V L P G - - - A I S A H T T G F D F G G L V K A G F L F P L G - - - G A R L G P V A D I G Y A Q L V 

                                                    

  . . . . . . . . . 560 . . . . . . . . . 570 . . . . . . . . . 580 . . . . . . . . . 590 . . . . . . . . . 600 

(PRED) EstA V D G Y S E K G A S A T A L D Y D D Q K R S S K R L G A G L Q G K Y A F G S - - - - D T Q L F A E Y 

(PRED) OrfE264 T R G Y A E E G D P I L A Q D V G V Q R L K G V S A G A G V R F A A P L A A I G L R A G E L S A E A 

                                                    

  . . . . . . . . . 610 . . . . . . . . . 620 . . . . . . . . . 630 . . . . . . . . . 640 . . . . . . . . . 650 

(PRED) EstA A H E R E Y E D D T Q D L T M S L N S L P G N R F T L E G Y T P Q D H L N R V S L G F S Q K L A P E 

(PRED) OrfE264 H L R H D A F G D R - T L V T A Q R Y A P G L P I S T A V D G A S A T Y E R L S V A L T V N P A K R 

                                                    

  . . . . . . . . . 660 . . . . . . . . . 670 . . . . . . . . .                      

(PRED) EstA L S L R G G Y N W R K G E D D - T Q Q S V S L A L S L D F                      

(PRED) OrfE264 W R G K L A V Q A D L G N A Q R R S Y T L L A L L G G T F                      

 



 
 
 

81 
 

 

Figura 28. Predição de estruturas secundárias da OrfE264 por PSIPred. 
Através do PSIPred, elaborou-se a previsão das estruturas secundárias da sequência da 
OrfE264. Em rosa destacam-se as alfa-helices e em amarelo as folhas-β. 

 

 

Figura 29. Comparação entre modelos OrfE264 e cristalografia da EstA 
Observa-se a similaridade entre a OrfE264 (A) e a EstA (B) obtida pela cristalografia (VAN DEN 
BERG, 2010). Apesar das diferenças significativas entre as sequências primária, a 
conformação das autotransportadoras apresenta alta similaridade nas estruturas secundárias e 
como elas se organizam na proteína. Alfa-hélices coloridas em vermelho e folhas-beta em 
verde. 
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Buscou-se elaborar um modelo da inserção das sequências na membrana 

externa da bactéria, contudo para a OrfE264, os bancos de dados acessados 

pelos softwares não possuem a informação necessária para alocar os resíduos 

de aminoácidos em suas posições 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 regiões 

hidrofóbicas atravessando a membrana que provavelmente correspondem ao 

Barril-β que ancora a proteína na membrana externa e a cristalografia (VAN 

DEN BERG, 2010). É importante destacar que o algoritmo utilizado pelo Protter 

expõe loops apenas para a membrana externa e não 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 

qual se desenvolveu uma inferência de como seria um modelo para a OrfE264 

(Figura 30). As informações das características dos aminoácidos da OrfE264 

foram resgatadas das análises do Praline (Figura 27) e PSIPred (Figura 28).  

O resultado apresentado a seguir revela as similaridades entre as duas 

proteínas e suas regiões transmembranares assim como o 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 proteínas 

desperta interesse biotecnológico para a exibição de enzimas nas superfícies 

celulares bacterianas (BERNSTEIN, 2015) tal como pode ser visto na Figura 

12. 
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4.2 Engenharia genética 

A utilização das recombinases do pSIM18 (DATSENKO; WANNER, 

2000; DATTA; COSTANTINO; COURT, 2006) se mostrou uma excelente 

estratégia para edição genômica em B. thailandensis. A utilização de um 

fragmento de DNA contendo regiões flanqueantes homólogas às sequências 

do genoma permitiu com sucesso a substituição do gene original pelo gene 

sintético mutante. O desenho da sequência se deu com base nas regiões de 

SmaI nativas, representadas em azul na Figura 31, sendo assim realizou-se 

uma deleção de um trecho da sequência com o uso desses sítios, 

representado em cinza, e uma posterior inserção do cassete de gene que 

confere resistência ao cloranfenicol, em verde na Figura 32. Sendo assim, a 

construção final do gene ∆orfE264::Cm resultou portanto em uma deleção 

seguida de uma inserção do cassete, como ilustrado abaixo. Esse gene foi 

construído utilizando um plasmídeo pBlueScript que originou o 

pBSK∆orfE264::Cm, representado na Figura 33.   
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Figura 31. Sequência do gene orfE264. 
Ilustra-se os sítios BamHI em amarelo no início e final da sequência sintética a fim de se inserir 
no pBlueScript, o ATG inicial da sequência orfE264 e o TGA final do orfE264. Em azul estão 

presentes os sítios SmaI utilizados para a inserção do cassete e em cinza destaca-se a região 
deletada da sequência. 

