UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

VINICIUS MARQUES DE LIMA

Mecanismos de captaciao de heme em Chromobacterium violaceum

Ribeirao Preto, SP, Brasil
2020



VINICIUS MARQUES DE LIMA

Mecanismos de captagciao de heme em Chromobacterium violaceum

Versao Original

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de
Sao Paulo como parte dos requisitos para

obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias.

Area de concentracdo: Biologia Celular e

Molecular.

Orientador: Prof. Dr. José Freire da Silva Neto

Ribeirao Preto, SP, Brasil

2020



Autorizo a reproducéo e divulgagao total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio
convencional ou eletronico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a

fonte.

FICHA CATALOGRAFICA

de Lima, Vinicius Marques

Mecanismos de captacdo heme em Chromobacterium violaceum. Ribeirdo Preto,
2020.

78 p. :il. ;30 cm

Dissertacdo de Mestrado, apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto/USP. Area de concentracdo: Biologia Celular e Molecular.

Orientador: da Silva Neto, José Freire.

1. Chromobacterium violaceum. 2. Captacao de heme. 3. Captacgéao de ferro. 4. Fisiologia
bacteriana. 5. Viruléncia bacteriana. 6. Genética de bactérias.




Nome: DE LIMA, Vinicius Marques

Titulo: Mecanismos de captagcao heme em Chromobacterium violaceum.

Dissertacao apresentada a Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Séo Paulo
para obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias.
Area de Concentragdo: Biologia Celular e
Molecular

Orientador: Prof. Dr. José Freire da Silva Neto

Aprovadoem: [/ |/

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Instituicao:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr. Instituicao:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr. Instituicéo:

Julgamento: Assinatura:



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO CEUA(@

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS FMRP-USP" =
CRomusuu :u nn'UwR 'Ammals
FMRP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo intitulado “Mecanismos de captacdo de heme em
Chromobacterium violaceum”, registrado com o niimero 146/2019, sob a responsabilidade do Prof.
Dr. José Freire da Silva Neto, envolvendo a produgsio, manutengdo ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos) para fins de pesquisa cientifica,
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899
de 1S de julho de 2009 e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela Comissio de Etica no Uso de Animais
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de So Paulo, em reunido de 29 de julho
de 2019.

Este Protocolo prevé a utilizagio de 100 camundongos Balb ¢ fémeas pesando 20g
oriundos do Servico de Biotério da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sio
Paulo Vigéncia da autorizagdo: 29/07/2019 a 10/09/2021.

We certify that the Protocol 1°146/2019, entitled “Mechanisms of heme uptake in Chromobacterium
violaceum”, is in accordance with the Ethical Principles in Animal Research adopted by the National
Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and was approved by the Local
Animal Ethical Committee from Ribeirio Preto Medical School of the University of Sio Paulo in
07/29/2019. This protocol involves the production, maintenance or use of animals from phylum
Chordata, subphylum Vertebrata (except humans) for research purposes, and includes the use of 100
female Balb ¢ mice weighing 20g from the Central Animal House of Ribeirdo Preto Medical School,
University of Sdo Paulo. This certificate is valid until 09/10/2021.

Ribeirgo Preto, 29 de julho de 2019

Profa. Dra. Katiuchia Uzzun Sales
Coordenadora da CEUA-FMRP — USP

Faculdade de Medicina ce Ribeiréo Preto - USP - Av. Bandeirantas, 3900 - Rihairio Preto - SP - Brasil -14048-200 - Tel.: (16) 3315-3301 /3315.3275 & mail ooua@fmmp. uap.br




A minha mae Eli, quem amo
incondicionalmente e sempre

acreditou no meu potencial.



AGRADECIMENTOS PELO APOIO FINANCEIRO

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) e a
Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo
suporte financeiro para realizagao desta pesquisa e concessao da bolsa de mestrado
(processo n° 2018/17716-2).

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) pelo
apoio ao Programa de Pds-graduagédo em Biologia Celular e Molecular da Faculdade

de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP) e concessao inicial da bolsa de mestrado.

A Fundacao de Apoio ao Ensino, Pesquisa e Assisténcia do Hospital de Clinicas da
FMRP-USP (FAEPA) pelo auxilio financeiro destinado ao Laboratério de Regulagéo

da Expressao Génica e Patogenicidade Bacteriana.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. José F. da Silva Neto pelo voto de confianga ao aceitar me orientar
durante o mestrado, por todo conhecimento e ensinamentos compartilhados, por ser
um eximio orientador, pela paciéncia e disponibilidade, e por ser um profissional que

muito me inspira e causa admiragao.

A Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP), ao Departamento de
Biologia Celular e Molecular e Bioagentes Patogénicos e ao Programa de Biologia

Celular e Molecular pela infraestrutura fornecida para realizagao deste trabalho.

Aos professores Dr. Dario S. Zamboni, Dra. Larissa D. da Cunha, Dr. Luiz R. O. Tosi,
Dra. Maria C. R. A. Barreira e Dr. Paulo S. R. Coelho por disponibilizarem o espaco

fisico, equipamentos e/ou reagentes de seus laboratérios.

A minha colaboradora Me. Bianca B. Batista, pela ajuda na maioria dos experimentos
realizados, por ser uma cientista maravilhosa que me inspira, por todos os anos de
nossa amizade e companheirismo, por estar presente em todos os bons e maus

momentos.

A minha amiga de laboratdrio Dr. Maristela Previato-Mello pela ajuda prestada nos
ensaios de purificagdo de proteinas e de carga bacteriana em érgéos, pelas conversas

prazerosas que temos no laboratério e por me auxiliar sempre que precisei de ajuda.

Aos demais colegas do Laboratério de Regulagdo da Expressdo Génica e
Patogenicidade Bacteriana; a técnica Claudia, por todo suporte fornecido ao
laboratorio; a secretaria Gabriela, por toda ajuda e esclarecimentos prestados sobre

minhas duvidas.

Aos meus pais, Eli e Moacir, por todo amor e suporte que me deram ao longo de todos
esses anos, pelas oportunidades que me proporcionaram de ser uma pessoa melhor
e por todo incentivo demonstrado; aos meus irmaos, Elisangela, Ewerton e Karina por

todos os momentos de amor e amizade fraternais que passamos juntos.



RESUMO

de Lima, VM. Mecanismos de captagcao de heme em Chromobacterium violaceum.
2020. 78 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias, Area Biologia Celular e Molecular) —
Departamento de Biologia Celular e Molecular e Bioagentes Patogénicos, Faculdade

de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo.

O ferro € um metal essencial em diversos processos celulares, como respiragao e
regulacdo génica, atuando como cofator de diferentes proteinas bacterianas. Uma
importante fonte de ferro no hospedeiro é encontrada no grupo heme de
hemoproteinas como a hemoglobina. Desta forma, bactérias evoluiram mecanismos
eficazes para aquisicdo de ferro, como a sintese de pequenas moléculas quelantes
conhecidas como sideroforos e a expressdo de transportadores especializados na
captacédo de sideréforos e hemoproteinas. Neste trabalho, os mecanismos de
captacédo de heme foram caracterizados em Chromobacterium violaceum, uma beta-
proteobactéria Gram-negativa oportunista que ocasionalmente causa severas
infeccbes em humanos. Analises in silico no genoma de C. violaceum ATCC 12472
revelaram os genes CV_3895-96-97-RS19290-CV_3898-99, aqui nomeados
chuPRSTUV, como candidatos a codificar uma proteina regulatoria (ChuP), um
receptor dependente de TonB de membrana externa (ChuR), uma enzima de
degradacgao de heme (ChuS) e um transportador do tipo ABC de membrana interna
(ChuTUV). Linhagens mutantes nulas com delecdo dos genes chuP, chuR, chuS,
chuTUV e chuPRSTUV foram obtidas; um mutante com delecdo dos genes
chuPRSTUV e dos genes de sintese de sideroforos chaCEBA também foi gerado.
Tanto a linhagem selvagem quanto as linhagens mutantes apresentaram alta
tolerancia a toxicidade do heme avaliada por viabilidade celular. Com excecao de
chuS, todos os demais genes do operon chuPRSTUYV se mostraram necessarios para
utilizacdo de heme e hemoglobina em ensaios de estimulagdo. Além disso, as
linhagens AchuP, AchuPRSTUV e AcbaCEBAAchuPRSTUYV apresentaram atraso de
crescimento em situagdes de caréncia e/ou suficiéncia de ferro obtida com heme.
Interessantemente, o gene chuP apresentou papel na atividade de sideréforos,
demonstrado por ensaio de CAS com halo aumentados nos mutantes sem chuP.
Ensaios de expressdo demonstraram que o operon chuPRSTUYV é controlado por um

promotor a frente do gene chuP que responde a presencga de ferro e heme, sendo



mais expresso em situagao de limitagao destas moléculas. A proteina ChuP interagiu
com heme in vitro e sua atividade regulatéria parece ser pés-transcricional, pois ChuP
nao mostrou atividade de ligacdo ao DNA. Ensaios in vivo em camundongos
revelaram que o sistema ChuPRSTUV tem papel na viruléncia de C. violaceum, sendo
observada atenuacido de viruléncia em mutantes do operon chu sobretudo na
auséncia de sideroforos. Portanto, os dados obtidos neste trabalho revelaram que C.
violaceum utiliza de modo hierarquico os mecanismos de captacdo de ferro por

siderdforos e por heme para estabelecer infeccdo bem sucedida no hospedeiro.

Palavras-chave: Chromobacterium violaceum, captagao de heme, captacao de ferro,

fisiologia bacteriana, viruléncia bacteriana, genética de bactérias.



ABSTRACT

de Lima, VM. Mechanisms of heme uptake in Chromobacterium violaceum. 2020. 78
p. Dissertation — Department of Cell and Molecular Biology, Ribeirdo Preto Medical

School, University of Sao Paulo.

Iron is an essential metal in several cell processes, including respiration and gene
expression, acting as a cofactor of different bacterial proteins. An important iron source
in the host is found into the heme group of hemoproteins like hemoglobin. Therefore,
bacteria evolved efficient mechanism for iron acquisition, like the production of small
chelating molecules known as siderophores and the expression of specialized
transporters for the uptake of siderophores and hemoproteins. In this work, we
characterized the mechanisms of heme uptake in Chromobacterium violaceum, an
opportunistic Gram-negative beta-proteobacterium that occasionally causes severe
infections in humans. In silico analyses in the C. violaceum ATCC 12472 genome
revealed the genes CV_3895-96-97-RS19290-CV_3898-99, here named
chuPRSTUV, as candidates for coding a regulatory protein (ChuP), an outer
membrane TonB-dependet receptor (ChuR), a heme degradation enzyme (ChuS), and
an inner membrane ABC-type transporter (ChuTUV). Null-mutant strains with deletion
of chuP, chuR, chuS, chuTUV, and chuPRSTUV were obtained; a mutant strain with
deletion of the chuPRSTUV and cbaCEBA genes, the latter for siderophore synthesis,
was also generated. Both the wild-type and mutant strains showed high tolerance to
heme toxicity assessed by cell viability. With the exception of chuS, all other genes in
the chuPRSTUV operon were required for heme and hemoglobin utilization in
stimulation assays. Besides, the AchuP, AchuPRSTUV, and AcbaCEBAAchuPRSTUV
strains displayed delayed growth under iron deficiency and/or heme sufficiency.
Interestingly, the chuP gene demonstrated a role in siderophore activity, displayed by
increased halos in CAS assay for the mutants without chuP. Expression assays
demonstrated that the chuPRSTUV operon is controlled by a promoter in front of the
chuP gene that responds to the presence of iron and heme, being more expressed in
a situation where these molecules are limited. The ChuP protein interacted with heme
in vitro and its regulatory activity appears to be post-transcriptional, as ChuP showed
no DNA-binding activity. In vivo assays with mice revealed that the ChuPRSTUV

system plays a role in the C. violaceum virulence, with attenuation of virulence



observed in mutants of the chu operon mainly in the absence of siderophores.
Therefore, the data obtained in this work revealed that C. violaceum uses hierarchically
the mechanisms of iron uptake by siderophores and by heme to establish a successful

infection in the host.

Keywords: Chromobacterium violaceum, iron uptake, heme uptake, bacterial

physiology, bacterial virulence, bacterial genetics.
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1. INTRODUGAO
1.1. Mecanismos de homeostase de ferro em bactérias

O ferro € um micronutriente necessario a quase todos os organismos, pois atua
como cofator de muitas enzimas, seja de modo direto, seja como cluster ferro-enxofre
[Fe-S] ou na forma de grupo heme. Enzimas contendo ferro estdo envolvidas em
diferentes processos celulares, como a respiragao e a regulacéo génica (BRAUN e
HANTKE, 2011; HOOD e SKAAR, 2012; PALMER e SKAAR, 2016). A capacidade do
ferro variar entre os estados ferroso (Fe?*), soltvel e reativo, e férrico (Fe3*), insoltvel
em ambientes aerdbicos, confere-lhe suas propriedades cataliticas e sua toxicidade
(geragao de espécies reativas de oxigénio) (IMLAY, 2013), além de impor desafios
para sua captacdo (BRAUN e HANTKE, 2011; WANDERSMAN e DELEPELAIRE,
2012; HUANG e WILKS, 2017).

Desta forma, as bactérias possuem mecanismos para manter a homeostase do
ferro, controlando sua captagao, estocagem e incorporagédo em enzimas (BRAUN e
HANTKE, 2011; PALMER e SKAAR, 2016). Muito deste controle € exercido por Fur,
uma proteina repressora dimérica da familia de metaloreguladores, que usando Fe?*
como cofator liga-se em regides do DNA denominadas Fur box, reprimindo a
expressao de genes envolvidos na captagao de ferro. A diminui¢ao dos niveis de ferro
causa a dissociagao do repressor do DNA e a transcrigao dos genes por ele regulados
(OCHSNER et al., 2000; MEY et al., 2005; DA SILVA NETO et al., 2013; SHELDON
et al., 2016; SARVAN et al., 2018). Dentre os genes mais comumente regulados por
Fur estdo aqueles envolvidos em sintese e captacao de sideroforos e os sistemas de
captacgao e degradagao de heme, garantindo que estas complexas maquinarias sejam
expressas apenas em limitagdo de ferro (RATLIFF et al., 2001; MEY et al., 2005;
RUNYEN-JANECKY, 2013; SARVAN et al., 2018).

1.2. Homeostase de ferro em humanos e na interagao patégeno-hospedeiro

Em humanos a maior parte do ferro € encontrado no heme da hemoglobina
intracelular das hemacias (um pouco também em mioglobina), estando o restante
presente em macréfagos esplénicos (degradagdo das hemacias), sequestrado em
proteinas circulantes como transferrina e lactoferrina, ou armazenado em ferritinas
nos hepatdcitos do figado (CASSAT e SKAAR, 2013; PARROW et al, 2013). Os niveis

plasmaticos de ferro sdo regulados pelo hormdnio hepcidina produzido nos
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hepatdcitos (ROSSI, 2005). Quando produzida, a hepcidina bloqueia a captagao de
ferro nos enterdécitos do duodeno e o fluxo de ferro dos estoques intracelulares para o
plasma por se ligar e internalizar para degradacéo os transportadores ferroportina,
que exportam ferro das células para o plasma (PARROW et al, 2013; GANZ e
NEMETH, 2015). Por ser essencial tanto ao hospedeiro quanto ao patégeno, o ferro
esta no centro de uma batalha evolutiva (Figura 1) (SKAAR, 2010; SHELDON et al.,
2016). Se por um lado o hospedeiro evoluiu mecanismos de defesa que limitam a
disponibilidade de ferro ao patégeno durante a infec¢do, a chamada imunidade
nutricional, por outro as bactérias possuem mecanismos eficazes para captacao do
ferro de seus hospedeiros (CASSAT e SKAAR, 2013; RUNYEN-JANECKY, 2013;
SOARES e WEISS, 2015; PALMER e SKAAR, 2016; HUANG e WILKS, 2017).

A
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Figura 1: A batalha por ferro entre hospedeiros e patégenos. O esquema demonstra os
mecanismos de competicao pelo ferro durante a infec¢do. A. A agdo de hemolisinas causa
liberagdo de hemoglobina e heme das hemacias. As proteinas haptoglobina e hemopexina se
ligam a estas moléculas, respectivamente, para limitar o ferro circulante e os efeitos toxicos.
Porém, os sistemas de captagdo de heme das bactérias apresentam maior afinidade a estas
moléculas, sequestrando-as. B. Os sideréforos produzidos pelas bactérias sdo capazes de
sequestrar o Fe** transportado por transferrina e lactoferrina. C. As células do sistema imune
inibem a atuagao dos siderdforos ao secretarem lipocalina 2. Em mucosas, os sistemas de
captacao a partir da lactoferrina sequestram o ferro destas moléculas. HP. Haptoglobina. Hb.
Hemoglobina. Hm. Heme. HPX. Hemopexina. TF. Transferrina. LF. Lactoferrina. (Adaptado
de SHELDON et al., 2016).

