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RESUMO

CASTRO, Michele Rocha. Raminolipideos e o perfil de expressdo génica em Pseudomonas
aeruginosa PAOL. Rio de Janeiro, 2021. Tese (Doutorado em Bioquimica) — Instituto de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Pseudomonas aeruginosa é um patdgeno oportunista capaz de causar infec¢des em individuos
imunocomprometidos. E também um importante organismo modelo para o estudo de
comportamentos multicelulares, como a formacao de biofilmes aderentes e a motilidade celular.
A formacéo de biofilmes por essa espécie bacteriana envolve muitos fatores, tais como Quorum
Sensing (QS), exopolissacarideos (EPS), fimbria tipo 1V, flagelos e raminolipideos.
Raminolipideos sdo glicolipidios que apresentam grande eficiéncia tensoativa, cuja biossintese
é controlada em nivel transcricional e pos-transcricional, por mecanimos regulatérios
complexos, que incluem os sistemas de QS e reguladores globais, como fatores sigma
alternativos. Os raminolipideos sdo produzidos pela via biossintética RhIABC e estdo
diretamente relacionados a cinética de formac&o de biofilmes e a motilidade bacteriana. Esta
relacdo € comumente associada as propriedades fisico-quimicas dessa classe de moléculas,
classificadas como biossurfactantes. Dentre os produtos da via RhIABC, em P. aeruginosa, 0s
trés principais sdo o acido 3- (3-hidroxialcanoiloxi) alcandico (HAA), L-raminosil-3-
hidroxidecanoil-3-hidroxidecanoato  (mono-raminolipideo) e L-raminosil-L-raminosil-3-
hidroxidecanoil-3-hidroxidecanoato (di-raminolipideo). O HAA ¢ sintetizado através da
enzima RhIA, sendo convertido em mono-raminolipideo pela enzima RhIB. Em seguida, 0
mono-raminolipideo pode ser convertido em di-raminolipideo pela enzima RhIC. A RhlIA &,
portanto, uma enzima-chave na producdo de biossurfactantes do tipo raminolipideo em P.
aeruginosa. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo investigar os mecanismos
bioquimicos associados ao papel fisioldégico dos raminolipideos, através da analise comparativa
do perfil de expressdo génica da linhagem P. aeruginosa PAO1 e sua derivada deficiente na
biossintese de raminolipideos, mutante rhlA-negativa, empregando-se microarranjos de DNA.
O desenho experimental empregou o RNA total obtido a partir de cultivos bacterianos em fase
estacionaria. A analise apontou 134 genes diferencialmente expressos na mutante rhlA, em
relacdo a cepa selvagem, sendo 91 genes regulados positivamente e 43 negativamente,
compreendendo diferentes categorias funcionais, indicando uma diferenca fisioldgica
significativa entre as cepas produtora e ndo produtora de raminolipideos. Dentre as observacgdes

mais importantes, varios genes flagelares mostraram-se reprimidos na cepa mutante, alguns dos
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quais foram selecionados e testados por RT-qPCR, confirmando o perfil de repressdo, que esta
diretamente relacionado aos fendtipos de motilidade da cepa rhlA-negativa, deficiente para
swarming e twitching. Por outro lado, foi observada a inducéo da expressao dos genes pilO e
pilA, que codificam proteinas integrantes da fimbria tipo 1V. Foi também verificada a inducéo
da expressdo de genes de um sistema de secrecdo do tipo VI (hcpl) e outros relacionados a
producdo de EPSs. Os resultados obtidos sugerem um possivel padrdo de regulacdo da
expressao génica, mediada pelos raminolipideos e/ou seus precursores, HAA, ausentes na cepa
rhlA-negativa. Ensaios fenotipicos reforcam essa hipoOtese, ja que na auséncia dos
raminolipideos, conforme demonstrado para a cepa mutante rhlA, ocorre a reducdo da
motilidade swarming, fato esse que pode ser atribuido a repressdo da biossintese flagelar
observada nesse estudo. No presente estudo, foi também realizada a suplementacdo da cepa
mutante com raminolipideos exdgenos, que teve sua motilidade do tipo swarming restaurada
em nivel semelhante aos da cepa selvagem, fato este observado pela primeira vez nesse
trabalho. Portanto, a analise transcriptdmica global por microarranjos de DNA mostrou-se
relevante para a elucidacdo dos provaveis mecanismos moleculares envolvidos na dindmica
regulatéria dos biossurfactantes raminolipidicos e/ou HAA sobre fendtipos como a formacéo
de biofilmes e motilidade em P. aeruginosa PAO1, que sdo importantes fatores adaptativos e

de viruléncia.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, raminolipideos, motilidade, swarming, flagelos,
biossurfactantes, rhlA, DNA microarray.
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ABSTRACT
CASTRO, Michele Rocha. Rhamnolipids and the gene expression profile in Pseudomonas

aeruginosa PAOL. Rio de Janeiro, 2021. Tese (Doutorado em Bioquimica) — Instituto de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen capable of causing infections in
immunocompromised individuals. It is also an important model organism for the study of
multicellular behaviors, such as the formation of adherent biofilms and cellular motility. The
formation of biofilms by this bacterial species involves many factors, such as Quorum Sensing
(QS), exopolysaccharides (EPS), fimbria type 1V, flagella and rhamnolipids. Rhamnolipids are
glycolipids that have great surfactant efficiency, whose biosynthesis is controlled at the
transcriptional and post-transcriptional levels, by complex regulatory mechanisms, which
include the QS systems and global regulators, as alternative sigma factors. Rhamnolipids are
produced by the RhIABC biosynthetic pathway and are directly related to biofilm formation
kinetics and bacterial motility. This relationship is commonly associated with the
physicochemical properties of this class of molecules, classified as biosurfactants. Among the
products of the RhIABC pathway, in P. aeruginosa, the three main ones are 3- (3-
hydroxyalkanoyloxy)  alkanoic  acid (HAA), L-rhamnosyl-3-hydroxidecanoyl-3-
hydroxidecanoate (mono-rhamnolipid) and L-rhamnosyl-L-rhamnosyl-3-hydroxidecanoyl-3-
hydroxidecanoate (di-rhamnolipid). HAA is synthesized through the enzyme RhIA, being
converted into mono-rhamnolipid by the enzyme RhIB. Then, the mono-rhamnolipid can be
converted to di-rhamnolipid by the enzyme RhIC. RhIA is, therefore, a key enzyme in the
production of rhamnolipid-type biosurfactants in P. aeruginosa. Thus, the present study aimed
to investigate the biochemical mechanisms associated with the physiological role of
rhamnolipids, through the comparative analysis of the gene expression profile of the P.
aeruginosa PAOL strain and its derivative deficient in rhamnolipids biosynthesis, a rhlA-
negative mutant, using DNA microarrays. The experimental design used the total RNA obtained
from bacterial cultures in stationary phase. The analysis showed 134 genes differentially
expressed in the mutant rhlA, in relation to the wild strain, with 91 genes regulated positively
and 43 negatively, comprising different functional categories, indicating a significant
physiological difference between the producing and non-producing strains of rhamnolipids.
Among the most important observations, several flagellar genes were shown to be repressed in

the mutant strain, some of which were selected and tested by RT-qPCR, confirming the
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repression profile, which is directly related to the motility phenotypes of the deficient rhlA-
negative strain for swarming and twitching. On the other hand, it was observed the induction
of expression of pilO and pilA genes, which encode type IV fimbriae proteins. The induction
of gene expression of a type VI secretion system (hcpl) and others related to the production of
EPS was also verified. The results obtained suggest a possible pattern of regulation of gene
expression, mediated by rhamnolipids and/or their precursors, HAA, absent in the rhlA-
negative strain. Phenotypic assays reinforce this hypothesis, since in the absence of
rhamnolipids, as demonstrated for the mutant strain rhlA, there is a reduction in swarming
motility, a fact that can be attributed to the repression of flagellar biosynthesis observed in this
study. In the present study, the mutant strain was also supplemented with exogenous
rhamnolipids, which had its swarming motility restored to a level similar to that of the wild
strain, a fact observed for the first time in this work. Therefore, the global transcriptomic
analysis by DNA microarrays proved to be relevant for the elucidation of the probable
molecular mechanisms involved in the regulatory dynamics of rhamnolipids biosurfactants
and/or HAA on phenotypes such as biofilm formation and motility in P. aeruginosa PAOL,

which are important adaptive and virulence factors.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, rhamnolipids, motility, swarming, flagella,
biosurfactants, rhlA, DNA microarray.
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1. INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria ubiqua capaz de causar infeccdo oportunista
em individuos imunocomprometidos e € o principal patdégeno na doenca fibrose cistica (FC)
(Stover et al., 2000). P. aeruginosa é um organismo modelo para o estudo do comportamento
social bacteriano ou sociomicrobiologia (Parsek & Greenberg, 2005), desenvolvimento de
biofilmes microbianos (Davey et al., 2003) e padrdes de motilidade bacteriana (Rashid &
Kornberg, 2000; Kearns, 2010; Kilmury & Burrows, 2018). Multiplos fatores estao envolvidos
na motilidade bacteriana e na formacao de biofilme durante as intera¢Ges superficiais, nas quais
os raminolipideos parecem desempenhar um papel central (Pamp & Tolker-Nielsen, 2007).

Raminolipideos sdo moléculas anfipaticas compostas por uma porc¢do de &cido graxo
hidrofobico e uma porcéo hidrofilica que pode conter uma ou duas moléculas de L-raminose,
apresentando propriedades surfactantes e tensoativas (Maier & Soberon-Chavez, 2000). Em P.
aeruginosa, os trés biossurfactantes principais sdo o acido 3- (3-hidroxialcanoiloxi) alcandico
(HAA), L-raminosil-3-hidroxidecanoil-3-hidroxidecanoato (mono-raminolipideo) e L-
raminosil-L-raminosil-3-hidroxidecanoil-3-hidroxidecanoato (di-raminolipideo). As moléculas
de HAA sé&o biossintetizadas pela enzima RhIA e subsequentemente séo convertidos em mono-
raminolipideos pela enzima RhIB. Os mono-raminolipideos podem entdo ser convertidos em
di-raminolipideos pela enzima RhIC. RhIA ¢, portanto, uma enzima chave na producdo dos
biossurfactantes secretados de P. aeruginosa (Soberon-Chévez et al., 2005) que s&o uma
mistura de HAAs, mono-raminolipideos e di-raminolipideos.

Os raminolipideos sdo tipicamente produzidos durante a fase estacionaria de
crescimento, pois o operon rhlAB é fortemente regulado pelos sistemas de QS, por reguladores
globais, como os fatores sigma (Schuster et al., 2007; Dobler et al., 2016) e pds-
transcricionalmente por pequenos RNAs ndo codificantes, como NrsZ (Wenner et al., 2014) e
PhrD (Malgaonkar & Nair, 2019).

Existem evidéncias de que os raminolipideos sdo necessarios para a arquitetura
tridimensional das estruturas do biofilme e para a formacéo inicial das microcol6nias de P.
aeruginosa PAOL durante o crescimento em sistemas de fluxo controlado (Davey et al., 2003;
Pamp & Tolker-Nielsen, 2007). Essas moléculas geralmente estdo associadas a manutencao de
canais entre as estruturas caracteristicas de cogumelos e na dispersdo do biofilme (Davey, et
al., 2003; Boles, et al., 2005). Curiosamente, Zheng et al., (2017) relataram que analogos

sintéticos de raminolipideos foram capazes de restaurar a estrutura tipica do biofilme em uma
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cepa mutante de P. aeruginosa (PAOL ArhlA), de maneira dependente da concentragdo. De
forma semelhante, um desses compostos promoveu motilidade do tipo swarming na cepa

deficiente na biossintese de raminolipideos.

A motilidade bacteriana associada a superficie também é critica para a formacéao e o
arranjo espacial do biofilme, que incluem canais bem caracterizados entre as microcolonias
onde circulam agua e nutrientes (Ghanbari et al., 2016). P. aeruginosa tem a capacidade de
executar padrdes complexos de motilidade, como twitching, swimming e swarming (Rashid &
Kornberg, 2000; Kearns, 2010; Kilmury & Burrows, 2018). Evidéncias na literatura sugerem
que raminolipideos, flagelos e fimbria tipo IV sdo fundamentais para a motilidade em P.
aeruginosa, particularmente, para a motilidade de swarming (Kohler et al., 2000; Déziel et al.,
2003; Caiazza et al., 2005; Tremblay et al., 2007). No entanto, 0s possives mecanismos
moleculares envolvidos na modulacdo raminolipidica da motilidade swarming e no

desenvolvimento de biofilmes nessa bactéria ndo sdo conhecidos.

No presente estudo, utilizamos uma abordagem transcriptdmica para comparar o perfil
de expressdo génica de P. aeruginosa PAOL1 e sua nocaute isogénica PAO1 ArhlA, através de
microarranjos de DNA (Affymetrix Gene Chip® P. aeruginosa Genome Array) e PCR em
tempo real (RT-gPCR). Testamos a hipdtese de que os biossurfactantes produzidos por PAO1
afetam a expressdo génica em condicdes de crescimento sob agitacdo em cultivos bacterianos
liquidos, contendo células planctdnicas no inicio da fase estacionaria. Mostramos que 134 genes
foram regulados na cepa mutante ArhlA em comparacdo com a cepa selvagem, sendo 91 genes
induzidos e 43 reprimidos. Inesperadamente, foi observado um padrdo de repressdo de genes
flagelares envolvidos com a biossintese flagelar e a motilidade bacteriana. De forma contréria,
observamos a regulacéo positiva de genes que codificam proteinas integrantes da fimbria tipo
V.

Os raminolipideos sdo importantes fatores adaptativos e de viruléncia relacionados com
a formacdo de biofilmes e a motilidade bacteriana. Dessa forma, a estratégia de analise
transcriptomica global por microarranjos de DNA empregada, se mostrou satisfatéria para o
melhor entendimento dos papéis desempenhados pelos biossurfactantes produzidos por esse

patdgeno oportunista.
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Em sintese, a partir dos resultados obtidos nesse estudo, esperamos contribuir para a
elucidagdo dos possiveis mecanismos moleculares envolvidos na dindmica regulatoria dessas

moléculas raminolipidicas e/ou HAA sobre diferentes fenétipos de P. aeruginosa PAO1L.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Pseudomonas aeruginosa: Importancia Clinica e Ambiental

Pseudomonas aeruginosa foi isolada de infec¢bes pela primeira vez em 1882 por
Gessard, que a nomeou de Bacillus pyocyaneus, sendo reconhecida como um patégeno em
1890, por Charrin (Bodey et al., 1983; Lyczak et al., 2000). O microrganismo foi relatado pela
primeira vez em secrecGes de pus obtidas de infeccdes humanas em 1862 por Luke, que
observou particulas em forma de bastdo na cor azul esverdeado. Coloracdo semelhante havia
sido observada anteriormente por Sedillot em curativos cirargicos, provavelmente devido ao
pigmento piocianina produzido por P. aeruginosa (Lyczak et al., 2000). P. aeruginosa pertence
ao género Pseudomonas, da familia Pseudomonadaceae, ordem Pseudomonadales, classe »

proteobacteria e filo Proteobacteria, incluida no Dominio Bacteria.

A bactéria P. aeruginosa emergiu como um microrganismo patogénico importante
durante a década de 1960 (Bodey et al., 1983). A espécie bacteriana € uma das trés principais
causas de infeccBes oportunistas humanas (Stover et al., 2000; Driscoll et al., 2007). E um
patogeno relevante em infeccBes nosocomiais e em muitas infeccBes tanto crénicas como
agudas em pacientes imunocomprometidos, além de pacientes acometidos por queimaduras
graves, com infeccdes do trato urinario e pneumonia e, principalmente, em portadores de FC
(Sadikot et al., 2005).

A patogénese causada por infeccdes clinicas de P. aeruginosa é quase na totalidade dos
casos associada ao comprometimento dos mecanismos de defesa do hospedeiro. Enquanto que
em muitos outros casos, pode ser atribuida a imunossupressdo generalizada. As principais
doencas humanas causadas por P. aeruginosa sdo: a bacteremia em vitimas de queimaduras
graves, a infeccdo pulmonar cronica em pacientes com fibrose cistica e a ceratite ulcerativa
aguda em usudrios de lentes de contato gelatinosas de uso prolongado (Lyczak et al., 2000). O
biofilme de P. aeruginosa também esté associado as diversas infec¢Ges agudas e crnicas que
possuem esse microrganismo como agente causador (Lorenz et al., 2019). A dificuldade na
erradicacdo de P. aeruginosa estd frequentemente correlacionada ao desenvolvimento da

multirresisténcia (Schmidt et al., 1996).

O género Pseudomonas é notavel pela grande variedade de compostos que podem
metabolizar como fontes de carbono e energia (Williams & Worsey, 1976). P. aeruginosa é

classificada como um bastonete Gram-negativo, saprofito que apresenta ocorréncia ubiqua,
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com a capacidade de colonizar maltiplos nichos ambientais (Lyczak et al., 2000; Mathee et al.,
2008). As celulas de P. aeruginosa possuem um Unico flagelo polar que caracteriza esse
microrganismo como madvel (Chrzanowski et al., 2012). A bactéria exibe alta versatilidade
crescendo em solos, pantanos e habitats marinhos costeiros, bem como em plantas e tecidos
animais (Hardalo & Edberg, 1997; Stover et al., 2000). Diferentes cepas de P. aeruginosa
também foram isoladas de solos contaminados por hidrocarbonetos (Macelwee et al., 1990).

Parte da razdo para 0 expressivo sucesso ecologico observado e sua consideravel
patogenicidade é devida, particularmente, aos maltiplos fatores de viruléncia bacteriana e a
flexibilidade genética que permitem a sobrevivéncia em ambientes variados (Silby et al., 2011;
Gellatly & Hancock, 2013). P. aeruginosa é geralmente encontrada em ambientes aerdbicos,
apresentando uma diversificada competéncia metabolica, como a habilidade de crescer em
ambientes andxicos por respiracdo anaerdbica, além de realizar a desnitrificacdo (Alvarez-
Ortega & Harwood, 2007; Sharma et al., 2006). P. aeruginosa pode formar biofilmes em
microaerobiose (isto é, em concentracGes muito baixas de oxigénio), condicdes essas
semelhantes as encontradas nos pulmdes de pacientes com FC (Alvarez-Ortega & Harwood,
2007; Oberhardt et al., 2008).

A patogenicidade de P. aeruginosa em plantas e animais esta intimamente relacionada
com a expressdo de genes bacterianos que codificam fatores de viruléncia (Rahme et al., 1995).
A competéncia em ocasionar doenca em individuos imunocomprometidos € atribuida,
sobretudo, a sua eficiéncia na producdo de um grande arsenal desses fatores (Pearson et al.,
2000; Lau et al., 2004; Gellatly & Hancock, 2013).

A viruléncia de P. aeruginosa é dependente de um amplo repertério de fatores, dentre
0s quais, podemos citar os sistemas de secrecdo de proteinas (SST), fimbrias, flagelos,
exopolissacarideos (EPS) e lipopolissacarideos (LPS). A grande maioria sdo componentes da
superficie bacteriana que facilitam ou mesmo medeiam diretamente a interacdo do
microrganismo as superficies do hospedeiro, sendo também capazes de ativar respostas imunes.
Flagelos, fimbrias e lipopolissacarideos sdo importantes constituintes bacterianos necessarios
para a viruléncia j& estudados em varios modelos de infeccdo por P. aeruginosa (Tang et al.,
1996; Pearson et al., 2000; Hauser 2009; Hogardt & Heesemann, 2010).

Fatores de viruléncia extracelulares ou secretados, como proteases (elastase e protease
alcalina, por exemplo), toxinas (exotoxina A e as exoenzimas S, T e U) e, mais especificamente,

os sistemas de secrecdo de proteinas do tipo Il e IV (SST3 e SST4), sdo descritos como
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substanciais para a viruléncia em modelos animais. O SST6 em P. aeruginosa é extremamente
relevante para a patogénese bacteriana e sobrevivéncia da célula hospedeira. Participam
também alguns fatores de viruléncia acessorios como hemolisina, raminolipideos, fenazina e
piocianina (Sawa et al., 1998; Pearson et al., 2000; Lau et al., 2004; Engel & Balachandran,
2009; Hogardt & Heesemann, 2010; Bleves et al., 2010; Hachani et al., 2011; Mikkelsen et al.,
2011).

O genoma relativamente grande da maioria das cepas de P. aeruginosa (5-7 Mb) podem
incluir um conjunto considerdvel de genes conservados, codificando para fungdes
essencialmente importantes para a sobrevivéncia na maioria dos ambientes (Schmidt et al.,
1996). A comparacdo de genomas ja publicados demonstra que o repertdrio genético de
diferentes cepas de P. aeruginosa possui componentes Unicos, consistindo em insercdes
especificas de blocos génicos adquiridos por transferéncia horizontal de genes, com simultaneo
descarte de informacdes genéticas, ocorrendo em um namero limitado de loci cromossémicos
(Mathee et al., 2008).

P. aeruginosa PAOL é a cepa mais comumente utilizada como modelo de estudo e
pesquisas no mundo. A cepa PAQO1, um derivado do isolado original australiano PAO, foi
distribuida amplamente para diversos laboratorios visando a sua manutencdo, conservagao e
viabilidade em inumeras cole¢bes de microrganismos (Klockgether et al., 2010). PAO1
apresenta um genoma grande e complexo, com 6,3 milhdes de pares de bases, contendo uma
alta proporcdo de genes regulatérios ja descritos para um genoma bacteriano e, um grande
namero de genes envolvidos no catabolismo, transporte e efluxo de compostos organicos, bem
como quatro sistemas potenciais de quimiotaxia (Stover et al., 2000). O genoma de PAO1
reflete uma adaptacdo evolutiva que contribui para que essa bactéria se desenvolva em
diferentes habitats, em razdo da sua versatilidade metabolica e resisténcia intrinseca a uma

grande variedade de substancias antimicrobianas e desinfetantes (Stover et al., 2000).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) em 2017 publicou uma listagem de agentes
patogénicos prioritarios resistentes a antibioticos, em um catalogo de 12 familias de bactérias
que representam uma enorme ameaga a saude humana, estratificando os resultados em trés
niveis de prioridade: critica, alta e média. P. aeruginosa se destacou apresentando a segunda
colocacéo, de acordo com a classificacdo designada como patdégenos com prioridade critica. A

lista foi elaborada em uma tentativa de orientar e promover a pesquisa e o desenvolvimento
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(P&D) de novos antibidticos, como parte dos esforcos da OMS para enfrentar a crescente
resisténcia global aos medicamentos antimicrobianos (OMS, 2017).