 

Figura 32. Sequência do gene ∆orfE264. 
Ilustra-se os sítios BamHI em amarelo no início e final da sequência sintética inserida  no 
pBlueScript, o ATG inicial do cassete de cloranfenicol em vermelho, e o TGA final em rosa do 

orfE264. Em verde está a sequência do gene que confere resistência ao cloranfenicol 
precedido de sua região upstream com o RBS (em amarelo). Em azul estão presentes os sítios 
SmaI utilizados para a inserção do cassete. 

WT ORF 
GAATTCTTTCGAATACGAGAAGGGCTCGCCCACGAGCCTCGGACGACATGCATACCAAATATCGAGGGACGGCGCTCC

GCCGAATGAAAATCGATTCGAAGCAAACGCGCGCGGTTGCGGCGATCGCGCTCGGCATCGCGCTGGCGCTGCCCGCGG

CGGCCTGCGCCCAAGCGTTCTACGCGCTCGGCGACAGCCTGACCGACAACGGCCGCGTCGTCAGGTTGACCGGCATCC

TGCCGAACGCGACGTCGACGATCTTTCGCAACGGCCGCTCGTCGAACGGCCCGGTGTGGGCCGAATACTTGCCGAGCC

TGATCGGCGCGCGATTCGCGCCCGATGACGATTACGCGATCAACGGCGCGCTGAGCGGGCACGGCGGCTATCTCAACA

TCATCCCGACGCGCCCGACTTGGCGCTCGCTGCCCGGGTTCGTCGATCAGGTCGATCAACTGATCGCCGCGCATCCGC

GCTTGCGGGGCGACGATCTGGTCGGCATCTGGATCGGCACCAACGACCAGGATCTGACCAAGGCGAGCCTGAACGGCA

TCGAGCCGTTTCTCGGCGTGCCCCGGCCGGCCAACATCGCGGAAATGAGCGCGTACACGCTCACGAACCTCAATGCGC

AGGTGCGGCGGTTGATCGGGATCGGCGCGCGCCAGTTCGTGATCCTGAACTTGAACGACGCCAACGGCACGCGGCCCG

GATATGTCGACTACAACGGCAAGCTGCCCGCGGATCTCGTGCAGTTCTCGCGGCAAGGTGTCAACGTTCACCTGTTCG

ACGTGTCGGGCCTGCTGAACCAGATGCGCCGCAATCCGTCCGCATACGGGCTGAACGACGCGCCGGACGTGCAATGCC

GCCACGTGCCGTCCTGCAACGGCGGCGTCGTCGGCCTGCAAAACACCTATCTCACGGCGGACGGCACGCACATGATGA

CGAGCGTGCACGAGTACATCGCTCTCTACCTCGCGAATCAGCTGAATGCGCCGGCCGCGATCTCGACCGCGCCGGCGC

TCGGGCTCGACGTCGCCCGGGCGAGCGCGCTGTCGGCGCTGAACATGACCGACAGCGGGCCGCTCGGTGCGCCGCGTG

TCGCGCTGTCGGACAAGCTGTCGCTGTTCGCCGACGTCGGCTATACGCGCAACTTTCACGGCGCGGCAAACGGCATCG

ACGCGTTCGACAGCGATGTCGAGATGTTCTCGATCGGCGCCGACTACAAGCTGTCCGCTGAGTCGAGCGCCGGCGCGC

TCTTTTCGAGCGGCAACGCGAGCGGCTCGATCGCCGGCGGGCAAGGGCGGATCGGGATGCATGCATACCGGCTCGGCT