S&o varios os mecanismos que ocorrem nesta batalha pelo ferro. Por exemplo,
durante uma infeccéo bacteriana a producio de hepcidina € aumentada para limitar a
quantidade de ferro circulante (ARMITAGE et al., 2011) e os neutrdéfilos e macréfagos
secretam lactoferrina (sequestro de ferro) e siderocalina (lipocalina 2) (inativagdo de
sideréforos) nos sitios de infecgdo (CASSAT e SKAAR, 2013). Entretanto, diversos
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patégenos subvertem estes mecanismos produzindo moléculas quelantes de ferro
secretadas (sideréforos e hemdéforos) e captando, via receptores, estes complexos ou
o ferro direto de proteinas do hospedeiro, como transferrina, lactoferrina e
hemoproteinas (Figura 1) (HOOD e SKAAR, 2012; CASSAT e SKAAR, 2013).

1.3. O heme como cofator e uma fonte de ferro para bactérias no hospedeiro

O heme é um anel heterociclico de porfirina (tetrapirrol) que coordena no centro
um atomo de ferro em sua forma reduzida (Fe?*), sendo o composto que contém a
forma oxidada (Fe®') denominado hemina (CHOBY e SKAAR, 2016). O ferro
coordenado pelo heme gera um centro redox ativo que confere a este grupo prostético,
quando ligado a hemoproteinas, a capacidade de (i) transferir elétrons, em citocromos
da cadeia de transporte de elétrons; (ii) transportar oxigénio, nas hemoproteinas
hemoglobina e mioglobina; (iii) atuar no ciclo catalitico de enzimas, como catalases e
peroxidases. Além de suas funcdes em hemoproteinas, o proprio heme livre tem
funcdes de sinalizagao celular em plantas e mamiferos (RUNYEN-JANECKY, 2013;
CHOBY e SKAAR, 2016). Assim, praticamente todos os organismos necessitam de
heme, o qual é obtido através de sintese ou de captagdo de fontes exdgenas
(RUNYEN-JANECKY, 2013; CHOBY e SKAAR, 2016).

O heme € o maior reservatorio de ferro de um hospedeiro mamifero (70% do
ferro no corpo humano), sendo que a maior parte do heme (67%) esta na
hemoglobina, dentro dos eritrocitos (hemacias) (Figura 1A), realizando o transporte
de oxigénio no sangue (CASSAT e SKAAR, 2013; RUNYEN-JANECKY, 2013;
CHOBY e SKAAR, 2016). Devido a reatividade do heme e para evitar seu acesso aos
patégenos, quando ocorre lise das hemacias a hemoglobina é sequestrada pela
proteina do soro haptoglobina e reciclada em macrofagos e hepatdcitos. Caso o heme
seja liberado pela degradagdo da hemoglobina este € ligado a albumina no soro e
sequestrado pela proteina hemopexina (CASSAT e SKAAR, 2013; Parrow et al, 2013;
SOARES e WEISS, 2015). A despeito destas estratégias de defesa, muitos patégenos
bacterianos evoluiram mecanismos para captar e utilizar heme e hemoproteinas do
hospedeiro como uma abundante fonte de ferro (Figura 1A) (CONTRERAS et al.,
2014; HUANG e WILKS, 2017), sendo que para algumas bactérias, como
Staphylococcus aureus e Haemophilus influenzae, o heme é até a fonte preferencial
de ferro (SHELDON et al., 2016).
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1.4. Estratégias de captacao de heme e sua regulagao em bactérias

Além do heme (livre ou ligado a hemoproteinas), as bactérias também captam
como fontes de ferro o ion ferroso livre (Fe?*), em anaerobiose via transportador
FeoAB, ou o ion férrico (Fe®*') complexado com quelantes de baixo peso molecular
secretados chamados sideroforos (WEINBERG, 2009; CONTRERAS et al., 2014;
SHELDON et al., 2016). Os sistemas de captagcdo de heme sao de dois tipos: sistemas
diretos ou sistemas dependentes de hemdforos, sendo os hemdforos pequenas
proteinas secretadas ou ancoradas (exemplos HasA, HxuA) que apresentam alta
afinidade pelo heme, sendo capazes de sequestra-lo de hemoproteinas, de modo
analogo ao papel dos sideréforos como quelantes do ion férrico (LETOFFE et al.,
1998; BENEVIDES-MATOS e BIVILLE, 2010; FOURNIER et al., 2011;
WANDERSMAN e DELEPELAIRE, 2012; HUANG e WILKS, 2017). O transporte tanto
dos complexos ferri-sideréforos quanto de heme e hemoproteinas envolve o
reconhecimento destas moléculas por receptores especificos na superficie celular, a
sua passagem através da parede celular e membrana e entrega no citosol (Figura 2)
(BRAUN e HANTKE, 2011; PARROW et al, 2013; HUANG e WILKS, 2017).

Em bactérias Gram-negativas, os receptores que reconhecem com alta
afinidade e transportam através da membrana externa heme e/ou hemoproteinas sao
os receptores dependentes de TonB (TonBdr), proteinas de membrana externa que
consistem de 22 fitas beta em barril preenchidas parcialmente por um plugue na regiao
N-terminal (Figura 2) (KRIEG et al., 2009; NOINAJ et al., 2010). Os TonBdr podem ser
especificos ou ndo em relacdo a fonte de heme, podendo atuar como receptores de
hemoforos (HasR), de hemoglobina (ShuA, HemR, HmbR), de complexos
haptoglobina/hemoglobina (HpuB) e de hemopexina (HxuC), extraindo heme de todas
estas moléculas. O transporte do heme é entio realizado pelo TonBdr utilizando a
forga proton-motora do complexo TonB/ExbB/ExbD (KRIEG et al., 2009; NOINAJ et
al., 2010). Proteinas soluveis do periplasma (como HmuT, ShuT ou PhuT) podem
captar e enviar o heme aos sistemas de transporte ABC (como HmuUV) para que tais
permeases dependentes de ATP o transportem através da membrana interna (Figura
2) (EAKANUNKUL et al., 2005; FOURNIER et al., 2011; RUNYEN-JANECKY, 2013;
CHOBY e SKAAR, 2016). No citosol o heme pode ser degradado, liberando o ferro.

Uma versdo mais complexa dos sistemas de captacdo de heme envolve

proteinas que fazem parte de uma cascata regulatéria de transducéo de sinal em
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resposta a heme, sendo o sistema Has de Serratia marcescens o mais bem
caraterizado (WANDERSMAN e DELEPELAIRE, 2012; HUANG e WILKS, 2017).
Neste sistema o hemdforo HasA carregado com heme liga-se no TonBdr HasR,
induzindo uma mudancga de conformacao no seu dominio de sinalizacdo N-terminal, o
que resulta no recrutamento do anti-sigma HasS e liberagédo do sigma Hasl. Este fator
sigma de funcgéo extracitoplasmatica (ECF) associa-se ao cerne da RNA polimerase,
transcrevendo o operon has de captagdo de heme (WANDERSMAN e
DELEPELAIRE, 2012; HUANG e WILKS, 2017). Assim, além da regulagao mais geral
por Fur, os genes de captagcao de heme podem ser regulados por sistemas locais
como os sigma ECF do tipo Hasl, ou ainda fatores de transcri¢gao locais de resposta a
heme (RUNYEN-JANECKY, 2013). Pequenas proteinas da familia HemP, como
HmuP de Sinorhizobium melioti e HemP de Burkholderia multivorans, tém sido
descritas como ativadores de operons envolvidos na captacao de heme, embora elas
nao apresentem dominio de ligagdo ao DNA caracteristico (AMARELLE et al., 2010;
SATO et al., 2017).

Siderdéforo Heme
Q O Receptor de transferrina
l l Transferrina

Receptor dependente de TonB
. . ‘. R de membrana externa
Sistema de transporte do tipo

ABC

0) ) 0) i )i .),,,.) N

O Proteina de ligagao a substrato

"\ ™\
@ O

Sideroforo Fe?* Biliverdina Fe2*

Fe3*

Figura 2: Sistemas de captagao de ferro em bactérias. Os principais sistemas de captagao
de ferro em bactérias Gram-negativas estdo demonstrados. A utilizagdo de ferro a partir de
sideroforos, heme e transferrina ocorre da mesma maneira. Inicialmente, ha internalizacao
das moléculas por receptores dependentes de TonB de membrana externa e sistemas de
transporte do tipo ABC, sendo o ferro separado das moléculas de sideréforo e heme no citosol.
(Adaptado de HOOD e SKAAR, 2012).
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1.5. Mecanismos de degradacao de heme

O catabolismo de heme em humanos envolve diversas enzimas em diferentes
orgaos, sendo fundamental para remocéo da grande quantidade desta molécula
liberada da hemoglobina de hemacias senescentes (CASSAT e SKAAR, 2013).
Inicialmente, em macréfagos do bago, o heme é convertido em biliverdina (composto
verde) pela enzima heme oxigenase (HO) e a biliverdina é transformada em bilirrubina
(composto amarelo) pela enzima biliverdina redutase. A bilirrubina é entdo (i)
transportada no sangue ligada a albumina; (ii) conjugada com &cido glucurénico no
figado; (iii) excretada na bile. Produtos finais do catabolismo da bilirrubina séo entéo
produzidos no intestino e nos rins e excretados nas fezes e na urina, dando-lhes suas
coloracbes caracteristicas (NELSON e COX, 2005). O catabolismo de heme é
importante porque o heme, assim como o ferro, é citotdxico, podendo causar a
formacgao de espécies reativas de oxigénio e danos a membrana celular devido sua
reatividade e carater lipofilico (CASSAT e SKAAR, 2013; CHOBY e SKAAR, 2016).

A etapa mais importante para reduzir a toxicidade de heme e permitir seu uso
como fonte de ferro € a sua oxidagao enzimatica catalisada pelas enzimas heme
oxigenases (HO), que resulta na quebra do anel tetrapirrol e liberagdo do ferro. As
HOs, sendo a HO-1 de mamiferos a mais bem caracterizada, degradam heme
liberando biliverdina (tetrapirrol linear), ferro (Fe?*) e mondxido de carbono (CO) em
trés etapas sucessivas de oxigenagao, usando trés moléculas de oxigénio (O2) e sete
elétrons provindos de NADPH via NADPH-citocromo P450 redutase (WILKS e
HEINZL, 2014; WILKS e IKEDA-SAITO, 2014; CHOBY e SKAAR, 2016). Também ja
foi demonstrado que HOs bacterianas candnicas atuam similarmente as eucaridticas,
como HemO de Neisseria meningitidis (ZHU et al., 2000) e PigA/HemO de
Pseudomonas aeruginosa (RATLIFF et al., 2001). Entretanto, mecanismos de
degradacgao nao candnicos foram descritos. Em S. aureus, IsdG e Isdl convertem
heme a estafilobilina e formaldeido, enquanto MhuD de Mycobacterium tuberculosis
gera micobilina, sem produ¢cdo de mondxido de carbono (NAMBU et al.,, 2012;
MATSUI et al., 2013). Uma via alternativa de degradagao anaerdbica foi descrita em
E. coli (LAMATTINA et al., 2016). Além disso, diferentes proteinas que contém motivo
HemS, como PhuS de P. aeruginosa (LEE et al., 2017), estdo sendo descritas como
capazes de realizar degradacgao, transferéncia ou estocagem de heme (SUITS et al.,
2005; WILKS e IKEDA-SAITO, 2014; LYLES e EICHENBAUM, 2018).
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1.6. Chromobacterium violaceum

A Chromobacterium violaceum € uma bactéria Gram-negativa da familia
Chromobacteriaceae encontrada no solo e agua de regides tropicais e subtropicais
(DURAN e MENCK, 2001; BATISTA e DA SILVA NETO, 2017). Esta beta-
proteobactéria € um bacilo mével, anaerdbio facultativo e resistente a antibidticos.
Além disso, trata-se de um patdégeno oportunista, com casos de infecgao urinaria,
sepse, lesdes hepaticas e cutaneas relatados (PANT e SHARMA, 2015; RICHARD et
al., 2015; MATSUURA et al., 2017; MEHER-HOMJI et al., 2017). Os principais
sintomas sao febre, dores abdominais e 0 aparecimento de erupg¢des cutaneas (YANG
e LI, 2011; BATISTA e DA SILVA NETO, 2017). Dentre os varios metabdlitos
secundarios produzidos por C. violaceum um dos mais estudados €& o pigmento
violaceina, que apresenta in vitro atividades antibacteriana, antiviral e antitumoral
(HASHIMI et al., 2015; JUSTO e DURAN, 2017; ARULDASS et al., 2018) e confere
coloragéo roxa as col6nias de C. violaceum (Figura 3). A violaceina é sintetizada a
partir da condensacao de duas moléculas de L-triptofano por enzimas codificadas pelo
operon VioABCDE (BALIBAR e WALSH, 2006; IMMANUEL et al., 2018), o qual é
regulado por quorum sensing (MCCLEAN et al., 1997). A violaceina faz parte de um
arsenal de moléculas, que incluem ainda quitinases e cianeto de hidrogénio, usadas
por C. violaceum para competir com outros organismos (BATISTA e DA SILVA NETO,
2017).

Apesar de serem raros, os casos de infeccdo por C. violaceum apresentam
altas taxas de mortalidade e se iniciam pelo contato da bactéria com lesdes cutaneas.
A bactéria entédo dissemina-se para multiplos érgaos e a infecgao culmina em muitos
casos em sepse fatal (YANG e LI, 2011; KUMAR, 2012; KHALIFA et al., 2015). No
Brasil, trés casos de sepse foram relatados na Bahia e um caso de pneumonia com
abcessos hepaticos em Sao Paulo (MARTINEZ et al., 2000; SIQUEIRA et al., 2005).
Outros locais onde foram relatados casos incluem Oriente Médio, Malasia, Coreia do
Sul, india e Estados Unidos (LEE et al., 1999; KHALIFA et al., 2015; TIWARI et al.,
2017). Pouco ainda se sabe a respeito dos mecanismos de patogénese de C.
violaceum. Um importante fator de viruléncia em C. violaceum ATCC 12472 é o
sistema de secregao do tipo Il (T3SS) localizado na ilha de patogenicidade Cpi1/1a,
um complexo em forma de agulha que injeta efetores nas células do hospedeiro, pois

mutacao neste sistema causa atenuacgao de viruléncia (MIKI et al., 2010). Este T3SS
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ativa o inflamassoma NLRC4 no citosol de macréfagos (Figura 3C), levando ao
processo de morte celular programada denominado piroptose (MIAO et al., 2010). As
bactérias sdo entdo ejetadas do meio intracelular e expostas ao ataque das espécies
reativas de oxigénio dos neutréfilos (MALTEZ et al., 2015). Este papel fundamental da
resposta imune inata (macrofagos e neutréfilos) em conter a infecgéo por C. violaceum
visto em camundongos parece ser um bom modelo para o que ocorre na infecgdo em
humanos, inclusive com a preferéncia da bactéria em infectar hepatécitos (MIKI et al.,
2010; MALTEZ et al., 2015). A importancia da captacéo de ferro por sideroforos na
patogénese de C. violaceum ja foi demonstrada (BATISTA et al., 2019), mas nada se

sabe sobre o papel do heme na fisiologia e patogénese desta bactéria.
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Figura 3: O patégeno oportunista Chromobacterium violaceum e sua interagdo com o
sistema imune. A e B. C. violaceum cultivada em LB, evidenciando a producgéao de violaceina.
C. Esquema da ativacdo do sistema imune inato apés infeccdo por C. violaceum.
Componentes estruturais do T3SS ativam inflamassoma do tipo NLRC4, induzindo a ativagao
da caspase-1 e piroptose do macréfago. As citocinas liberadas ativam células NK que lisam
hepatdcitos infectados. Em ambos os casos ocorre liberagao de C. violaceum para acao de
neutrofilos. (Item C, adaptado de MALTEZ et al., 2015). M. Macrofago. NK. Natural Killer.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar os mecanismos de
captagcao de heme em Chromobacterium violaceum, além de definir o papel destes

sistemas na viruléncia deste patdégeno oportunista.