P. aeruginosa € um dos patégenos oportunistas mais estudados mundialmente. Esse
microrganismo é o foco de intensas pesquisas devido ao seu papel proeminente em muitas
doencas (Mulcahy et al., 2014). Um ndmero expressivo de trabalhos sdo relacionados a
epidemiologia molecular da espécie, além de outros que abordam sua importancia
biotecnologica. Uma busca simples no PubMed realizada em dezembro de 2020 utilizando o
termo “Pseudomonas aeruginosa”, disponibiliza mais de 1000 resultados de publica¢Ges nos
ultimos 5 anos, dentre as quais podemos citar artigos, revisdes, livros e outros documentos de

consideravel relevancia.

Na area ambiental, a principal contribui¢do desse microrganismo € a sua capacidade de
produzir substancias bioativas conhecidas como biossurfactantes. Os biossurfactantes séo
compostos tensoativos produzidos por uma grande variedade de espécies de microrganismos,
como bactérias e leveduras (Phale et al., 1995). Sdo caracterizados como moléculas anfipaticas
compostas por um dominio hidrofébico e um hidrofilico (Phale et al., 1995; Beal & Betts,
2000). A estrutura molecular e suas propriedades fisico-quimicas permitem a reducédo da tensao
superficial do meio aquoso (ar/liquido) e as tensGes interfaciais (liquido/liquido) ou
(liquido/sdlido) entre a agua e os liquidos de fase ndo aquosa, formando emulsGes ou até mesmo
microemulsdes que afetam positivamente a taxa de biodegradacdo de hidrocarbonetos (Phale et
al., 1995; Zhang & Miller, 1995; Beal & Betts, 2000).

Os biossurfactantes também apresentam muitas aplicacdes nas industrias alimenticia,
agricola, petrolifera, de papel/celulose, cosmética e farmacéutica. Esses bioprodutos possuem
uma gama de beneficios quando comparados com os surfactantes sintéticos, incluindo grande
biodegradabilidade, baixa toxicidade, melhor compatibilidade ambiental, atividade de
superficie aceitavel em temperaturas extremas, pH e salinidade admissiveis em diferentes
condicdes de interesse e a capacidade de ser sintetizado a partir de fontes renovaveis (Abdel-
Mawgoud et al., 2010; Eslami et al., 2020).

Sdo classificados de acordo com sua estrutura molecular principalmente em
glicolipideos, lipopeptideos, biossurfactantes poliméricos, acidos graxos e fosfolipideos (Desai
& Banat, 1997; Lang & Wullbrandt, 1999). Os raminolipideos (RLs) séo biossurfactantes da
classe dos glicolipideos que tém sido amplamente estudados. Sdo produzidos por varias

espécies bacterianas, incluindo Pseudomonas spp. e Burkholderia spp. (Abdel-Mawgoud et al.,
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2010; Funston et al., 2016). Foram isolados e descritos pela primeira vez em P. aeruginosa por
Jarvis e Johnson em 1949 (Desai & Banat, 1997; Lang & Wullbrandt, 1999), sendo os
raminolipideos um dos agentes tensoativos com potencial biotecnolégico promissor mais
investigados na literatura (Abdel-Mawgoud et al., 2010; Abdel-Mawgoud et al., 2011; Suh et
al., 2019; Eslami et al., 2020).

2.2. Producao de Biossurfactantes por Pseudomonas aeruginosa

Os biossurfactantes constituem um grupo diverso de moléculas tensoativas produzidas
por diferentes espécies de seres vivos como bactérias, fungos e leveduras. Algumas espécies de
cianobactérias também produzem biomoléculas que apresentam propriedades surfactantes,
caracterizadas por uma alta hidrofobicidade superficial (Nitschke & Pastore, 2002). A
classificacdo dos biossurfactantes se baseia em dois fundamentos: a composi¢do quimica da
molécula e sua origem microbiana. As principais classes, de acordo com a Tabela 1, incluem
glicolipideos, lipopeptideos e lipoproteinas, fosfolipideos e &cidos graxos, surfactantes
poliméricos e surfactantes particulados (Desai & Banat, 1997; Lang & Waullbrandt, 1999;
Nitschke & Pastore, 2002).

Tabela 1. Principais classes de biossurfactantes e microrganismos envolvidos.
Tipo de Biossurfactante Microrganismos
Glicolipideos

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas putida
Pseudomonas chlororaphis
Pseudomonas fluorescens
Burkholderia spp.

Torulopsis bombicola
Torulopsis apicola

Raminolipideos

Soforolipideos

Rhodococcus erythropolis

Trehalolipideos Mycobacterium sp.
Lipopeptideos e Lipoproteinas

Peptideo-lipideo Bacillus licheniformis

Viscosina Pseudomonas fluorescens
Serrawetina Serratia marcescens
Surfactina Bacillus subtilis
Subtilisina Bacillus subtilis
Gramicidina Bacillus brevis
Polimixina Bacillus polymyxa




Continuagao

Acidos Graxos, Lipideos Neutros Fosfolipideos

Acidos graxos

Lipideos neutros
Fosfolipideos

Surfactantes Poliméricos
Emulsan
Biodispersan
Liposan
Carboidrato-lipideo-proteina
Manana-lipideo-proteina

Surfactantes Particulados
Vesiculas
Células

Corynebacterium lepus,
Pseudomonas aeruginosa

Nocardia erythropolis
Thiobacillus thiooxidans

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Yarrowia lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Candida tropicalis

Acinetobacter calcoaceticus
Varias espécies bacterianas

23

Adaptado de Nitschke e Pastore, 2002.

Embora muitos microrganismos sejam capazes de sintetizar biossurfactantes, os RLs
produzidos por espécies de Pseudomonas spp. representam uma das classes mais importantes
de surfactantes microbianos, apresentando altos rendimentos e um bom potencial para
exploracdo comercial. Outra vantagem dos raminolipideos é o fato de que podem ser produzidos
a partir de substratos hidrofilicos ou hidrofobicos relativamente de baixo custo (Nitschke &
Pastore, 2002; Nitschke et al., 2005).

2.2.1. Estruturas Moleculares dos Raminolipideos

A descoberta dos RLs foi referida por Bergstrom em 1946, em que data os autores
relataram a identificacdo de um glicolipideo oleoso produzido por Pseudomonas pyocyanea
(espécie atualmente denominada de P. aeruginosa), quando crescida em meio de cultivo
contendo glicose. Essa substancia foi designada como acido piolipico e seus componentes
estruturais foram identificados como L-raminose ¢ acido B-hidroxidecanoico (Abdel-Mawgoud
etal., 2011). A natureza quimica detalhada dessas moléculas foi revelada por Jarvis e Johnson
(1949), e em 1965 descrita também por Edwards e Hayashi (Edwards & Hayashi, 1965; Desai
& Banat, 1997; Lang & Wullbrandt, 1999; Abdel-Mawgoud et al., 2011).
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P. aeruginosa produz mais de 28 congéneres de raminolipideos, sendo predominantes
0s L-raminosil-3-hidroxidecanoil-3-hidroxidecanoato (mono-raminolipideos) e L-raminosil-L-
raminosil-3-hidroxidecanoil-3-hidroxidecanoato (di-raminolipideos), ou seja, com uma ou duas
moléculas de L-raminose (R) e cadeias carbdnicas C10 (R-C10-C10 e RR-C10-C10). Da
mesma forma, a porcéo lipidica pode conter um ou dois &cidos graxos g-hidroxi ligados por
ligacdo do tipo éster, que diferem no comprimento da cadeia e grau de saturagdo em varias
estruturas congéneres. Essa espécie bacteriana também produz um biossurfactante classificado
como &cido graxo e denominado de acido 3- (3- hidroxialcanoiloxi) alcandico (HAA) (Déziel
et al., 1999; Cabrera-Valladares et al., 2006; Abdel-Mawgoud et al., 2010; Wood et al., 2018).

As estruturas simplificadas dessas moléculas produzidas por P. aeruginosa podem ser

observadas na Figura 1.
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Figura 1. Pseudomonas aeruginosa produz raminolipideos contendo acidos graxos com
comprimentos de cadeia entre C8 e C14. (A) HAA - acido 3- (3- hidroxialcanoiloxi) alcandico;
(B) Mono-raminolipideo e; (C) Di-raminolipideo, com n podendo variar de 1 até 7 (Adaptada de
Wood et al., 2018).

Os raminolipideos apresentam uma extensa diversidade quimica. P. aeruginosa produz
mono-raminolipideos e di-raminolipideos com propriedades tensoativas e estrutura
glicolipidica que s&o secretados para 0 meio extracelular (Déziel et al., 1999; Soberon-Chéavez

et al., 2005). Além disso, esse microrganismo também produz o biossurfactante HAA que
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apresenta uma capacidade surfactante excelente, diminuindo a tenséo superficial para valores

inferiores quando comparado aos raminolipideos (Déziel et al., 2003).

As atividades de superficie, solubilidade e outras propriedades sdo geralmente sensiveis
ao pH, devido ao acido graxo livre presente nas moléculas desses biossurfactantes. As
diferentes estruturas moleculares, ou seja, o0 numero de residuos de L-raminose e o
comprimento da cadeia e extensdo das insaturacdes, também afetam as suas propriedades e

potencialmente as possibilidades de aplicacdo dos raminolipideos (Suh et al., 2019).

2.2.2. Propriedades Fisico-Quimicas

De forma muito semelhante aos surfactantes sintéticos, os raminolipideos podem reduzir
as tensdes superficiais e interfaciais e oferecem propriedades detergentes, emulsificantes,
espumantes e/ou dispersantes para diferentes aplicacGes. A tensdo superficial minima em
solucBes aquosas de raminolipideos é geralmente relatada em cerca de 30 mN/m, no entanto
valores mais baixos como 22,56 mN/m para P. aeruginosa ja tenham sido relatados (Renfro et
al., 2014; Varjani & Upasani, 2016; Xia et al., 2011). Em uma comparacao das atividades
tensoativas entre surfactantes sintéticos e bioldgicos ndo observamos diferencas expressivas,
contudo os bioprodutos microbianos apresentam inimeras outras vantagens da sua utilizacao
(Christofi & Ivshina, 2002).

Os raminolipideos apresentam concentracdes de micelas criticas muito baixas (CMCs),
que € uma medida de sua eficiéncia, sendo mais eficientes e mais efetivos do que os surfactantes
convencionais (detergentes anidnicos sulfatados), pois produzem menor tensdo superficial em
concentragdes menores. Entretanto, as CMCs dos raminolipideos também dependem
diretamente das suas estruturas moleculares e do pH ambiental. A pureza do mesmo modo tem
um efeito significativo e quanto menor ela se apresenta maiores sdo os valores de CMCs dos
raminolipideos (Nitschke & Pastore, 2002; Nitschke et al., 2005; Suh et al., 2019).

Raminolipideos sdo normalmente obtidos por processos fermentativos aerdébicos, sendo
metabolitos secundarios que sdo produzidos, principalmente, durante a fase estacionaria de
crescimento em culturas liquidas com indugdo por esgotamento de pelo menos um nutriente
essencial, como, por exemplo, a fonte de nitrogénio (Guerra-Santos et al., 1984; Gunther et al.,
2005). Outra possibilidade de obtencdo de raminolipideos sob condicGes anaerobicas
desnitrificantes também ja foi relatada (Chayabutra et al., 2001). A relacdo C/N é um fator
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relevante que influencia o desempenho da produgdo de raminolipideos e alguns trabalhos
mencionam que a producdo desses bioprodutos é mais eficiente sob condi¢fes limitantes de
nitrogénio (Benincasa et al., 2002; Santa Anna et al., 2002). No entanto, as concentracdes ideais
podem variar de acordo com a cepa e a fonte de carbono (Wu et al., 2008). As cepas de P.
aeruginosa que utilizam substratos ndo polares, como hidrocarbonetos e 6leos vegetais,
possuem maiores rendimentos na producdo de raminolipideos (Sim et al., 1997; Lang &
Wullbrandt, 1999).

Um namero notdvel de pesquisas estdo direcionadas na utilizacdo de subprodutos
industriais de baixo custo para a producao de raminolipideos (Haba et al., 2000; Rahman et al.,
2002; Nitschke et al., 2010). Os custos de producdo também se mostram elevados, devido a
tendéncia de formacao de espuma na fermentacdo aerobia e a problematica da produtividade e

do rendimento relativamente baixos (Sodagari et al., 2018).

O rendimento descrito para a producdo de raminolipideos a partir de diferentes
substratos varia em uma ampla faixa de 10% a 62%. Além disso, o rendimento também depende
dos requisitos da cepa bacteriana e das condi¢cbes do processo. A baixa produtividade na
obtencdo de raminolipideos ¢ um obstaculo econémico potencial para a escala industrial,
estando estreitamente associada ao fato da sua maior producdo ocorrer na fase estacionaria de
crescimento, o que demanda um tempo prolongado, com declinio significativo da produtividade
(Henkel et al., 2012; Suh et al., 2019).

2.2.3. Aplicagdes

As principais aplicac6es dos raminolipideos incluem os processos de emulsificacéo,
solubilizacéo, detergéncia, umectacdo, formacao de espuma e dispersdo em diferentes areas da
industria, além das ambientais como na biorremediacdo e na recuperacdo aprimorada de dleo
(Benincasa, 2007; Nguyen et al., 2008; Whang et al., 2008). Os raminolipideos tém sido
empregados também na agricultura para controlar a disseminacdo de infeccdes por
fitopatégenos e como antimicrobianos (Haba et al., 2003; Dashtbozorg et al., 2015), na
cicatrizacao de feridas (Piljac & Piljac, 2007), em cosmeticos (Marchant & Banat, 2012) e na
disperséo de biofilmes (Dusane et al., 2010; Wood et al., 2018).

Além da importancia ambiental e industrial, os raminolipideos também desempenham

papéis fisiologicos singulares (Wittgens et al., 2017). Na fisiologia microbiana podemos
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destacar diferentes atuacbes como na motilidade bacteriana, viruléncia, sinalizacdo e
diferenciacéo, contribuindo inclusive na formacéo de biofilmes. Sdo notavelmente promissores
na biorremediacdo de ambientes impactados por 6leo devido a sua alta biodegradabilidade e
também devido ao seu potencial relevante de adsorcdo de hidrocarbonetos, sendo uma
alternativa na substituicdo de surfactantes quimicos sintéticos por biotecnolégicos (Reis et al.,
2011; Dobler et al., 2016).

Raminolipideos sdo biossurfactantes com uma ampla gama de aplicag¢6es industriais que
entraram no mercado ha uma década atrds. P. aeruginosa é a melhor produtora de
raminolipideos. Por outro lado, Pseudomonas putida € uma bactéria ndo patogénica que tem
sido usada como hospedeiro heterdlogo para a producédo desses biossurfactantes, apresentando
rendimentos relativamente bons (Soberon-Chavez et al., 2020). O desenvolvimento de cepas
recombinantes ndo patogénicas, através da engenharia genética associada a engenharia
metabdlica, como uma estratégia de aumento do rendimento e da produtividade na obtencao de
raminolipideos tem se revelado promissora (Cha et al., 2008; Beuker et al., 2016).
Recentemente, foi publicada uma revisdo contendo uma lista abrangente de microrganismos

geneticamente modificados para a producéo de raminolipideos (Dobler et al., 2016).

Uma das estratégias utilizada é a producdo heter6loga de raminolipideos em bactérias
que expressam o operon rhlAB de P. aeruginosa, a partir de um promotor indutivel, com o
emprego de um microrganismo ndo patogénico que apresente redimentos satisfatorios
(Soberén-Chavez et al., 2020). Um exemplo de grande éxito foi a producdo heteréloga de
mono-raminolipideos atraves de P. putida KT2440 contendo um plasmideo que codifica o
operon rhlAB de P. aeruginosa PAQO1, expresso a partir de um promotor induzido por IPTG
(Wittgens et al., 2011; Beuker et al., 2016).

Dessa forma, as inUmeras aplicacdes dos raminolipideos e as limitacdes que afetam a
sua producdo industrial sdo de extrema importancia no contexto mundial e atual. A investigacdo
e o desenvolvimento de novas estratégias e metodologias que contribuam para a obtencao
economicamente viavel em larga escala dos raminolipideos, tém se mostrado crescentes e
imprescindiveis do ponto de vista ambiental, particularmente, em virtude do potencial de

biorremediagéo e biodegradabilidade caracteristica dessas moléculas bioativas.
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2.3. Biossintese de Raminolipideos e Mecanismos Regulatdrios

Em P. aeruginosa, a biossintese e a regulacao na producéo de raminolipideos tém sido
extensivamente estudadas, uma vez que essas moléculas desempenham um papel importante
como fatores de viruléncia. Os mecanismos moleculares envolvidos na producdo de
raminolipideos também tém impactado o desenvolvimento de cepas aptas para a produgédo
desses biossurfactantes, bem como vem contribuindo para o aprimoramento dessas cepas

visando a sua aplicacdo industrial (Soberén-Chéavez et al., 2020).

A biossintese de raminolipideos em P. aeruginosa coincide com a fase estacionaria de
crescimento. Os raminolipideos, conforme comentado anteriormente, se caracterizam
basicamente por moléculas anfipaticas compostas de uma porcao hidrofébica, de acido graxo,
e outra hidrofilica, podendo conter uma ou duas moléculas de L-raminose. O nimero de
moléculas de L-raminose permite uma distincdo entre mono e di-raminolipideo. Em P.
aeruginosa, o comprimento das cadeias de acidos graxos varia de C8 a C14, com predominancia
para mono-raminolipideos e di-raminolipideos que apresentam cadeias de acidos graxos C10-
C10. O residuo de acido graxo normalmente consiste em um dimero composto por dois &cidos
graxos g-hidroxi (também denominado 3-hidroxi), formando um éster intramolecular podendo
apresentar insaturac6es, embora raminolipideos com apenas uma cadeia de &cido graxo também
sejam conhecidos (Soberon-Chavez et al., 2005; Caiazza et al., 2005; Abdel-Mawgoud et al.,
2010; Reis et al., 2011; Dobler et al., 2016; Wittgens et al., 2017).

Dentre os raminolipideos produzidos por P. aeruginosa os mais abundantes sdo o L-
raminosil-3-hidroxidecanoil-3-hidroxidecanoato  (mono-raminolipideo) e L-raminosil-L-
raminosil-3-hidroxidecanoil-3-hidroxidecanoato (di-raminolipideo). O precursor acido 3- (3-
hidroxialcanoiloxi) alcandico (HAA) € necessario para a producao de ambos os raminolipideos.
O precursor HAA também atua como um biossurfactante da classe acido graxo em P.
aeruginosa, possuindo propriedades tensoativas relevantes. O HAA é sintetizado através da
enzima RhIA, sendo convertido em mono-raminolipideo pela enzima RhIB. Em seguida, 0
mono-raminolipideo pode entdo ser convertido em di-raminolipideo pela enzima RhIC. A RhlA
€ uma enzima-chave na producéo de biossurfactantes em P. aeruginosa (Soberon-Chéavez et al.,
2005; Caiazza et al., 2005; Zhu & Rock, 2008; Xavier et al., 2011).
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2.3.1. Vias Metabdlicas

As vias metabolicas que participam da biossintese de raminolipideos fornecendo os
precursores dTDP-L-raminose e acidos graxos f-hidroxi sdo as centrais que envolvem o
metabolismo de carboidratos, a sintese de novo de &cidos graxos e a f-oxidacdo de lipideos
(Giraud & Naismith, 2000; Rahim et al., 2001; Rehm et al., 2001; Reis et al., 2011; Abdel-
Mawgoud et al., 2014; Dobler et al., 2016). A biossintese de raminolipideos de forma
simplificada ocorre a partir de trés reacGes enzimaticas consecutivas. Na primeira etapa, a
enzima RhIA sintetiza moléculas do precursor 3- (3-&cido hidroxialcanoiloxi) alcandico
(HAAS) por esterificacdo de duas moléculas de 3-hidroxiacil ligadas a proteina transportadora
de acil (ACP). Em seguida, a RhIB liga uma molécula de HAA com uma de dTDP-L-raminose
proveniente da D-glicose-6-fosfato, para produzir mono-raminolipideos. A Ultima reagdo é
catalisada pela raminosiltransferase RhIC, que catalisa a adicdo de uma molécula de dTDP-L-
raminose aos mono-raminolipideos (Rahim et al., 2001; Maier & Sober6n-Chéavez, 2000;
Soberon-Chavez et al., 2005).

A molécula de L-raminose pode ser sintetizada a partir da glicose que P. aeruginosa
adquire do meio ambiente, da degradacao do glicogénio intracelular ou da gliconeogénese (Suh
et al., 2019). Para a utilizacdo de glicose exdgena, essa bactéria normalmente converte glicose
diretamente em 6-fosfogliconato durante o transporte, que entéo entra na via Entner-Doudoroff.
Sendo assim, a D-glicose-6-fosfato é subsequentemente sintetizada a partir da D-frutose-6-
fosfato gerada na via das pentoses fosfato ou a partir da via da gliconeogénese (Lessie et al.,
1984).

Alternativamente, P. aeruginosa pode fosforilar intracelularmente glicose através da
enzima glicoquinase para gerar D-glicose-6-fosfato (Lessie et al., 1984), que é entdo convertida
em D-glicose-1-fosfato por uma fosfoglicomutase conhecida como AlgC (Olvera et al.,1999).
Na auséncia de glicose exdgena, P. aeruginosa tem que gerar esta hexose através da via da
gliconeogénese, um processo metabdlico critico para a biossintese de peptideoglicano, além de
outros componentes celulares essenciais. A enzima AlgC também desempenha um papel crucial
na biossintese do EPS alginato, por catalisar a conversao de D-manose-6-fosfato em D-manose-
1-fosfato. A D-glicose-1-fosfato gerada por AlgC é entdo convertida em dTDP-L-raminose em
quatro reacdes sequenciais catalisadas pelas enzimas codificadas pelo operon rmIBDAC
(Olvera et al.,1999; Rahim et al., 2001).
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A primeira enzima envolvida chamada de RmIA, é uma nucleotidiltransferase que
converte D-glicose-1-fosfato em dTDP-D-glicose, ativando entdo a molécula de D-glicose. E
importante ressaltar que a atividade catalitica de RmIA é regulada negativamente pelo produto
final dTDP-L-raminose (Blankenfeldt et al., 2000). A segunda enzima, a RmiIB, é uma
desidratase que catalisa a oxidagédo e desidratacdo de dTDP-D-glicose para formar dTDP-4-
ceto-6-desoxi-D-glicose (Allard et al., 2000). A terceira enzima, RmIC, é uma epimerase que
catalisa a epimerizacdo no C3 e C5 para gerar dTDP-4-ceto-6-desoxi-L-manose. Esse substrato
¢ entdo reduzido a dTDP-L-raminose por RmID, uma dTDP-4-ceto-6-desoxi-L-manose
redutase (Graninger et al., 1999). P. aeruginosa usa dTDP-L-raminose como molécula
precursora para a biossintese de raminolipideos, lipopolissacarideo (LPS), Psl (EPS) e flagelina
(FIiC) (Jarvis & Johnson, 1949; Maier & Soberén-Chavez, 2000; Blankenfeldt et al., 2000;
Rahim et al., 2001; Pham et al., 2004; Byrd et al., 2009; Lindhout et al., 2009).