TCTATCATGCGTTCGACCGCGCCGGCCTGTTCGTGCGTTCGTACGTCGGCGCAGGCTGGAGCCAGTATCGGCTCGATC

GCGGCGCCGTGCTGCCGGGGGCGATCAGCGCGCATACCACCGGCTTCGATTTCGGCGGGCTCGTCAAGGCCGGATTCC

TGTTCCCGCTTGGCGGCGCGCGGCTTGGCCCCGTTGCCGACATCGGGTACGCGCAGCTCGTCACGCGCGGCTACGCGG

AGGAGGGCGACCCGATCCTCGCGCAGGACGTCGGCGTGCAGCGGCTGAAGGGCGTAAGCGCCGGAGCGGGCGTGCGCT

TCGCGGCGCCGCTCGCGGCGATCGGGCTGCGCGCCGGCGAGTTGTCCGCCGAGGCGCACCTGCGGCACGATGCGTTCG

GCGACCGCACGCTCGTCACGGCCCAGCGTTATGCGCCCGGTCTGCCGATCAGCACGGCCGTCGATGGCGCGAGCGCGA

CCTATGAGCGGCTGTCGGTCGCGCTCACCGTGAATCCCGCGAAGCGGTGGCGGGGCAAGCTCGCCGTGCAGGCGGATC

TCGGCAACGCGCAGCGCCGTTCGTACACGCTGCTCGCGCTGCTGGGCGGCACGTTCTGAGGATCC 

GGATCCTTTCGAATACGAGAAGGGCTCGCCCACGAGCCTCGGACGACATGCATACCAAATATCGAGGGACGGCGCTCC

GCCGAATGAAAATCGATTCGAAGCAAACGCGCGCGGTTGCGGCGATCGCGCTCGGCATCGCGCTGGCGCTGCCCGCGG

CGGCCTGCGCCCAAGCGTTCTACGCGCTCGGCGACAGCCTGACCGACAACGGCCGCGTCGTCAGGTTGACCGGCATCC

TGCCGAACGCGACGTCGACGATCTTTCGCAACGGCCGCTCGTCGAACGGCCCGGTGTGGGCCGAATACTTGCCGAGCC

TGATCGGCGCGCGATTCGCGCCCGATGACGATTACGCGATCAACGGCGCGCTGAGCGGGCACGGCGGCTATCTCAACA

TCATCCCGACGCGCCCGACTTGGCGCTCGCTGTGACCCGGGTTTTTGAGTTATCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAGC

TAAAATGGAGAAAAAAATCACTGGATATACCACCGTTGATATATCCCAATGGCATCGTAAAGAACATTTTGAGGCATT

TCAGTCAGTTGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGTTCAGCTGGATATTACGGCCTTTTTAAAGACCGTAAAGAAAAA

TAAGCACAAGTTTTATCCGGCCTTTATTCACATTCTTGCCCGCCTGATGAATGCTCATCCGGAATTCCGTATGGCAAT

GAAAGACGGTGAGCTGGTGATATGGGATAGTGTTCACCCTTGTTACACCGTTTTCCATGAGCAAACTGAAACGTTTTC

ATCGCTCTGGAGTGAATACCACGACGATTTCCGGCAGTTTCTACACATATATTCGCAAGATGTGGCGTGTTACGGTGA

AAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGTTTATTGAGAATATGTTTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGTTTCACCAG

TTTTGATTTAAACGTGGCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGTTTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGCGA

CAAGGTGCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGTTCATCATGCCGTCTGTGATGGCTTCCATGTCGGCAGAATGCTTAATGA

ATTACAACAGTACTGCGATGAGTGGCAGGGCGGGGCGTAACCCGGGCGAGCGCGCTGTCGGCGCTGAACATGACCGAC

AGCGGGCCGCTCGGTGCGCCGCGTGTCGCGCTGTCGGACAAGCTGTCGCTGTTCGCCGACGTCGGCTATACGCGCAAC

TTTCACGGCGCGGCAAACGGCATCGACGCGTTCGACAGCGATGTCGAGATGTTCTCGATCGGCGCCGACTACAAGCTG

TCCGCTGAGTCGAGCGCCGGCGCGCTCTTTTCGAGCGGCAACGCGAGCGGCTCGATCGCCGGCGGGCAAGGGCGGATC

GGGATGCATGCATACCGGCTCGGCTTCTATCATGCGTTCGACCGCGCCGGCCTGTTCGTGCGTTCGTACGTCGGCGCA

GGCTGGAGCCAGTATCGGCTCGATCGCGGCGCCGTGCTGCCGGGGGCGATCAGCGCGCATACCACCGGCTTCGATTTC

GGCGGGCTCGTCAAGGCCGGATTCCTGTTCCCGCTTGGCGGCGCGCGGCTTGGCCCCGTTGCCGACATCGGGTACGCG

CAGCTCGTCACGCGCGGCTACGCGGAGGAGGGCGACCCGATCCTCGCGCAGGACGTCGGCGTGCAGCGGCTGAAGGGC

GTAAGCGCCGGAGCGGGCGTGCGCTTCGCGGCGCCGCTCGCGGCGATCGGGCTGCGCGCCGGCGAGTTGTCCGCCGAG

GCGCACCTGCGGCACGATGCGTTCGGCGACCGCACGCTCGTCACGGCCCAGCGTTATGCGCCCGGTCTGCCGATCAGC

ACGGCCGTCGATGGCGCGAGCGCGACCTATGAGCGGCTGTCGGTCGCGCTCACCGTGAATCCCGCGAAGCGGTGGCGG

GGCAAGCTCGCCGTGCAGGCGGATCTCGGCAACGCGCAGCGCCGTTCGTACACGCTGCTCGCGCTGCTGGGCGGCACG

TTCTGAGGATCC 
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Figura 33. Mapa do pBSK_∆orfE264::Cm.  
O plasmídeo pBluescript-SK atua como arcabouço para o gene sintético orfE264, destacado 
em amarelo, inserido através das enzimas de restrição BamHI e interrompido por um cassete 

de cloranfenicol, inserido pelas enzimas de restrição SmaI, originalmente presentes no gene. O 
processo foi realizado pela Eppoch Life Sciences. Esse cassete de cloranfenicol está sob 
regulação do promotor T7. Mapa elaborado pelo software SnapGene Viewer. 
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O gene ∆orfE264::Cm construído foi clivado do plasmídeo com enzimas 

de restrição e purificado através da extração de banda do gel de agarose. 

Sendo assim, foi possível construir a cepa de B. thailandensis com o gene 

orfE264 substituído por uma sequência interrompida pelo cassete da 

cloranfenicol-acetil-transferase com o objetivo de nocauteá-lo e obter uma 

bactéria mutante incapaz de sintetizar a proteína.  

Ainda se fazia necessária a confirmação do nocaute no genoma, sendo 

assim se procedeu com a metodologia do Southern Blot. A utilização de uma 

sonda específica para uma sequência de DNA permitiu explorar as 

possibilidades da construção ∆orfE264::Cm, com suas regiões similares à 

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

O primeiro passo consistiu em extrair o DNA genômico das cepas 

selvagem e ∆orfE264::Cm. A utilização de um kit otimizou e normalizou com 

sucesso essa etapa. Em seguida esses DNAs genômicos foram utilizados 

como molde de uma reação de PCR utilizando um set de primers capaz de 

amplificar do início da sequência da orfE264 até o final do cassete.  

A princípio o próprio PCR já seria suficiente para indicar a alteração da 

sequência, uma vez que não haveria como um dos primers se alinharem na 

sequência selvagem, contudo dada a complexidade do genoma, se faz 

necessário o uso de uma sonda que reconheça uma região maior para evitar 

que regiões arbitrárias tenham sido amplificadas. Também é essencial a 

presença de controles como forma de garantir o funcionamento da reação, 

sendo assim os plasmídeos pUCP26_orfE264, com o gene selvagem da 

orfE264, e o pBSK_∆orfE264::Cm, com o gene contendo a interrupção da 

sequência, serviram a esse propósito. A Figura 34 ilustra os primers da reação 

e o mapeamento de seu anelamento assim como a reação de PCR resultante 

do processo na Figura 35. 
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Figura 34. Mapeamento das regiões amplificadas por PCR.  
Apenas haverá o anelamento dentro da sequência com a inserção do cassete de cloranfenicol 
(verde) pelo primer reverso (Cat-R_ScaI) na sequência ∆orfE264::Cm, ao passo que o primer 
foward anela em ambas as sequência. Sendo assim a reação apenas amplificará a sequência 
com o nocaute com 1806pb. 