Para tal foram utilizadas as seguintes estratégias experimentais:

» Analise da capacidade de C. violaceum captar e utilizar diferentes fontes
de heme;

> Identificagao por analise in silico do operon chuPRSTUV codificando um
potencial sistema de captagao e degradagao de heme;

» Obtencao e caracterizagao fenotipica de linhagens mutantes do operon
chuPRSTUYV, tanto in vitro em ensaios de utilizacdo de heme, quanto in
vivo em modelo animal de infecgao;

» Caracterizagao dos mecanismos de regulagao da expressao do operon

chuPRSTUV, com enfoque no papel de ChuP.
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3.1. Linhagens e Plasmideos
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As linhagens bacterianas e os plasmideos utilizados neste trabalho estédo

listados na Tabela 1. A linhagem de C. violaceum ATCC 12472 com genoma

sequenciado (VASCONCELOS et al., 2003) foi utilizada como linhagem selvagem. Ja

as linhagens de E. coli DH5a, S17-1 e BL21(DE3) foram utilizadas nos processos de

clonagem, conjugacao e expressao de proteinas, respectivamente.

Tabela 1: Linhagens bacterianas e plasmideos

Linhagem

Descrig¢ao

Referéncia

Escherichia coli

Clonagem e manipulagéo de
plasmideos. F-®80/acZAM15

DH5a A(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 (HANAHAN, 1983)
hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44
A—thi-1 gyrA96relA1
. ~ , (SIMON et al.,
S17-1 C de pl d
onjugacgéao de plasmideos 1983)
BL21(DE3) Expressao heterdloga de proteinas Novagen
Chromobacterium violaceum
inh I VA NCEL
ATCC 12472 Lin agem selvagem com genoma  (VASCONCELOS
sequenciado et al., 2003)

AchuP (CV_3895)

AchuR (CV_3896)

AchuS (CV_3897)

AchuTUV (RS19290-CV_3898-
99)

AchuPRSTUV (CV_3895-96-
97-RS19290-CV_3898-99)

AcbaCEBA (CV_1485-84-83-
82)

AcbaCEBAAchuPRSTUV
(CV_1485-84-83-82/CV_3895-
96-97-RS19290-CV_3898-99)

Mutante nulo para o gene
CV_3895

Mutante nulo para o gene
CV_3896

Mutante nulo para o gene
CVv_3897

Mutante nulo para os genes
RS19290-CV_3898-99
Mutante nulo para os genes
CV_3895-96-97-RS19290-
CV_3898-99

Mutante nulo para os genes
CV_1485-84-83-82

Mutante nulo para os genes
CV_1485-84-83-82 e CV_3895-96-
97-RS19290-CV_3898-99

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

(BATISTA et al.,
2019)

Este trabalho




Mutante nulo chuP complementado
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AchuP [chuP] com pMR20chUP Este trabalho
AchuR [chuR] Mutante nulo chuR complementado Este trabalho
com pMR20chuR

Mutante nulo chuS complementado

AchusS [chuS] com pMR20chuS Este trabalho
Mutante nulo chuTUV

AchuTUV [chuTUV] complementado com Este trabalho
pMR20chuTUV
Mutante nulo chuPRSTUV

AchuPRSTUV [chuPRSTUV] complementado com Este trabalho

pMR20chuPRSTUV

Mutante nulo cbaCEBA

(BATISTA et al.,
AcbaCEBA [cbaCEBA] complementado com 2019)
pMR20cbaCEBA
Mutant lo cbaCEBAchuPRSTUV
AcbaCEBAAChuPRSTUV stante o chatEEACY
[chuPRSTUV] complementado com Este trabalho
Y PMR20chuPRSTUV
WT [chuP-lacZ] Fuséo chuP-lacZ na linhagem WT  Este trabalho
WT [chuR-lacZ] Fuséo chuR-lacZ na linhagem WT  Este trabalho
AchuP [chuP-lacZ] Fuséo chuP-lacZ em AchuP Este trabalho
AchuP [chuR-lacZ] Fuséo chuR-lacZ em AchuP Este trabalho
WT [cbaF-lacZ] Fusédo cbaF-lacZ na linhagem WT  Bianca Batista
WT [vbaF-lacZ] Fusédo vbaF-lacZ na linhagem WT  Bianca Batista
AchuP [cbaF-lacZ] Fuséo cbaF-lacZ em AchuP Este trabalho
AchuP [vbaF-lacZ] Fuséo vbaF-lacZ em AchuP Este trabalho
Plasmideos
Vetor suicida; replicon ColE1, oriT,
NPTS138 M.R.K. Alle
P npt, sacB (Can') y
ROBERTS et al.,
pMR20 Vetor de complementacao; (Tet") (
1996)
pGEM-T-Easy Vetor de clonagem; (Amp") Promega
RKIac7290 ez, b nimero do oopias oy (COBERT®
P ! plas; SHAPIRO, 1992)
(Tet)
Vetor de expressao; promotor
pET-15b induzido por IPTG; repressor lac/ Novagen

(Amp’)

* Abreviaturas: Can, canamicina; Tet, tetraciclina; Amp, ampicilina; ', resisténcia
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3.2. Condigodes de cultivo

As linhagens foram cultivadas em meio rico Luria-Bertani (LB) ou em meio
minimo M9 (AUSUBEL et al., 1992) acrescido de 0,1% de hidrolisado de caseina
(M9HC). Os ensaios foram realizados a partir de colénias obtidas em placa LB ou
M9HC. Pré-indculos foram realizados em meio liquido do mesmo tipo de meio e
cultivados overnight a 37 °C sob agitagdo constante de 250 rpm, respeitando-se o
limite de 20% de meio em relagao ao volume total dos recipientes de cultivo. Quando
necessario, os antibiéticos canamicina (50 ug/mL), tetraciclina (12 pg/mL em meio
sélido; 6 pg/mL em meio liquido) ou ampicilina (100 ug/mL) foram adicionados ao
cultivo. O quelante de alta afinidade a ferro dipiridil (2,2’-Dipyridyl, Sigma) foi utilizado
para obter caréncia de ferro. Sulfato ferroso (FeSO4) (Sigma), cloreto férrico (FeCls)
(Sigma), hemina (Hm) (Sigma) e hemoglobina (Hb) (Sigma) foram utilizados para
suplementacao de ferro. Hm e Hb foram preparados em solu¢des de 20 mM NaOH e

100 mM NaCl, respectivamente.

3.3. Analises in silico

Para encontrar genes codificando potenciais sistemas de captagdo de heme no
genoma completo de C. violaceum ATCC 12472, foram realizadas buscas com a
ferramenta Blast (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). A organizagao dos genes foi
analisada nos bancos de dados KEGG (https://www.genome.jp/kegg/) e NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene).

3.4. Procedimentos gerais de clonagem
3.4.1. Reagoes de PCR e eletroforese em gel de agarose

Os fragmentos dos genes de interesse para clonagem foram amplificados por
PCR. A enzima de alta fidelidade Phusion DNA polimerase (Thermo Scientific) foi
utilizada em reacgdes de 50 L finais contendo 0,5 uL de DNA molde, 0,5 uM de cada
oligonucleotideo (Tabela 2), 0,2 nM de cada dNTP, 1X Phuson HF buffer (Thermo
Scientific), 0,6 U da enzima Phusion e 3% DMSO. Os ciclos utilizados para as reag¢des
foram: desnaturacgao inicial a 98 °C por 3 minutos; 30 ciclos de desnaturacao a 98 °C
por 10 segundos, anelamento a temperatura média calculada com a melting
temperature (Tm) dos oligonucleotideos por 30 segundos, e extensédo a 72 °C por

tempo determinado de acordo com o tamanho dos fragmentos a serem amplificados
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(30 segundo a cada 1 kb); extensao final a 72 °C por 7 minutos e, ao final, as reagdes

mantidas a 4 °C.

Ja reagdes para confirmagédo dos processos de clonagem e obtencdo de
sondas foram realizadas em 25 pL finais contendo 1 uyL de DNA molde, 0,5 uM de
cada oligonucleotideo (Tabela 2), 0,2 nM de cada dNTP, 1X Taq NH4 ou KCI buffer
(Thermo Scientific), 2 mM MgClz2 e 1,5 U da enzima Tag DNA polimerase (Thermo
Scientific) e 5% DMSO. Os ciclos utilizados para as reagbdes foram: desnaturagéo
inicial a 95 °C por 5 minutos; 30 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 30 segundos,
anelamento a temperatura média calculada com a Tm dos oligonucleotideos por 30
segundos, e extensao a 72 °C por tempo determinado de acordo com o tamanho dos
fragmentos a serem amplificados (60 segundos a cada 1 kb); extenséo final a 72 °C

por 7 minutos e, ao final, as reagcdes mantidas a 4 °C.

Os produtos amplificados, em ambos os casos, foram avaliados por
eletroforese em gel de agarose 0,8% ou 1% em tampé&o 0,5 X TBE (TBE — Tris-borate-
EDTA) e, quando necessario, recuperados do gel com o kit Nucleospin Gel and PCR

Clean-up (Macherey-Nagel).

3.4.2. Digestao de DNA com enzimas de restrigao

Os fragmentos obtidos por PCR e plasmideos utilizados nas clonagens foram
digeridos com enzimas de restricdo adequadas (Tabela 2) em tamp&o apropriado
(Thermo Scientific) e a temperatura adequada para cada enzima por 3 horas. As
reacoes foram purificadas com o kit Nucleospin Gel and PCR Clean-up e avaliadas

em gel de agarose.

3.4.3. Ligacao de DNA e transformagao bacteriana por eletroporagao

A ligacdo dos insertos aos vetores previamente digeridos foi realizada em
reagoes finais de 20 uL com 200 U da enzima T4 DNA ligase (Biolabs) em 1 X tampao
de ligacao, fornecido pelo fabricante, por 16 horas a 16 °C. Trés microlitros das
reacoes foram utilizados para transformar aliquotas de 40 pL de E. coli DH5a
eletrocompetentes. A eletroporagéao foi feita em cubetas de 0,2 cm (Biorad) a 2500 V,
200 Q e 25 pF. Posteriormente, as células foram recuperadas em 700 uL de LB sob
agitacédo por 1 hora e entdo plaqueadas em LB suplementado com antibiético

apropriado. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas.



3.4.4. Sequenciamento de DNA

31

As reagdes foram realizadas com o kit BigDye Termianator V3.1 (Applied

Biosystems) de acordo com protocolo do fabricante e utilizando oligonucleotideos

apropriados (Tabela 2). Os produtos de reacdo foram precipitados com 62,5%

isopropanol e lavados em etanol 70%. Os sequenciamentos foram realizados pelo ABI

3500XL do Nucleo de Servigos em Biotecnologia (NSB) na Fundagdo Hemocentro de

Ribeirdao Preto.

Tabela 2: Oligonucleotideos utilizados neste trabalho

Nome Sequéncia 5’ - 3’ Finalidade
CV3895_del1 taccggaagcttcccagetgtagtcgatgat Clonagem da regido
- 9 Jelglagicgaloald flanqueadora do gene CV_3895
(chuP) no pNPTS138 para
CV3895 del2 taccggggatccgggeggtgagtgatatgtge mutagénese (656 pb,
Hindlll/BamHI)
CV3895 del3 taccggggatccatcaagtaacacccgcaagee  Clonagem da regido
- 99 g geaag flanqueadora do gene CV_3895
(chuP) no pNPTS138 para
CV3895 del4 taccgggaattcttgacgctgecgcectatcee mutagénese (599 pb,
BamHI/EcoRlI)
Clonagem da regiao
CV3896_del1 taccggaagcttcecttgegtgtttcctgege flanqueadora do gene CV_3896
(chuR) no pNPTS138 para
CV3896_del2 taccggggatccgacctggatggtctccageg mutagénese (628 pb,
Hindlll/BamHI)
CV3896_del3 taccggggatcccagaccgecggtttcgagac  Clonagem da regido
- 9 gacegeeagiticdag flanqueadora do gene CV_3896
(chuR) no pNPTS138 para
CV3896_del4 taccgggaattcttgtgcacggcttcteegtg mutagénese (672 pb,
BamHI/EcoRlI)
CV3897_del1 taccggaagcttagtaccagaacatcggcec Clonagem da regido
- 9 g 9 99cc9d flanqueadora do gene CV_3897
(chuS) no pNPTS138 para
CV3897_del2 taccggggatcccagctcgceattcgetgacge mutagénese (642 pb,
Hindlll/BamHI)
CV3897_del3 taccggggatccgagegggeggaatgggtgaa  Clonagem da regido
- 9 989¢999¢99aaig9gd flanqueadora do gene CV_3897
(chuS) no pNPTS138 para
CV3897_del4 taccgggaattcccagceggcttgaaaccgttg mutagénese (632 pb,
BamHI/EcoRlI)
chuTUV_del1 taccggaagcttagectgaacgacgtgcacge ~ Clonagem da regiao
flanqueadora do gene
CV_RS19290 (chuT) no
chuTUV_del2 taccggggatcccagceteggctteettgetge PNPTS138 para
mutagénese (634 pb,
Hindlll/BamHI)
chuTUV_del3 taccggggatccaagaccgtcgeccaggtget  Clonagem da regiao
flanqueadora do gene CV_3899
chuTUV_del4 taccgggaattcgcgaagaatacccgetggtg

(chuV) no pNPTS138 para
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mutagénese (678 pb,
BamHI/EcoRlI)

Operon1485_del1

Operon1485_del4

cctagcaagcttcattgatggacagctacccg

ggcctagaattccagctatagaggtcggcecag

Confirmacdo da delecdo dos

genes CV_1485-84-83-82
(cbaCEBA) no
AcbaCEBAAchuPRSTUV

(5771pb, Hindlll/BamHI)

chuP_CompFw

chuP_CompRv

taccggagatacctccccttgegtgtttectge

taccgggaattctgacctggatggtctccage

Clonagem do gene CV_3895
(chuP) no pMR20 para
complementacédo (631  pb,
Kpnl/EcoRI)

chuR_CompFw

chuR_CompRv

taccggggtaccagtaacacccgcaagccagce

taccgggaattcaccagctcgcattcgetgac

Clonagem do gene CV_3896
(chuR) no pMR20 para
complementacédo (2423 pb,
Kpnl/EcoRI)

chuS_CompFw

chuS_CompRv

taccggagtaccccaattctgatccacccgge

taccgggaattccgactacgatctcggcgatg

Clonagem do gene CV_3897
(chuS) no pMR20 para
complementacédo (1195 pb,
Kpnl/EcoRI)

chuTUV_CompFw

chuTUV_CompRv

taccggggtaccagcgggceggaatgggtgaag

taccgggaattcctacgcgcetgaagtaaggeg

Clonagem dos genes RS19290-
CVv_3898-99 (chuTUV) no
pMR20 para complementacao
(2633 pb, Kpnl/EcoRlI)

chuP_ExpFw taccggcatatgagcacatatcactcaccgc Clonagem do gene CV_3895
(chuP) no PpET-15b para

chuP_ExpRv taccggggatccttacttgatcagtatcagtttgce ~ Superexpressao (174 pb,
Ndel/BamH|)

chuS_ExpFw taccggcatatgagccagctatgggaccg Clonagem do gene CV_3897
(chuS) no PpET-15b para

chuS_ExpRv taccggggatccttacttgatcagtatcagtttgce ~ Superexpressao (1035 pb,
Ndel/BamH|)

chuP_promotFw

chuP_promotRv

taccgggaattcgcettgccgaaggtcageg

taccggaagcttgctgcaggcggtagatctc

Clonagem da regiao promotora
do gene CV_3895 (chuP) no
pRKl/acZ290 para ensaio de
expressao génica (564 pb,
EcoRI/Hind/ll)

chuR_promotFw

chuR_promotRv

taccgggaattctgagcacatatcactcaccg

taccggaagcttitcgccgegtcggeaatate

Clonagem da regidao promotora
do gene CV_3896 (chuR) no
pRKl/acZ290 para ensaio de
expressao génica (439 pb,
EcoRI/Hind/Il)

cilA_promotFw

CilA_promotRv

agctagaattcgatcactactcccgeccgg

atcgtggatcccttccagttcctcttgegeg

Amplificagéo da regiao
promotora de cilA (505 pb,
BamHI/EcoRl)

M13_Fw gtaaaacgacggccagt Sequenciamento das clonagens
M13_Rv agcggataacaatttcac realizadas no pNPTS138
T7_promoter taatacgactcactataggg Sequenciamento das clonagens
T7_terminator gctagttattgctcagegg realizadas no pET15-b
lacZ290up tgacggctatcaccatca Confirmagdo  das ~ clonagens

realizadas no pRKl/acZ290

* As regides sublinhadas indicam os sitios das enzimas de restricao
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3.5. Construcao das linhagens mutantes por troca alélica

Para obtencédo das linhagens mutantes nulas em C. violaceum (DA SILVA
NETO et al., 2012), as regides flanqueadoras aos genes de interesse chuP, chuR,
chuS, chuTUV e chuPRSTUV foram incialmente amplificadas com a Phusion DNA
polimerase utilizando os oligonucleotideos del1/del2 e del3/del4 (Tabela 2); para o
mutante do operon foram utilizados os oligonucleotideos del1/2 para a regiao
flanqueadora de chuP e del3/del4 para a regiao flanqueadora de chuTUV. Os produtos
amplificados foram digeridos com enzima de restrigdo interna comum, ligados pela T4
DNA ligase e uma nova PCR realizada com os oligonucleotideos del1/del4 (Tabela 2).
Os fragmentos obtidos, contendo as regides flanqueadoras unidas, e o vetor
pNPTS138 foram digeridos com as enzimas de restricdo externas indicadas na Tabela
2. Em seguida, uma nova ligacéao foi realizada e a construgdo completa transformada
em E. coli DH5a. As clonagens foram confirmadas por sele¢édo com X-gal (X-gal — 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl--D-galactopyranoside) (Sigma) e por PCR de colénia
utilizando a Taq DNA polimerase e oligonucleotideos del1/del4. Minipreparagdes do
DNA plasmidial das constru¢cdes foram obtidas com o kit Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega) e avaliadas por sequenciamento com os
oligonucleotideos del1, del4, M13_Fw e M13_Rv (Tabela 2). As clonagens de outros

insertos nos demais vetores seguiram basicamente estas mesmas etapas.