P. aeruginosa adquire a porc¢do de &cido graxo S-hidroxi por meio de dois mecanismos.
O primeiro mecanismo é através da via biossintética de acidos graxos de novo (FAS II), em que
um f-cetoacil-ACP é convertido em g-hidroxiacil-ACP por uma f-cetoacil redutase dependente
de NADPH (Campos-Garcia et al., 1998; Maier & Soberon-Chavez, 2000). Estudos mais
recentes sugerem que esta etapa € provavelmente catalisada pela enzima FabG ao contrario de
dados anteriores que descreviam a participacdo da enzima RhIG (Miller et al., 2006; Bazire &
Dufour, 2014). O segundo mecanismo para gerar a fragdo de acido graxo f-hidroxi para a
biossintese de raminolipideos é através da via catabdlica da -oxidacéo de acidos graxos (Hori
etal., 2011; Zhang et al., 2012). Apesar da possibilidade de geracao de acidos graxos S-hidroxi
por meio da sintese de novo e da f-oxidacao, evidéncias mais recentes demonstraram que ambas
as vias nao contribuem igualmente para a biossintese de raminolipideos. A s-oxidagéo de acidos
graxos é provavelmente a principal fonte de acidos graxos f-hidroxi para a producdo de mono
e di-raminolipideos (Abdel-Mawgoud et al., 2014).

As enzimas que catalisam a producdo de raminolipideos a partir dos precursores
descritos acima séo codificadas pelo operon rhlAB e pelo gene rhiC. O gene rhIC se localiza
em um cromossomo distante do operon rhlAB. Esses genes codificam raminosiltransferases
especificas conhecidas como RhlA, RhIB e RhIC. Em P. aeruginosa rhlAB e rhIC se localizam
em diferentes loci enquanto em Burkholderia thailandensis e B. pseudomallei esses trés genes

séo encontrados agrupados em um unico cluster (Dubeau et al., 2009).
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Os genes rhlA e rhIB estdo organizados em um operon bicistrénico e as proteinas
codificadas foram originalmente descritas como duas subunidades constituintes de U(nico
complexo enzimatico funcional nomeado de raminosiltransferase I. No entanto, as evidéncias
de que uma cepa mutante de P. aeruginosa deficiente na producdo de mono-raminolipideos e
di-raminolipideos PG201 4rhiB, era capaz de produzir HAA e que a expressdo heteréloga de
rhlA em Escherichia coli acarretava a producdo de HAA (Déziel et al., 2003; Zhu e Rock, 2008)
foram determinantes para a elucidacdo da funcdo da enzima RhIA, que exerce a sua catalise
independentemente de RhIB. O gene rhIC também se organiza em um operon bicistrénico com
PA1131, um gene de funcdo desconhecida que codifica uma proteina hipotética (Rahim et al.,
2001). Recentemente foi demonstrado que raminolipideos e HAAs exdgenos podem ser
absorvidos pela célula bacteriana, sendo direcionados para a via de biossintese de

raminolipideos (Wittgens et al., 2017).

A RhIA catalisa a formacéo da porc¢éo de acido graxo dimérico 3- (3-hidroxialcanoiloxi)
alcandico (HAA), constituido geralmente por 10 carbonos e denominado de &cido p-
hidroxidecanoil-g-hidroxidecandico, através da condensacdo de duas moléculas de p-
hidroxidecanoil-ACP ou utilizando uma molécula de -hidroxidecanoil-ACP e a outra de S-
hidroxidecanoil-CoA (Deziel et al., 2003). RhlA é uma aciltransferase contendo um dominio
a-/f- hidrolase que catalisa a esterificacdo de dois &cidos graxos hidroxi ativados para HAAs
(Cabrera-Valladares et al., 2006). A esterificacdo de acidos graxos hidroxi, catalisada por
RhIA, é uma atividade enzimatica rara e a especificidade dessa enzima explica as diferencas
observadas na diversidade de congéneres do acido 3- (3-hidroxialcanoiloxi) alcandico (HAA),

em diferentes espécies de microrganismos (Germer et al., 2020).

RhIB é a raminosiltransferase que catalisa a transferéncia de uma L-raminose ativada
(dTDP-L-raminose) para um p-hidroxidecanoil-g-acido hidroxidecandico para formar um
mono-raminolipideo (R-C10-C10). Posteriormente, RhIC catalisa a transferéncia de uma
segunda molécula de L-raminose para 0 mono-raminolipideo produzindo di-raminolipideos
(RR-C10-C10) (Maier & Soberon-Chavez, 2000; Soberon-Chavez et al., 2005; Rahim et al.,
2001). Uma andlise transcriptobmica global utilizando microarrays em P. aeruginosa que
investigou padrdes de expressdo génica modulados por regulons de QS em células planctdnicas,
demonstrou que a expressdao de rhlAB aumentou mais de 100 vezes no inicio da fase de
crescimento estacionario enquanto a expressao de rhIC aumentou apenas 7,4 vezes. Esses dados

sugerem que possivelmente os mono-raminolipideos sdo produzidos primariamente no inicio
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da fase estacionaria, seguido pelos di-raminolipideos que sdo convertidos mais tardiamente
(Wagner et al., 2003).

A via biossintética dos raminolipideos produzidos pela bactéria P. aeruginosa esta

representada na Figura 2.
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Figura 2. Biossintese de raminolipideos em Pseudomonas aeruginosa. A rota biossintética dos raminolipideos pode ser dividida em trés etapas principais: biossintese
da fracdo de carboidrato (L-raminose), biossintese da cauda lipidica (4cidos graxos B-hidroxilados) e produ¢do de raminolipideos. Os precursores, dTDP-L-raminose e
acidos graxos S-hidroxi sdo gerados a partir das vias metabdlicas centrais de carboidratos, da via biossintética de novo de acidos graxos e do catabolismo de lipideos

através da S-oxidacdo (Adaptada de Suh et al., 2019).
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2.3.2. Sistemas de Quorum Sensing (QS)

Em P. aeruginosa a regulacdo da biossintese de raminolipideos envolve mecanismos
regulatérios globais altamente complexos e intrincados, além das condi¢cGes ambientais
incluindo fontes de carbono, limitagdo de nitrogénio e disponibilidade de ferro que também
regulam a producéo desses biossurfactantes (Suh et al., 2019). O operon rhlAB é entéo regulado
transcricionalmente e pds-transcricionalmente por varios reguladores, que englobam os
sistemas QS e fatores sigma alternativos, como RpoS e RpoN (Caiazza et al., 2005; Reis et al.,
2011; Dobler et al., 2016).

Foi demonstrado que os sistemas quorum sensing (QS) de P. aeruginosa regulam a
expressao de aproximadamente 160 genes, onde varios desses controlam a producao e secre¢do
de vérios fatores de viruléncia, como a exotoxina A, proteases e os raminolipideos (Hentzer et
al., 2003; Hentzer & Givskov, 2005). Os sistemas de QS séo sistemas de comunicacdo célula-
a-célula bacteriana que incluem a biossintese, secrecdo e deteccdo de moléculas de sinalizacdo
conhecidas como autoindutores (Williams & Camara, 2009). Os mecanismos de QS dentro das
populagdes bacterianas podem produzir um comportamento sincronizado e coordenado quando
um determinado nimero minimo (quérum) é alcancado. Os sistemas QS sdo difundidos em
bactérias, controlando uma ampla variedade de processos bioldgicos (Williams & Camara,
2009). Um sistema regulatorio de QS tipico é composto por uma enzima sintase (I), um receptor

(R) e uma molécula sinalizadora chamada de autoindutor (Al).

Os sistemas QS em P. aeruginosa controlam diversos mecanismos fisiologicos,
incluindo producdo de fatores de viruléncia, evasdo imune, resisténcia a antibidticos,
motilidade, formacéo e arquitetura de biofilmes, além da resposta a sinais ambientais (Lee &
Zhang, 2015). Os quatro sistemas QS identificados e caracterizados até o momento na bactéria
P. aeruginosa sdo Las, Rhl, PQS e 1QS. Os principais sdo Las e Rhl e as sintases Lasl e Rhll
que produzem suas moléculas sinalizadoras 30C12-HSL e C4-HSL, respectivamente. Essas
moléculas de Al se ligam e modulam os seus reguladores transcricionais correspondentes, LasR
e RhIR, respectivamente (Dekimpe & Deziel, 2009). O sistema QS Las também requer RsaL,
uma proteina repressora para lasl e lasR, regulando negativamente a expressdo de ambos 0s

genes e afetando indiretamente a biossintese de raminolipideos (Rampioni, et al., 2007).

O sistema QS Las é entdo composto por LasR, Lasl e o autoindutor (Al) 3-
oxododecanoil-homoserina lactona (OdDHL/30C12-HSL). LasR é uma proteina de liga¢do ao

DNA e Lasl possui atividade de acil-homoserina lactona sintase induzindo a biossintese do
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autoindutor OdDHL. O segundo sistema QS descoberto em P. aeruginosa denominado de Rhl
é composto pelo regulador RhIR, a acil-homoserina lactona sintase Rhll e o autoindutor N-
butiril-homoserina lactona (BHL/C4-HSL). RhIR foi inicialmente identificado como um

regulador transcricional do operon rhIAB (Ochsner et al., 1994).

O sistema QS PQS foi o primeiro mediado por um autoindutor ndo acil-homoserina-
lactona caracterizado em P. aeruginosa. PQS regula positivamente a biossintese de
raminolipideos (Dobler et al., 2016; Suh et al., 2019). O autoindutor 2-heptil-3-hidroxi-4-
quinolona (PQS) é sintetizado por PgsABCD, PhnAB e PgsH (Gallagher et al., 2002).
PgsABCD e PhnAB estdo envolvidos na sintese de 2-heptil-4-quinolona (HHQ), uma molécula
intracelular que € convertida em PQS por PgsH. O receptor PgsR também conhecido como
MVTR, € um regulador transcricional de fator de viruléncia multiplo caracteristico do sistema
PQS que medeia a expresséo dos clusters de genes pgsABCD, phnAB e pgsH todos relacionados
com a biossintese do sinal de quinolona. A expressdo de PgsR é induzida pelo sistema Las e
reprimida pelo sistema Rhl em uma rede regulatoria complexa (Gallagher et al., 2002; Déziel
et al., 2004). A producdo de PQS atinge seu maximo na fase estacionaria de crescimento muito

semelhante a producédo dos raminolipideos (Diggle et al., 2003).

O mais recente sistema QS identificado e caracterizado em P. aeruginosa é o 1QS
mediado por um autoindutor ndo acil-homoserina-lactona conhecido como 2- (2-hidroxifenil) -
tiazol-4-carbaldeido (1QS). O IQS é sintetizado pelo operon ambBCDE de origem néo-
ribossémica (Lee et al., 2013).

A hierarquia regulatoria se inicia com o sistema QS Las. O complexo LasR/OdDHL
ativa a transcricdo de lasl, rhIR, rhll, pgsR e rsaL. A inducdo transcricional de lasl pelo
complexo LasR/OdDHL leva ao aumento da producdo de OdDHL, através de um feedback
positivo do sistema QS Las (Seed et al., 1995). A expressdo de lasl também € regulada
positivamente pelo complexo RhIR/BHL (Dekimpe & Deziel, 2009). Em contraste, rsalL
codifica um repressor transcricional de lasl por um mecanismo de feedback negativo, que
conjuntamente com a inducdo de lasl pelo complexo LasR/OdDHL autorregula o sistema QS
Las (De Kievit et al., 1999; Rampioni et al., 2006). Contudo, alguns genes regulados por QS
respondem especificamente ao regulon rhl, como o operon rhlAB, que afeta diretamente a
expressdo de enzimas biossintéticas envolvidas na producdo de raminolipideos (Schuster &
Greenberg, 2007).
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A expressdo de lasR é induzida por dois reguladores globais Vfr e GacA. O regulador
de resposta GacA é um efetor do sistema de dois componentes GacA/S que regula multiplos
fatores de viruléncia em muitas y-proteobactérias, incluindo espécies de Pseudomonas spp.
(Reimmann et al., 1997; Lapouge et al., 2008). A atividade do sistema Las é também regulada
por QscR e VgsR. O regulador QscR suprime as atividades de LasR e RhIR pela formacéo de
heterodimeros com essas proteinas (Ledgham et al., 2003). O VgsR de forma antag6nica ativa
indiretamente o sistema Las. A expressao de vgsR € estimulada pelo regulon Las (Liang et al.,
2012).

O sistema Rhl é ativado pelo complexo LasR/OdDHL que induz a expressdo de rhiIR e
rhil (De Kievit et al., 2002). O complexo RhIR/BHL também induz a expressdo de rhll através
de um feedback positivo. Além do complexo LasR/OdDHL a expressdo de rhIR é ativada por
Vfr e GacA e as atividades de LasR e RhIR sdo inibidas por QscR (Reimmann et al., 1997,
Croda-Garcia et al., 2011). Além disso, rhIR e rhll sdo induzidos indiretamente por VgsR
através da repressao da expressdo de gscR que permite a atividade do complexo LasR/OdDHL
(Liang etal., 2012). A expressdo de rhiR e rhll também é positivamente regulada pelo complexo
PgsR/PQS (McKnight et al., 2000).

O gene rhll também ¢é regulado negativamente em um nivel pds-transcricional por um
pequeno RNA regulatorio conhecido como DksA, que interfere no processo de traducédo
(Branny et al., 2001). Os sistemas QS Las e Rhl também sdo regulados positivamente em
resposta a privacdo de aminoacidos e mediados pelo nivel intracelular de ppGpp (Van Delden
etal., 2001).

O complexo LasR/OdDHL induz a producéo de PQS pela indugéo da expresséo de pgsR
que codifica um ativador dos operons pgsABCDE e phnAB para a biossintese de HHQ, e pgsH
que codifica para uma monooxigenase gque converte HHQ em PQS na UGltima etapa da via
biossintética de PQS (Déziel et al., 2004; Gallagher et al., 2002). Em contraste, o sistema PQS
é regulado negativamente pelo sistema RhIR devido a represséo de pgsR pelo complexo
RhIR/BHL (Xiao et al., 2006). Por sua vez, o complexo PgsR/PQS induz a expressao de rhll e
rhIR para regular positivamente o sistema Rhl (McKnight et al., 2000). Assim, o complexo
LasR/OdDHL ativa tanto Rhl quanto o sistema PQS. Além disso, o sistema PQS é ativado pelo
sistema 1QS sob condigdes limitantes de fosfato. O sistema 1QS é regulado positivamente pelo
complexo LasR/OdDHL (Lee et al., 2013).
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O papel dos sistemas QS na biossintese de raminolipideos em P. aeruginosa foi
notoriamente estabelecido uma vez que RhIR foi caracterizado por exigir Rhll, uma acil-
homoserina sintase ou acil-homoserina lactonas adicionadas exogenamente, para ativar a
expressdo do operon rhlAB envolvido na sintese raminolipidica (Ochsner & Reiser, 1995).
Entdo, foi demostrado que rhiC, o gene que codifica para uma raminosiltransferase e participa
da sintese de di-raminolipideos também foi regulado pelo complexo RhI/BHL. Assim, os trés
genes que codificam para as trés ultimas enzimas envolvidas na conversdo de mono e di-
raminolipideos sdo regulados pelo sistema Rhl (Rahim et al., 2001). Um estudo mostrou que o
operon rmIBDAC envolvido na biossintese de dTDP-L-raminose também € regulado pelo
complexo RhIR/BHL. Esses dados evidenciaram que o QS regula as etapas iniciais da

biossintese de raminolipideos, além das trés ultimas etapas (Ramirez et al., 2012).

2.3.3. Reguladores Globais

Em P. aeruginosa a expressao dos genes lasl e rhll que codificam as sintases também
sdo regulados por dois fatores sigma alternativos, denominados RpoN e RpoS. RpoN é um
regulador global envolvido na resposta de limitagdo ao elemento nitrogénio desempenhando
um papel em varios aspectos da fisiologia dessa bactéria, como na motilidade (Lee & Zhang,
2015). RpoS é um regulador global de resposta ao estresse em P. aeruginosa, incluindo a
deplecdo de nutrientes (Suh et al., 1999). Os sistemas de dois componentes tipicos, como
NtrB/C e CbrA/B séo ativados quando o nitrogénio esta esgotado. O sistema NtrB/C também
estd relacionado a capacidade de motilidade swarming em P. aeruginosa, um movimento
multicelular organizado caracteristico de superficie bacteriana que é diretamente dependente da
presenca de raminolipideos (Zhang & Rainey, 2008; Hervas et al., 2009; Yeung et al., 2009).

Foi proposto que RpoN ativa indiretamente a expressdo do operon rhlAB atraves da
inducdo da transcricdo de rhIR (Medina et al., 2003). Portanto, o fator sigma alternativo RpoN
desempenha um papel central como um regulador global, controlando genes envolvidos no
metabolismo do nitrogénio, assimilagdo de carbono, transporte de nutrientes, motilidade e QS
(Potvin et al., 2008). No entanto, o papel de RpoS na biossintese de raminolipideos ainda é
contraditério (Whiteley et al., 2000; Medina et al., 2003).

O fator sigma RpoS também desempenha um papel importante nas respostas

relacionadas ao estresse em P. aeruginosa. Os niveis de RpoS sdo mais elevados na fase
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estaciondria e em resposta a limitacdo de nutrientes (Bertani et al., 2003). RpoS regula a maioria
dos genes em fase estaciondria de crescimento e esta conectado com as vias regulatorias Las e
Rhl (Schuster & Greenberg, 2007). O operon rhlAB estd sob o controle de RpoS, sendo
parcialmente regulado positivamente, sugerindo que ha ainda outra conexao entre a producao

de raminolipideos e a privacdo de nutrientes (Medina et al., 2003).

Vaérios pequenos RNAs regulatérios (SRNAs) atuam mediando de forma mais sutil
respostas bacterianas aos sinais ambientais, além de regularem também os sistemas QS
(Malgaonkar & Nair, 2019). Até o momento, sdo conhecidos apenas dois SRNAs envolvidos

com a regulacgdo pos-transcricional da biossintese de raminolipideos em P. aeruginosa.

Um estudo mostrou que a cascata NtrB/C-RpoN ativa a transcricdo do SRNA regulado
por nitrogénio (NrsZ), que por sua vez, ativa a expressdo de rhlA, levando ao aumento da
producdo de raminolipideos por limitagdo de nitrogénio. Os autores sugerem que a regulacdo
positiva da expressdo de rhlA devido a supressdo de nitrogénio, através de RpoN, ocorre
indiretamente, em um nivel pos-transcricional. Assim, 0 SRNA NrsZ se ligaria a sequéncia do
mRNA de rhlA, modulando positivamente a expressao de rhlA. Até o momento, NrsZ € o Unico
SRNA regulador relacionado com a biossintese de raminolipideos (Wenner et al., 2014). Mais
recentemente foi descrito PhrD, um sRNA de P. aeruginosa que quando superexpresso
aumentou a producdo de biossurfactantes raminolipidicos, através de uma regulacdo indireta
mediada por RhIR (Malgaonkar & Nair, 2019).

A regulacdo da biossintese de raminolipideos descrita anteriormente envolve
mecanismos regulatorios globais que regulam a producao dessas moléculas. A rede regulatéria

que controla a producdo de raminolipideos em P. aeruginosa pode ser observada na Figura 3.
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Figura 3. Rede regulatéria que controla a biossintese de raminolipideos em Pseudomonas aeruginosa. A regulacdo da biossintese de raminolipideos envolve
mecanismos moleculares transcricionais e pds-transcricionais. Os genes rhiR e rhll estdo sob regulacéo altamente complexa por pelo menos 4 sistemas QS, incluindo
Las, Rhl, PQS e 1QS. O sistema Rhl, que compreende RhIR, o regulador de resposta, e Rhll, a sintase para o autoindutor N-butiril-homoserina lactona (BHL/C4-HSL),
exerce a regulacdo mais direta sobre a biossintese raminolipidica. O complexo RhIR/BHL regula positivamente a expressdo do operon rhlAB e do gene rhiC, que

codificam as trés enzimas (RhlIA, RhIB e RhIC) catalisando a producdo de raminolipideos a partir de precursores, mas também atuam regulando o operon rmIBDAC
envolvido na biossintese do precursor dTDP-L-raminose (Adaptada de Suh et al., 2019).
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Apesar da elucidacéo da rede regulatdria complexa implicada na biossintese desses
biossurfactantes e da importancia das suas propriedades tensoativas, 0s mecanismos
moleculares envolvidos no papel desempenhado pelos raminolipideos no ciclo de vida e na
patogenicidade de P. aeruginosa ainda ndo foram compreendidos. Entretanto, sabe-se que eles
afetam diversas estruturas e fendtipos bacterianos como a composigdo da membrana externa, a
motilidade celular e a formacéo de biofilme (Déziel et al., 2003; Davey et al., 2003; Caiazza et
al., 2005; Wilhelm et al., 2007).

2.4. O Papel dos Raminolipideos na Formacéo de Biofilme e na Motilidade Bacteriana
do Tipo Swarming
Os biofilmes microbianos tém sido objeto de intenso estudo durante a Gltima década.
Primeiro, por ser de interesse na pesquisa basica, buscando elucidar como as bactérias se
organizam e vivem em comunidades multicelulares. Segundo, de interesse na pesquisa
aplicada, a formacéo de biofilmes é importante na patogénese de varias infeccdes bacterianas,
em ambientes e equipamentos hospitalares e na industria em oleodutos e tubulacdes, uma vez
que as bactérias em um estilo de vida séssil apresentam uma maior resisténcia as drogas
antimicrobianas, as respostas imunes do hospedeiro e aos tratamentos com biocidas (Mah et al.,
2003; Jackson et al., 2004; Harmsen et al., 2010).

Os fendtipos de resisténcia aos antibidticos e a capacidade de adesdo a superficies
bidticas e abidticas representam as principais dificuldades no combate de biofilmes bacterianos
em ambientes médicos e industriais (Irie et al., 2005). Uma das propriedades mais conhecidas
e importantes associada aos biofilmes é a capacidade de tolerancia aos antibioticos, que pode
ser até mil vezes maior do que quando comparada as células em um estilo de vida plancténico.
Essa tolerancia pode ser atribuida a diminuicdo da penetracdo dessas moléculas na estrutura do
biofilme, ao aumento da expressdo de bombas de efluxo de multiplas drogas e a expressdo de
moléculas de carboidratos periplasmaticos que se ligam e sequestram os antibioticos (Suci et
al., 1994; Maira-Litran et al., 2000; Davies, 2003; Mah et al., 2003).