 

 

Figura 35. Eletroforese dos produtos do PCR comparativo.  
A figura ilustra os produtos amplificados a partir dos templates (1) gDNA selvagem, (2) gDNA 
Mutante ∆orfE264::cm, (3) pUCP26_orfE264, (4) pBSK_∆orfE264::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 necessária uma sonda 

com nucleotídeos modificados. Como forma de analisar as sequências 

amplificadas, duas sondas foram geradas: uma sendo a orfE264 com 1931 pb 

obtida a partir da extração do fragmento do gene do plasmídeo 

pUCP26_orfE264 e a outra com a sequência da cloranfenicol-acetil-

transferase, obtida pelo uso de primers específicos para amplificá-la por PCR 

usando como molde o plasmídeo pBSK_∆orfE264::Cm e com 701 pb. A 

elaboração da sonda é uma marcação com DIG-nucleotídeos que consiste na 

reação da enzima Klenow associada com a presença de primers randômicos e 

abastecida com nucleotídeos modificados. Isso permite o reconhecimento 

desses nucleotídeos por um anticorpo conjugado a uma enzima que utiliza o 

NBT/BCIP como substrato para gerar uma marcação colorimétrica. Marcação 

essa que fica localizada na altura da banda do gel de agarose transferido, o 

que permite a determinação dos tamanhos das amostras de DNA. A Figura 36 

ilustra o processo de elaboração 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 ∆orfE264::cm, também se 

utilizou o pBSK_∆orfE264::cm como controle positivo. Foram realizados dois 

géis de agarose em conjunto e transferência para a membranda de Nylon para 

ambas as amostras a serem analisadas pelas sondas orfE264 e cm. O 

Southern blot, após a transferência, se procedeu de forma individual para cada 

uma das sondas.  

Depois da revelação, o que se evidenciou nas membranas foi um sinal 

consideravelmente mais forte da sonda cm do que da sonda orfE264 (Figura 

37). Essa variação 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 presença de uma única banda quando o DNA genômico mutante foi 

empregado como template, diferentemente do que era observado no gel de 

agarose com a identificação de múltiplas bandas no produto obtido do 

plasmídeo controle pBSK_∆orfE264::Cm. Isto se deve à sensibilidade do 

método que detecta os produtos de PCR do plasmídeo distribuídos pelo gel.  
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Figura 36. Processo de elaboração das sondas.  
A sonda orfE264 foi obtida a partir de um fragmento plasmidial removido por dupla digestão e 
extração de banda de gel de agarose para ser marcado com DIG. A sonda Cm foi obtida a 
partir de uma reação de PCR purificada para ser marcada com DIG. 
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Figura 37. Southern Blot com sondas específicas para orfE264 e para o cassete 
de cloranfenicol (Cm).  
As setas indicam as posições dos alvos nos produtos de PCR do gDNA mutante ∆orfE264 e no 
plasmídeo contendo o gene ∆orfE264. (1) gDNA selvagem B. thailandensis E264, (2) gDNA 

Mutante B. thailandensis E264 ∆orfE264::Cm, (3) pBSK_∆orfE264::Cm amplificado. 

Não se pode deixar de notar a presença de múltiplas bandas no 

plasmídeo, contudo uma explicação possível para a presença dessas múltiplas 

bandas é o fato de haver diferentes formas plasmidiais restantes ainda no 

produto de PCR que não são resolvidas e também a concatenação de 

fragmentos de PCR devido à alta concentração e ao elevado conteúdo de CG. 

Portanto o Southern Blot e a combinação de sondas foram uma 

estratégia eficiente na proposta de se localizar o nocaute no genoma de B. 

thailandensis a partir da detecção do cassete de cloranfenicol em gDNA. 