As construgdes finais no vetor pNPTS138 foram entéo transformadas em E. coli
S17-1 (conforme previamente descrito para E. coli DH5a) e transferidas a C.
violaceum selvagem ou AcbaCEBA por conjugacao. Apds 24 horas, a selegdo e a
confirmacgéo das colénias onde ocorreu primeira recombinagédo homologa (insergéo
das construgdes no genoma) (Figura 4) foi realizada em placas suplementadas com
canamicina e ampicilina, e por PCR, respectivamente. As colénias transconjugantes
de C. violaceum foram entdo cultivadas em LB liquido por 48 horas a 37 °C sob
agitacao constante para que ocorresse o evento de segunda recombinagao homodloga
(Figura 4). A selecao deste evento foi feita em placas LB suplementadas com 12% de
sacarose, uma vez que o vetor pNPTS138 contém o gene sacB e, quando presente e
expresso, leva a metabolizacdo da sacarose em um produto toxico. As colbnias
resistentes a sacarose também foram avaliadas para sensibilidade a canamicina. A
confirmacgédo das linhagens mutantes foi realizada por PCR de colénia com os

oligonucleotideos del1/del4, uma vez que nas colbnias sensiveis, a segunda
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recombinacdo homodloga pode resultar em reversdo ao gendtipo selvagem ou na
delecao no gene de interesse (Figura 4). As linhagens mutantes foram congeladas em
20% de glicerol a -80 °C. Os oligonucleotideos utilizados foram desenhados para que

as delegdes ocorressem in frame e mantivessem os genes vizinhos inalterados.

pNPTS138

del1del2 del3 del4

l 12 Recombinagao

DNA cromossoémico WT

l Insercéo do vetor no DNA cromossémico

l 22 Recombinagao

Cromossomo WT Cromossomo A
Reversao para linhagem WT Delecéo do gene de interesse

Figura 4: Esquema da estratégia utilizada para obtengao das linhagens mutantes. As
regides flanqueadoras do gene de interesse a ser deletado, clonadas no vetor suicida
pNPTS138, permitem a insercdo da construgdo no genoma de C. violaceum (mostrada
apenas uma das duas possibilidades de primeira recombinagao). Por eventos de segunda
recombinagdo homodloga a delecao do gene (linha continua) ou reversdao ao gendtipo
selvagem (linha tracejada) pode ocorrer.

3.6. Construcgao das linhagens complementadas

Para complementagao das linhagens mutantes de C. violaceum, fragmentos
contendo a regiao codificadora com as regides promotoras (chuP e chuPRSTUV) ou
com cerca de 60 pb antes do ATG, nos genes sem promotor imediato chuR, chuS e
chuTUV, foram amplificados com a enzima Phusion DNA polimerase, utilizando os
oligonucleotideos CompFW e CompRYV especificos (Tabela 2); para complementagao
do operon completo foram utilizados os oligonucleotideos chuP_CompFW e

chuTUV_CompRYV. Os insertos obtidos foram digeridos e clonados no vetor pMR20,
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conforme confirmado por PCR. DNA plasmidial das construgdes foi transformado em
E. coli S17-1 e estas foram transferidas as linhagens mutantes por conjugacao. Apés
selecao em placas LB suplementadas com tetraciclina e ampicilina, as col6nias de C.
violaceum resistentes a tetraciclina foram confirmadas por meio de PCR de colbnia
utilizando os oligonucleotideos Comp_Fw e Comp_Rv (Tabela 2). As linhagens

complementadas foram congeladas em 20% de glicerol a -80 °C.

3.7. Construcgao das linhagens para expressao heteréloga de proteinas

Para obtencéo das linhagens utilizadas na expressao heteréloga das proteinas
ChuP e ChuS, as regides contendo as sequéncias codificadoras das proteinas de
interesse foram amplificadas com a enzima Phusion DNA polimerase com
oligonucleotideos especificos (Tabela 2). Os insertos obtidos foram clonados no vetor
pET-15b em E. coli DH5a. Apds confirmagcdo das clonagens por PCR e
sequenciamento, as construgdes foram entao transformadas em E. coli BL21(DE3),

sendo as bactérias estocadas em 20% de glicerol a -80 °C.

3.8. Construcgao das linhagens de fusao transcricional ao gene lacZ

Para obtengdo das constru¢cdes de fusdo de transcricdo ao gene lacZ,
inicialmente as potenciais regides promotoras dos genes chuP e chuR foram
amplificadas por PCR com oligonucleotideos especificos para cada gene (Tabela 2).
Os produtos amplificados foram diretamente ligados ao vetor pPGEM-T easy conforme
instru¢des do fabricante (Invitrogen). Apds confirmagao das clonagens por PCR, DNA
plasmidial das colénias positivas foi extraido e digerido com as enzimas de restricao
adequadas (Tabela 2). Estes insertos obtidos do pGEM-T easy foram ligados ao
pRK/acZ290 digerido com as mesmas enzimas. As construgdes finais com os
promotores de chuP e chuR clonados no pRK/acZ290 foram confirmadas por PCR de
coldénia com os oligonucleotideos dos proprios genes ou os oligonucleotideos M13_Fw
e lacZup (Tabela 2). Estas duas construgdes, assim como os promotores de cbaF e
vbaF clonados no pRKl/acZ290 (Doutorado Bianca Batista) foram transferidas as
linhagens de C. violaceum selvagem e AchuP por conjugagdo. As linhagens

resistentes a tetraciclina foram entdo mantidas em 20% de glicerol a -80 °C.
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3.9. Caracterizagao fenotipica do sistema de captagcao de heme em C. violaceum
3.9.1. Determinagao da concentragao inibitéria minima de dipiridil

A concentragao inibitéria minima de dipiridil (DP) para a linhagem selvagem foi
anteriormente determinada em meio LB (BATISTA et al., 2019), mas ndo em meio
minimo M9HC. Para isto, pré-inéculos em M9HC foram diluidos para DOego 0,01 em
MOHC com concentragdes de DP variando de 100 uM a 175 puM. Os in6culos foram
entdo cultivados por 24 horas a 37 °C em agitagdo de 250 rpm. As culturas foram
fotografadas e a concentracdo inibitoria minima de DP (caréncia de ferro) foi

determinada com base na turbidez das culturas.

3.9.2. Avaliagao da citotoxicidade da hemina

Pelo fato de heme ser uma molécula capaz de causar efeitos toxicos as células,
o efeito de diferentes concentracbes de hemina sobre a viabilidade celular das
linhagens de C. violaceum selvagem e mutantes foi avaliado. Os pré-inodculos das
diferentes linhagens foram diluidos para DOeoo 0,01 em M9HC acrescido de
concentragcbes variaveis de 30 uM a 2 mM de hemina (Hm). As culturas foram
incubadas por 24 horas a 37 °C em 250 rpm de agitag&o, diluidas 1:10 até 10" em
PBS (PBS — phosphate buffer saline) estéril em 100 puL finais e, posteriormente, 10 uL
de cada diluicdo foram plagueados em M9OHC. Apds incubagao por 24 horas a 37 °C,

as placas foram fotografadas e a viabilidade celular determinada.

3.9.3. Ensaio de estimulagao do crescimento bacteriano

Ensaios de estimulacdo em placa foram realizados para verificar a capacidade
de diferentes fontes de ferro estimularem crescimento das linhagens de C. violaceum
(adaptado de BALHESTEROS et al.,, 2019). Inicialmente, pré-inéculos em M9HC
foram diluidos em MOHC para DOeoo 1,0. Entéo, 25 pL foram inoculados em 25 mL de
meio MOHC 0,8% agar (quelado para ferro com 50 uM, 100 uM ou 150 uM de DP)
para obter uma relagdo 0,001% (v/v) de bactéria/meio. Filtros de papel foram
adicionados as placas e 10 uL das solugdées de 1 mM FeSO4, 1 mM FeClz, 100 uM
Hm, 20 mM NaOH, 150 uM hemoglobina (Hb) e 100 mM NaCl pipetados sobre estes.
As placas foram incubadas a 37 °C, fotografadas e as areas de estimulo quantificadas

com o software Imaged (NIH).
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3.9.4. Curvas de crescimento bacteriano

Para analise do crescimento bacteriano em diferentes condi¢gdes ao longo do
tempo, as linhagens pré-cultivadas em M9HC foram diluidas para DOeoo 0,02 em
M9OHC. Entdo, uma nova diluicdo 1:2 em 200 pulL finais foi realizada em placa de 96
pogos com os cultivos diluidos e diferentes solu¢gdes (MO9HC ou MOHC com 60 uM
Hm, 200 uM DP, 250 uM DP, 60 uM Hm e 200 uM DP, 60 uM Hm e 250 uM DP) para
obter DOsoo 0,01 e compostos nas concentragdes desejadas (100 uM DP, 125 uM DP
e/ou 30 uM Hm). As placas foram vedadas e incubadas a 37 °C sob agitagao orbital
moderada e constante no SpectraMax i3 MiniMax Imaging Cytometer (Molecular

Devices). As leituras de DOgoo foram obtidas em intervalos de 15 minutos por 24 horas.

3.9.5. Hemdlise em agar sangue

A atividade hemolitica de C. violaceum foi avaliada em placas com 5% sangue
de carneiro (v/v) em agar Mueller-Hinton (Labclin). Nestas, a produgcéo de compostos
hemoliticos pelas bactérias causa o rompimento das hemacias e formacgao de halos
com coloragdo mais clara em relagdo ao meio. Para isto, 5 uL dos pré-indculos em
MOHC foram pipetados em placas de agar sangue. As placas foram incubadas por 7
dias a 37 °C, fotografadas e as areas de hemdlise quantificadas com o software

ImageJ.

3.9.6. Ensaio de CAS

A andlise da atividade de sideroforos nas diferentes linhagens foi realizada
utilizando o ensaio Cromo Azurol S (ensaio de CAS) (BATISTA et al., 2019). Neste
ensaio, a deteccio da presenca de sideréforos é feita pela alteragao da cor do meio.
A cor azul das placas resulta do complexo formado por Cromo Azurol S (Sigma), FeCls
e HDTMA (HDTMA - Hexadecyltrimethylammonium bromide) (Sigma). Caso haja
atividade de sideroforos, o ferro do complexo € sequestrado e a cor do meio se altera
para laranja. Para isto, 10 uL de pré-in6culos em M9HC foram plaqueados em meio
CAS. As placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C, fotografadas e as areas de

atividade quantificadas com o software ImageJ.

3.10. Papel da captagcao de heme na patogénese de C. violaceum
3.10.1. Viabilidade celular das linhagens de C. violaceum

Para avaliar a viabilidade celular das linhagens, pré-inéculos foram diluidos em

5 mL de LB para DOgoo 0,01 em tubo Falcon e entdo cultivados por 20 horas a 37 °C
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sob agitacao de 250 rpm. Aliquotas de 1,65 mL dos cultivos foram centrifugadas a
14000 x g por 3 minutos, sendo o pellet ressuspendido em 1 mL de PBS estéril para
obter 10'© UFC/mL (Unidades Formadoras de Coldnia/mL) para C. violaceum
selvagem. A partir disto, foram realizadas diluigdes seriadas 1:10 em PBS até 107 em
1 mL final e 100 puL desta diluicdo espalhados em placas LB. Apds incubagéo a 37 °C

por 24 horas, as colénias foram quantificadas e a UFC/mL calculada.
UFC/mL = n° de colbnias x diluigdo™ x volume plaqueado™ (mL)

3.10.2. Ensaio de viruléncia

O papel da captagao de heme na patogénese de C. violaceum foi avaliado por
meio de ensaios de viruléncia in vivo em camundongos (MIKI et al., 2010). As
linhagens foram cultivadas e diluidas, conforme descrito acima para a viabilidade
celular, para infecgdo de camundongos Balb/c fémeas com 6 semanas. Os
camundongos foram infectados utilizando 100 uL da diluigdo 103 (aproximadamente
108 células bacterianas) injetados por via intraperitoneal. Foram plaqueados 100 L
da diluigdo 1077 (aproximadamente 100 células bacterianas) em LB para confirmagao
da UFC injetada. Os animais infectados foram entdo monitorados por uma semana
para avaliar a sobrevivéncia dos mesmos. Os ensaios utilizando animais foram
realizados no Biotério do Departamento de Biologia Celular e Molecular e Bioagentes
Patogénicos da FMRP-USP, segundo Protocolo de Etica Animal (n° 146/2019)
aprovado pela CEUA da FMRP-USP.

3.10.3. Ensaio da carga bacteriana em 6rgaos

A carga bacteriana das linhagens de C. violaceum no figado e no bago dos
camundongos foi avaliada conforme descrito por Miki e colaboradores (2010). As
linhagens foram cultivadas e diluidas, e os animais infectados conforme descrito
acima para o ensaio de viruléncia. Apés 20 horas de infecgdo, os animais foram
sacrificados e os 6rgéos coletados assepticamente em tubos (10 mL com fundo em
“U”) contendo PBS estéril (5 mL para figado; 2 mL para bago). Os 6rgados foram
pesados, homogeneizados e diluigdes seriadas 1:10 até 10 em 100 puL finais foram
realizadas em placa de 96 pogos. Entédo, 10 uL de cada diluigdo foram plaqueados em
LB e as placas incubadas a 37 °C por 24 horas. As coldnias obtidas foram

quantificadas e a UFC/g calculada.
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UFC/g = n° de colonias x diluigdo™ x peso do érgao (g)

3.11. Caracterizagao das proteinas ChuP e ChuS de C. violaceum
3.11.1. Expressao e purificagao de proteinas recombinantes

A expressao das proteinas recombinantes His-ChuP e His-ChuS (cauda de
histidina N-terminal para purificagdo) foi realizada utilizando as linhagens de E. coli
BL21(DE3) contendo o pET-15b com as regides codificadoras dos genes chuP e
chuS, respectivamente. Inicialmente, os pré-indculos das linhagens foram diluidos
para DOgoo 0,05 em 500 mL de LB suplementado com ampicilina. As culturas foram
entdo cultivadas a 37 °C sob agitagdo de 250 rpm até ser atingida DOeoo 0,4 — 0,6.
Posteriormente, IPTG (IPTG — Isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside) foi adicionado
aos cultivos (1 mM para His-ChuP; 0,5 mM para His-ChuS) e estes induzidos (37 °C
sob 250 rpm por 2 horas para His-ChuP; 20 °C sob 60 rpm por 24 horas para His-
ChuP) (CUSSIOL et al., 2010). Apds indugao, as culturas foram centrifugadas a 14000
X g por 5 minutos a 4 °C e os pellets obtidos foram ressuspendidos em agua Milli-Q,
centrifugados e armazenados a -20 °C. Para avaliar a qualidade das indugdes, 1 mL
das culturas foi coletado antes da adicdo de IPTG e apds indugédo, centrifugado a
12000 x g por 5 minutos e os pellets ressuspendidos em tampao 2X SDS gel loading
[100 mM Tris-HCI (pH 6,8), 4% SDS, 10% glicerol, 0,1 % azul de bromofenol e 100
mM DTT] (SDS - sodium dodecyl sulfate; DTT-dithiothreitol). Tais aliquotas foram
utilizadas para SDS-PAGE (SDS-PAGE — sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis) (18% para His-ChuP; 15% para His-ChuS) em conjunto com as

aliquotas coletadas durante a purificacdo abaixo descrita.