Biofilmes s&o comunidades bacterianas complexas que iniciam a interacdo a partir de
células plancténicas com uma superficie sélida ou liquida e em resposta a sinais ambientais
(O'Toole & Kolter, 1998). Apresentam uma arquitetura bem caracteristica e propriedades

fenotipicas e bioguimicas distintas de suas contrapartes planctonicas, estando imersos em uma
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matriz polimérica hidratada (Banin et al., 2005). Podemos definir um biofilme como uma
comunidade estruturada de células bacterianas encerradas em uma matriz polimérica propria e
aderente a uma superficie bidtica ou abidtica (Costerton et al., 1999). O modelo proposto em
1987 conhecido como “canal de agua”, descreve que em um biofilme ha frequentemente uma
distribuicdo tridimensional de microrganismos apresentando subestruturas especificas
(Costerton et al., 1987).

O desenvolvimento de biofilmes bacterianos envolve a transi¢cao coordenada de células
bacterianas planctonicas até comunidades altamente diferenciadas. Em geral e de forma sucinta
na etapa inicial ocorre a fixacdo de bactérias a uma superficie, seguida pelo acimulo de
aglomerados de células, ou microcol6nias e, finalmente, um biofilme maduro caracterizado por
microcol6nias e macrocoldnias de células bacterianas separadas por canais cheios de fluido,
com organizacao espacial bem estruturada é formado (Davey & O'Toole, 2000; Wozniak et al.,
2003).

Uma importante caracteristica de um biofilme maduro € a producdo de uma matriz
extracelular (Costerton et al., 1999). Os principais componentes da matriz sdo geralmente
polissacarideos e agua, juntamente com outros produtos celulares que sdo secretados
(Sutherland, 2001). Além de polissacarideos, a matriz polimérica extracelular dos biofilmes
possui acidos nucléicos (DNA e RNA) e proteinas. A matriz do biofilme é um ambiente
dindmico e heterogéneo, dependente de fatores intrinsecos e extrinsecos. Fatores intrinsecos se
expressam de acordo com o perfil genético das células microbianas e os fatores extrinsecos
incluem o ambiente fisico-quimico em que o biofilme e sua matriz estdo localizados
(Sutherland, 2001).

P. aeruginosa constitui um importante modelo para a compreensédo do desenvolvimento
de biofilmes, principalmente, devido a sua relativa facilidade em formar biofilmes in vitro sob
diferentes condicbes (Hgiby et al., 2001). Os biofilmes de P. aeruginosa s&o formados a partir
de células planctonicas individuais em um processo de desenvolvimento complexo e altamente
regulado. Acredita-se que as células planctonicas iniciem interacbes com uma superficie em
resposta a varios sinais, incluindo a disponibilidade de nutrientes no ambiente (O'Toole &
Kolter, 1998).

O biofilme de P. aeruginosa se desenvolve em um ciclo multicelular de cinco estagios,
que é iniciado pela adesdo de células plancténicas a uma superficie, seguido pela formacao de

microcolbnias e producdo de exopolissacarideos (EPS), organizacdo em macrocol6nias e
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dispersdo, onde as células planctonicas das microcoldnias se desprendem podendo colonizar
uma nova superficie (Stoodley et al., 2002). A matriz extracelular do biofilme de P. aeruginosa
é uma combinacdo de expolissacarideos (EPSs), acidos nucléicos e proteinas (Allesen-Holm et
al., 2006). Pelo menos trés exopolissacarideos conhecidos como Psl, Pel e alginato contribuem

para a formacéo do biofilme de P. aeruginosa (Ma et al., 2009).

Os EPSs da matriz extracelular sdo componentes cruciais dos biofilmes que
proporcionam a comunidade multiplos beneficios (Friedman & Kolter, 2004; Matsukawa &
Greenberg, 2004). Trabalhos mais recentes sugerem que c-di-GMP, um importante mensageiro
secundario em bacteérias, promove a formag&o de biofilme através da regulacdo dos EPSs. Uma
analise de fatores regulatérios especificamente expressos em P. aeruginosa, sob condicbes de
elevadas concentracfes de c-di-GMP, revelou funcbes relacionadas com a producdo e

manutengdo da matriz extracelular (Borlee et al., 2010).

Foi postulado também que a expressao de genes envolvidos na biossintese de alginato
pode ser critica para a formacéo do biofilme de P. aeruginosa, isto porque a expressao de algC
na estirpe mucoide PA8830 se mostrou elevada (Davies & Geesey, 1995; Stapper et al., 2004).
No entanto, o produto do gene algC (a enzima AlgC) também esta envolvido na biossintese de

LPS e na producao de raminolipideos (Soberon-Chavez et al., 2005; King et al., 2009).

Outros trabalhos argumentam que o alginato pode ndo desempenhar uma funcéo
determinante na formacéo da matriz do biofilme de P. aeruginosa PAOL1 (Stapper et al., 2004;
Matsukawa, 2004). Por outro lado, Pel e Psl sdo considerados componentes importantes da
matriz desse microrganismo (Friedman & Kolter, 2004; Matsukawa & Greenberg, 2004). O
exopolissacarideo (EPS) Pel é um polimero rico em glicose que desempenha um papel
relevante, principalmente, durante as etapas iniciais da formagéo do biofilme, como a adeséo
em superficies bidticas e abioticas (Friedman & Kolter, 2004; Vasseur et al., 2005). O EPS Psl
¢ caracterizado como rico em manose e importante na manutencdo da estrutura do biofilme
maduro (Ma et al., 2006).

A percepcao do ambiente aliada a transferéncia de informagdes, envolvem mecanismos
regulatdrios que representam “tomadas de decisdo” fundamentais para o sucesso das respostas
adaptativas (Jimenez et al., 2012). A participacao, a quantidade e a complexidade dos sistemas
regulatérios microbianos estdo diretamente relacionados a versatilidade e adaptabilidade de
cada microrganismo e suas informacdes genéticas. No caso de P. aeruginosa, cerca de 8% do

seu genoma compreende mecanismos regulatérios (Stover et al., 2000).
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O estilo de vida séssil que se aplica aos biofilmes microbianos esta associado a infecgdes
persistentes, enquanto as células livres na sua forma plancténica estdo relacionadas a
disseminacdo sistémica do microrganismo (Coggan & Wolfgang, 2012). Os mecanismos
regulatérios que controlam a formacéo e a dispersao dos biofilmes envolvem uma variedade de
sistemas bacterianos e reguladores, como o0s sistemas de Quorum sensing (QS), sistemas de
dois componentes, RNAs regulatérios e outros reguladores pds-transcricionais (Mikkelsen et
al., 2011). A alternancia entre as duas formas de vida esta diretamente relacionada ao segundo
mensageiro intracelular c-di-GMP (Mills et al., 2011), assim como ao sistema Gac/Rsm
(Brencic et al., 2009; Brencic & Lory, 2009; Mikkelsen et al., 2011). Além de regular a
expressdo de genes relacionados ao desenvolvimento de biofilmes em P. aeruginosa, a via
regulatéria Gac/Rsm também participa dos processos que envolvem os sistemas SST3 e SST6
(Moscoso et al., 2011).

Os primeiros insights publicados sobre o papel dos raminolipideos na regulagdo
estrutural do desenvolvimento do biofilme de P. aerugionosa mostraram que a estabilidade da
estrutura desse biofilme é dependente da producdo de uma quantidade adequada dessas
moléculas, em um determinado momento (Davey et al., 2003; Lequette & Greenberg, 2005;
Glick et al.,, 2010). Os raminolipideos estdo envolvidos em diferentes estagios do
desenvolvimento do biofilme de P. aeruginosa apresentando multiplos papéis. Dentre 0s quais,
podemos citar a formacao inicial das microcol6nias, a manutencao da arquitetura tridimensional

e a dispersdo das células plancténicas (Nickzad & Déziel, 2014).

Os raminolipideos em baixa concentracdo levam ao aumento da hidrofobicidade das
células bacterianas facilitando a formacdo inicial das microcoldnias (Pamp & Tolker-Nielsen,
2007). Enquanto que em certas condic¢des, como biofilmes crescendo sob limitacéo de ferro, a
maior producéo de raminolipideos induzida por essa deficiéncia pode contribuir para o aumento
de um tipo de motilidade bacteriana que, como consequéncia, impede a formacéo inicial das

microcol6nias (Patriquin et al., 2008).

O desenvolvimento da arquitetura dos biofilmes, particularmente, o arranjo espacial das
microcolbnias, € um elemento considerado fundamental para a funcdo dessas complexas
comunidades. Um dos papéis desempenhados pelos biossurfactantes raminolipidicos
produzidos por P. aeruginosa esta relacionado com a manutencdo dessa organizacao
tridimensional. Biofilmes produzidos por mutantes deficientes na biossintese de raminolipideos

se apresentam planos ndo sendo capazes de manter a arquitetura tipica observada na cepa de P.
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aeruginosa selvagem, caracterizada por estruturas em formato de cogumelo com a presenca de
canais onde circulam &gua, nutrientes e outras moléculas (Davey et al., 2003; Lequette &
Greenberg, 2005; Pamp & Tolker-Nielsen, 2007).

A formacéo dessas estruturas semelhantes a cogumelos que é dependente da producédo
de raminolipideos ocorre no inicio da maturacdo do biofilme de P. aeruginosa, através do
surgimento de uma subpopulacédo bacteriana mével com capacidade de migrar para cima (Pamp
& Tolker-Nielsen, 2007). Para este tipo de migracdo as bactérias requerem um padrdo
caracteristico de motilidade mediado por flagelos e a presenca de fimbria tipo IV (PilA) (Barken
et al., 2008). Em 2007 foi mostrado que uma cepa mutante PAO1 ArhlA presente em biofilmes
mistos contendo mutantes pilA/rhlA exibiu uma reducdo na altura das estruturas em forma de
cogumelo, devido a deficiéncia de raminolipideos. Dessa forma, esta claro que os
raminolipideos facilitam a migracdo bacteriana associada a superficie e, portanto, a formacéo
dos cogumelos na arquitetura tridimensional tipica observada no biofilme de P. aeruginosa
(Pamp & Tolker-Nielsen, 2007).

H& muitas evidéncias de que os biossurfactantes nos biofilmes atuem também na
manutencdo da abertura dos canais de circulacdo de agua, afetando assim as interagdes célula-
a-célula e o contato das células bacterianas as superficies. Os raminolipideos impedem a
colonizacdo dos canais entre as estruturas em forma de cogumelo mantendo a estrutura
tridimensional (Pamp & Tolker-Nielsen, 2007). A biossintese dos raminolipideos durante 0s
ultimos estagios do desenvolvimento do biofilme (quando a densidade celular é alta), resultaria
na ativacdo de mecanismos de comunicacdo entre as células bacterianas, preservando assim o
arcabouco que mantém os canais abertos (Boles et al., 2005). Ainda sim, altos niveis na

producdo de raminolipideos pode impedir a formagdo de biofilme (Davey et al., 2003).

Os raminolipideos produzidos por P. aeruginosa podem apresentar um papel relevante
como agentes antimicrobianos. Muitos autores ja descreveram a eficiéncia dessas moléculas na
dispersdo de biofilmes de diferentes espécies bacterianas (Irie et al., 2005; Boles et al., 2005;
Dusane et al., 2010; do Valle Gomes & Nitschke, 2012; Wood et al., 2018). Existem muitas
razGes para a formagdo de biofilmes como uma estratégia de defesa contra o estresse, por
exemplo, devido a limitacéo de nutrientes, acao de antibidticos ou alteracdes de pH e até mesmo

como uma forma de permanéncia em um estado rico em nutrientes.

Por outro lado, as bactérias também devem ter um meio de se desprender do biofilme,

em consequéncia de mudancas nas condigdes ambientais, por exemplo, oscilagcdes nos niveis
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de oxigénio, baixa nutricional ou aumento de produtos tdxicos (Jefferson, 2004; Kaplan, 2010;
Kostakioti, et al.,, 2013). P. aeruginosa apresenta mdaltiplos fenotipos durante o
desenvolvimento de seu biofilme e o conhecimento da fisiologia especifica em cada um dos
estagios de formacao é importante para o entendimento do processo em nivel molecular, o que

pode viabilizar novos métodos para o controle dos biofilmes microbianos (Sauer et al., 2002).

Um dos modelos mais aceitos para o desenvolvimento dos biofilmes de P. aeruginosa
destaca a importancia dos flagelos e da fimbria tipo IV (PilA), como comentado anteriormente
(Klausen et al., 2003; Barken et al., 2008; Conrad et al., 2011). Os flagelos atuam mediando o
transporte das bactérias a superficie enquanto a fimbria tipo 1V, leva a agregacao celular e a
formacéo de microcol6nias. Em seguida, ocorre a organizacgdo das estruturas multicelulares em
forma de cogumelo, através de um processo de maturacao que requer sinalizacdo célula-a-célula
e a presenca de raminolipideos (Klausen et al., 2003; O'Toole et al., 2000; Stoodley et al., 2002;
Heydorn et al., 2002).

Estudos realizados até 0 momento sugerem que a transicdo planctdnica-biofilme é um
processo complexo e estritamente regulado, com o envolvimento dos sistemas QS, produgéo de
EPS, participagdo de raminolipideos e motilidade bacteriana (Reis et al., 2011; Guttenplan &
Kearns, 2013; Wang et al., 2014). A motilidade bacteriana também ¢é relevante para o
desenvolvimento do biofilme, como para a sua formacéo e para o seu arranjo espacial, incluindo

canais bem caracterizados (Ghanbari et al., 2016).

Os principais tipos de motilidade bacteriana realizados por P. aeruginosa sao swarming,
swimming e twitching (Rashid & Kornberg, 2000; Tremblay & Déziel, 2010). A motilidade
swimming é dependente dos flagelos enquanto o twitching necessita da fimbria tipo 1V (PilA).
Ao contrério desses fenétipos de motilidade, o swarming em P. aeruginosa exige a producao
de raminolipideos e HAA, além de flagelos funcionais (Kohler et al., 2000; Déziel et al., 2003;
Caiazza et al., 2005; Tremblay et al., 2007). O swarming pode ser entdo definido como um
movimento multicelular rapido e coordenado ocorrendo em uma superficie semissoélida, que
requer participacéo flagelar e producgéo de biossurfactantes (Kearns, 2010; Ha et al., 2014). Os
biossurfactantes atuam como agentes umectantes e quimiotaticos (Déziel et al., 2003; Caiazza
et al., 2005; Tremblay et al., 2007). Mutantes deficientes na produgdo da fimbria tipo 1V
tambeém ndo sdo capazes de realizar swarming em P. aeruginosa (Kohler et al., 2000).

O swarming € um comportamento multicelular que requer a integracdo de sinais

quimicos e fisicos, o que leva a diferenciacéo fisiologica e morfoldgica das células bacterianas
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(Verstraeten et al., 2008). A bactéria P. aeruginosa exibe um fenétipo de motilidade swarming
com um padrdo circular bem caracteristico, que inclui projecdes semelhantes a dendritos que
se caracterizam por regifes longas e delgadas de colonizagédo, que emergem de uma origem
central (Rashid & Kornberg, 2000; Kearns et al., 2010; Tremblay & Déziel, 2010; Kilmury &
Burrows, 2018). As células swarmers de P. aeruginosa sao alongadas e possuem dois flagelos
polares (Verstraeten et al., 2008). De maneira geral, as células da borda do swarming se
apresentam mais alongadas do que as células do centro e o nimero de flagelos também ¢é
aumentado (Kohler et al., 2000). Porém, muitas diferencas nos padrdes de swarming sdo
observados nos ensaios in vitro de P. aeruginosa, que podem ser explicados por uma variedade
de fatores, incluindo os efeitos decorrentes da tensdo superficial, da composi¢cdo do meio e da

concentracdo de agar superficial (Kamatkar & Shrout, 2011).

Em um estudo mais recente de imagem e analise de motilidade swarming foram
examinadas oito cepas de P. aeruginosa, incluindo uma cepa mutante ArhlAB deficiente na
producdo de raminolipideos. Muitas diferencas no comportamento de disseminacdo em
superficie caracteristico do swarming foram observadas entre as cepas, hdo apenas no tamanho
da zona do swarming, mas também na formac&o de dendritos e outros padrdes de crescimento
nas bordas, como a presenga de microdendritos. Esses dados refletem que o swarming de P.

aeruginosa é altamente variavel (Morris et al., 2011).

Um ndmero expressivo de genes relacionados a viruléncia, incluindo o sistema SST3 e
seus efetores, proteases extracelulares e outros implicados com o transporte de ferro sdo
superexpressos em células swarmers de P. aeruginosa. Além disso, dois genes de viruléncia
(lasB e pvdQ) também estdo envolvidos (Verstraeten et al., 2008). As células swarmers exibem
resisténcia adaptativa a antibioticos (Overhage et al., 2008). A co-regulacdo do processo de
swarming e da viruléncia ocorre através da sinalizacdo via c-di-GMP. A proteina RsmA se liga
ao RNA e atua poés-transcricionalmente, afetando positivamente tanto o swarming como a
viruléncia, enquanto prejudica a formacao de biofilme levando a inibi¢éo da biossintese do EPS

Pel e influenciando negativamente os sistemas QS em P. aeruginosa (Verstraeten et al., 2008).

A atividade de RsmA é reprimida por dois pequenos RNAs regulatorios, RsmY e RsmZ,
que sdo dependentes da via GacS/GacA. Outras quinases sensoriais envolvidas sdo RetS e LadS
vias de transducdo de sinal antagonicas. RetS é necessaria para a expressdo do sistema SST3 e

outros fatores de viruléncia. Uma mutagdo em retS eleva a expresséo dos EPSs pel e psl e resulta
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em formacdo de biofilme enquanto interefere negativamente na motilidade swarming em
P.aeruginosa (Goodman et al., 2004; Ventre et al., 2006).

Os flagelos séo o requisito mais importante para o swarming, associado com a inducao
da biossintese flagelar, mas este tipo de movimento também requer um aumento nas interacdes
célula-célula e a presenca de surfactante (Kearns, 2010). Os flagelos permitem que as bactérias
se movam e colaboram para a viruléncia de patdégenos por mediar a adesdo e formacéo de
biofilme nas superficies do hospedeiro. A transcricdo dos genes envolvidos com a maquinaria
flagelar ocorre de maneira hierdrquica e precisamente regulada, com a participacdo de
reguladores centrais como o FleQ em P. aeruginosa, integrando varios sinais ambientais. O
numero de flagelos é geralmente regulado positivamente em células de swarming (Verstraeten
et al., 2008).

Mutacdes que levam a repressao de genes flagelares reduzem o nimero de flagelos e
diminuem ou impedem a motilidade de swarming (Dufour et al., 1998; Young et al., 1999;
Wang et al.,, 2005). Todavia, mutaces que aumentam a expressdo de genes flagelares,
consequentemente, induzem a biossintese flagelar estimulando o movimento bacteriano de
swarming (Claret & Hughes, 2000; Wang et al., 2005). A razéo pela qual o swarming requer

maultiplos flagelos na superficie da célula é desconhecida (Kearns, 2010).

Evidéncias na literatura mostraram que flagelos bacterianos e raminolipideos
contribuem para o comportamento de disseminacdo na superficie caracteristico do swarming
de P. aeruginosa PAOL. Por outro lado, um mutante deficiente na producédo da fimbria tipo 1V
(PAOL ApilA) perdeu a capacidade de realizar esse tipo de motilidade, de acordo com o0s
padrbes de swarming observados para essa espécie (Takahashi et al., 2008). Um mutante de P.
aeruginosa deficiente na producdo de raminolipideos apresentou swarming defeituoso em meio
contendo 0,5% de &gar, embora esse mesmo mutante tivesse sido capaz de realizar a motilidade
swimming que é dependente da atividade flagelar (Kdhler et al, 2000). Outros autores
demonstraram, em condicGes de crescimento experimentais muito especificas, a restauracao do
fenotipo de swarming em uma cepa mutante PAO1 ArhlA por complementacdo com o operon
rhlAB e também através do fornecimento externo de raminolipideos purificados (Nozawa et al.,
2007).

Um estudo tambem avaliou a producdo de raminolipideos em cultura liquida e a
producdo dessas moléculas durante o crescimento superficial em oito cepas de P. aeruginosa,

revelando n&o haver correlagdo entre elas. De forma geral, as cepas apresentaram baixa
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producdo de raminolipideos durante o crescimento em superficie enquanto produziram
quantidades significativas desses biossurfactantes em cultura plancténica. As melhores cepas
de swarming também produziram mais raminolipideos quando cresceram em placas para 0

ensaio de motilidade (Morris et al., 2011).

Além disso, a producdo de raminolipideos também foi maior nos sobrenadantes de
culturas obtidas de células plancténicas, crescidas em meio liquido sob agitacdo, quando
comparada a quantificacdo dessas moléculas a partir de células em crescimento estatico no
biofilme da cepa PAOL, durante 24 horas. Por outro lado, a cepa mutante PAO1 ArhlA
deficiente na biossintese de raminolipideos, teve a sua producdo abolida em ambas condicGes
de crescimento e restabelecida apds complementacdo plasmidial com o operon rhlAB (Van
Gennip et al., 2009).

Foi descrito que os biossurfactantes HAAs, mono-raminolipideos e di-raminolipideos
modulam diferentemente o processo de swarming. Os HAAs e os di-raminolipideos se
comportam como atrativos quimiotaticos autoproduzidos pelas células bacterianas
apresentando atividade contraria, ou seja, sdo repelentes. Em alternativa, 0s mono-
raminolipideos que parecem agir como agentes umectantes facilitando o fenétipo de motilidade.
Outros resultados contradizem esses dados, possivelmente devido aos diferentes graus de
purificacdo dessas moléculas, e indicam que HAAS sdo os surfactantes minimos necessarios
para o swarming em P. aeruginosa e os raminolipideos apenas modulam o padrédo de motilidade
(Caiazza et al., 2005; Tremblay et al., 2007).

Além disso, os raminolipideos exercem a funcéo de fatores de viruléncia e se destacam
na protecdo microbiana contra as defesas do hospedeiro (Van Gennip et al., 2009; Wittgens et
al., 2017). Raminolipideos atuam como hemolisinas extracelulares estaveis ao calor e sdo
conhecidos por desencadear a lise de células do sistema imune, resultando em morte celular
necrotica (Johnson & Boese-Marrazzo, 1980; Jensen et al., 2007). Foi demonstrado também
que raminolipideos quimicamente purificados ou produzidos por P. aeruginosa levam a perda
da polaridade celular, entre outras alteracfes no epitélio respiratorio que contribuem para a

invasdo bacteriana (Zulianello et al., 2006).

Na literatura evidéncias descrevem que raminolipideos, flagelos e fimbria tipo 1V séo
essenciais para a motilidade swarming em P. aeruginosa (Kohler et al., 2000; Deziel et al.,
2003; Caiazza et al., 2005; Tremblay et al., 2007). Adicionalmente, a motilidade swarming esta

claramente relacionada com a formagéo de biofilme (Verstraeten et al., 2008). No entanto, os
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mecanismos propostos para os efeitos dos raminolipideos nos fendtipos de motilidade
swarming e fomacé&o de biofilme se restringem a umectacao, a regulacgdo da hidrofobicidade da
superficie celular, a modificacdo das interacdes adesivas e as caracteristicas tensoativas dessas
moléculas (Déziel et al., 2003; Al-Tahhan et al., 2000; Fauvart et al., 2012).