4.3 Complementação plasmidial 

Como forma de se avaliar a importância da OrfE264, o plasmídeo 

pUCP26 contendo o gene orfE264 foi inserido na cepa mutante nocauteada 

para comparação e avaliação de recuperação de fenótipo. Além disso, o 

plasmídeo pUCP26 contendo o estA foi inserido na cepa mutante para 

avaliação da expressão heteróloga. A seguir ilustra-se os mapas das 

construções plasmidiais finais utilizadas para a complementação in trans da 

cepa mutante desse estudo com orfE264 (Figura 38) ou estA (Figura 39). 
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Figura 38. Mapa do pUCP26_orfE264.  
O plasmídeo pUCP26 atua como arcabouço para o gene sintético orfE264, destacado em 
amarelo, inserido através das enzimas de restrição EcoRI e BamHI pela Epoch Life Sciences 
(Sugar Land TX, EUA). Esse gene está sob regulação de um promotor lac. Mapa elaborado 

pelo software SnapGene Viewer. 
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Figura 39. Mapa do pUCP26_estA.  
O plasmídeo pUCP26 atua como arcabouço para o gene sintético estA destacado em 
vermelho, inserido através das enzimas de restrição EcoRI e BamHI pela Epoch Life Sciences 
(Sugar Land TX, EUA) (DOBLER, 2014). Esse gene está sob regulação de um promotor lac. 
Mapa elaborado pelo software SnapGene Viewer.  
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Dessa forma, a partir da cepa mutante foi possível realizar diferentes 

combinações para se estudar os efeitos da expressão da OrfE264 ou da EstA 

na B. thailandensis. Os plasmídeos pUCP26 contendo orfE264 ou estA foram 

introduzidos nas variantes de forma que fosse possível obter os mais diversos 

fenótipos. A Figura 40 ilustra a coleção de cepas utilizadas nesse estudo. 

 

 

Figura 40. Esquema das cepas de B. thailandensis.  
(A) Cepa selvagem; (B) B. thailandensis E264 ∆orfE264, (C) Cepa B. thailandensis E264 
∆orfE264 com plasmídeo contendo a orfE264; (D) B. thailandensis E264 ∆orfE264::Cm 
complementada com plasmídeo contendo estA. 

4.4 Análise dos fenótipos celulares  

4.4.1 Quantificação de biofilme aderente 

Como forma de se avaliar os efeitos da OrfE264 no fenótipo de formação 

de biofilme, inoculou-se as cepas em placas multipoços de poliestireno e o 

biofilme aderido foi dosado com cristal violeta. O que se revelou nesse 

resultado, ilustrado na Figura 41, é a formação deficiente de biofilme pela cepa 

nocauteada para a OrfE264. Seu biofilme é quantitativamente menor em 

comparação à cepa selvagem a ponto de ser visível sem a necessidade de 

espectrofotômetro por não apresentar uma intensidade tão forte de coloração 

por cristal violeta. Essa deficiência é restaurada ao fenótipo selvagem uma vez 
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que os genes orfE264 ou estA sejam expressos por complementação 

plasmidial. Inclusive os níveis levemente mais elevados podem ser explicados 

pelo fato do pUCP26 ser um plasmídeo multicópias de expressão constitutiva 

em B. thailandensis, o que possivelmente gera uma carga extra de expressão. 

 

Figura 41. Quantificação de biofilmes aderentes crescido em placas de 24 

multipoços de poliestireno.  
A formação de biofilme apresenta-se deficiente na cepa nocauteada para orfE264. (A) Cepa 
selvagem B. thailandensis E264; (B) B. thailandensis E264 ∆orfE264::Cm, (C) B. thailandensis 
E264 ∆orfE264::Cm, complementada com plasmídeo expressando a orfE264; (D) B. 
thailandensis E264 ∆orfE264::Cm complementada com plasmídeo expressando a estA. Teste 
de Tukey, p<0,01 agrupa A,C e D em um conjunto (indicado pelos círculos) e B em outro 
(indicado pelo triângulo. Isto revela o potencial de complementação plasmidial para restauração 

do fenótipo. 

Os dados foram tratados com ANOVA uma vez que ocorria a distribuição 

normal e p<0,01. Sendo assim, se procedeu com um teste de Tukey da 

diferença honestamente significativa como forma de identificar grupos dentro 

do n-amostral. Identificou-se um grupo estatisticamente diferente formado pela 

mutante ∆orfE264::Cm em comparação com as demais. 