Para purificacdo das proteinas recombinantes, os pellets armazenados foram
inicialmente ressuspendidos em 20 mL de tampéo de lise [50 mM tampao fosfato de
sédio (pH 7,4), 300 mM NaCl, 50 mM imidazol e 1 mM PMSF] (PMSF -
phenylmethylsulfonyl fluoride). As amostras ressuspendidas foram sonicadas (10
pulsos de 20 segundos com amplitude de 75% e intervalos de 59 segundos) enquanto
mantidas em gelo e, posteriormente, tratadas com 1% de estreptomicina a 4 °C por
20 minutos sob agitacao. As solugdes resultantes foram centrifugadas a 15000 x g por
30 minutos a 4 °C e os sobrenadantes filtrados em membranas de 0,45 um (Millipore).
O extrato soluvel resultante foi entdo utilizado para purificagdo das proteinas

recombinantes com causa de histidina em coluna de niquel Ni-NTA Superflow (5 mL)
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(Qiagen), com bomba peristaltica P1 (GE Healthscience), conforme protocolo
recomendado pelo fabricante. Inicialmente, a coluna foi carregada com 2 volumes de
solugédo 100 mM NiSOg4 e equilibrada com 10 volumes do tampao de ligagao [50 mM
tampéo fosfato de sédio (pH 7,4), 300 mM NaCl e 50 mM imidazol]. O extrato soluvel
foi aplicado a coluna carregada e equilibrada e, em seguida, foram adicionados 10
volumes de tampao de lavagem [50 mM tampao fosfato de sddio (pH 7,4), 300 mM
NaCl e 100 mM imidazol]. Para eluicdo das proteinas de interesse, 2 volumes de
tampéo de elui¢ado [50 mM tampéo fosfato de sédio (pH 7,4), 300 mM NaCl e 500 mM

imidazol] foram utilizados e aliquotas de 1 mL foram coletadas.

A presenca das proteinas nas aliquotas coletadas foi avaliada por ensaio de
Bradford (Quick Start Bradford 1X Dye — Biorad). As cinco aliquotas com melhor
resultado de Bradford foram selecionadas e concentradas em colunas VivaSpin 6
(Sartorius) para 2,5 mL. Posteriormente, as amostras foram dessanilizadas em
colunas de filtracdo em gel PD-10 (GE Healthcare). Foram utilizados os protocolos
fornecidos pelos fabricantes de ambas as colunas. Entdo, as proteinas purificadas
foram armazenadas a 4 °C em tampao de estocagem (100 mM NaH2PO4, 600 mM
NaCl, 20% glicerol, pH 8,0) (PURI e O'BRIAN, 2006). A determinagao da concentragéo
final de His-ChuP e His-ChusS foi realizada utilizando DO2sgo € 0 coeficiente de extingao
de cada proteina recombinante, segundo o programa Protparam Tool (ExPASy)

(https://web.expasy.org/protparam/).
[Proteina] (M) = DO2so x diluigédo x coeficiente de extingao™

3.11.2. Ensaio de afinidade a heme

A capacidade de interacdo da proteina ChuP com Hm foi avaliada por
espectrofotometria (PURI e O’'BRIAN, 2006; AMARELLE et al., 2016). Os ensaios
foram realizados em placas de 96 pogos em volumes finais de 100 uL. Para isto,
aliquotas de Hm foram adicionados aos pog¢os contendo a proteina ChuP em tampao
de ensaio (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10% glicerol, pH 8,0) para obter diferentes
concentragdes de Hm (0 a 50 uM) e 10 uM de ChuP. Para os pogos de referéncia, Hm
foi adicionado somente ao tampéo de interagédo. Imediatamente apds a adigao de Hm,
as placas foram mantidas a 25 °C por 5 minutos e posteriormente as DOs coletadas.

A leitura das DOs foi realizada no SpectraMax i3 MiniMax Imaging Cytometer, entre
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os comprimentos de onda de 300 a 600 nm, em intervalos de 5 nm a 25 °C. Um

aumento na DOas13 se refere a interacado especifica entre a proteina e Hm.

3.12. Co-transcricao e regulagao da expressao do operon chuPRSTUV
3.12.1. Extragcdo de RNA e RT-PCR

O RNA total da linhagem selvagem de C. violaceum foi extraido para ensaio de
RT-PCR. Inicialmente, o pré-indculo foi diluido para DOego 0,01 em M9HC e a cultura
incubada a 37 °C sob agitagao de 250 rpm até DOsoo entre 1 e 1,2. Apds crescimento,
1,5 mL de cultura foram coletados e uma centrifugagdo a 20000 x g por 2 minutos
realizada. O pellet obtido foi ressuspendido em 500 uL de Trizol (Invitrogen) e o tubo
incubado a 65 °C por 10 minutos, sendo homogeneizado por inversdo a cada 5
minutos. Apds incubacéo, 100 uL de cloroférmio foram adicionados, a mistura foi
homogeneizada por inversao durante 15 segundos e o tubo mantido em temperatura
ambiente por 5 minutos. Apds nova centrifugacéo a 12000 x g a 4 °C por 15 minutos,
a fase liquida superior foi coletada para purificagao do RNA com o kit Direct-zol™ RNA
Miniprep Plus (Zymo Research) segundo protocolo do fabricante. A qualidade e
quantidade do RNA total extraido e purificado foram avaliadas por espectrofotometria
no NanoDrop™ One/OneC Microvolume UV-VIS Spectrophotometer (Thermo

Scientific) e por gel de agarose. Os RNAs foram armazenados a -80 °C.

As reagdes de RT-PCR foram realizadas com o kit SuperScript IIl One-Step RT-
PCR System with Platinum Taq High Fidelity DNA Polymerase (Invitrogen) de acordo
com protocolo do fabricante. Os oligonucleotideos utilizados nas reag¢des foram:
chuR_promotFw e chuR_promotRv (regido de chuP a chuR; 439 pb), chuR_del3 e
chuS_del2 (regiao de chuR a chuS; 373 pb), e chuTUV_CompFw e chuS_del4 (regido
de chuS a chuT, 662 pb) (Tabela 2). Amplificagées por PCR convencional utilizando
Tag DNA polimerase, com as mesmas combinag¢des de oligonucleotideos, foram

realizadas como controles positivo (DNA genémico) e negativo (RNA total).

3.12.2. Ensaio de p-galactosidase

Os niveis de expressédo do gene lacZ, sob controle das regides promotoras
clonadas no vetor pRK/acZ290, foram avaliados para determinar a atividade destas
regides por ensaio de B-galactosidase. Inicialmente, os pré-indculos foram diluidos
para DOspo 0,01 em 2 mL de MOHC e as culturas incubadas a 37 °C sob 250 rpm de

agitacdo até DOeoo entre 0,6 e 0,8. Apds crescimento, as culturas foram tratadas
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(nenhum tratamento, 100 uM FeSO4 ou 100 uM Hm), incubadas por mais 2 horas nas

mesmas condi¢des citadas anteriormente e as DOesoo determinadas.

Cem microlitros das culturas foram entéo adicionados a tubos contendo 800 uL
de tampéao Z (60 mM NazxHPO4, 40 mM NaH2PO4, 10 mM KCI, 1 mM MgSOQOa, pH 7,0,
5 mM B-mercaptoetanol), 100 uL de cloroférmio e 25 uL de 0,1% SDS (p/v). Os tubos
foram vortexados e incubados a 30 °C por 5 minutos para a permeabilizacdo das
células bacterianas. Posteriormente, 200 uL de 0,4% ONPG (p/v) (ONPG — ortho-
Nitrophenyl-p-galactoside) foram adicionados, os tubos novamente vortexados e
incubados nas mesmas condi¢cdes. As reacdes foram finalizadas adicionando-se 400
uL de 1 M Na2COs, os tubos centrifugados a 15000 x g e as leituras da DO42 das
fases liquidas superiores obtidas. Por fim, as unidades de Miller de cada reag¢ao foram

determinadas.
Unidades de Miller = 1000 x {DOa20 x [tempo (min) x cultura (mL) x DOgoo] '}

3.12.3. Ensaio de alteragao de mobilidade eletroforética em gel (EMSA)

A capacidade de ligacédo da proteina ChuP a regido promotora de genes
especificos foi avaliada por EMSA. Inicialmente, os fragmentos das regides
promotoras de chuP, chuR e cilA (controle negativo) foram amplificados por PCR com
a Taq DNA polimerase e oligonucleotideos promot_Fw e promot_Rv especificos
(Tabela 2). As interagdes com o DNA foram realizadas em volumes finais de 20 uL
contendo tampao de interagéo [10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 40 mM KCI, 1 mM MgClz, 1
mM DTT, 0,1 mM BSA (BSA — bovine serum albumin) e 5% de glicerol], 3 uL das
sondas de DNA e diferentes concentragbées da proteina ChuP (0 a 5000 nM) (DA
SILVANETO et al., 2009). As reagdes foram mantidas a 25 °C por 25 minutos e entédo
glicerol (7,5%) foi adicionado. Posteriormente, as amostras foram aplicadas em gel de
poliacrilamida 5%, previamente submetido a pré-corrida de 15 minutos a 25 mA, e
submetidas a eletroforese em tampdo 0,5 X TB (TB - Tris-borate) por
aproximadamente 1 hora a 25 mA. Ao final os géis foram corados em brometo de

etidio e fotografados.
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4. RESULTADOS

4.1. Identificacao e analise do operon chuPRSTUV e obtencao de linhagens

mutantes e complementadas de genes deste operon em C. violaceum

Uma busca com a ferramenta Blast usando proteinas de sistemas de captacéao
de heme de outras bactérias contra o genoma completo de C. violaceum ATCC 12472
identificou potenciais genes candidatos. Uma analise mais detalhada nos bancos de
dados KEGG e NCBI revelou a presenga de seis genes organizados em sequéncia
(CV_3895-96-97-R19290-CV_3898-99). Tais genes, aqui nomeados chuPRSTUV
(chu — Chromobacterium heme utilization), se mostraram candidatos a codificar um
sistema de utilizagdo de heme composto por ChuP (CV_3895), uma proteina da
familia HemP; ChuR (CV_3896), um receptor dependente de TonB; ChuS (CV_3897),
uma proteina de degradagao ou estocagem de heme; e ChuTUV (RS19290-CV_3898-
99), wum transportador do tipo ABC. A presenga da sequéncia
ATGATAATGGTTATCATT, semelhante ao Fur box de outras bactérias, foi detectada
upstream ao gene chuP (Figura 5A). A disposigao e proximidade dos genes sugere
uma organizagao em operon. Por meio de RT-PCR com RNAs de bactérias cultivadas
em meio MOHC, demonstramos que ocorre co-transcrigdo entre varios dos genes chu,

indicando que em C. violaceum temos um operon chuPRSTUYV (Figura 5B).
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Figura 5: Organizagiao em operon dos genes chuPRSTUV. A. Esquema indicando os seis
genes que compdem o sistema de captacdo de heme em C. violaceum. O gene chuT
(RS19290, anotacdo NCBI) ndo havia sido originalmente anotado no genoma de C.
violaceum. A barra vermelha indica o Fur box predito. As setas indicam a posi¢do dos
oligonucleotideos usados no RT-PCR. B. Confirmagao por RT-PCR do operon chuPRSTUV.
Deteccdo de co-transcricdo entre os genes usando os oligonucleotideos indicados. M.
Marcador de peso molecular 1 kb plus DNA ladder. PCR. Produtos amplificados com o DNA
gendmico de C. violaceum (controle positivo). CN. Reacdes de PCR usando RNA como molde
(controle negativo). RT-PCR. Produtos amplificados apés RT-PCR com RNA de C. violaceum.
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Para melhor compreender como ocorrem o0os mecanismos de regulagao,
captacédo e degradagdo de heme em C. violaceum, foram obtidos cinco mutantes
nulos de genes do operon de captagdo de heme (AchuP, AchuR, AchuS, AchuTUV e
AchuPRSTUV) e um mutante nulo combinado dos operons de sintese de sideréforos
e captacdo de heme (AcbaCEBAAchuPRSTUV). A construgdo das linhagens
mutantes foi feita por dupla recombinacdo homdloga, sendo obtidas dele¢cbes das
regides codificadoras destes genes. A confirmagao das linhagens mutantes foi feita
por PCR de colbnia (Figura 6). A complementacéo das linhagens mutantes foi obtida
com o0s genes sob controle de promotor préprio (chuP e chuPRSTUV) ou nao (chuR,
chuS e chuTUV) clonados no plasmideo de baixa copia pMR20. As constru¢des foram
transferidas aos respectivos mutantes de C. violaceum por conjugacao e as linhagens
complementadas foram confirmadas por PCR de colbnia (Figura 7).
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Figura 6: Confirmacgao das linhagens mutantes dos genes do operon chuPRSTUV. As
linhagens mutantes foram confirmadas por PCR de colénia com oligonucleotideos del1/del4
(Tabela 2). As setas roxas e vermelhas indicam os fragmentos amplificados por PCR, apds
eletroforese em gel de agarose, com tamanhos desejados em cada caso. M. Marcador de
peso molecular 1 kb plus DNA ladder (Thermo Scientific). WT. Fragmentos amplificados na
reacdo com DNA genbémico de C. violaceum. A. Fragmentos amplificados nas linhagens
mutantes apds delegcado dos genes de interesse.
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Figura 7: Confirmagao das linhagens complementadas de mutantes do operon
chuPRSTUV. As linhagens complementadas foram confirmadas por PCR de colénia com
oligonucleotideos CompFw e CompRv (Tabela 2). As setas roxas indicam os fragmentos
amplificados por PCR, apés eletroforese em gel de agarose, com tamanhos desejados. Nas
linhagens complementadas ocorreu amplificagdo a partir do DNA genémico (fragmentos
menores) e dos genes clonados no vetor pMR20 (fragmentos maiores). M. Marcador de peso
molecular 1 kb plus DNA ladder (Thermo Scientific). WT. Fragmentos amplificados na reagéao
com DNA gendmico de C. violaceum. A. Fragmentos amplificados nas linhagens mutantes.
[A]. Fragmentos amplificados nas linhagens complementadas.
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4.2. Determinagao das situagdes de caréncia de ferro e de suficiéncia de heme

Pelo fato de sistemas de captagao de heme serem expressos em situacdes de
caréncia de ferro, estas condi¢des foram determinadas para a linhagem selvagem de
C. violaceum em M9HC. Para isto, o quelante de alta afinidade a ferro DP foi utilizado
em diferentes concentragdes para obter sua concentracdo inibitéria minima através
da inibigado do crescimento bacteriano. A inibicdo do crescimento de C. violaceum em
LB ja foi previamente descrita, sendo observada a partir de 300 uM de DP (BATISTA
et al., 2019). Ja em M9HC, o crescimento bacteriano ndo ocorreu em concentragdes
a partir de 132,5 uM de DP (Figura 8).

Figura 8: Padronizacao de situagoes de caréncia de ferro por concentragao inibitéria
minima de DP. Crescimento da linhagem selvagem de C. violaceum, a partir de DOeggo 0,01,
apos 24 horas da adigdo de concentragdes de 0 a 150 uM de DP em M9YHC. A inibicao de
crescimento foi observada a partir de 132,5 uM. DP. Dipiridil.

As condigbes de suficiéncia de heme e de possiveis efeitos citotoxicos desta
molécula as linhagens de C. violaceum foram analisadas por viabilidade celular.
Entretanto, ao serem expostas a concentragdes crescentes de Hm em M9HC, as
linhagens selvagem e mutantes nao demonstraram alteracdo de viabilidade em
concentragdes de até 2 mM de Hm (Figura 9). O tamanho reduzido observado para
as colénias da linhagem AcbaCEBA ja foi previamente relatado mesmo apods
crescimento em LB, tratando-se de um fendtipo especifico para este mutante. A
reversao a tamanhos semelhantes ao da linhagem selvagem foi observada apdés
suplementagcdo com 250 uM de FeSO4 (BATISTA et al., 2019). Entretanto, apos
suplementacdo com Hm os tamanhos nao foram alterados em M9HC.
Interessantemente, a delecao do operon chuPRSTUV no AcbaCEBA levou a reversao
deste fendtipo (Figura 9). A partir destes resultados, as situagdes de caréncia de ferro

e suficiéncia de Hm foram estabelecidas para C. violaceum em meio minimo M9HC.
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Figura 9: Analise do efeito citotéxico de Hm por viabilidade celular. Viabilidade celular
das linhagens selvagem e mutantes, a partir de DOsoo 0,01, apds 24 horas da adicdo de
concentracdes de 0 a 2 mM de Hm em M9HC. Os cultivos foram diluidos 1:10 em PBS e as
diluicdes plaqueadas em M9HC. Os efeitos da Hm no aspecto das colbénias foram avaliados
apos 24 horas. Nao foi observada alteragdo da viabilidade celular para nenhuma linhagem
mutante do operon de captacdo de heme nas condi¢des avaliadas. Hm. Hemina.