Contudo, embora os multiplos papéis desempenhados pelos biossurfactantes
raminolipidicos em P. aeruginosa tenham sido investigados, a maioria das fungdes descritas,
conforme discutimos anteriormente, sdo atribuidas as suas propriedades fisico-quimicas
(Abdel-Mawgoud et al., 2010; Fauvart et al., 2012; Kim et al., 2015). Em contrapartida, 0s
possiveis mecanismos moleculares e as propriedades bioldgicas dos raminolipideos para as
bactérias produtoras nos diferentes fenotipos estudados, ainda ndo foram devidamente

esclarecidos.

2.5. Estudos de Transcriptomica por Microarranjos de DNA em Pseudomonas
aeruginosa: Aspectos Relevantes nas Analises de Expressdo Génica Global
A tecnologia de microarray permite uma analise paralela da abundancia de RNA e
homologia de DNA para milhares de genes em um Unico experimento. Com a crescente
disponibilidade de genomas microbianos completos, os microarranjos de DNA se tornaram uma
ferramenta comumente utilizada em muitas areas da pesquisa, incluindo fisiologia e
metabolismo bacteriano, patogénese, epidemiologia, ecologia e filogenia, por exemplo. A
exploracdo de perfis de transcricdo e diferencas gendmicas para uma variedade de
microrganismos tém contribuido para a melhor compreensdo dos sistemas microbianos (Rick
etal., 2001).

Foram publicados em 1999 os primeiros estudos de transcriptdmica por microarranjos
de DNA em bactérias (Tao et al., 1999; Richmond et al., 1999). Com o0 sequenciamento do
genoma de P. aeruginosa PAO1 (Stover et al., 2000), bem como a disponibilidade de matrizes
de oligonucleotideos de alta densidade (Affymetrix P. aeruginosa GeneChip) foram possiveis
os estudos de avaliacdo do perfil de expresséo génica global dessa espécie nos anos posteriores
(Wagner et al., 2003). Uma analise a partir de nove estudos de microarray em P. aeruginosa,
identificou cerca de um quarto do genoma sendo regulado diferencialmente em resposta a varios

estimulos (Goodman & Lory, 2004). No entanto, uma analise comparativa subsequente mostrou
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que cerca de 35% do genoma de P. aeruginosa é regulado em geral (Balasubramanian &
Mathee, 2009).

Analises de DNA microarray tém sido utilizadas para identificar genes e redes
regulatérias em P. aeruginosa envolvidas na formacéo de biofilme, células planctonicas versus
biofilme, cepas com fenotipos mucdides, motilidade swarming, diversas condicdes de estresse,
diferentes fases de crescimento bacteriano, entre outros (Whiteley et al., 2001; Firoved &
Deretic, 2003; Goodman & Lory, 2004; Chang et al., 2005; Salunkhe et al., 2005; Small et al.,
2007; Platt et al., 2008; Overhage et al., 2008; Yeung et al., 2009; Brencic et al., 2009;
Balasubramanian & Mathee, 2009; Tremblay & Déziel, 2010; De La Fuente-Nufiez et al., 2012;
Barbier et al., 2014; Oura et al., 2015; Rahmani-Badi et al., 2015; Strehmel et al.,2015;
Rampioni et al., 2016; Rampioni et al., 2017).

O mapeamento dos regulons Las e Rhl tambem foi realizado através da abordagem
transcriptbmica por microarranjos de DNA. Os estudos relataram varios novos genes que sdo
regulados por QS. Embora houvessem algumas discrepancias na identificacdo, esses estudos
demonstraram que uma parte significativa dos genes (6-10%) anotados no genoma de PAO1
sdo regulados por QS (Wagner et al., 2003; Schuster et al., 2003). Adicionalmente, outras
analises de microarray revelaram 74% de transcritos hipotéticos ou ja conhecidos que
codificam fatores de viruléncia regulados por QS em P. aeruginosa PAO1 em diferentes
condigdes experimentais. Dentre os quais, podemos citar os genes rhlA (PA3479) e rhiB
(PA3478) que codificam raminosiltransferases importantes para a produ¢do de raminolipideos
(Wagner et al., 2003; Wagner et al., 2004).

Microarranjos de DNA também tém sido empregados para avaliacdo dos perfis de
expressdo génica de populacgdes de células de swarming de P. aeruginosa em comparagdo com
populacdes de células plancténicas cultivadas em meio liquido. No trabalho referido, os autores
mostraram que as células localizadas na regido mais periférica do swarming, exibiram
regulacao positiva de genes associados a viruléncia, como por exemplo, com o sistema SST3,
além de proteases extracelulares e transportadores de ferro, contrastando com as celulas
bacterianas cultivadas no meio liquido (Overhage et al., 2008). Posteriormente, outro estudo
mostrou que ao contrério das células da regido central do swarming, as populagdes localizadas
nas regides mais periféricas apresentaram regulacdo negativa de genes associados a viruléncia
e regulacdo positiva de genes envolvidos com metabolismo energético (Tremblay & Déziel,
2010).
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Em P. aeruginosa as diferencas nas populagdes de biofilmes e bactérias planctonicas
levaram a hipotese de que existem grandes diferencas na expressdo génica entre os dois modos
de crescimento. No entanto, em média, a expressdo génica em células de biofilme ¢é
notavelmente semelhante a expressdo génica em células plancténicas, mantidas em condicdes
ambientais semelhantes (Whiteley et al., 2001). Outros trabalhos que avaliaram diferentes
espécies bacterianas corroboram com esses resultados, mostrando que muitos dos genes que
foram expressos diferencialmente em biofilmes microbianos (por exemplo, flagelos e fimbrias),
também sdo expressos em condi¢cdes planctdnicas. Além disso, muitos dos genes necessarios
para o desenvolvimento do biofilme ndo sdo exclusivamente expressos em condicfes sésseis
(Lazazzera, 2005).

Apesar da relevancia dos estudos pioneiros de microarranjos de DNA ou DNA
microarray em biofilmes microbianos, muitas divergéncias sdo observadas nas analises de
expressdo génica global. Essas controvérsias sdo devidas as caracteristicas fisiologicamente
heterogéneas das bactérias que crescem em biofilmes, que podem ser justificadas pela
adaptacdo as condi¢bes ambientais locais (Williamson et al., 2012). A maior parte desses
estudos utilizaram a estrutura do biofilme em sua totalidade ou se¢des muito grandes para as
analises transcriptdmicas, enquanto que a minoria selecionou e isolou subpopulagdes celulares

espacialmente distintas (Williamson et al., 2012; Heacock-Kang et al., 2017).

Com o desenvolvimento mais aprimorado da técnica um novo método de anélise
transcriptdmica de célula bacteriana Gnica foi proposto (Kang et al., 2011). A partir dai, também
foi possivel caracterizar o perfil de expressdo génica de células individuais localizadas em
regides distintas e em diferentes profundidades na arquitetura tridimensional de biofilmes

microbianos (Kang et al., 2015).

Em 2017 uma analise de transcriptbmica espacial utilizando microarranjos de DNA
revelou um padrdo de expressdo génica estratificado verticalmente no biofilme maduro de P.
aeruginosa, em compara¢do com o controle composto por células planctdnicas (Heacock-Kang
etal., 2017). Um total de 2.504 genes diferencialmente expressos foram detectados em todas as
trés regides analisadas (superficie, meio e interior), o que cobriu 45% do genoma de P.
aeruginosa, resultando em uma maior resolugdo quando comparada com o primeiro estudo de
microarray do biofilme dessa bactéria, que mostrou apenas 1% de genes sendo regulados
(Whiteley et al., 2001). Esta analise mais abrangente mostrou que a expressao génica das células

no biofilme difere significativamente das células plancténicas. Além disso, células em
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microambientes Unicos dentro da arquitetura tridimensional do biofilme exibem

comportamentos marcadamente diferentes (Heacock-Kang et al., 2017).

Interessantemente, o estudo anterior também revelou a regulacdo positiva do operon de
biossintese flagelar, especificamente, na regido localizada no meio do biofilme maduro de P.
aeruginosa (Heacock-Kang et al., 2017). Na discusséo desses resultados, 0s autores sugerem
que o padrdo de expressdo génica apresentado poderia se correlacionar diretamente com o

fenotipo de dispersédo do biofilme de PAQO1, descrito anteriormente (Boles et al., 2005).

Portanto, a abordagem transcriptdmica por microarranjos de DNA ou DNA microarray
tem contribuido para a melhor compreensdao dos complexos sistemas regulatorios que
controlam a expressdo génica nos diversos processos biologicos da bactéria P. aeruginosa,
como por exemplo, no desenvolvimento do biofilme e na motilidade bacteriana. Por outro lado,
é importante ressaltar que muitas das discordancias observadas podem ser atribuidas as
diferentes condicbes experimentais analisadas. Assim sendo, no nosso estudo optamos por
utilizar uma condicéo de crescimento mais abrangente, ja bem estabelecida na literatura, onde

a producdo de raminolipideos € significativamente maior.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Caracterizar e comparar o perfil de expressao génica de duas linhagens de P. aeruginosa

PAO1 (selvagem - PAO1 e nocaute - PAO1 ArhlA) em condicBes adequadas de crescimento

microbiano para a maior producdo de raminolipideos através de uma abordagem

transcriptdmica utilizando microarranjos de DNA.

3.2. Objetivos Especificos

Empregar microarranjos de DNA como estratégia de analise transcriptémica global;

Identificar genes diferencialmente expressos relacionados a presenca ou auséncia de

biossurfactantes do tipo raminolipideos;

Confirmar por PCR em tempo real (RT-gPCR) genes de interesse previamente
selecionados através das anélises de microarranjos de DNA,;

Analisar o perfil fenotipico de motilidade do tipo swarming das cepas estudadas;

Investigar o perfil de expressdo génica de genes relacionados com a biossintese de

componentes da matriz extracelular do biofilme de P. aeruginosa PAQO1,

Elucidar possiveis mecanismos moleculares envolvidos na dindmica regulatéria dos

raminolipideos sobre diferentes fenétipos de P. aeruginosa PAO1.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Manutencéo das Cepas Estudadas e Curva de Crescimento

Os microrganismos utilizados no estudo foram armazenados a - 80 °C, em meio
Lysogeny Broth (LB; 10 g/L triptona, 5 g/L extrato de levedura, 5 g/L NaCl; Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) suplementado com 20% (v/v) de glicerol. A cepa selvagem de P. aeruginosa
(PAO1 ATCC® 15692™) foi cedida pela Professora Lucimar Milagres da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERJ). A cepa nocaute PAO1 ArhlA (ArhlA::GmR) foi cedida pela

Professora Gloria Soberon-Chavez da Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM).

O crescimento das cepas foi realizado em frascos erlemmeyers de 250 mL contendo 100
mL de meio LB, submetidos a agitacdo até o inicio da fase estacionaria de crescimento, durante
cerca de 14 horas em shaker a 170 rpm e 30 °C. As culturas bacterianas que compreendem em
grande parte as células plancténicas foram entdo mantidas em condi¢bes dinamicas de
crescimento até a coleta. A curva de crescimento foi realizada em triplicatas com posterior
quantificacdo através da medicdo da D.O. 600 nm. As células planctonicas foram coletadas com
aproximadamente D.O. 600 nm = 2,0. Foi retirada uma aliquota da suspensao dos caldos

liquidos para a extracdo de RNA total.

4.2. Extracdo de RNA Total

O RNA total foi obtido a partir das culturas bacterianas no inicio da fase estacionaria de
crescimento com o RNeasy® Protect Bacteria Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Apos a extracdo do RNA total, o0 mesmo foi
tratado com 1U/ul de DNAse | (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA) e
armazenado em ultrafreezer a - 80 °C para as analises moleculares posteriores. A integridade e
a qualidade do material genético extraido foram avaliadas através de gel de agarose 0,8%
corado com brometo de etideo. As concentracbes e o grau de pureza dos RNAs foram
determinados pelo método de espectrofotometria através do NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham MA, USA).
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4.3. Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA nas reacdes de PCR em tempo real (RT-gPCR) utilizou-se o kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City, EUA),

conforme as instrucgdes do fabricante.

4.4. Caracterizacdo da Cepa Mutante por PCR em Tempo Real (RT-gPCR)

A cepa nocaute PAO1 ArhlA utilizada no estudo foi confirmada através da avaliacéo da
expressao do operon rhlAB por PCR em tempo real (RT-gPCR), a fim de se verificar os niveis
de RNAm dos genes rhlA e rhIB, envolvidos na biossintese de raminolipideos. O RNA
Ribossomal 16S (RNAr 16S) foi empregado como controle enddgeno. As reacBes foram
realizadas na plataforma Real-Time PCR Detection Systems (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
USA), de acordo com as instrucdes do fabricante. Os primers com as sondas TagMan foram

sintetizados pela Life Technologies (Applied Biosystems, Foster City, EUA), conforme

descrito a seguir: 16sRNA F - ACCTGGACTGATACTGACACTGA R -
GTGGACTACCAGGGTATCTAATCCT FAM — TCCCCACGCTTTCG — NFQ; rhlA F —
GACTGAACCAGGCGATGCT R - TTGTCGTCCAGCTCGATCAG FAM -
CCGCCCGACGTAGTC -~ NFQ; rhiIB F - GCGTGGTCTGCCTGTTC R -

GGGTTGCGGCCAATCCT FAM — TCGCGCCGCCCCAG — NFQ. Para a andlise da
expressdo génica foi utilizado o método de quantificagdo relativa de AACq (Livak &
Schmittgen, 2001).

4.5. Avaliacdo do Perfil de Expressdo Génica Global por Microarranjos de DNA

Para a avaliacdo do perfil de expressdo génica global foi utilizado o Gene Chip® P.
aeruginosa Genome Array (Affymetrix, Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA), que
contém o genoma anotado da cepa PAO1, contendo 5.549 sequéncias codificantes de proteinas
(ORFs), 18 genes de tRNA, um representante do cluster de RNA ribossémico e 117 genes
presentes em cepas diferentes de PAO1. Além disso, o Chip também inclui 199 conjuntos de

sondas correspondentes a todas as regides intergénicas que excedem 600 pares de bases.

Procedendo as recomendagfes do fabricante para a analise de expressdo génica por

microarranjos de DNA em procariotos, utilizamos para a sintese de cDNA a enzima SuperScript
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Il Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, USA), apos a hibridizacdo
com 75 ng/ul de random primers. Posteriormente, foi realizada a remogao de RNA com solucéo
a 1M de NAOH e neutralizagdo com 1M HCI. O kit MinElute PCR Purification (QIAGEN,
Hilden, Alemanha) foi utilizado para a purificacdo do cDNA, que foi quantificado e submetido
as etapas de fragmentacdo (1,6 ug). Em seguida, foram realizadas a marcacéo terminal com
biotina, a hibridizacdo, a lavagem e o escaneamento. Os experimentos foram realizados em trés
réplicas biologicas. As diferencas de expressdo foram avaliadas por meio de analises
comparativas e emparelhadas entre os grupos desejados, com fold change <- 1,5 ou>1,5. Os
genes foram considerados diferencialmente expressos na mutante nocaute PAO1 ArhlA em

comparagdo com a cepa selvagem.

Os dados obtidos foram processados no software Transcriptome Analysis Console
(TAC), versdo 4.02 (Affymetrix, Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, EUA), onde se
utilizou a abordagem Gene Level Differential Expression Analysis e o teste ANOVA, com
significancia estatistica p < 0,05 e FDR (False Discovery Rate) de 5%. As ferramentas
DIAMOND (Buchfink et al., 2015) e PseudoCAP (Winsor et al., 2005) também foram
utilizadas para a identificacdo de proteinas. As categorias funcionais foram determinadas
através do banco de dados do COG (Tatusov et al., 2000).

A plataforma utilizada para a analise transcriptdmica global (tecnologia de DNA
microarray) foi a da empresa Affymetrix disponibilizada, gentilmente, pelas pesquisadoras
Renata Binato Gomes e Eliana Saull Furquim Werneck Abdelhay do Instituto Nacional de
Cancer (INCA).

4.6. Validacao de Genes Diferencialmente Expressos por RT-gPCR

Os genes diferencialmente expressos relacionados com a motilidade bacteriana e,
consequentemente, com a biossintese flagelar (fliC, flgL, fliD e fliT) foram selecionados para
validacdo através da PCR em tempo real. O gene utilizado como normalizador (controle
enddgeno) foi 0 16sRNA e as reagdes foram realizadas na plataforma Real-Time PCR Detection
Systems (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA), de acordo com as instru¢bes do fabricante
utilizando o fluoréforo SYBR Green qPCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City,
EUA). Para a amplificagdo, cerca de 100 ng/uL. de cDNA obtido anteriormente foi adicionado
a reacao contendo 7,5 uL. do SYBR Green qPCR Master Mix, 0,4 uM de cada primer (sense e
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anti-sense) em uma reagdo com volume final de 15 uL. As condigdes da RT- qPCR estédo
descritas a seguir: pré-incubacdo 95°C/2 min; desnaturacdo 95°C/15 seg; anelamento 60°C/1
min; elongamento 95°C/15 seg em um total de 40 ciclos e curva de melt ao final (65°C -
95°C/0,5°C e 5 seq).

Os primers foram desenhados com o auxilio da ferramenta online Primer3Plus
(Untergasser et al., 2007) e alguns parametros foram analisados a partir do software Beacon
Designer (Thornton & Chhandak, 2011) para otimizacao das sequéncias de oligonucleotideos
obtidas. As sequéncias descritas abaixo na Tabela 2 foram entéo utilizadas nas reacfes de RT-

gPCR que se sucederam.

Tabela 2. Lista de primers empregados para validacéo por RT-qPCR.
F-GTGTAGCGGTGAAATGCGTAG

16sRNA R AGTGTCAGTATCAGTCCAG
e F-CCACCATCATTACCGACAACTCC
R - ATTTCACCGTTTGCCGCCTT
i F-CAGTCAATACAAGTCGGGCATCAC
g R - GCAGGTTCAGCAGTTCGTCC
45 F-AGGCGGCAAACGGTGAAAT
R - GATGAACTTGGTGAGGGTGTTGTAG
fif  F- CATCGGTGAGCTGGATCAGG

R - GAACATCTGGTAGACCTTGGCG

Para a quantificac&o relativa da expresséo génica foi utilizado 0 método de AACq (Livak
& Schmittgen, 2001). As recomendac¢des minimas para experimentos de RT-gPCR foram
consultadas através do MIQE (Bustin et al., 2009).

4.7. Investigacdo dos Genes Envolvidos na Formagéo de Biofilmes

O PCR em tempo real (RT-gPCR) foi tambem utilizado para a medigdo da expresséo
dos genes algD, pelf, pilA, pslA e psIC. O RNAr 16S (16sRNA) foi utilizado como controle
enddgeno. Os genes selecionados para a investigacao, as proteinas respectivas e suas funcoes

estdo descritas na Tabela 3, apresentada a seguir.



Tabela 3. Lista de genes selecionados envolvidos com biofilme para investigacéo.

Genes

Enzima Funcéo

algD

pelF

pilA

pslA

psiC

GDP-manose 6-desidrogenase

Biossintese de alginato
(exopolissacarideo)

Biossintese de Pel
(exopolissacarideo)

Glicose transferase

Fimbria Tipo IV

Motilidade por
twitching e biofilme

Biossintese de Psl

Glicose glicosil transferase

(exopolissacarideo)

Biossintese de Psl

Raminose glicosil transferase

(exopolissacarideo)
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Todas as reacfes de PCR em tempo real foram realizadas na plataforma CFX96 Real-

Time PCR Detection Systems (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA), seguindo as

recomendacdes do fabricante. Para a quantificacdo dos niveis de RNAm dos genes selecionados

foi utilizado o método de quantificagdo relativa de AACq (Livak & Schmittgen, 2001). Nas

reacbes de RT-gPCR foram utilizados primers contendo sonda TagMan, devidamente

sintetizados pela Life Technologies (Applied Biosystems, Foster City, EUA), conforme as

sequéncias da Tabela 4.

Tabela 4. Lista de primers utilizados para o estudo de genes envolvidos com biofilme.

16sRNA

algD

pelF

pilA

pslA

psiC

F - ACCTGGACTGATACTGACACTGA
R - GTGGACTACCAGGGTATCTAATCCT
FAM — TCCCCACGCTTTCG — NFQ

F - GCCGATCATCCGCAAGAC
R - AGACGTTGCAGGTGTACTTGAT
FAM — CATCTCGGCGACCTCG — NFQ

F-CCGATCGTCGCCCTCTAC
R - CCGGTCCAGGCATCGA
FAM — CCAGCGCCAGGTACT- NFQ

F-CGTGGAATTGCTGGTAGCAAAATTAAA
R - GGCTCGACGCCGACAT
FAM — CTGCGACCGAAACAT — NFQ

F - CCGCCTGCGGCAATT
R - CCGGAAGGCAGCCATGT
FAM — CCAGCAGGACGTTCAC — NFQ

F - CGCCTACCGCAGCGA
R - GCTGCCGATGACGTCTTC
FAM - TCGGCGACTTCCCC — NFQ

Applied
Biosystem

Applied
Biosystem

Applied
Biosystem

Applied
Biosystem

Applied
Biosystem

Applied
Biosystem
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4.8. Producéo de Raminolipideos

Os raminolipideos foram obtidos conforme descrito anteriormente (Tavares et al.,
2013). Resumidamente, P. aeruginosa PAOL foi inicialmente cultivada durante a noite em
caldo LB, a 28 °C, a partir de estoques a - 80 °C e inoculada em frascos de 1 L contendo 300
mL de meio de pré-producdo (K2HPO4 7 g/L, KH2PO4 3 g/L, NaNOs 1 g/L, MgSO47H,0 0,2
g/L, glicerol 30 g/L, extrato de levedura 5 g/L, bacto-peptona 5 g/L) e incubado a 28 °C a 170
rpm em um agitador rotativo por 40 horas. Os pellets bacterianos foram entéo coletados por
centrifugacdo a 6.000 x g por 25 min a 25 °C e inoculados em frascos de 250 mL contendo 125
mL de meio de producdo de sal mineral otimizado (MSP) (K2HPO4 7 g/L, KH2PO4 3 g/L,
NaNOs 1,4 g/L, MgSO47H,0 0,2 g/L, glicerol 30 g/L); para uma concentracdo final de 1 g/L
(peso seco). A producéo de biossurfactantes foi realizada por 10 dias a 28 °C e 170 rpm.