Uma possível explicação para esse fenótipo obtido entre as cepas é a 

possibilidade da OrfE264, assim como observado para EstA, atuar no 

metabolismo de raminolipídeos, os quais por conta de suas propriedades 

anfipáticas gerariam poros no biofilme (DE BEER; SRINIVASAN; STEWART, 
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1994). A ausência desses poros na cepa mutante potencialmente geraria uma 

difusão dificultada, o que seria um fator limitante para a formação de biofilmes 

já descrito (LEVI et al., 2017; SCHRAMM et al., 1999). Com essa dificuldade de 

difusão, ocorreria a menor disponibilidade de oxigênio, e um biofilme cultivado 

in vitro não teria o micronicho de anaeróbios, uma vez que a B. thailandensis 

não apresenta metabolismo fermentativo. Dessa forma, a ausência da OrfE264 

potencialmente afetaria a sobrevivência das células sem a formação de poros 

no biofilme pois a B. thailandensis é uma aeróbia estrita e a ausência desses 

canais acarretaria a formação de um micronicho anaeróbio o que incapacitaria 

a sobrevivência da comunidade. Uma vez complementada, as cepas passam a 

expressar ou a OrfE264 ou a EstA e restauram o fenótipo possivelmente pela 

formação desses canais que viabilizam a oxigenação. 

Outro fator, é a possibilidade de ocorrer a interferência no sistema QS. A 

comunicação celular e a percepção da densidade populacional são essenciais 

para a formação 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 formação de 

biofilme e restaurados com a complementação (STICKLER et al., 1998). Uma 

vez que a função da EstA e da OrfE264 não estão descritas, pode-se pensar 

que atuem de alguma forma na comunicação célula-célula e que por conta 

disso se observe o fenótipo deficiente com o nocaute e a restauração com a 

complementação plasmidial. 

O uso da B. thailandensis como modelo é importante para se identificar 

alternativas para o controle de formação de biofilme por outras bactérias 

patogênicas tal como ocorre em catéteres (DONLAN, 2001) ou em 

enfermidades como é a fibrose cística (COSTERTON, 1999). Na potencial era 

pós-antibiótica, o QS e a formação de biofilme vinculadas a doenças são 

potenciais alvos alternativos (BASSLER; SWEM, 2013; NG et al., 2012; 

PACZKOWSKI et al., 2017), sendo as proteínas similares à EstA um potencial 

bottle-neck. Além disso, com o impacto gerado pelo biofilme na indústria, seja 

como fator negativo, com a biocorrosão, como fator positivo, biorremediação  



 
 
 

97 
 

(YONG et al., 2015), B. thailandensis entra como modelo de estudo para 

otimização dos processos. 

4.4.2 Motilidade celular 

A motilidade celular está vinculada à produção de biossurfactantes e à 

atividade de EstA, sendo assim é de se esperar que a OrfE264 tivesse 

influência sobre esse fenótipo de deslocamento celular. O swarming, como 

descrito anteriormente, é um tipo de motilidade bacteriana dependente do 

movimento flagelar em superfícies. A análise da distribuição das células 

selvagens e nocauteadas demonstra um espalhamento muito mais eficiente 

quando há a presença da OrfE264 funcional. A Figura 42 apresenta o 

deslocamento de 5 pontos de inóculos das duas cepas de forma que se 

observa uma camada de células bem menos espessa e mais expandida para a 

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

cepa nocauteada. 

 

Figura 42. Comparativo das cepas de B. thailandensis crescidas em meio semi-sólido 

após 48h.  
(A) Cepa selvagem B. thailandensis E264; (B) B. thailandensis E264 ∆orfE264::Cm.  

Análises envolvendo as outras cepas deste estudo também foram 

realizadas. Os resultados revelaram a capacidade de gerar diferentes padrões 

pela B. thailandensis. Ainda não estão elucidadas as vias responsáveis pelo 
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swarming e sua regulação, contudo os efeitos gerados pela expressão da 

OrfE264, assim como ocorre com a EstA, são visivelmente importantes. O que 

falta é determinar o mecanismo de ação e como se estabeleceria uma rota 

metabólica. A figura a seguir mostra além dos padrões visuais do swarming, as 

diferenças 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 análise da motilidade ilustrada na Figura 43 usa como 

parâmetro a distribuição da cepa nocauteada (B) e demonstra mais claramente 

a restauração dos fenótipos com a complementação plasmidial tanto pela 

orfE264 (C) quanto pela estA (D) quando comparada com a cepa selvagem (A). 