4.3. Papel do operon chuPRSTUYV na captagao heme em C. violaceum

A capacidade de crescimento das diferentes linhagens de C. violaceum com
fontes alternativas de heme foi avaliada. O ensaio de estimulagdo em M9HC 0,8%
agar revelou que 100 uM de Hm e 150 uM de Hb foram capazes de induzir o
crescimento, apds 24 horas, da linhagem selvagem em caréncia de ferro obtida com
125 uM de DP (Figura 10). Entretanto, para as linhagens mutantes as concentracdes
de DP tiveram que ser ajustadas para 50 uM (AcbaCEBA), 100 uM
(AcbaCEBAAchuPRSTUV), 125 uM (AchuP, AchuR, AchuS e AchuPSTUV) e 150 uM
(AchuTUV). Nestas condigdes foi observada perda na capacidade de utilizagdo de Hm
e Hb em caréncia de ferro nas linhagens AchuP, AchuTUV, AchuPRSTUV e
AcbaCEBAAchuPRSTUV (Figura 10). Para a linhagem AchuR, Hb também n&o
estimulou este mutante; um pequeno estimulo de crescimento pode ser detectado na
presenga de Hm, indicando uma redugéo drastica e significativa na capacidade de
utilizacédo também desta fonte de ferro (Figura 10). Interessantemente, Hm e Hb
continuaram sendo capazes de estimular o crescimento da linhagem AchuS nos
mesmos niveis da linhagem selvagem, sugerindo que este gene nédo € necessario
para utilizagdo de heme nas condi¢des testadas. A linhagem AcbaCEBA também foi
estimulada por Hm e Hb semelhante a linhagem selvagem, sendo utilizada como

controle dos ensaios, o que demonstra que a captacao de Hm e Hb independe da
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sintese de sideroforos (Figura 10). Quanto as fontes de ferro inorganicas utilizadas,
foi observada uma pequena redugdo significativa na utilizacdo de FeSOs4 nas
linhagens AchuP e AchuPRSTUV (Figura 10).

Il 1 mM FeSO,
™ 1 mM FeCl;
I 100 uM Hm
™ 20 mM NaOH
B 150 uM Hb
[ 100 mM NaCl

Area de Estimulo (mm?)

Figura 10: Ensaio de estimulagdo para avaliar a utilizagao de heme via operon
chuPRSTUYV nas linhagens selvagem e mutantes de C. violaceum. A. A capacidade de
diferentes compostos estimularem o crescimento das linhagens selvagem e mutantes foi
avaliada por ensaio de estimulaggo em M9HC 0,8% &agar. Uma relacédo 0,001% (v/v)
bactéria/meio foi obtida em meio carenciado em ferro com DP. Os compostos foram
adicionados a filtros de papel e as areas de estimulo analisadas apdés 24 horas de
crescimento. B. Quantificacdo das areas estimuladas com o software ImagedJ. Os ensaios
foram realizados em triplicata bioldgica. 1. 1 mM FeSO.. 2. 1 mM FeCls. 3. 100 uM Hm. 4. 20
mM NaOH (controle negativo Hm). 5. 150 uM Hb. 6. 100 mM NacCl (controle negativo Hb).
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Nas linhagens mutantes complementadas com os respectivos genes foi
observada reversdo dos fenétipos da capacidade crescimento com Hm e Hb como
fontes de ferro, com todas as linhagens complementadas voltando a utilizar Hm e Hb
em niveis similares a linhagem selvagem (Figura 11). Em conjunto, estes resultados
indicam que o operon chuPRSTUV é necessario para utilizacdo de heme e

hemoglobina em C. violaceum em situacdes de caréncia de ferro.
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Figura 11: Ensaio de estimulagdo para avaliar a utilizagao de heme via operon
chuPRSTUV nas linhagens complementadas de C. violaceum. A. A capacidade de
diferentes compostos estimularem o crescimento das linhagens selvagem e complementadas
foi avaliada por ensaio de estimulagdo em M9HC 0,8% agar. Uma relacéo 0,001% (v/v)
bactéria/meio foi obtida em meio carenciado em ferro com 125 uM de DP. Os compostos
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foram adicionados a filtros de papel e as areas de estimulo analisadas apés 24 horas de
crescimento. B. Quantificagdo das areas estimuladas com o software ImageJ. Os ensaios
foram realizados em ftriplicata bioldgica. 1. 1 mM FeSO.. 2. 1 mM FeCls. 3. 100 uM Hm. 4. 20
mM NaOH (controle negativo Hm). 5. 150 uM Hb. 6. 100 mM NacCl (controle negativo Hb).

O crescimento das linhagens de C. violaceum também foi avaliado ao longo do
tempo por curvas de crescimento em diferentes condi¢des. Inicialmente, as linhagens
selvagem e mutantes de C. violaceum foram avaliadas por curva durante crescimento
em M9YHC (Figura 12A) e MOHC com suplementacéo de 30 uM de Hm (Figura 12B).
Entretanto, nenhuma diferenga significativa foi observada para o crescimento destas
linhagens nas condi¢des citadas, indicando que os mutantes do operon chuPRSTUV

nao tém problemas de crescimento em meio minimo nem em suficiéncia de heme.

A B
MOHC M9YHC + 30 uM Hm
1-: 14
g 0,11 Q0.1
0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
Horas Horas
- WT -~ AchuP -~ AchuR -~ AchuS
o~ AchuTUV o AchuPRSTUV AcbaCEBA —e- AcbaCEBAAchuPRSTUV

Figura 12: Curvas de crescimento em meio minimo e com suplementag¢ao de heme. O
crescimento bacteriano das linhagens selvagem e mutantes foi avaliado por leitura da DOsgo
durante 24 horas pelo Spectra MiniMax i3. A. Crescimento das linhagens em M9HC. B.

Crescimento das linhagens em suficiéncia de heme pela adigdo de 30 uM de Hm. Curva
representativa de ensaios realizados em triplicatas bioldgica e técnica. Hm. Hemina.

Para padronizar condicdes e testar o efeito do heme em limitagao de ferro,
curvas de crescimento em caréncia de ferro obtida com 100 ou 125 uM de DP foram
realizadas com a linhagem selvagem sem ou com suplementacgéo de diferentes niveis
de Hm (Figura 13). Em caréncia de ferro, uma melhora gradativa no crescimento foi

observada apés suplementagdo com concentragdes de Hm crescentes de 1 a 200 uM.
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A concentragdo mais alta de 200 uM de Hm foi a que levou ao maior crescimento
bacteriano final em ambas as condi¢cdes. Entretanto, o Hm causou uma melhora mais
expressiva no crescimento em maior caréncia de ferro obtida com 125 uM de DP em

relacdo a menor com 100 uM de DP (Figura 13).

MYHC + 100 uM DP MYHC + 125 yM DP

Horas Horas
0 yM Hm 51 uM Hm %5 uM Hm 10 M Hm
25 yM Hm 50 uyM Hm 100 yM Hm -=- 200 pM Hm

Figura 13: Curvas de crescimento da linhagem selvagem em condi¢cdes de caréncia de
ferro e suficiéncia de heme. O crescimento bacteriano da linhagem selvagem foi avaliado
por leitura da DOsgo durante 24 horas pelo Spectra MiniMax i3. As culturas em M9HC foram
avaliadas em caréncia de ferro (100 uM e 125 uM DP) e suficiéncia de heme (1 a 200 uM).
Curva representativa de ensaios realizados em ftriplicatas bioldgica e técnica. DP. Dipiridil.
Hm. Hemina.

Uma vez estabelecida a condi¢cao de caréncia de ferro, curvas de crescimento
em M9HC com 100 e 125 uM de DP foram realizadas incluindo as linhagens mutantes
(Figura 14). Os resultados obtidos permitem a divisado das linhagens mutantes em trés
grupos: (i) as linhagens AchuR, AchuS e AchuTUV que apresentaram crescimento
adiantado em relagédo a linhagem selvagem, sobretudo em 125 uM de DP; (ii) as
linhagens AchuP e AchuPRSTUV que foram bastante atrasadas ao longo da curva,
mas apos 24 horas apresentaram crescimento semelhante a selvagem; (iii) as
linhagens AcbaCEBA e AcbaCEBAAchuPRSTUYV que apresentaram drastica redugao
de crescimento e estdo relacionadas a auséncia de sintese de sideroforos (Figura
14A). Interessantemente, a dele¢cao do operon chuPRSTUV na linhagem AcbaCEBA

parece beneficiar o crescimento em caréncia de ferro.
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Figura 14: Curvas de crescimento das linhagens em condi¢goes de caréncia de ferro. O
crescimento bacteriano foi avaliado por leitura da DOggo durante 24 horas pelo Spectra
MiniMax i3. As culturas foram avaliadas em caréncia de ferro pela adi¢ao de 100 ou 125 uM
de DP em M9HC. A. Crescimento das linhagens selvagem e mutantes em caréncia de ferro.
B. Crescimento das linhagens complementadas em caréncia de ferro. Curva representativa
de ensaios realizados em triplicatas bioldgica e técnica. DP. Dipiridil.

Apds complementagao dos mutantes nulos simples, com exceg¢ao da linhagem
AchuPRSTUV complementada que apresentou atraso no crescimento, foi observada
reversao ao crescimento semelhante ao da linhagem selvagem para crescimento em
100 puM de DP. Conforme esperado,

a complementagdo da linhagem
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AcbaCEBAAchuPRSTUV com chuPRSTUV reverteu o fendétipo ao observado no
mutante AcbaCEBA (Figura 14B). Entretanto, em maior caréncia com 125 uM de DP
foram observados os seguintes grupos: (i) as linhagens complementadas com chuR e
chuTUV, que mantiveram crescimento adiantado, como observado nos mutantes; (ii)
as linhagens complementadas com chuP, chuS e cbaCEBA que apresentaram
inversao dos fendtipos observados nos mutantes; (iii) a complementagao da linhagem
AchuPRSTUV que piorou o crescimento; (iv) reverséao do fendtipo da linhagem
AcbaCEBAAchuPRSTUV previamente relatado (Figura 14B). Essa redugdo no
crescimento observada nas complementagdes com chuPRSTUV parece estar
relacionada a reducgdo drastica na sintese de sideréforos nesta linhagem (ver
Resultados 4.4.). Como na complementacédo de AcbaCEBAAchuPRSTUYV ja é ausente

a producao destas moléculas, este efeito ndo é observado.

Em conjunto estes resultados comprovam que (i) apesar de MOHC ser um meio
com pouco ferro, condigbes mais rigidas de caréncia obtidas com DP s&o necessarias
para que sejam observadas diferengas no crescimento entre as linhagens selvagem
e mutantes; (ii) conforme previamente relatado por Batista e colaboradores (2019), a
auséncia de sideréforos reduz drasticamente o crescimento de C. violaceum em
situacao de limitagdo de ferro; (iii) a presenga do operon chuPRSTUV é necessaria
para o crescimento adequado, uma vez que nas linhagens AchuP e AchuPRSTUV que
nao o expressam, ha atraso de crescimento, embora a auséncia de outros genes do

operon tenha causado efeito inverso.

Curvas de crescimento também foram realizadas para avaliar o perfil de
crescimento das linhagens de C. violaceum em condi¢gbes de caréncia de ferro e
suficiéncia de heme em MOHC. Para situacéo de caréncia com 100 uM de DP foram
observados atrasos no crescimento das linhagens AchuP, AchuPRSTUV e
AcbaCEBA, sendo mais drastico para AcbaCEBAAchuPRSTUYV. Os demais mutantes
demonstraram crescimento semelhante ao da selvagem (Figura 15A). Em caréncia
obtida com 125 uM de DP, foi possivel observar: (i) um pequeno atraso da linhagem
AchuTUYV; (ii) atrasos mais expressivos das linhagens AchuP e AchuPRSTUYV; (iii)
reducao drastica no crescimento das linhagens  AcbaCEBA e

AcbaCEBAAchuPRSTUYV (Figura 15A). Conforme esperado, em ambas condi¢cdes o
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mutante AcbaCEBA foi capaz de iniciar o crescimento antes ao observado em

situacoes de caréncia de ferro somente, por utilizar heme na falta de siderdforo.
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Figura 15: Curvas de crescimento das linhagens em condi¢6es de caréncia de ferro e
suficiéncia de heme. O crescimento bacteriano foi avaliado por leitura da DOggo durante 24
horas pelo Spectra MiniMax i3. As culturas foram avaliadas em caréncia de ferro, pela adicéo
de 100 ou 125 uM de DP, e suficiéncia de heme, pela adi¢ao de 30 uM de Hm, em M9OHC. A.
Crescimento das linhagens selvagem e mutantes em caréncia de ferro e suficiéncia de heme.
B. Crescimento das linhagens complementadas em caréncia de ferro e suficiéncia de heme.
Curva representativa de ensaios realizados em triplicatas biologica e técnica. DP. Dipiridil.
Hm. Hemina.

Com excegdo da linhagem AcbaCEBAAchuPRSTUV complementada com

chuPRSTUV, na qual houve reversao de crescimento a niveis do mutante AcbaCEBA
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como esperado, houve reversao de fenotipo de crescimento em condi¢des de caréncia
de ferro e suficiéncia de heme em todas as demais linhagens complementadas (Figura
15B). Em conjunto, os fendtipos observados por ensaio de estimulagdo corroboram
de modo geral com as curvas de crescimento de cada linhagem, embora nas curvas
de crescimento a situacao pare¢a mais complexa em fung¢ao da dinamica de produgao
de siderdforos. Logo, o papel do operon chuPRSTUV na utilizagdo de fontes
alternativas de ferro, como Hm e Hb, foi comprovado.
4.4. Papel do operon chuPRSTUV nas atividades hemolitica e de sideréforos em
C. violaceum

Por ter sido demonstrada a utilizagcdao de Hb via operon chuPRSTUV em C.
violaceum, a capacidade da linhagem selvagem e mutantes adquirirem Hb
proveniente de eritrdcitos foi avaliada por ensaio de hemdélise em placas agar sangue
de carneiro 5% (v/v). Apos 7 dias de crescimento, o padrao de hemdlise das linhagens
foi comparado ao da selvagem. Foi possivel observar um aumento significativo na
area de hemdlise causada pelo mutante AchuR (Figura 16). Para as demais linhagens
mutantes a diferenga nao foi significativa em relagdo a hemolise da selvagem (Figura
16B). Tais resultados sugerem que o receptor dependente de TonB ChuR poderia
estar envolvido no sequestro direto e captagao de heme da Hb. Neste caso, o aumento
nas areas de hemolise se daria por feedback positivo, onde haveria maior secrecéo

de compostos hemoliticos frente a auséncia de captacao dos produtos hemolisados.

A atividade de sideroforos nas diferentes linhagens foi analisada por ensaio de
CAS, previamente padronizado para C. violaceum (BATISTA et al., 2019). Neste
ensaio, € possivel detectar a presenca de sideréforos pela mudanga da cor azul para
laranja quando ha sequestro do ferro pelo sideréforo (Figura 17). Apds 24 horas de
cultivo em placas CAS, um aumento significativo na atividade de sider6foros foi
observado para as linhagens AchuP e AchuPRSTUYV, enquanto os demais mutantes
do operon apresentaram resultados semelhantes aos da linhagem selvagem (Figura
17A e B). Conforme esperado, nas linhagens AcbaCEBA e AcbaCEBAAchuPRSTUV
a atividade de sideréforos foi nula (Figura 17A e B), pois as enzimas CbaCEBA
sintetizam o precursor dos sideroforos de C. violaceum (BATISTA et al., 2019). O
fendtipo de atividade aumentada de sideréforos dos mutantes AchuP e AchuPRSTUV
foi revertido apdés complementagdo com os respectivos genes, assim como houve

restauracdo da producao de sideroforos no mutante AcbaCEBA complementado com
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cbaCEBA (Figura 17). Notou-se que nas complementagbes com cbaCEBA e
chuPRSTUYV nos respectivos mutantes parece haver expressdo aumentada destes
genes, pois o efeito na atividade de sideréforo foi bem além daquele observado na
linhagem selvagem (Figura 17C e D). As demais linhagens complementadas nao
tiveram diferenga em relagédo a linhagem selvagem, assim como ja ndo tinham seus

respectivos mutantes (Figura 17).
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Figura 16: Atividade hemolitica das linhagens selvagem e mutantes do operon
chuPRSTUYV de C. violaceum. A. Ensaio de hemdlise das linhagens selvagem e mutantes
foi realizado em placas de agar sangue de carneiro 5% (v/v). Apds 7 dias de crescimento, as
diferengas nos padrées de hemdlise foram analisadas. B. Quantificacdo das areas de
hemolise com o software Imaged. Os ensaios foram realizados em triplicata bioldgica. Note-
se que foi mantida correspondéncia entre os nimeros e as linhagens na placa e no grafico.