4.9. Extracdo e Quantificacdo de Raminolipideos

Os sobrenadantes provenientes da cultura foram obtidos por centrifugacéo a 6.000 x g
por 25 min, a 15 °C e acidificados com HCI 1 N em pH 3,5, apds a adi¢do de acetato de etila
na proporc¢do de 1:3. Os raminolipideos foram entéo extraidos para a fase organica e secos com
um evaporador rotativo HetoDrywinner (Heto-Holten, Gydevank, Dinamarca). A preparacao
resultante foi dissolvida em metanol, liofilizada e armazenada a - 20 °C. Antes do uso, uma
suspensdo de 8,35 + 0,26 ug/mL foi preparada em solucdo de eletrélito. A quantificacdo de
raminolipideos foi realizada através da quantificacdo indireta de L-raminose por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC). Para quantificacdo da L-raminose, foram adicionados 100
uL de uma solugdo de acido sulfurico 10 M a 1 mL de solug&o eletrolitica e aquecidos a 100 °C
por 4 horas. A solucdo hidrolisada foi neutralizada com 10 M de hidroxido de sodio, filtrada
com uma membrana de 0,22 pum e analisada por HPLC. O sistema de HPLC utilizado nesse
estudo foi um Agilent 1260 Infinity (Santa Clara, CA, EUA) com um detector de indice de
refracdo. A coluna analitica foi um Aminex HPX-87H (BioRad1l), a fase mdvel 5 mM de &acido
sulfarico com vazéo de 0,6 mL/min e temperatura do forno de 45 °C. A reagéo foi realizada em
triplicatas e um fator de conversao espectrométrico de massa 2,5 foram aplicados para converter

a concentracdo de L-raminose em raminolipideos (Dobler et al., 2017).
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4.10. Ensaio de Motilidade do Tipo Swarming em Placa

Os ensaios de swarming foram realizados em placas contendo agar 0,5%, M8 5X
suplementado com 0,2% de glicose, 0,5% de triptona e 1 mM de MgSOs (Ha et al., 2014).
Foram adicionados 2,5 uL das culturas no centro da placa e incubou-se a 30 °C por 48 horas.
No caso da cepa nocaute PAO1L ArhlA suplementada com adicéo de raminolipideo exdgeno, foi
adicionada uma solucéo de raminolipideos eletrolitica aquosa imediatamente antes da aplicacédo

no meio de swarming, com concentracdo final de 4,0 pg/uL.

4.11. Anélise Estatistica

As amostras foram comparadas quanto aos niveis de expressao da cepa nocaute PAO1
ArhlA e controle PAOL, utilizando o teste t pareado do programa Graphpad Prism 4.0
(GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA). O nivel de significancia estabelecido foi de
95% (p < 0,05).

4.12. Deposito de Dados

Os conjuntos de dados gerados durante o estudo foram disponibilizados através do
repositério Gene Expression Omnibus (GEO) do NCBI, sob o nimero de acesso GSE163816.
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5. RESULTADOS

5.1. Perfil de Expressdo Génica da Cepa Pseudomonas aeruginosa Deficiente em rhlA
(PAOL1 ArhlA) Nao Produtora de HAA e Raminolipideos na Fase Estacionaria de
Crescimento

5.1.1. Caracterizacao da Cepa Mutante por PCR em Tempo Real (RT-gPCR)

A cepa nocaute ArhlA::GmR, derivada de PAO1, deficiente na biossintese de
raminolipideos, foi submetida & confirmacédo através da PCR em tempo real (RT-gPCR). A
mutante nocaute foi construida a partir de uma insercdo de um cassete de resisténcia a

gentamicina (Gm®) no gene rhlA (Rahim et al., 2001).

A biossintese de raminolipideos ocorre majoritariamente em fase estacionaria de
crescimento, sendo controlada por QS (Dusane et al., 2010; Lee & Zhang, 2015; Dobler et al.,
2016). Os congéneres raminolipideos mais abundantes produzidos por P. aeruginosa sédo L-
raminosil-3-hidroxidecanoil-3-hidroxidecanoato  (mono-raminolipideo) e L-raminosil-L-

raminosil-3-hidroxidecanoil-3-hidroxidecanoato (di-raminolipideo).

Para a producdo de HAA um biossurfactante da classe acido graxo dessa bactéria e
também o precursor da biossintese dos mono-raminolipideos, a atividade da enzima RhIA é
essencial. Os genes rhlA e rhIB se localizam no operon rhlAB e compartilham o mesmo

mecanismo regulatorio. Logo, a expressdo de ambos os genes (rhlA e rhIB) foi examinada.

Os resultados observados mostram a expressao génica dos genes rhlA e rhiB totalmente
abolida na cepa nocaute PAO1 ArhlA em compara¢do com a cepa selvagem PAO1, em
condicdes adequadas para a maior producdo de raminolipideos (Figura 4). Portanto, a cepa
nocaute é deficiente na producao de HAA, mono-raminolipideos e di-raminolipideos, uma vez

que as reacles sao sequenciais ocasionando o impedimento da biossintese dos trés compostos.

A verificagdo do efeito polar na cepa PAO1 ArhlA foi confirmada por RT-qPCR, nas
mesmas condic¢des de crescimento planejadas para a avaliacdo transcriptémica global (Figura
4). Posteriormente, foi realizado o Sequenciamento de Sanger da mutante, a partir dos produtos
de PCR obtidos com primers flanquedores especificos, desenhados para o operon rhlAB (dados
ndo mostrados). A mutacdo na cepa nocauteada produziu um efeito polar e aboliu a expresséo

dos genes rhlA e rhiB.
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Figura 4. Figura 4. Caracterizacdo da cepa mutante PAOL ArhiA para analise de expressao génica
global por microarranjos de DNA. Os gréficos representam os niveis de RNAm normalizados pelos niveis
do gene 16sRNA, que foi utilizado como controle enddgeno. (A) O gene rhlA nocauteado na cepa PAO1
ArhiA teve a sua expressdo completamente reprimida. (B) O gene rhiB que integra 0 mesmo operon do gene
rhlA também teve a sua expressao génica medida por RT-qPCR, apresentando niveis muito baixos. Os valores
de expresséo dos genes rhlA e rhiB para a cepa PAO1 ArhiA4::GmR séo relativos ao controle - cepa selvagem
PAOL, considerado valor 1,0. Para o calculo foi utilizado o método de AACq. Barras indicam * erro padrao.

Em seguida, prosseguimos para a etapa de crescimento até o inicio da fase estacionaria,
na qual ocorre uma abundante produg@o de raminolipideos. O fitness da mutante PAO1 ArhlA
ndo exibiu alteracdes relevantes durante o seu crescimento (Figura 5). Assim sendo, 0 RNA
total foi obtido das células planctdnicas provenientes de cultivos agitados continuamente, por

cerca de 14 horas de crescimento a 170 rpm e 30 °C.
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Figura 5. Curva de crescimento da cepa PAO1 selvagem e isogénica mutante ArhiA.
As cepas foram cultivadas sob agitagdo a 170 rpm e 30 °C. A curva de quantificagdo D.O.
600 nm foi realizada em triplicatas. As células planctdnicas foram coletadas no inicio da
fase estacionéria (aproximadamente D.O. 600 nm = 2,0 e 14 horas de crescimento).
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5.1.2. Extracdo de RNA Total

A extracdo de RNA total foi realizada a partir das amostras obtidas de suspensdes das
culturas bacterianas de PAOL e PAO1 ArhlA, crescidas em meio liquido nutritivo sob agitag&o,
contendo ceélulas plancténicas no inicio da fase estacionaria de crescimento por 14 horas a 170
rpm e 30 °C. Para posterior analise por microarranjos de DNA, a concentracdo do RNA total
extraido e a sua integridade devem seguir alguns pardmetros rigidos de qualidade. Em vista
disso, na quantificacdo por espectrofotometria a relacdo A260/280 deve ser de
aproximadamente 2,0, podendo apresentar intervalos entre 1,8 e 2,1. As bandas 23S e 16S do

RNAr 16S devem se apresentar nitidas, claras e sem manchas evidentes.

A quantificacdo das amostras obtidas ap0s a extra¢do se mostrou devidamente adequada
e a qualidade do RNA total extraido avaliada por eletroforese foi considerada satisfatoria, ndo
sendo observada a degradacdo do &cido nucleico. Entretanto, a indicacdo da presenca de
contaminacdo por DNA cromossdmico (bandas de alto peso molecular presentes na regido
superior do gel) exigiu um tratamento adicional com DNase I, antes da etapa de sintese de
cDNA (Figura 6).
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Figura 6. Gel de agarose 0,8% corado com brometo de
etideo. As amostras de RNA total antes do tratamento com
DNAse tiveram a sua integridade e qualidade avaliadas por
eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de
etideo (1 - cepa selvagem e 2- cepa mutante).
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Em seguida, foi realizada a sintese de cDNA e 0s demais procedimentos para a

avaliacdo do perfil de expressdo génica global atraves de microarranjos de DNA.

5.1.3. Avaliacéo do Perfil de Expressdo Génica Global por Microarranjos de DNA

Observando o panorama geral para a caracterizacéo e comparacéo do perfil de expressao
génica de PAO1 e PAOL ArhlA, podemos apontar 134 genes diferencialmente expressos na
nocaute em relacdo a cepa selvagem, sendo 91 genes regulados positivamente e 43

negativamente (Tabela 5).

Tabela 5. NUmero de genes diferencialmente expressos obtidos por microarranjos de DNA.

Fold change Fold change
<-2,00u=>2,0 <-150u>1,5
Genes Induzidos 31 60
Genes Reprimidos 10 33
Total 41 93

O aspecto mais notavel da viséo geral dos dados de expressédo é que a maioria dos genes
diferentemente expressos é regulado positivamente na cepa deficiente na producdo de HAA e

raminolipideos.

Na Tabela 6 estdo todos os 134 genes regulados na cepa PAO1 ArhlA em relacédo a cepa
selvagem. Nessa tabela, podemos observar a descri¢do das proteinas devidamente organizadas
em suas respectivas categorias funcionais do COG, a identificacdo dos genes, o fold change e

o0 valor-p.

A Tabela 6 resume os dados de expressao das analises de microarranjo do genoma de
P. aeruginosa PAO1, mutante ArhlA, versus a cepa do tipo selvagem PAOL. Dentre os 134
genes diferencialmente expressos varios foram identificados como genes relacionados a
motilidade bacteriana. Curiosamente, a regulacdo negativa de genes envolvidos na biossintese

flagelar foi, particularmente, significativa e incluiu genes flagelares das classes Il, 11l e 1V



(Dasgupta et al., 2003; Dasgupta et al., 2004; Copeland & Weibel, 2009): fleN (classe I1), flgL

(classe 1), fiD, fliT, fliS (classe 1) e fliC (classe 1V).

Tabela 6. Avaliacéo transcriptdmica global por microarranjos de DNA.

dentificaciodo ' 0ld change
Descri¢do da Proteina (nome do gene) ¢ <-1,50u=>1,5
Gene (ID)
(valor-p)

Transporte e metabolismo de aminoécidos [E]
oxidorredutase (pauB1) PA0534 +1,92 (0,4745)
glutamato bifuncional N-acetiltransferase/ aminoacido N- PA4402 -1,55 (0,0643)
acetiltransferase (argJ)
proteina transportadora de ligagdo ao substrato de PA5082 [ET] +1,67 (0,3458)
aminoacido ABC (dguC)
antiporter arginina/ornitina (arcD) PA5170 +2,87 (0,0869)
arginina desiminase (arcA) PA5171 +2,32 (0,1400)
ornitina carbamoiltransferase (arcB) PA5172 +2,32 (0,1680)
carbamato quinase (arcC) PA5173 +2,05 (0,1593)
Transporte e metabolismo de carboidratos [G]
raminosiltransferase B (rhiB) PA3478 -7,06 (2,43e-05)*
alcool desidrogenase (adhA) PAbB427 +3,08 (0,0262)*
Controle do ciclo celular, divisdo celular, particdo cromossdémica [D]
regulador de sintese flagelar (fleN) PA1454 [DN] -1,56 (0,0212)*
Motilidade celular [N]
proteina associada a gancho flagelar FIgL (flgL) PA1087 -1,56 (0,3465)
flagelina tipo B (fliC) PA1092 -1,56 (0,0246)*
proteina 2 associada a gancho flagelar tipo B (fliD) PA1094 -1,8 (0,1996)
proteina flagelar FIiS (fliS) PA1095 [NU] -1,63 (0,0059)*
regulador de sintese flagelar (fleN) PA1454 [DN] -1,56 (0,0212)*
provavel transdutor de quimiotaxia PA2788 [NT] -1,98 (0,0024)*
proteina PilO da biogénese da fimbria tipo 4 (pilO) PA5042 [NW] +1,62 (0,0013)*
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Biogénese da parede celular/membrana/envelope [M]

proteina hipotética PA0615 +1,70 (0,0047)*
N-acetilmuramoil-L-alanina amidase (ampDh3) PA0807 +1,81 (0,0090)*
proteina hipotética PA1041 -1,68 (0,1110)

provavel proteina de secrecao PA1877 [MV] +1,55 (0,9393)

subunidade do adaptador periplasmético do transportador PA2019 [MV] +1,94 (0,0001)*
RND de efluxo multiplo da familia MexX/AmrA (mexX)

ADP-L-glicero-D-manoheptose 6-epimerase (rfaD) PA3337 +3,54 (0,0526)

proteina da familia OmpW (oprG) PA4067 +1,69 (0,1619)

proteina hipotética PA4638 -1,52 (0,0492)*
lipideo A desacilase PagL (pagL) PA4661 +1,85 (0,4024)

proteina hipotética PA5232 [MV] +1,78 (0,0003)*
Transporte de coenzima e metabolismo [H]

proteina hipotética PA2501 [HR] +1,59 (0,0454)*
provavel N-acetilglutaminilglutamina sintetase PA3460 [HJ] +1,73 (0,0810)

aminoacido 6dmega-piruvato transaminase (gabT2) PA5313 -1,54 (0,5655)

Mecanismos de defesa [V]

alquil hidroperdxido redutase subunidade C (ahpC) PA0139 +1,53 (0,8085)

proteina de ligacdo ao DNA /privacao celular (dps) PA0962 [PV] +2,07 (0,6121)

provavel proteina de secrecao PA1877 [MV] +1,55 (0,9393)

subunidade de permease de transportador RND de efluxo PA2018 +1,61 (0,0022)*
de multiplas drogas da familia AmrB (mexY)

subunidade do adaptador periplasmaético do transportador PA2019 [MV] +1,94 (0,0001)*
RND de efluxo multiplo da familia MexX/AmrA (mexX)

provavel transportador de ABC de fusdo de PA5231 +1,64 (0,0031)*
permease/ligacdo de ATP

proteina hipotética PA5232 [MV] +1,78 (0,0003)*
Producéo e converséo de energia [C]

nitrito redutase (nirS) PA0519 -1,93 (0,0485)*
fosfato acetiltransferase (pta) PA0835 +1,65 (0,0491)*
acetato quinase (ackA) PA0836 +2,28 (0,0294)*
dicarboxilato/amino&cido: simporte de cations (dctA) PA1183 +1,89 (0,2199)

dihidrolipoil desidrogenase (IpdV) PA2250 +1,51 (0,7150)

provavel aldeido desidrogenase PA4899 +1,55 (0,2019)
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Estruturas extracelulares [W]

proteina PilO da biogénese da fimbria tipo 4 (pilO) PA5042 [NW] +1,62 (0,0013)*
Funcéo desconhecida [S]

regulador transcricional da familia XRE hipotético PA1029 +1,96 (0,0705)

proteina contendo dominio EAL hipotética PA2134 +1,76 (0,1366)

proteina hipotética contendo o dominio DUF1311 PA3021 +1,60 (0,4812)

proteina hipotética contendo o dominio DUF2061 PA3237 +2,00 (0,0819)

proteina hipotética da familia CsbD PA4738 +1,62 (0,4636)

transportador hipotético PA4739 +1,67 (0,0875)

Predicdo de funcéo geral [R]

provavel proteina flagelar (flaG) PA1093 -1,78 (0,0300)*
proteina da familia VOC hipotética PA1358 -1,53 (0,1966)

proteina hipotética PA2501 [HR] +1,59 (0,0454)*

acetil-CoA sintetase hipotética

PA5475 [KR]

+2,11 (0,2163)

Transporte e metabolismo de fons inorgéanicos [P]

proteina de ligacdo ao DNA /privacéo celular (dps)

PA0962 [PV]

+2,07 (0,6121)

K +/H + subunidade F antiporter (shaE) PA1058 +1,51 (0,0454)*
provavel proteina de ligacdo de ATP transportadora ABC PA2329 -1,62 (0,0486)*
proteina da familia da carboximuconolactona PA2331 -1,81 (0,0648)

descarboxilase hipotética

repressor transcricional hipotético PA2384 -1,67 (0,2341)

ferredoxina Bf associada a bacterioferritina (bfd) PA3530 -1,59 (0,1018)

Fe (3 +) - receptor de pioquelina (fptA) PA4221 -1,64 (0,0440)*
catalase (katA) PA4236 +2,01 (0,0200)*
Tréfico intracelular, secrecéo e transporte vesicular [U]

proteina do sistema de secrecdo do tipo 6 (hcpl) PA0085 +1,56 (0,0616)

proteina flagelar FIiS (fliS) PA1095 [NU] -1,63 (0,0059)*

Transporte e metabolismo de lipideos [1]

CoA transferase subunidade A

PA1999

-1,69 (0,0937)
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NAD (P)/oxidorredutase dependente de FAD PA2566 -1,95 (0,1939)
raminosiltransferase A (rhlA) PA3479 -23,25 (5,34e-06)*
Mobilome: profagos, transposons [X]

provavel proteina V de montagem de placa de base de PA0616 +3,30 (0,1014)
fago

pr?)vével proteina de placa de base de fago PA0617 +1,75 (0,0118)*
provavel proteina bacteriéfago PA0618 +2,49 (0,0033)*
provavel proteina I da cauda do fago PA0619 +2,36 (0,0088)*
provavel proteina bacteriéfago PA0620 +1,96 (0,0003)*
proteina da familia da bainha da cauda do fago hipotética PA0622 +1,98 (0,0263)*
provavel estruturas atdbmicas de um nanotubo contratil PA0623 +2,80 (0,0761)
bactericida

proteina hipotética PA0625 +1,57 (0,0033)*
proteina da cauda do fago hipotética PA0627 +1,52 (0,0034)*
proteina de controle tardio hipotética PA0628 +2,40 (0,0006)*
proteina de cauda de fago hipotética PA0636 +3,06 (0,0043)*
proteina L de cauda de fago menor hipotética PA0638 +1,79 (0,0082)*
provavel proteina de bacteri6fago PA0641 +1,77 (0,0008)*
Modificagé@o pds-traducdo, renovacao de proteinas, chaperones [O]

desacilase dependente de NAD hipotética PA1197 +1,55 (0,1084)
proteina da familia transglutaminase hipotética PA1732 +1,51 (0,3182)
endopeptidase Clp dependente de ATP, subunidade PA1801 -1,60 (0,1437)
proteolitica ClpP (clpP)

glutationa S-transferase hipotética PA3844 -1,66 (0,5253)
DnaK acompanhante molecular (dnaK) PA4761 +1,95 (0,4562)
fator de troca de nucleotideos GrpE (grpE) PA4762 +1,79 (0,3607)

Biossintese, transporte e catabolismo de metabdlitos secundarios [Q]

catecol 1,2-dioxigenase (catA) PA2507 +1,60 (0,7154)
(2,3-dihidroxibenzoil) adenilato sintase (pchD) PA4228 -1,70 (0,2021)
Mecanismos de transducéo de sinal [T]

sensor de histidina quinase de dois componentes (phoQ) PA1180 +1,51 (0,1353)

regulador transcricional da familia Fis dependente de PA1196 [KT] +2,58 (0,032)*
sigma-54 (ddaR)

provavel fosfohistidina fosfatase SixA PA1616 +1,88 (0,4910)
familia universal de proteinas de estresse 7 PA1789 +1,85 (0,4269)
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regulador transcricional da familia LUxR (vgsR) PA2591 [TK] -1,54 (0,0644)
provavel transdutor de quimiotaxia PA2788 [NT] -1,98 (0,0024)*
provavel proteina universal de estresse PA3017 +1,54 (0,8530)
provavel proteina universal de estresse PA3309 +1,55 (0,3750)

proteina A de choque de fago hipotética

PA3731 [KT]

-1,57 (0,1302)

regulador de resposta do sistema de dois componentes
NarL (narL)

PA3879 [TK]

+2,01 (0,1887)

provavel proteina universal de estresse

PA4352

+2,85 (0,1249)

provavel proteina universal de estresse

PA5027

+1,67 (0,2111)

proteina transportadora de ligacdo ao substrato de
aminoécido ABC (dguC)

PA5082 [ET]

+1,67 (0,3458)

Transcricdo [K]

provavel regulador transcricional

PA0535

+1,62 (0,4620)

regulador transcricional da familia Fis dependente de PA1196 [KT] +2,58 (0,0320)*
sigma-54 (ddaR)

familia TetR do regulador transcricional (mexZ) PA2020 +2,65 (0,0191)*
fator sigma PvdS (pvdS) PA2426 -2,48 (0,0526)
regulador transcricional da familia LuxR (vgsR) PA2591 [TK] -1,54 (0,0644)
proteina de dominio de choque frio (cspD) PA2622 -2,03 (0,2089)
provavel regulador transcricional PA3458 +1,86 (0,0333)*
proteina A de choque de fago hipotética PA3731 [KT] -1,57 (0,1302)
regulador de resposta do sistema de dois componentes PA3879 [TK] +2,01 (0,1887)

NarL (narL)

acetil-CoA sintetase hipotética

PA5475 [KR]

+2,11 (0,2163)

Traducdo, estrutura ribossomal e biogénese [J]

proteina repressora PtrB (ptrB) PA0612 +2,73 (0,1173)

proteina hipotética PA1746 +1,72 (0,0005)*
provavel proteina contendo o dominio DUF883 PA2754 +2,22 (0,3440)

provavel N-acetilglutaminilglutamina sintetase PA3460 [HJ] +1,73 (0,0810)

proteina ribossomal S10 30S (rpsJ) PA4264 -1,54 (0,9831)

proteina ribossémica 30S S20 (rpsT) PA4563 -1,98 (0,4153)

proteina hipotética PA4577 +2,07 (0,0943)

N&o categorizada pelo COG

proteina contendo o dominio DUF3079 hipotética PA0200 +2,65 (0,3467)

proteina hipotética PA0614 +3,30 (0,0001)*
proteina hipotética PA0621 +2,03 (0,0072)*
proteina hipotética PA0631 +1,72 (0,0006)*
proteina hipotética PA0633 +2,13 (0,0207)*
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proteina hipotética PA0635 +2,14 (0,0011)*
proteina hipotética PA0646 +1,67 (0,0079)*
provavel proteina da familia do fago holin parcial (alpC) PA0909 +1,72 (0,0005)*
proteina hipotética (alpE) PA0911 +1,62 (0,0056)*
provavel proteina contendo o dominio DUF5064 PA1076 +1,99 (0,5124)
proteina flagelar FIiT** PA1096 -2,05 (0,0112)*
proteina de imunidade pyocin-S2 (imm2) PA1151 -2,06 (0,1631)
proteina hipotética PA1324 +1,78 (0,4821)
proteina hipotética PA1404 +1,65 (0,5466)
proteina hipotética PA1545 -2,03 (0,3513)
proteina hipotética PA1852 -2,15 (0,2880)
proteina hipotética PA2170 +1,67 (0,0778)
provavel proteina contendo o dominio DUF4280 PA2375 -1,54 (0,0135)*
proteina hipotética PA2433 +1,80 (0,5954)
lectina (lecA) PA2570 -1,67 (0,4062)
provavel proteina contendo o dominio DUF5064 PA2753 +2,74 (0,0800)
proteina contendo o dominio DUF4404 hipotética PA2805 +1,55 (0,6275)
proteina hipotética PA2937 -1,65 (0,5770)
proteina hipotética PA3572 +2,03 (0,1833)
proteina contendo dominio DUF4345 hipotética PA3788 +1,67 (0,3386)
proteina hipotética PA4139 -2,28 (0,0364)*
proteina hipotética PA4220 -1,54 (0,0397)*
proteina hipotética PA4377 -2,57 (0,0009)*
proteina hipotética PA4469 -1,50 (0,2612)
proteina hipotética PA4570 -1,84 (0,0225)*
proteina hipotética PA4881 +1,55 (0,0584)
proteina hipotética PAb5481 +1,71 (0,5066)

Os asteriscos (*) indicam valores significativamente diferentes estatisticamente, com p < 0,05. Asteriscos
(**) indicam a proteina flagelar FIiT (PA1096) ndo categorizada pelo COG, que de acordo com o banco de
dados (The Pseudomonas Genome Database https://www.pseudomonas.com/), poderia estar incluida na
categoria Motilidade celular [N]. Genes incluidos em mais de uma categoria estdo indicados pelas suas
respectivas siglas entre colchetes.