Para isso círculos com o tamanho delimitado pela ∆orfE264::Cm foram 

dispostos sobre as outras cepas como forma de analisar o deslocamento a 

partir do espaço ocupado pela mutante nocauteada. 

 

Figura 43. Motilidade celular por swarming.   
(A) Cepa selvagem B. thailandensis E264; (B) B. thailandensis E264 ∆orfE264::Cm, (C) B. 

thailandensis E264 ∆orfE264::Cm, complementada com plasmídeo expressando o orfE264; (D) 
B. thailandensis E264 ∆orfE264::Cm complementada com plasmídeo expressando o estA. Os 
círculos pontilhados possuem o mesmo diâmetro medido a partir do ponto de inóculo da cepa 
B. thailandensis E264 ∆orfE264::Cm com 1.13 centímetros. 

Apesar da literatura não esclarecer de forma conclusiva tanto o 

fenômeno de swarming como o papel das autotransportadoras no 

deslocamento celular a importância de sua presença é cada vez mais clara. 

Estudos mais aprofundados ainda são necessários, contudo é evidente a 

conexão entre a funcionalidade da OrfE264 com os fenótipos de deslocamento 

bacteriano do tipo swarming. 
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Realizando um paralelo com os raminolipídeos, pode-se fazer uma 

análise do possível papel atuante da OrfE264 e da EstA sobre os 

biossurfactantes. Os surfactantes podem gerar uma película límpida e aquosa 

que precede as células facilitando o swarming (ALBERTI; HARSHEY, 1990; 

JULKOWSKA et al., 2004; KEARNS; LOSICK, 2003; RASHID; KORNBERG, 

2000; SENESI et al., 2002). Sendo a produção de raminolipídeos regulada pelo 

QS, estes são eficazes somente em alta concentração e, como foi levantado 

anteriormente, o QS pode ter evoluído 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 regulação de raminolipídeos por P. aeruginosa em que sistemas 

distintos de QS regulam a produção de surfactantes (DOBLER et al., 2016; 

REIS et al., 2011). O nocaute da OrfE264 teria potencialmente afetado a 

produção de raminolipídeos ou o QS. A restauração do fenótipo por 

complementação plasmidial restaura, portanto, a capacidade de motilidade do 

tipo swarming. 
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5 Conclusão 

• Através da prospecção de autotransportadoras do tipo EstA, através da 

análise genômica por bioinformática foi possível identificar a OrfE264 em 

Burkholderia thailandensis  com uma estrutura de domínios de interesse 

caracterizada por uma esterase e um barril-β 

• A caracterização in silico da proteína autotransportadora codificada pela 

orfE264 revelou grande similaridade estrutural e funcional com a EstA de 

Pseudomonas aeruginosa. na estrutura terciária Isto é de extrema 

importância para um melhor entendimento dessa família de proteínas e 

de como o sistema de secreção de autotransportadoras se estrutura. 

• A estratégia para construção de uma cepa de B. thailandensis deficiente 

para a orfE264 com recombinases virais foi bem sucedida assim como a 

complementação com orfE264 e com esta por plasmídeos. 

• Através da caracterização molecular do nocaute, comprovou-se a 

alteração no gDNA da cepa deficiente para a orfE264 pela interrupção 

gênica. 

• A comparação fenotípica quanto à formação de biofilmes para as 

diferentes linhagens em estudo revelou a perspectiva da OrfE264 e a 

EstA serem análogas funcionalmente uma vez que a complementação 

cruzada com EstA também restaurou o fenótipo. 

• A motilidade celular do tipo swarming revelou a importância da 

expressão da OrfE264 para o deslocamento celular e as diferentes 

linhagens em estudo revelaram que é possível restaurar este fenótipo 

por complementação cruzada com a EstA. 
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6 Perspectivas 

 

• Localização da OrfE264 nos compartimentos celulares da membrana 

externa, periplasma e citoplasma, através de fracionamento celular seguido 

de imunomarcação. 

• Análise estrutural dos biofilmes aderentes por microscopia de fluorescência 

confocal. 

• Investigação do envolvimento da OrfE264 na produção de raminolipídeos 

• Papel da OrfE264 na interação com o hospedeiro vegetal Oryza sativa L. e 

com outras espécies bacterianas 
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