Os resultados dos ensaios de CAS ajudam a explicar os resultados observados
nas curvas de crescimento e sugerem algumas hipéteses: (i) o ChuP apresenta papel
na regulacao da atividade de sideréforos em C. violaceum, isto porque nas curvas das
linhagens com delegdo ou complementagcdo de chuP foram observados fendtipos
distintos que se relacionam as atividades de sideréforos detectadas por ensaio de
CAS; (ii) esta regulacéao pode atuar na captagao, uma vez que as linhagens AchuP e
AchuPRSTUYV apresentaram atraso de crescimento em caréncia de ferro (Figura 14A)
e maior atividade de sideréforos (Figura 17A e B); ou na sintese de sideroforos, pois
a complementacao da linhagem AchuPRSTUV levou a maior atraso de crescimento

em caréncia (Figura 14B) com atividade drasticamente reduzida no ensaio de CAS
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(Figura 17C e D). Além disso, a melhora drastica no crescimento em caréncia de ferro
da linhagem AcbaCEBA apds complementagao (Figura 14B) esta diretamente

relacionada a maior sintese de sideroforos observada por CAS (Figura 17C e D).
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Figura 17: Ensaio de CAS para avaliar atividade de sideré6foros nas linhagens selvagem,
mutantes e complementadas de C. violaceum. A atividade de sideroforos das linhagens de
C. violaceum foi determinada em placas CAS. Apds 24 horas de cultivo, as diferengas nos
padrbes de atividade foram analisadas. A. Atividade de sideréforos das linhagens selvagem
e mutantes. B. Quantificagdo das areas de atividade de sideréforo das linhagens selvagem e
mutantes com o software ImageJ. C. Atividade de sideréforos das linhagens complementadas.
D. Quantificacédo das areas de atividade de sideroforo das linhagens complementadas com o
software Imaged. Os ensaios foram realizados em triplicata biolégica. Note-se que foi mantida
correspondéncia entre os numeros e as linhagens nas placas e nos graficos de modo
sequencial.
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4.5. Papel do operon de utilizagao de heme chuPRSTUV na viruléncia de C.
violaceum

O heme é uma molécula amplamente disponivel, sendo uma fonte de ferro
abundante no hospedeiro durante infecgdes bacterianas (CASSAT e SKAAR, 2013;
PARROW et al, 2013; SOARES e WEISS, 2015). Infec¢des realizadas em
camundongos com C. violaceum ja demonstraram sua capacidade de colonizagéo do
figado e do baco dos animais (MIKI et al., 2010), sendo estes érgaos intimamente
relacionados com a homeostase de heme. Logo, a importancia da captagdo de heme
via operon chuPRSTUYV para a viruléncia de C. violaceum foi verificada. Inicialmente,
a viabilidade das diferentes linhagens utilizadas nos ensaios de sobrevivéncia e de
carga bacteriana em 6rgaos foi avaliada. Apds crescimento por 20 horas em LB, a
viabilidade das linhagens foi determinada e nenhuma diferencga foi observada entre as
linhagens selvagem, mutantes e complementadas nessas condigbes. Todas as
linhagens apresentaram creca de 1x10'® UFC/mL em LB (suficiéncia de ferro) (Figura
18). A viabilidade da linhagem AcbaCEBA ja foi determinada e é semelhante a da

linhagem selvagem nestas condi¢des (BATISTA et al., 2019).
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Figura 18: Ensaio de viabilidade das linhagens de C. violaceum em LB (suficiéncia de
ferro). A viabilidade das linhagens utilizadas nos ensaios foi determinada por UFC/mL, apds
20 horas de cultivo em LB. A. Viabilidade das linhagens selvagem e mutantes. B. Viabilidade
das linhagens complementadas. Os ensaios foram realizados em triplicata bioldgica.
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Padronizadas as condi¢gdes de cultivo para infecgdo, camundongos Balb/c
fémea de 6 semanas foram infectados com cerca de 1x10° células bacterianas das
linhagens de C. violaceum para caracterizagéo da viruléncia. Inicialmente a analise do
perfil de sobrevivéncia dos animais infectados foi realizada, sendo os grupos de
camundongos acompanhados diariamente durante uma semana (Figura 19). Os
mutantes do operon chu tiveram uma atenuag¢ao muito pequena na viruléncia, sendo
a diferenca significativa em relagdo a linhagem selvagem apenas para os mutantes
AchuTUV e AchuPRSTUV (Figura 19A). O mutante AcbaCEBA foi bastante atenuado,
confirmando dados ja publicados (BATISTA et al.,, 2019). Na linhagem mutante
AcbaCEBAAchuPRSTUV a atenuacao foi ainda mais drastica do que a observada
para o mutante AcbaCEBA, indicando que a captacdo de heme torna-se bem mais
importante para patogénese de C. violaceum na auséncia de sideréforos (Figura 19A).
Apos complementagcdo com o operon chuPRSTUV, o padrdao de viruléncia da
linhagem AcbaCEBAAchuPRSTUV ficou semelhante ao do mutante AcbaCEBA, como
esperado (Figura 19B). Este efeito de recuperacéo de viruléncia ndo esta relacionado
a presenga do vetor pMR20, uma vez que a linhagem AcbaCEBAAchuPRSTUV
contendo o vetor vazio permaneceu tao atenuado para viruléncia quanto este mutante

sem vetor algum (Figura 19B).

Ja para andlise da carga bacteriana nos 6rgaos dos animais, 0s camundongos
foram infectados conforme padronizado e os 6rgaos coletados apos 20 horas de
infeccdo. Ao serem determinadas as UFC/g nos 6rgéos dos animais, ndo foram
observadas diferengas nos niveis de colonizagao no figado (Figura 20A) ou no bago
(Figura 20B) apods infecgao pela linhagem AcbaCEBAAchuPRSTUV em relagao a
linhagem selvagem. Em conjunto, os ensaios de viruléncia indicam que (i) a captacao
por sideroforos aparenta ser um dos mecanismos mais importantes para obtencao de
ferro na infecgao por C. violaceum; (ii) a captacao de ferro pelo sistema de captagéo
de heme é um mecanismo importante, porém secundario aos sideroforos; (iii) a
presenca de pelo menos um destes mecanismos de captacdo € necessaria para
melhor estabelecimento da infecg¢ao; (iv) o combate a infecgdo causada pela linhagem
AcbaCEBAAchuPRSTUV parece ocorrer em momentos mais avangados da infecgao,
uma vez que a carga bacteriana no figado e no bago dos animais foi semelhante a da

linhagem selvagem apos 20 horas.
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Figura 19: Ensaio de sobrevivéncia animal apés infeccao com linhagens de C.
violaceum. A sobrevivéncia de camundongos Balb/c apés infecgdo com 1x10° células
bacterianas foi avaliada durante 7 dias. A. Curvas de sobrevivéncia apds infecgdo com as
linhagens selvagem e mutantes. B. Curvas de sobrevivéncia apés infecgdo com as linhagens
complementadas.
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Figura 20: Ensaio de carga bacteriana em 6rgaos de animais infectados por C.
violaceum. A carga bacteriana nos 6rgéos de camundongos Balb/c infectados 1x10° células
bacterianas, foi avaliada com 20 horas de infecgao. A. Carga bacteriana no figado dos animais
infectados com as linhagens selvagem e mutante. B. Carga bacteriana no bago dos animais
infectados com as linhagens selvagem e mutante.
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4.6. Caracterizagao das proteinas ChuP e ChuS de C. violaceum

Para melhor compreensao das estratégias de regulagao e degradagéao de heme
desempenhadas pelas proteinas ChuP e ChuS do operon chuPRSTUYV, estas foram
expressas de modo heterélogo em E. coli BL21(DE3). As regides codificadoras dos
respectivos genes foram clonadas no vetor pET-15b e, apds expressao, as proteinas
recombinantes com caudas de histidina (His-ChuP e His-ChuS) foram purificadas em
coluna de niquel. A eficiéncia das inducdes e as purificacdes foi entdo avaliada por
SDS-PAGE em géis de 18% e 15% poliacrilamida para His-ChuP (8,5 kDa) e His-
ChuS (40 kDa), respectivamente (Figura 21). Para a proteina ChuP foi observada alta
eficiéncia na inducdo e na sua purificagao (Figura 21A). Apesar da pouca resolugao
do gel para uma proteina pequena como ChuP, esta apresentou tamanho préximo ao
esperado (Figura 21A) e o sequenciamento confirmou a clonagem correta da regiao
codificadora do gene chuP no pET-15b. Para a proteina ChuS, embora a indugéo
tenha sido forte, a maior parte da proteina ficou insoluvel no pellet apés inducéo, o
que resultou em baixa eficiéncia na purificacdo de ChuS a partir da fracdo soluvel
(Figura 21B). As tentativas de uso de protocolos alternativos de indugéo e purificagao
da proteina a partir de maiores volumes de cultura, ou a combinagdo de multiplas
purificacbes, nao permitiram a obtencdo de ChuS em niveis suficientes para

determinar sua afinidade e potencial capacidade de degradagédo de heme.
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Figura 21: Analise da indugao e purificagao das proteinas ChuP e ChuS recombinantes
por SDS-PAGE. A eficiéncia de indugao e purificacao das proteinas foi avaliada. A. SDS-
PAGE em gel 18% poliacrilamida para His-ChuP, sendo observada banda de tamanho
desejado. B. SDS-PAGE em gel 15% poliacrilamida para His-ChuS, sendo observada banda
de tamanho desejado M. Marcador Precision Plus Protein (Biorad). NI. Culturas nao induzidas.
I. Culturas induzidas por IPTG. P. Pellet obtido apés lise celular. E6-11. Fracdes eluidas com
as proteinas purificadas a partir dos sobrenadantes das culturas.

Apods purificagcdo, a afinidade da proteina ChuP recombinante a heme foi
avaliada. A interagdo entre proteinas e heme, como no caso das enzimas de

degradacgao, pode ser verificada por espectrofotometria. O aumento na leitura da
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DO413 quando as proteinas sdo incubadas em concentragdes crescentes de heme
indica interacdo especifica proteina-heme (PURI e O’BRIAN, 2006). Ao serem
utilizados 10 uM de ChuP, um aumento gradativo na DOa+3 foi observado até a maior
concentragédo de 50 uM de Hm testada (Figura 22). Logo, a capacidade de interagéo

da proteina ChuP com heme foi comprovada.
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Figura 22: Ensaio de afinidade da proteina ChuP a heme. A capacidade de interagao entre
a proteina ChuP recombinante e heme foi avaliada por ensaio espectrofotométrico. A leitura
da DO, entre os comprimentos de 300 a 600 nm, foi coletada em intervalos de 5 nm. Picos
observados a 413 nm indicam interagdo especifica proteina-heme. Nestes ensaios foram
utilizadas concentragées de 10 uM de ChuP e concentragdes de 0 a 50 uM de Hm. Figura
representativa dos ensaios realizados em triplicata. Hm. Hemina.

4.7. Anadlise do papel regulatério de ChuP em C. violaceum

Como foi observado que a delegédo do gene chuP impede a captagdo de Hm e
Hb (Figura 10), além de alterar a atividade de siderdforos (Figura 17), a potencial
atividade regulatéria de ChuP em C. violaceum foi analisada. Inicialmente, foi
analisado por EMSA se ocorre interacao direta entre a proteina recombinante ChuP e
sondas de promotores de DNA (Figura 23). Como sondas de DNA foram utilizadas
possiveis regides de interacdo especifica (regides promotoras de chuP e chuR) e
inespecifica (regiao promotora de cilA) com ChuP. Ligacbes entre ChuP e DNA foram
detectadas, mas ocorreram de forma inespecifica. Isto porque, somente houve
interagcdo a partir de 1 uM de proteina e esta interagdo ocorreu da mesma forma para
os promotores especificos e inespecificos (Figura 23). Estes dados indicam que caso
ChuP regule os genes do operon chu, esta regulagéo parece nao ocorrer de modo

direto, como se esperaria, caso ChuP atuasse como um fator de transcri¢ao.
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Figura 23: Ensaio de EMSA para avaliar interagdo de ChuP com promotores de genes
chu. A capacidade de interagdo da proteina ChuP recombinante com sequéncias de DNA foi
avaliada por EMSA. Concentragdes variaveis de 0 a 5000 nM de ChuP foram utilizadas. A.
EMSA utilizando como sonda de DNA o promotor de chuP. B. EMSA utilizando como sonda
de DNA o promotor de chuR. C. EMSA utilizando como sonda de DNA o promotor de cilA.

Para verificar se ChuP tem atividade regulatéria em genes do operon chu e em
genes envolvidos em sintese de sideréforos, foi utilizado ensaio de B-galactosidase.
Para isto, as regides promotoras dos genes de interesse foram clonadas no vetor
pRKlacZ290 e transferidas as linhagens selvagem e AchuP. Entédo, a expressao do
gene lacZ, sob controle destes promotores, foi determinada em diferentes condi¢des
de caréncia e suficiéncia de ferro (Figura 24). A regiao regulatéria do gene chuP possui
uma sequéncia de Fur box predita e deve conter o promotor de todo o operon
chuPRSTUV (Figura 5A). Na linhagem selvagem, a expressao deste promotor foi
bastante elevada em meio M9HC, diminuiu fortemente na presenga de ferro e teve
uma pequena diminui¢do na presenga de heme, um padrao caracteristico de genes
de captacdo de ferro (Figura 24A). Porém, a expressao deste promotor nao é
dependente de ChuP, uma vez que o padrao de atividade observado no mutante
AchuP foi o mesmo daquele observado para a linhagem selvagem (Figura 24A). Existe
apenas uma pequena regido intergénica na frente de chuR, e o gene chuR é co-
transcrito com chuP (Figura 5). Consistente com isto, a fusdo de chuR n&o mostrou
qualquer atividade promotora em nenhuma das condigdes ou linhagens testadas
(Figura 24A).

Com relagdo a expressao dos genes cbaF e vbaF, que codificam enzimas
envolvidas na sintese dos sideréforos de C. violaceum (BATISTA et al., 2019), foi
observada atividade promotora similar ao promotor de chuP:. ambas as fusdes
apresentaram elevada expressdao em meio MOHC, com diminuicdo em suficiéncia de

ferro e de heme (Figura 23B). Mas, também neste caso, estes promotores né&o
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mostraram regulacédo dependente de chuP, uma vez que no mutante AchuP o padrao

de expresséo foi quase idéntico ao visto na linhagem selvagem (Figura 23B).
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Figura 24: Analise do papel regulatério de ChuP em promotores de genes de captagao
de heme e sintese de sideréforos. A atividade das regides promotoras sob possivel
regulacéo de ChuP foram avaliadas pelos niveis de expressao do gene lacZ. A. Ensaio de [3-
galactosidase com promotores do sistema de captagcao de heme chuPRSTUV. B. Ensaio de
B-galactosidase com promotores de genes de sintese dos sideréforos. Como controle, foi
utilizado o vetor com o gene /lacZ sem promotor. Os ensaios foram realizados em triplicata
bioldgica.

Em conjunto, os dados do EMSA e do ensaio de -galactosidase analisando o
potencial regulatério de ChuP indicam que (i) ChuP ndo parece atuar como um
regulador de transcricdo que se liga na regido promotora do operon chuPRSTUV e
nem influencia na atividade do promotor deste operon; (ii) se existe um efeito de ChuP
na expressao de chuR, nao parece ser por regulagio transcricional, uma vez que nao
foi detectado um promotor préprio de chuR; (iii) embora ocorra atividade aumentada
de sideréforos no mutante AchuP, ChuP nao regula a expresséo dos genes cbhafF e

vbaF, envolvidos na sintese de sideroforos.
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5. DISCUSSAO

O ferro € um micronutriente essencial, sendo o0 heme uma abundante fonte
deste metal encontrada no hospedeiro. A captagdo de heme é uma das estratégias
utilizadas por patégenos durante a infecgdo para aquisicdo de ferro. Como uma
bactéria oportunista causadora de graves infecgdes que afetam érgaos envolvidos na
homeostase de heme, Chromobacterium violaceum desponta como um modelo para
estudar os mecanismos de captacao de heme. Entretanto, nenhum trabalho identificou
previamente as vias de utilizacdo de heme e sua importancia na viruléncia deste
patégeno oportunista. Neste trabalho foi identificado um sistema de captagao de heme
codificado por seis genes encontrados em um cluster no genoma de C. violaceum
ATCC 12472, os quais nomeamos chuPRSTUV. A obtencdo e caracterizacdo de
mutantes destes genes demonstrou que, com exceg¢ao de chuS, todos os demais
genes sdo necessarios para captagdo de heme, seja por formar o sistema de
transporte (ChuR-ChuTUV) ou por potencialmente ativar o operon (ChuP). A mutagéo
do operon chu completo ou do gene chuP acarretou em aumentada atividade de
sideréforos, indicando que ChuP regula, provavelmente de modo indireto, a produgéo
e/ou captagao de sideréforos. De fato, nossos dados de viruléncia em camundongos
demonstraram que em C. violaceum ha uma hierarquia na importancia dos sistemas
de captacdo de ferro durante a infegdo, com o sistema de captacdo de heme

assumindo maior relevancia na auséncia dos sideroforos.