Esses dados revelam um padrdo de repressdo de genes flagelares, que pode estar
diretamente relacionado a fenotipos de motilidade de cepas deficientes em rhlA, conforme
descrito anteriormente (Kohler et al., 2000; Déziel et al., 2003; Caiazza et al., 2005; Tremblay
etal., 2007). De maneira semelhante, a proteina PA3731, anotada como uma proteina de choque
fagico, por ter uma estrutura secundaria prevista semelhante a de PspA de E. coli, foi reprimida
na cepa mutante rhlA. O gene PA3731 tem um efeito positivo na formacéo de biofilme e na
motilidade de swarming em P. aeruginosa (Mace et al., 2008).


https://www.pseudomonas.com/
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Por outro lado, foi observada a regulacéo positiva de pilO, um gene que codifica uma
proteina envolvida na biossintese da fimbria tipo 1V (Leighton et al., 2015), essencial para a
adesdo a superficie e a motilidade do tipo twitching. Outras categorias funcionais de genes
responderam a auséncia de RhIA e seus produtos biossintéticos de maneira semelhante.
Notavelmente, o hcpl, mapeado dentro de um sistema de secrecdo do tipo VI (SST6) (Sana et
al., 2016; Lacourse et al., 2018) de P. aeruginosa, mostrou uma regulacao positiva (Tabela 6).
Varios loci que codificam sistemas de dois componentes (TCS) tiveram sua expressao induzida,
incluindo narL (Francis et al., 2017) e um sensor quinase hipotético (PA1180). A expressao de
varios reguladores transcricionais hipotéticos também foi induzida: PA0535 (+1,62), PA3458
(+1,86), PA1196 (+2,58) e PA2020 (+2,65).

Um padrdo de inducgéo de expressao génica foi observado no Mobiloma, uma categoria
recentemente incluida no COG, que compreende profagos e transposons [X]: PA0623 (+2,80),
PA0620 (+1,96), PA0618 (+2,49), PA0628 (+2,40), PA0616 (+3,30), PA0617 (+1,75), PA0627
(+1,52), PA0619 (+2,36), PA0622 (+1,98), PA0641 (+1,77), PA0625 (+1,57), PA0638 (+1,79)
e PA0636 (+3,06). A maioria dos genomas bacterianos contém genomas de fagos, conhecidos
como profagos, mantidos em um estado inativo ou lisogénico. A replicacdo de fagos no ciclo
lisogénico € freqlientemente suprimida e a expressdo da maioria dos genes de fagos é reprimida
(Owen et al., 2020). No entanto, um subconjunto de genes de profago pode ser expresso como
uma adaptacdo evolutiva ao fago, conferindo uma vantagem de condicionamento fisico ao

hospedeiro bacteriano (Tsao et al., 2018).

NoOs investigamos categorias funcionais de loci diferencialmente expressos que
correspondem a 134 genes na anotagdo publicada do genoma de P. aeruginosa. Conforme
ilustrado na Figura 7, as proteinas descritas e seus respectivos IDs foram organizados de acordo
com as categorias funcionais obtidas através do banco de dados do COG, mostrando um numero
expressivo de genes que codificam proteinas envolvidas com a sinalizacdo e mecanismos

basicos do metabolismo, sendo positivamente regulados.

Curiosamente, podemos notar que uma parte relevante dos genes que codificam
proteinas envolvidas na motilidade celular estdo sendo reprimidos. Por outro lado, genes que
codificam proteinas relacionadas a mecanismos de defesa, que incluem o sistema SST6 e alguns
fatores de viruléncia, estdo sendo regulados positivamente (Figura 7). Varios genes que
codificam proteinas hipotéticas ou putativas com func¢bes desconhecidas também tiveram sua

expressdo génica induzida.
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Genes reprimidos

Genes induzidos

Quantitativo de proteinas por categoria

m Transporte e metabolismo de aminoécidos [E]
= Transporte e metabolismo de carboidratos [G]
i Controle do ciclo celular, diviséo celular, partigdo cromossémica [D]

Motilidade celular [N]

m Biogénese da parede celular/membrana/envelope [M]
® Transporte de coenzima e metabolismo [H]

® Mecanismos de defesa [V]

m Producéo e conversdo de energia [C]

m Estruturas extracelulares [W]

® Funcdo desconhecida [S]

m Predicdo de funcéo geral apenas [R]

m Transporte e metabolismo de ions inorganicos [P]

u Tréafico intracelular, secregdo e transporte vesicular [U]
= Transporte e metabolismo de lipideos [1]

= Mobilome: profagos, transposons [X]

Modificagdo pos-traducdo, renovacao de proteinas, chaperones [O]
m Biossintese, transporte e catabolismo de metabdlitos secundarios [Q]
= Mecanismos de transdugdo de sinal [T]
® Transcrigdo [K]

m Traducdo, estrutura ribossomal e biogénese [J]
m N&o caracterizada pelo COG

Figura 7. Categorias funcionais dos genes diferencialmente expressos nas analises de
microarranjos. Mutante nocaute PAOL ArhiA em comparagdo com a cepa selvagem PAOL1 (fold
change <-1,5 ou > 1,5). A anélise foi realizada a partir do banco de dados do COG.

O dendrograma revelou que as amostras de PAOL (selvagem - réplica 1, réplica 2 e
réplica 3) e de ArhlA (mutante - réplica 1, réplica 2 e réplica 3) estavam agrupadas e em ramos
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diferentes, sugerindo uniformidade e reprodutibilidade entre as réplicas biologicas de cada
linhagem (Figura 8).
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Figura 8. Dendrograma construido a partir dos 53 genes diferencialmente expressos (p < 0,05) entre os trés
grupos de amostras PAO1 e PAOL ArhlA. As diferencas relativas na expressdo génica sdo proporcionais a intensidade
da coloracdo (heatmap), com o azul se referindo a diminuicdo da expressdo e o vermelho ao aumento (PAO - réplicas
1,2e3eRHLA -réplicas 1,2 e 3).
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Interessantemente, a maioria dos genes expressos diferencialmente sdo regulados

positivamente na cepa mutante, que nao apresenta atividade da enzima RhIA, responsavel pela

producdo de HAA, precursor dos raminolipideos (Figura 9).
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Figura 9. Grafico de Volcano dos 134 genes expressos diferencialmente na analise de
microarranjos. Os pontos verdes sdo genes regulados negativamente, enquanto os vermelhos séo
representados como positivamente regulados na mutante PAOL ArklA em comparagdo com a cepa
PAO1 (fold change <-1,5 ou> 1,5).

Os 43 genes que exibiram diminuicdo da expressdo génica (Tabela 5), foram usados

para a construgdo de uma rede funcional através da ferramenta STRING, onde pudemos

identificar o grupo de proteinas relacionado com a biossintese flagelar (Figura 10).
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Figura 10. Rede funcional dos 43 genes regulados negativamente na analise de microarranjos. A rede
funcional foi construida a partir da anélise de maltiplas sequéncias proteicas. O quadro vermelho destaca as
interagGes entre o grupo que corresponde as proteinas envolvidas com a biossintese flagelar em P. aeruginosa.
Os nds da rede indicam as proteinas. Os nds coloridos representam a primeira linha de interacdo enquanto os
brancos compreendem a segunda linha. Os nos vazios representam proteinas de estrutura 3D desconhecida.
Os noés preenchidos indicam que alguma estrutura 3D é conhecida ou prevista. As linhas ou arestas
representam associacfes proteina-proteina. As interacfes conhecidas a partir de bancos de dados com
curadoria estdo indicadas pela cor azul claro. As interagcdes determinadas experimentalmente séo indicadas
pela cor lilds. Em verde escuro se encontram as interagdes previstas a partir dos genes adjacentes; em laranja
genes fusionados; e em azul escuro a coocorréncia de genes. As demais interages sdo determinadas por
mineracao do texto (verde claro), coexpressao (preto) e homologia de proteinas (cinza azulado).
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5.2. Genes Envolvidos com a Biossintese Flagelar Regulados Negativamente na Cepa
PAOL1 ArhlA: Confirmacéo da Anélise de Microarranjos de DNA por RT-gPCR
Para confirmacdo da abordagem utilizada no presente estudo e comprovacao do padrao
de repressdo génica dos genes flagelares observados nos resultados do microarray, utilizamos
a RT-gPCR. Quatro genes flagelares significativamente reprimidos fliC, flgL, fliD e fliT foram
selecionados com base em sua localizagdo em diferentes loci cromossémicos, dentro de operons
distintos (Dasgupta et al., 2004). Esses genes sdo representantes de trés niveis diferentes de
regulacdo hierarquica da biossintese flagelar (Figura 11): classe Il (flgL), classe Il (fliD e fliT)
e classe 1V (fliC, que codifica uma flagelina do tipo b) (Dasgupta et al., 2004). Além disso, a
expressdo e montagem flagelar desempenha um papel essencial nas caracteristicas fenotipicas
de P. aeruginosa que também estdo diretamente associadas a producdo de HAA e
raminolipideos, especialmente na motilidade swarming (Kohler et al., 2000; Déziel et al., 2003,
Caiazza et al., 2005; Tremblay et al., 2007).

flgFGHIJKL fliCfleL fiDSTfleP

flgL classe IIT || f1iC classe IV || fliD classe II ST classe 11

=) Dire¢do da transcricdo do operon
' FleQ promotor regulado
. Sitio hipotético de ligacdo RpoN
? FleR promotor regulado

? FliA promotor regulado

Figura 11. Regulacdo hierdrquica da biossintese flagelar. Os genes fliC, flgL, fliD
e fliT se localizam em diferentes operons e comp8em diferentes classes no sistema
flagelar de P. aeruginosa. O gene fliT produz uma chaperona que atua em fliD
(Adaptada de Dasgupta et al., 2004).
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A repressdo dos genes acima relacionados foi confirmada por RT-qPCR e pode ser

observada na Figura 12.
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Figura 12. Quantificacdo da expressdo génica por RT-gPCR dos genes envolvidos com a biossintese
flagelar em Pseudomonas aeruginosa. O grafico representa os niveis de mRNA normalizados nos genes
fliC, flgL, fliD e fliT pelos niveis do gene 16sRNA, que foi utilizado como controle end6geno. As barras
indicam * erro padrdo. A expressao relativa foi calculada através do método comparativo de AACq. Os
valores de expressdo para os genes de motilidade flagelar da cepa PAOL 4rhiA s&o relativos ao controle (cepa
selvagem PAOL), considerado valor 1,0. Asteriscos (*) indicam valores significativamente diferentes, p <
0,05 com o teste t pareado.

A repressao dos genes fliC (PA1092), flgL (PA1087), fliD (PA1094) e fliT (PA1096) na
cepa deficiente em rhlA em comparacdo com PAOL1 foi estatisticamente significativa. O gene

fliC mostrou 91% de repressao, de acordo com a Tabela 7.

Tabela 7. Percentual de inibicéo e valores de expressdo por RT-gPCR dos genes de biossintese

flagelar validados.

Genes Exp_resséo Génica Perge_nt~ual de Valor-p*
Relativa (RT-gPCR) Inibicéo %
fliC 0,0813 91% 0,0220
flgL 0,3383 66% 0,0284
fliD 0,3950 60% 0,0208

fliT 0,1312 86% 0,0021
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As proteinas FlgL, FIiD e FIiC que compdem a estrutura do flagelo estdo presentes no
meio extracelular (Minamino et al., 2013; Altegoer & Bange, 2015; Diepold & Armitage,
2015). FIiT é uma chaperona que garante a exportacdo adequada e a montagem de proteinas
que compdem a maquinaria flagelar, incluindo FIiD, que é uma proteina de capeamento do
flagelo (Khanra et al., 2016; Xing et al., 2018).

A representacdo da montagem da estrutura flagelar de P. aeruginosa, com destaque para
as proteinas FlgL, FIiD, FIiC e FIiT esta ilustrada a seguir, na Figura 13.

FlgG
FlgF

FigH Membrana externa
Peptideoglicano
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FliE, FigB, FIgC
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@« » FiF
4D

@ > G

AiM () (@)

Membrana interna
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FIhA | FIhB
-
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Flil, FliO, FliP, FliQ
FliR

Figura 13. Montagem da estrutura flagelar de Pseudomonas aeruginosa. As proteinas FlgL, FIiC, FIiD
e FIiT estdo destacadas na cor branca. A chaperona FIiT esta representada no meio intracelular (Adaptada
de Nolan et al., 2018).
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O flagelo polar unico de P. aeruginosa é um importante fator de viruléncia e de
colonizacao desse patdgeno oportunista, tendo sido atribuidos papéis fundamentais na formacéo

de biofilme e na motilidade bacteriana (Barken et al., 2008; Kazmierczak et al., 2015).

5.3. Avaliagéo Fenotipica da Motilidade Swarming das Cepas PAO1, PAO1 ArhlA e
PAOL1 ArhlA Suplementada com Mistura Ex6gena de HAA e Raminolipideos

Muitos estudos demonstraram que o swarming de P. aeruginosa € um processo de

adaptacdo complexo em superficies sélidas, em um meio viscoso, controlado por um nimero

substancial de genes cooperantes, incluindo rhlA (Overhage et al., 2008; Xavier et al., 2011).

Dessa forma, para compreendermos melhor o papel dos produtos biossintéticos da enzima RhlA

no swarming, um ensaio em placa foi realizado com a cepa selvagem P. aeruginosa PAO1 e

sua mutante isogénica PAOL ArhlA.

Para determinar se a cepa mutante de rhlA ndo modvel responde a adicdo de
raminolipideos exdgenos e de HAA, as células foram pré-condicionadas com um extrato
raminolipidico obtido do sobrenadante de cultura da cepa selvagem, imediatamente antes da
adicdo do indculo as placas de swarming. Na Figura 14 podemos observar placas contendo
meios semissélidos com os padrbes de migracdo de swarming da cepa selvagem PAQO1, da
mutante PAO1 ArhlA, que é incapaz de biossintetizar HAA e raminolipideos, e a mesma cepa
mutante ap6s suplementacdo com um extrato exdgeno contendo uma mistura de HAA e

raminolipideos.

Figura 14. Ensaio de motilidade do tipo swarming em Pseudomonas aeruginosa PAOL. (A) P.
aeruginosa PAO1 selvagem. (B) P. aeruginosa nocaute PAO1 Arhid::GmR. (C) P. aeruginosa nocaute
PAOL1 ArhiA::GmR suplementada com adicdo exdgena de uma mistura contendo HAA e raminolipideos.
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Os padrdes de migracdo observados indicam que o extrato contendo HAA, mono-
raminolipideos e di-raminolipideos modula o swarming na cepa PAOL ArhlA, que responde
com a formacéo de dendritos que migram em direcdo as regides periféricas do swarming (mais
proximas da borda da placa). Portanto, raminolipideos e/ou HAA atuam como indutores de

células natatorias.

5.4. Anélise da Expressdo de Genes Relacionados a Biossintese dos Exopolissacarideos
Pel, Psl e Alginato em P. aeruginosa PAOL1 e sua Derivada Mutante ArhlA

Tendo em vista que a expressdo dos genes envolvidos na biossintese dos

exopolissacarideos (EPS) ndo se mostrou significativamente alterada nas andlises de

microarranjos de DNA, essa determinacdo foi realizada diretamente por RT-qPCR. Também

avaliamos a expressao do gene pilA envolvido na biossintese da fimbria tipo IV, pois 0 mesmo

ndo se mostrou diferencialmente expresso na avaliacdo transcriptémica global.

Estudos ja demonstraram a relacdo inversa entre a motilidade por swarming, formacéao
de biofilme e biossintese de EPS (Caiazza et al., 2007; Merritt et al., 2007). Dessa forma,
compreender como os EPSs e a motilidade bacteriana atuam para moldar a arquitetura do
biofilme, pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias de controle, particularmente,
nos biofilmes de P. aeruginosa e sua importancia em infecc¢des cronicas e persistentes. Portanto,
tivemos o interesse em investigar o perfil de expressdo de genes relacionados com a biossintese
de EPS na cepa deficiente na producdo de raminolipideos em comparacdo com a cepa selvagem,

utilizando as mesmas amostras obtidas para as analises de microarranjos de DNA.

De acordo com 0s nossos resultados (Figura 15), podemos verificar uma indugédo da
expressao génica dos genes envolvidos na biossintese dos exopolissacarideos (algD, pelF, pslA
e psiC) em P. aeruginosa PAO1 ArhlA, deficiente na producdo de raminolipideos, quando
comparamos com a expressao na cepa selvagem PAOL. Notamos que na auséncia de
biossurfactantes raminolipidicos e HAA ocorre a repressdo da biossintese flagelar, mas, por
outro lado, verificamos que a expressao dos genes biossintéticos dos EPSs Pel e Psl foi regulada
positivamente. Os dados obtidos apontam para uma possivel relagdo antagdnica entre a

regulacdo dos EPSs e a presenca dos raminolipideos.
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Figura 15. Andlise da expressdo génica de genes relacionados com a producao de EPS e motilidade
bacteriana em Pseudomonas aeruginosa. Os graficos representam os niveis de RNAm normalizados pelos
niveis do gene 16sRNA, que foi utilizado como controle interno. A expressao relativa foi calculada atraves
do método comparativo de AACq. Os valores de expressao da mutante PAO1 ArhlA4 séo relativos ao controle
- cepa selvagem PAQO1, considerado valor 1,0. Barras indicam + erro padrdo. Asteriscos (*) indicam valores
significativamente diferentes em relacdo ao controle, p < 0,05 com o teste t pareado.

Um estudo publicado recentemente também apresentou resultados contrastantes muito
similares ao que obtivemos em nossas analises. Os autores observaram que mutantes flagelares
superexpressavam 0s exopolissacarideos Pel e Psl em biofilmes de P. aeruginosa em um
modelo in vitro, assim como em biofilmes isolados de infec¢fes em pacientes fibrocisticos
(Harrison et al., 2020).

Com relacdo ao gene pilA, envolvido com a biossintese da fimbria tipo 1V, e com o
fendtipo de motilidade bacteriana twitching, foi observada a inducéo da sua expressao génica,
conforme verificamos no Figura 16. A regulacdo positiva de pilA apresentou um padrdo

semelhante ao que notamos para 0s genes algD, pelF, pslA e psIC.
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Figura 16. Analise da expressdo génica de pilA por RT-qgPCR. O gréfico
representa os niveis de RNAm normalizados pelos niveis do gene 16sRNA, que foi
utilizado como controle interno. Os valores de expressdo da mutante PAO1 ArhlA
sdo relativos ao controle - cepa selvagem PAQO1, considerado valor 1,0. A expressao
relativa foi calculada através do método comparativo de AACq. Barras indicam *
erro padrdo. Asteriscos (*) indicam valores significativamente diferentes em
relacdo ao controle, p < 0,05 com o teste t pareado.

Alguns estudos ja relacionaram o aumento da producdo de EPS com a inibicdo da
motilidade do tipo swarming (Merritt et al., 2007; Kuchma et al., 2007), fato esse que se
corrobora com as nossas observagdes, onde a cepa nocaute PAO1 ArhlA apresenta a expressao
dos genes relacionados a biossintese de EPS aumentada (Psl e Pel; Figura 15). Outros autores
demonstraram que a producédo elevada de Psl e/ou Pel foi capaz de reduzir a motilidade
swarming em P. aeruginosa. No entanto, foi apontado que a reducdo observada se sucedeu
devido a menor producdo de raminolipideos, porém sem relacdo com a transcricdo de rhlAB,
dois genes importantes na biossintese dos biossurfactantes raminolipidicos e HAA. Ou seja, Psl
e Pel ndo afetaram a transcricdo de rhlAB, sugerindo que o declinio na producdo de

raminolipideos pode envolver mecanismos pos-transcricionais (Wang et al., 2014).
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6. DISCUSSAO

Muitos estudos fornecem evidéncias de que os raminolipideos de P. aeruginosa podem
alterar sua propria membrana celular e também de outras espécies bacterianas levando a danos
celulares e aumento da permeabilidade celular, possivelmente devido a sua fracdo hidrofébica
(Al-Tahhan et al., 2000; Sotirova et al., 2009; Bharali et al., 2013).

Outros estudos relatam que os raminolipideos dessa bactéria sdo capazes de perturbar e
remover biofilmes de diversas espécies de microrganismos (Irie et al., 2005; Dusane et al.,
2010). Os raminolipideos também se mostraram necessarios para a etapa de dispersdo do
biofilme de P. aeruginosa (Boles et al., 2005). Foi demonstrado que a motilidade bacteriana do
tipo swarming em P. aeruginosa é modulada por biossurfactantes raminolipidicos (Kohler et
al., 2000; Déziel et al., 2003; Caiazza et al., 2005; Tremblay et al., 2007). Essas moléculas
também desempenham um papel importante tanto na manutencdo de canais entre as estruturas
multicelulares do biofilme de P. aeruginosa quanto na dispersdo das células planctonicas, que
podem entéo iniciar novas colonizagdes (Pamp & Tolker-Nielsen, 2007).