A analise in silico do cluster CV_3895-96-97-RS19290-CV_3898-99 revelou
tratar-se de genes de um potencial sistema de utilizagcdo de heme, os quais foram
entdo nomeados chuPRSTUYV, com base nas evidéncias experimentais obtidas neste
trabalho. Estes genes codificam uma proteina da familia HemP/HmuP (ChuP), um
receptor dependente de TonB de membrana externa (ChuR), uma proteina de
degradacgao e/ou estocagem de heme da familia HemS (ChuS) e um sistema de
transporte do tipo ABC de membrana interna (ChuTUV). Nossos resultados de RT-
PCR e analise de expresséao por B-galactosidase demonstraram que estes genes sao
co-transcritos e mais expressos em caréncia de ferro, definindo assim uma
organizagao em operon dos genes chuPRSTUV em C. violaceum. Esta organizagéo
génica do sistema de captagdo de heme é semelhante aquela das bactérias B.
multivorans, Yersinia pseudotuberculosis e P. aeruginosa, pois nestas bactérias os

genes também estdo em um cluster no genoma e, no caso de B. multivorans e Y.
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pseudotuberculosis, estao organizados em operons (Sl et al., 2017; SCHWISOW et
al., 2018; OTERO-ASMAN et al., 2019). Entretanto, o gene que codifica a proteina da
familia HemP pode estar presente, como em B. multivorans, ou ausente, como em P.
aeruginosa, no genoma. Quando presente, este gene pode ser encontrado em
diferentes regides do genoma, como em B. multivorans, ou proximo ao sistema de
captacédo de heme que regula, como em Yersinia enterocolitica (STOJILJKOVIC e
HANTKE, 1992; SATO et al., 2017).

Os dados experimentais obtidos por ensaios de estimulagdo mostraram a
necessidade do operon chuPRSTUYV para captagdo de heme e hemoglobina, com
excecgao do gene chuS, que codifica uma potencial enzima de degradagao de heme.
Entretanto, foi detectada uma alta tolerancia a citotoxicidade causada pelo heme, pois
todas as linhagens mutantes, incluindo o AchuS, apresentaram crescimento inalterado
em concentracdes de até 2 mM de heme. Estes resultados apoiam a hipotese da
presenga em C. violaceum de outros mecanismos de degradacéo e/ou detoxificagao
de heme, como um possivel sistema de exportacdo. Mecanismos de tolerancia a
heme foram mais bem descritos em bactéria Gram-positivas. Nestas, sistemas de dois
componentes, compostos por uma quinase sensora e um regulador, como HatRT de
Clostridium difficile e Streptococcus agalactiae e HssRS de Staphylococcus aureus,
regulam a expressdo de permeases de efluxo de heme, como a permease HatAB
(TORRES et al., 2007; JOUBERT et al. 2017; KNIPPEL et al., 2018).

Uma melhor caracterizacido da proteina ChuS quanto a sua afinidade e
capacidade de degradagdo de heme nao pdde ser realizada, pois nao foi possivel a
purificacdo da proteina em quantidades suficientes, dada a sua pouca solubilidade
quando expressa de modo heterélogo. Porém, por analise in silico foi possivel
encontrar os dois dominios de interagdo com heme nas regides N- e C-terminais,
descritos para a proteina ChuS de E. coli (SUITS et al., 2005). A presenga de multiplas
enzimas de degradacdo de heme ja foi relatada em bactérias como P. aeruginosa
(HemO e PhuS), Ensifer meliloti (HmuS e HmuQ) e B. japonicum (HmuQ e HmuD)
(FRIEDMAN et al, 2004; PURI e O'BRIAN, 2006; BARKER et al., 2012; AMARELLE
et al., 2016; LEE et al., 2017). Com exce¢do de PhuS, as demais demonstraram
mecanismos de degradagdo canbnica de heme. Para PhuS foi relatado um
mecanismo de degradag¢ao no qual PhuS atua em conjunto com HemO (LEE et al.,

2017). Como em nossas analises in silico ndo encontramos outras potenciais enzimas
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de degradagao de heme em C. violaceum além de ChuS, seria interessante confirmar
que ChuS degrada heme, além de identificar outros mecanismos que esta bactéria

utiliza para evitar a toxicidade do heme.

Dentre os genes do operon chu que codificam o sistema de transporte de heme
em si, a delegcdo dos genes do transportador ABC (chuTUV) aboliu totalmente a
captacéo de heme e hemoglobina, enquanto a dele¢do do gene do TonBdr (chuR)
aboliu a captacdo de hemoglobina, mas nao impediu completamente a captagao de
heme (inferéncia indireta do ensaio de estimulagao), sugerindo a presencga de outro
TonBdr para heme em C. violaceum. A presenca de multiplos sistemas de captagao
de heme ja foi demonstrada em P. aeruginosa que possui os sistemas Phu, Has e Hxu
(OCHSNER et al., 2000; OTERO-ASMAN et al., 2019). Consistente com nossos
resultados, em P. aeruginosa o mesmo sistema de transporte ABC (PhuTUV)
transporta heme captado pelos TonBdr PhuR e HasR (OTERO-ASMAN et al., 2019).
Nossos resultados em C. violaceum de utilizagdo de heme e hemoglobina dependente
de ChuR se assemelham ao observado para Caulobacter crescentus, na qual o
TonBdr HutA estd envolvido na captagdo tanto de heme como de hemoglobina
(BALHESTEROS et al., 2017). Em Shigella dysenteriae o mesmo papel para o TonBdr
ShuA foi descrito (BURKHARD et al. 2007).

Os sistemas de captacdo de heme podem ser sistemas diretos, com a captagao
direta de heme por TonBdr, ou indiretos, com captacdo por hemodforos que
sequestram e entregam o complexo heme-heméforo ao TonBdr. Nos sistemas
baseados em hemodforos, como Has e Hxu de P. aeruginosa, e Has de Serratia
marcescens, os TonBdr tém uma extensao N-terminal extra que os torna capazes de
atuar em transducgao de sinal junto com fatores sigma ECF na ativagao de genes do
sistema de captacdo de heme (BIVILLE et al., 2004; WANDERSMAN e
DELEPELAIRE, 2012; HUANG e WILKS, 2017; OTERO-ASMAN et al., 2019). Como
ChuR e os demais onze TonBdr de C. violaceum nao possuem extensao N-terminal,
nem parece haver genes codificadores de hemaoforos nesta bactéria, acreditamos que
o sistema ChuPRSTUV atue por captacao direta de heme/hemoproteinas. No entanto,
devem existir outros mecanismos regulatérios que expliquem, por exemplo, 0 aumento
compensatério na atividade hemolitica observado em agar sangue, apés delegao do
TonBdr ChuR.
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O comportamento quase unissono dos mutantes do operon chu em nao utilizar
heme, notado nos ensaios de estimulacao, nao foi observado nos ensaios de curvas
de crescimento em limitacdo de ferro ou limitagdo de ferro com suplementacao de
heme. Nestas curvas podemos claramente dividir as linhagens entre aquelas que nao
apresentaram dificuldades de crescimento (AchuR, AchuS e AchuTUV) e aquelas que
foram bastante atrasadas ao longo da curva (AchuP e AchuPRSTUYV), indicando que
a deficiéncia no segundo caso se deve a auséncia de ChuP. A auséncia de fendtipo
para os mutantes do sistema de transporte de heme em si (ChuR-ChuTUV)
novamente favorece a hipotese da existéncia de outro sistema de captagao de heme
que poderia operar em diferentes concentracbes de heme, uma vez que também
foram observadas diferencas nas duas situagdes de caréncia de ferro/suficiéncia de
heme utilizadas nas curvas de crescimento. Consistente com esta interpretacéao,
foram demonstradas diferencas na atividade de diferentes sistemas de captacao de
heme presentes concomitantemente em P. aeruginosa, cada um apresentando
atividades distintas sob diferentes condicbées de suficiéncia de heme, ou ainda,

diferencas de expressao por efeito compensatdrio (OTERO-ASMAN et al., 2019).

Dado o fendtipo discutido acima de grande atraso de crescimento em limitagao
de ferro dos mutantes sem chuP, levantamos a hipotese de uma atuacdo de ChuP
sobre a atividade de siderdforos em C. violaceum. Isto foi confirmando por ensaio de
CAS, sendo observados aumentos nos halos de sideréforos apds delegédo do gene
chuP (AchuP e AchuPRSTUYV), sugerindo que nestas linhagens estaria ocorrendo um
aumento na sintese e/ou uma diminui¢gdo na captagcao de sideréforos. Como ChuP
nao regulou os genes de sintese de siderdforos cbaF e vbaF e os mutantes sem chuP
tiveram severa deficiéncia no crescimento em caréncia de ferro, torna-se mais
parcimoniosa a hipotese de que nestes mutantes estaria havendo deficiéncia na
captacgao e, portanto, o acumulo de sideréforos nas placas CAS. Em B. multivorans,
uma alteracao no fenétipo de atividade de sideréforos também ocorreu com a delecéo
de HmuP, o ortélogo de ChuP. Porém, ao contrario do que foi observado no nosso
trabalho, a delecao de HmuP levou a uma diminui¢cdo e ndo ao aumento nos halos de
sideréforos (SATO et al., 2017). Em P. aeruginosa foi relatado aumento na produgéo
do siderdforo pioverdina apos delecao dos receptores de captacdo de heme, mas esta
bactéria ndo possui proteinas da familia HemP (OTERO-ASMAN et al., 2019).
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As proteinas da familia HemP/HmuP tém sido descritas como necessarias para
utilizagdo de heme por regular a expressao de genes de captacdo de heme, como
relatado para S. meliloti, B. japonicum e B. multivorans (AMARELLE et al., 2010;
ESCAMILLA-HERNANDEZ e O’BRIAN, 2012; SATO et al., 2017), embora o
mecanismo de regulagdo ainda seja controverso. Como em C. violaceum
demonstramos que ChuP é necessaria para utilizacdo de heme e afeta a atividade de
sideroforos, a proteina ChuP foi mais bem caracterizada in vitro. Utilizando um ensaio
espectrofotométrico demonstramos que ChuP de C. violaceum interage com heme
com afinidade semelhante a outras proteinas ligadoras de heme, como as enzimas de
degradacdo de heme HmuS e HmuQ de Ensifer meliloti e HmuQ and HmuD de
Bradyrhizobium japonicum (PURI e O’BRIAN, 2006; AMARELLE et al., 2016). A unica
proteina da familia HemP para a qual ja havia sido demonstrada ligagdo a heme foi
HmuP de B. multivorans (SATO et al., 2017).

Quanto a regulagao exercida por ChuP em genes do operon chu, nossos dados
indicam que ChuP né&o regula o promotor do gene chuP (ensaio de B-galactosidase)
e nao se liga in vitro nesta regiao (ensaio de EMSA), assim como nao se liga a uma
regiao a frente do gene chuR, regido esta que ndo mostrou qualquer atividade
promotora. Porém, a atividade do promotor de chuP, que contém um Fur box predito
e parece ser o promotor de todo o operon, foi elevada em limitagao de ferro e diminuiu
apos suplementagao com ferro ou heme, apresentando o mesmo padrao de regulagéo
observado para o sistema Phu de P. aeruginosa (OTERO-ASMAN et al., 2019).
Nossos resultados de ChuP sao contrarios ao observado em B. multivorans, na qual
foi observada interacdo especifica entre HmuP e uma sequéncia palindrémica
encontrada upstream ao Fur box do gene hmuR (SATO et al., 2017). Também em B.
Japonicum foi demonstrado que HmuP ativa genes por ligagdo direta ao DNA
(ESCAMILLA-HERNANDEZ e O’BRIAN, 2012), embora proteinas da familia
HemP/HmuP n&o apresentem qualquer dominio de ligagdo ao DNA. Uma proposta
alternativa de como HmuP ativa genes de TonBdr de captacdo de heme foi
recentemente publicada (AMARELLE et al., 2019). Foi proposto um possivel
mecanismo de regulagao pos-transcricional em Ensifer meliloti por elementos HPRE
(HPRE - HmuP-responsive elements) presentes na regido 5-UTR do RNA
mensageiro de shmR, o qual codifica o TonBdr de heme. Tais sequéncias HPRE foram

identificadas upstream aos genes dos TonBdr de heme de varias alfa e beta-
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proteobactérias, quando presente no genoma o gene que codifica proteinas da familia
HemP/hmuP, inclusive a frente do gene chuR em C. violaceum (AMARELLE et al.,
2019). Nossos resultados sugerem que ChuP de C. violaceum atuaria por um
mecanismo de regulagdo semelhante ao observado em E. meliloti. Como nossas
fusdes promotoras nao permitem acessar este mecanismo, outros ensaios de
expressao, como gRT-PCR, serdo necessarios para demonstrar que os niveis de
MRNA de chuR estao diminuidos no mutante AchuP, o que explicaria a incapacidade
deste mutante utilizar heme por um mecanismo no qual ChuP atua como um ativador

pos-transcricional de chuR.

Os sistemas de captacéo de heme estdo geralmente relacionados a obtengao
de ferro do hospedeiro durante infecgdes bacterianas (CONTRERAS et al., 2014;
HUANG e WILKS, 2017). Em S. aureus, uma bactéria que tem preferéncia por heme
como fonte de ferro, mutagado nos genes htsB e htsC do sistema de captagao de heme
HtsABC causou forte atenuacéo da viruléncia em camundongos (SKAAR et al., 2004).
Em Edwardsiella ictaluri, dele¢ao do gene hemR levou a total atenuagao de viruléncia
em peixe-bagre (ABDELHAMED et al., 2018). Interessantemente, um duplo papel do
receptor de heme HmuR foi identificado em Burkholderia thailandensis. Nesta
bactéria, HmuR apresenta cisteinas conservadas capazes de alterar a afinidade do
receptor entre heme e o complexo formando por zinco e TseZ, uma proteina efetora
secretada pelo sistema de secrecao do tipo VI. Além disso, a delegdo do gene hmuR
causou atenuacéao de viruléncia em Galleria mellonella (S| et al., 2017). Tais cisteinas
nao foram encontradas em ChuR de C. violaceum. Os mutantes do operon chu de C.
violaceum tiveram uma atenuacdo muito pequena na viruléncia, enquanto o mutante
que nao produz sideréforos foi bastante atenuado, conforme ja descrito (BATISTA et
al., 2019). Em P. aeruginosa, caracterizacdo de mutantes de diversos sistemas de
captacgao de ferro mostrou clara predominancia dos sideréforos em relagao ao heme
na viruléncia (MINANDRI et al., 2016). No entanto, em nossa analise de viruléncia
usando um mutante AcbaCEBAAchuPRSTUV demonstramos que na auséncia de
ambos os mecanismos de aquisicdo de ferro (sider6foro e heme) houve drastica
atenuacao da viruléncia, evidenciando a importancia da atuagdo em conjunto destes
sistemas na patogénese de C. violaceum, com o heme tendo um papel crucial na

auséncia de sideroéforos.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho identificamos e caracterizamos o operon chuPRSTUV como um
sistema de utilizacdo de heme em Chromobacterium violaceum, além de determinar
que este sistema tem papel na patogenicidade desta bactéria. As principais

conclusoes do trabalho foram:

v A bactéria C. violaceum utiliza heme e hemoglobina como fontes de ferro via o
sistema de utilizagdo de heme codificado por genes do operon chuPRSTUV, que além
do sistema de transporte de heme (ChuR-ChuTUV) também inclui uma proteina de
degradacgéao/estocagem de heme (ChuS) e uma proteina de fungéo regulatéria (ChuP);
v A expressao do operon chuPRSTUV é controlada por um promotor a frente do
gene chuP que responde a presencga de ferro e heme, néo é influenciado por ChuP e
provavelmente é regulado por Fur;

v A proteina ChuP liga heme in vitro e apresenta papel regulatério na atividade
de siderdéforos e provavelmente na expressao de genes do operon chu, possivelmente
por um mecanismo de regulagdo péds-transcricional, ja que ChuP ndo mostrou
atividade de ligagao ao DNA,;

v A captacédo de heme em C. violaceum se mostrou um mecanismo secundario
de captacao de ferro em relagao aos siderdforos, uma vez que a atenuagao de
viruléncia na linhagem AchuPRSTUYV foi bem menor do que na linhagem AcbaCEBA,;
v Na auséncia de sideroforos o heme passa a ter um papel bastante relevante na
infeccéo por C. violaceum, como demonstrado pelo efeito sinérgico de atenuagéo de

viruléncia no mutante que n&o produz sideréforo nem utiliza heme.
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