Raminolipideos tém se mostrado importantes fatores de viruléncia em modelos de
infecgdo in vitro e in vivo. A cepa P. aeruginosa PAO1 ArhlA, deficiente na biossintese de
raminolipideos, foi erradicada mais rapidamente e significativamente em dois modelos

diferentes de infec¢do em comparacdo com a cepa selvagem (Van Gennip et al., 2009).

Apesar dos multiplos papéis desempenhados pelos raminolipideos de P. aeruginosa, 0s
mecanismos moleculares bioquimicos envolvidos nesses processos ainda nao foram
devidamente elucidados. A maioria das funcdes exercidas por essas moléculas sdo atribuidas
as suas propriedades fisico-quimicas que foram exaustivamente caracterizadas. No entanto,
poucos estudos investigaram possiveis interacdes bioquimicas entre raminolipideos e suas

células bacterianas produtoras.

DNA microarrays e RT-gPCR tém sido amplamente usados para analisar a expressao
génica global de P. aeruginosa dentro de seus comportamentos adaptativos complexos,
incluindo analises comparativas de biofilme versus células planctdnicas e o desenvolvimento
de um comportamento de swarming especializado (Whiteley et al., 2001; Lazazzera, 2005;
Shrout et al., 2006; Overhage et al., 2008, Tremblay & Déziel, 2010). No presente, estudo nds

investigamos as diferencas entre P. aeruginosa selvagem e mutante em resposta a auséncia de
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genes responsaveis pela producdo de raminolipideos e HAA, através de uma abordagem

transcriptémica global.

O modelo experimental proposto foi delineado para analise na fase estacionaria de
crescimento, em condicdes dindmicas, onde a producao de raminolipideos é significativamente
maior (Van Gennip et al., 2009). A cepa PAOL apresenta baixa producdo de raminolipideos
durante o swarming, contudo produz quantidades significativas de raminolipideos em cultura
plancténica (Morris et al., 2011). Além disso, também foi verificado que em culturas
bacterianas agitadas contendo células plancténicas de P. aeruginosa PAO1, o conteudo
raminolipidico se apresentou trés vezes maior do que o detectado em biofilmes estaticos (Van
Gennip et al., 2009).

Demonstramos que a repressdo dos genes flagelares fliC, flgL, fliD e fliT envolvidos
com motilidade bacteriana do tipo swarming e motilidade swimming foi bastante expressiva
(Tabela 7). Por outro lado, as andlises de microarranjos de DNA e o RT-gPCR forneceram
dados interessantes onde os genes pilO e pilA, envolvidos com a biossintese da fimbria tipo 1V
e motilidade twitching, foram regulados positivamente. A expressdo diferencial de um grupo
diversificado de genes indica também que h& uma diferenca fisiologica significativa entre as

cepas produtoras e ndo produtoras de raminolipideos.

Um estudo publicado em 2004 revelou que muitos dos genes necessarios para a
formacdo de biofilmes ndo sdo expressos exclusivamente em biofilmes. O grupo identificou
genes que foram expressos em células plancténicas em fase estacionaria e também séo
necessarios para o desenvolvimento adequado do biofilme de E. coli (Beloin et al., 2004). Além
disso, mais recentemente, também foi demonstrado que o biofilme da cepa selvagem PAOL,
formado sob condi¢des de agitacdo, exibiu estruturas porosas semelhantes aos canais e
cogumelos que mantém a arquitetura tridimensional do biofilme, enquanto em condicdes de
crescimento estatico, 0 mesmo se apresentava uniforme, plano e néo estruturado (Zheng et al.,
2017).

Foi descrito que subpopulacBes moveis interagem com subpopulacdes sésseis via
sinalizagdo mediada por sideroforos, promovendo movimento para o topo das estruturas das
microcol6nias, por meio da motilidade mediada por flagelos e raminolipideos, contribuindo
para a arquitetura tipica, com a formacdo de estruturas em forma de cogumelo, observadas em

biofilmes maduros de P. aeruginosa (Pamp & Tolker-Nielsen, 2007; Barken et al., 2008).
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De fato, Pamp e Tolker-Nielsen (2007) demonstraram a completa auséncia de estruturas
semelhantes a cogumelos em biofilmes formados pela cepa nocaute PAO1 ArhlA deficiente na
producdo de HAA e raminolipideos. No entanto, a auséncia da expressdo de genes flagelares
na cepa mutante nao foi sugerida a época, fato esse que demonstramos no presente estudo, pela

primeira vez.

A capacidade de formar biofilme em P. aeruginosa também est associada a presenca
da fimbria tipo 1V, que além de estar relacionada a aderéncia a superficies bioticas e abidticas,
promove a motilidade do tipo twitching e também pode afetar o swarming. Foi relatado que o
swarming em P. aeruginosa € dependente de sinalizacdo célula-a-célula, requisitando a
presenca de flagelos e fimbrias do tipo 1V, além da producao de raminolipideos (Kohler et al.,
2000; Caiazza et al., 2005; O’Toole & Kolter, 1998). Apesar disso, do ponto de vista molecular,
nenhum mecanismo ou funcdo bioquimica foi atribuida aos raminolipideos no contexto dos

biofilmes e na motilidade bacteriana por swarming e/ou swimming.

Foi proposto que P. aeruginosa requer flagelos durante o swarming para superar as
interacBes adesivas mediadas pelas fimbrias tipo V. O swarming diminui na auséncia de
surfactante raminolipidico (Murray & Kazmierczak, 2008), fato que também demonstramos
com o ensaio de motilidade realizado nesse estudo (Figura 11). P. aeruginosa é capaz de
colonizar, por meio de um tipo de motilidade conhecida como sliding, superficies bioticas
deslizantes, sob certas condi¢des em que a expressdo flagelar é negativamente regulada, por
exemplo, dentro das vias aéreas humanas em pacientes com FC (Wolfgang et al., 2004;
Sonawane et al., 2006; Jyot et al., 2007).

Os raminolipideos estdo intimamente relacionados com a motilidade das células
bacterianas. A tese mais plausivel defende que os raminolipideos estdo envolvidos com o
aumento da motilidade microbiana como uma estratégia de se realocar para nichos ricos em
nitrogénio e fosforo (Chrzanowski et al., 2012). Evidéncias de que a producdo mais eficaz de
raminolipideos é alcangada quando ocorre uma limitagdo de nitrogénio, ou seja, na fase de
crescimento estacionario e estudos sobre a motilidade celular apoiam essa tese (Soberdn-
Chéavez, 2004; Tremblay et al., 2007; Verstraeten et al., 2008).

Burch e autores (2012) descobriram que a interrupgéo de genes flagelares precoces ou
tardios, envolvidos com a motilidade celular bacteriana poderia causar impactos opostos na

producéo do biossurfactante HAA por P. syringae. Por exemplo, a inativacéo de fleQ (classe 1)
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resultou em uma deficiéncia completa na producdo de HAA, enquanto a inativacdo de fliA
(classe I), fliF (classe 1) e flgD (classe 111) resultam na diminuicdo da producao dessa molécula.
Em contraste, a interrupcdo em fliC (classe 1V; flagelina) ou fgtl e fgt2 (supostamente
necessaria para glicosilacdo flagelar) resultou em superproducdo de HAA. Essas descobertas
sugerem que a producdo de HAA é induzida de forma coordenada com a montagem flagelar
precoce, mas que os estagios finais da maturacdo flagelar agem inversamente para limitar a
producdo do biossurfactante (Burch et al., 2012; Xu et al., 2012).

Outras evidéncias mostram que os raminolipideos podem induzir a liberacdo da
flagelina, um dos principais constituintes do flagelo bacteriano em P. aeruginosa, apresentando
um papel importante como modulador imunoldgico (Gerstel et al., 2009). Porém, a maquinaria

intracelular envolvida nessa indugéo ainda n&o foi esclarecida.

E provavel que os biossurfactantes possam regular a expressdo génica e, entdo, afetar a
atividade microbiana, particularmente, em processos relacionados a biodegradacdo de
compostos organicos hidrofobicos (Shao et al., 2017; Li et al., 2015). Por exemplo, na presenga
de raminolipideos em um ensaio de biodegradacdo de fenantreno, foi observada a inducédo da
expressao génica do gene nahAc, no entanto nos tratamentos controle contendo apenas o
biossurfactante e na auséncia do composto organico, a transcricdo de nahAc néo foi detectada
(Marlowe et al., 2002). Além disso, também j& foi demonstrada a inducdo da expressao génica
por surfactante pulmonar de genes de viruléncia em Staphylococcus aureus, um patégeno
oportunista clinicamente importante (Ishii et al., 2014). Ghelardi e colaboradores (2012)
também relataram uma correlacdo entre o aumento do nivel de expressdo da flagelina na
presenca de surfactina em B. subtilis. Surfactina € um biossurfactante lipopeptidico produzido

por esse microrganismo (Ghelardi et al., 2012).

A molécula de surfactina esta envolvida com sinalizacdo paracrina em bactérias e o seu
papel como biossurfactante lipopeptidico relacionado com a motilidade swarming e a formacgéo
de biofilme em B. subtilis, esta bem caracterizado. A surfactina foi identificada como uma
molécula sinalizadora que desencadeia a formacdo de biofilme através da ativacéo indireta de
KinC via SpoOA. A surfactina ativa indiretamente o receptor de membrana histidina quinase
KinC, que fosforila o regulador SpoOA. A surfactina induz o vazamento de potassio
estimulando a atividade de uma proteina quinase de membrana, KinC, que governa a expressao

de genes envolvidos na formacdo de biofilme. SpoOA induz a expressao de Sinl, que antagoniza
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o0 repressor SinR e causa desrepressdo de genes envolvidos na biossintese da matriz extracelular
(Lopez et al., 2009; McLoon et al., 2011; Zeriouh et al., 2014).

Com relagdo & matriz extracelular do biofilme, um estudo publicado em 2007
demonstrou a relacdo inversa entre 0 aumento da producdo de exopolissacarideos (EPS) e a
diminuicdo da motilidade de swarming em P. aeruginosa. O mutante AsadC resulta em um
fendtipo de hiperswarming, enquanto a expressao multicdpia desse gene promove um fen6tipo
frequentemente associado a superproducédo de EPS (Merritt et al., 2007). Portanto, compreender
como os EPSs e a motilidade bacteriana influenciam os diferentes fenotipos de P. aeruginosa,
pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias de controle de biofilmes presentes em

infeccOes cronicas e persistentes causadas por esse patdgeno oportunista.

No presente estudo, também investigamos o perfil de expressao de genes relacionados
com a producdo de EPS de P. aeruginosa PAOl na auséncia de biossurfactantes
raminolipidicos e HAA. De acordo com os resultados apresentados, os genes envolvidos com
a biossintese de EPS foram regulados positivamente na cepa PAO1 ArhlA quando comparados
a expressdo na cepa selvagem. Esses dados, que indicam uma possivel relacdo antag6nica entre
a expressao dos genes biossintéticos dos EPS e a presenca dos raminolipideos, sdo corroborados
por um estudo publicado recentemente. No trabalho citado, os autores descreveram que
mutantes flagelares superexpressaram o0s exopolissacarideos Pel e Psl em biofilmes de P.
aeruginosa crescidos in vitro como também em biofilmes isolados de individuos com Fibrose
Cistica (Harrison et al., 2020).

O genoma de P. aeruginosa PAO1 codifica um nimero extraordinario de genes do
sistema de dois componentes (TCS) e varias funcdes celulares sdo reguladas pela fosforilacdo
His-Asp, incluindo quimiotaxia, aquisicdo de ferro, producado de alginato e fatores de viruléncia
(Rodrigue et al., 2000; Francis et al., 2017). P. aeruginosa tem quatro vias quimiossensoriais
diferentes que realizam diversas fungdes bioldgicas e sdo estimuladas pela ligacdo de sinais a
mais de 20 quimiorreceptores. Essas vias medeiam o flagelo bacteriano, a quimiotaxia, além de
controlar funcdes alternativas, como niveis do segundo mensageiro c-di-GMP ou a motilidade
de twitching (Matilla et al., 2021).

No contexto acima, a analise transcriptbmica por microarrays revelou a inducdo da
expressao de narL e de uma quinase sensora hipotética (PA1180), genes integrantes do sistema

de dois componentes (TCS). O regulon NarX-NarL provavelmente inclui genes que sdo capazes



88

de modular a motilidade e a formacéo de biofilme (Gooderham & Hancock, 2009). Um mutante
nocaute do regulador de resposta narL em PAO1 exibiu um fendtipo de hiperswarming que foi
proposto como resultado da superproducao de raminolipideos observada (Van Alst et al., 2007).
Entretanto, o estudo apontou que apesar dos mutantes individuais narX e narL exibirem
motilidade swimming normal, o duplo mutante narXL apresentou motilidade swimming
reduzida, consistente com a possibilidade de que o sensor quinase e o regulador de resposta
sejam necessarios em conjunto para a motilidade bacteriana dependente do flagelo (Van Alst et
al., 2007).

Foi identificada também a regulacdo positiva do gene hcpl que codifica uma proteina
componente do sistema de secrecdo do tipo VI (H1-T6SS) (Sana et al., 2016) e genes de
diversos profagos. Sabe-se que varios profagos desempenham um papel importante na evolugéo
dos genomas bacterianos e na sua patogenicidade (Fortier & Sekulovic, 2013). Um estudo
demonstrou que flagelos (FIiC) séo reduzidos na superficie das células que superexpressaram
fagos nas cepas PAO1 e PA14, em contraste com a hiperpiliacdo (PilA) observada (Tsao et al.,

2018). A expressao de fagos também parece causar prejuizos para a motilidade bacteriana.

P. aeruginosa deve sua versatilidade e notavel capacidade adaptativa ao seu genoma
robusto, com intrincados sistemas reguladores génicos. O genoma de PAO1 codifica um amplo
repertério de sistemas de dois componentes (TCS), com 64 quinases sensoras, 72 reguladores
de resposta e 3 proteinas de fosfotransferéncia de histidina (Hpt) (Stover et al., 2000; Rodrigue
et al., 2000; Francis et al., 2017). Essas redes regulatdrias desempenham um papel central em
varias funces e respostas celulares, incluindo quimiotaxia, deteccdo de superficie e fatores de
viruléncia. Os TCSs séo conhecidos por mediar a regulacdo de genes flagelares, incluindo a
rede GacS, uma rede multiquinase complexa, via SadC (Moscoso et al., 2014) ou HptB
(Valentini et al., 2016) que afetam os niveis do segundo mensageiro intracelular c-di-GMP.
Além disso, o sistema quimiossensorial Wsp aciona uma matriz de transducdo de sinal em
resposta ao sensor de superficie, controlando a sintese de c-di-GMP, que promove a formacéo
de biofilmes e diminui a expressdo dos genes flagelares (Hickman et al., 2005; O'Connor et al.,
2012; Ha et al., 2015).

O principal alvo do c-di-GMP nesta via € o regulador transcricional FleQ, que regula
positivamente a expressdo de genes flagelares enquanto reprime genes de EPS, como pel. Ap6s
a interacdo com c-di-GMP, FleQ é inibido, levando a reducdo da expressao de genes flagelares

e regulacéo positiva de genes de EPS (Hickman et al., 2005; Hickman et al., 2008). Portanto, a
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rede GacS e a via de sinalizacdo Wsp representam sistemas compativeis com a modulagédo da
expressao flagelar dependente de raminolipideos observada no presente estudo. Curiosamente,
dentro do sistema quimiossensorial Wsp, os genes flagelares e EPS s&o inversamente regulados,
um comportamento que temos consistentemente observado em relacdo aos raminolipideos.
FleQ, o regulador mestre da biogénese flagelar, é o principal protagonista no sistema Wsp
(Hickman et al., 2008). Ainda sim, € preciso ser investigado se os raminolipideos poderiam agir
diretamente sobre qualquer sistema sensorial, ou indiretamente, por meio de sua atividade

umectante, controlando a deteccao de superficie das bactérias.

Utilizando a abordagem transcriptdbmica global por microarranjos de DNA
demonstramos que a expressao de genes responsivos ao ferro, entre os quais podemos destacar
PA4221 e PA4220, foi regulada negativamente, como podemos ver na Tabela 6. Foi relatado
que a reducdo na captacdo de ferro em mutantes deficientes na aquisicdo de Fe mediada pela
pioverdina, pode prejudicar a formacéo de biofilme. No entanto, essa deficiéncia pode favorecer
a motilidade twitching em P. aeruginosa. Ou seja, em condic¢des limitantes de ferro, P.
aeruginosa apresenta inducdo da sua motilidade e forma biofilmes planos ndo estruturados
(Patriquin et al., 2008; Glick et al., 2010).

Nas Ultimas décadas diversas abordagens vém sendo utilizadas para um melhor
entendimento dos mecanismos regulatorios envolvidos na formacdo de biofilme em P.
aeruginosa. Por meio de uma analise protebmica, foi identificada uma proteina hipotética
codificada pelo gene PA3731. O gene PA3731 foi relacionado a motilidade swarming e a
biossintese de raminolipideos. O mutante APA3731 foi deficiente na formacéo de biofilme em
comparacao com a cepa selvagem PAO1L (Macé et al., 2008). Esses dados corroboram com as
nossas analises, onde demonstramos a repressao do gene PA3731 na cepa nocaute, deficiente

em raminolipideos, em comparacéo a cepa selvagem PAQO1.

Contudo, os mecanismos moleculares que envolvem o papel fisioldgico dos
raminolipideos e seus microrganismos produtores ainda sdo desconhecidos. Até o momento,
acredita-se que os multiplos papéis fisioldgicos desempenhados pelos raminolipideos sdo
derivados das propriedades fisico-quimicas dessas moléculas (Herzog et al., 2020). Dessa
forma, a partir dos resultados que foram obtidos no presente estudo, sugerimos um possivel
padrdo de regulacdo génica dependente da sinalizagdo paracrina, mediada por raminolipideos
e/ou seus precursores HAA, de acordo com o modelo proposto na Figura 17. Nossos dados

estdo alinhados com os ensaios fenotipicos realizados, que corroboram essa hipotese, visto que



90

na auséncia de raminolipideos na mutante ArhlA, ocorre a reducdo da motilidade swarming,
fato que pode ser atribuido a repressdo génica de genes envolvidos na biossintese flagelar,

observada em nossas analises.

Em conjunto, esses resultados mostram evidéncias significativas de que raminolipideos
e/ou seus precursores HAA, os principais produtos biossintéticos da via rhlABC, parecem
modular a expressdo génica em P. aeruginosa. Uma investigacdo mais aprofundada é necessaria
para que possamos compreender os mecanismos bioquimicos e/ou biofisicos envolvidos no

processo.

Portanto, a abordagem transcriptomica global por microarranjos de DNA foi uma
importante estratégia, que resultou em um insight em direcdo aos mecanismos moleculares
envolvidos na dindmica regulatéria dos raminolipideos e/ou HAA em fendtipos como a

formacédo de biofilmes e a motilidade bacteriana em P. aeruginosa PAOL.



91

A) Raminolipideos e HAAs B) C)  Estrutura do biofilme
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Figura 17. Modelo para modulacdo da expressdo génica pelos raminolipideos. Raminolipideos e/ou seus precursores HAAs produzidos por P. aeruginosa
PAO1 modulam a expressdo génica de genes envolvidos na biossintese flagelar, possivelmente através da ativacdo de uma cascata de sinalizagdo paracrina,
mediando os fen6tipos de formacéo de biofilmes e motilidade bacteriana.
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CONCLUSAO

Foram apontados 134 genes diferencialmente expressos na cepa nocaute em relacdo a
cepa selvagem, sendo 91 genes regulados positivamente e 43 negativamente,

pertencentes a categorias funcionais diversas.

A repressdo de genes flagelares, tipicamente envolvidos com motilidade do tipo

swarming foi significativa.

Foi observada a inducdo da expressdo de pilO e pilA, genes que codificam proteinas

integrantes da fimbria tipo 1V, relacionada a motilidade do tipo swarming e twitching.

A inducdo de genes relacionados com viruléncia - sistema de secrecdo do tipo VI (hcpl)
e outros envolvidos com a biossintese de exopolissacarideos (EPSs) também foi

verificada na cepa mutante deficiente em raminolipideos.

Os resultados obtidos sugerem um possivel padréo de regulacdo génica mediado pelos
raminolipideos de forma direta ou indireta interferindo na mecanossensibilizacéo,
através de proteinas que detectam estimulos mecanicos (mecanossensores) modulando

a expressao génica.

Ensaios fenotipicos reforcam a hipdtese de uma possivel sinalizacdo paracrina, ja que
na auséncia dos raminolipideos, conforme observado para a mutante ArhlA, ocorre a
auséncia da motilidade por swarming, fenétipo que € parcialmente restaurado pela
adicdo de raminolipideos exdgenos. A supressdao da motilidade por swarming pode
também estar relacionada a repressdo génica dos genes flagelares observada nesse
estudo, aliada possivelmente ao aumento da expressdo dos genes de EPS.

A analise transcriptdmica global por microarranjos de DNA mostrou-se eficiente para
o melhor entendimento dos mecanismos moleculares que implicam na dinamica
regulatéria dos raminolipideos e/ou HAAs sobre diferentes fenotipos de P. aeruginosa
PAO1, como a formacdo de biofilmes e motilidade, que s&o importantes fatores
adaptativos e de viruléncia. No entanto, ndo detectou alguns genes centrais, como 0s

relacionados a biossintese dos EPS Pel e Psl.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

= Avaliar a expressdo génica durante o swarming nas cepas estudadas no presente
trabalho.

» Investigar através de outros métodos (microscopia eletrénica e/ou western blot) a

presenca e/ou auséncia de flagelos funcionais nas cepas PAO1 ArhlA e cepa controle.

= Analisar por RT-gPCR em um ensaio em caldo liquido (similar as condicGes do
microarray) com adicdo de HAA + RLs exdgenos, os genes flagelares selecionados no
estudo na cepa PAO1 ArhlA.

» Realizar um ensaio de motilidade do tipo swimming nas cepas PAO1 e PAO1 ArhlA.

= Caracterizar fenotipicamente o perfil de motilidade swarming e swimming das cepas

mutantes PAO1 ArhIB e PAO1 ArhlC, recentemente adquiridas no nosso laboratorio.

» Analisar a expressdo génica durante o swarming das cepas mutantes PAO1 ArhIB e
PAOL1 ArhlIC.

» Investigar através da analise protedmica (fosfoproteoma) comparativa da cepa PAO1
em relagdo a PAO1 ArhlA, possiveis vias de sinalizacdo relacionadas.

= Realizar ensaios de viruléncia in vitro e in vivo com as cepas PAO1 ArhlA, PAO1 ArhIB
e PAO1 ArhiC.

= Auvaliar através de uma abordagem transcriptdmica utilizando RNA-seq a expressdo
génica global da cepa controle PAO1L, cepa nocaute PAO1 ArhlA e PAO1 ArhlA
suplementada com biossurfactantes purificados e comercializados de P. aeruginosa.
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