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RESUMO

Santos, Renato Elias Rodrigues de Souza. Fatores de transcricao da familia Fur e
a resposta a ferro e zinco em Chromobacterium violaceum. 2021. 168 p. Tese
(Doutorado em Biologia Celular e Molecular) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2021.

Os metais de transigao ferro e zinco sdo micronutrientes essenciais a todas as formas
de vida. Estes metais desempenham fungdes cataliticas, estruturais e regulatérias,
atuando como cofator de inumeras proteinas em bactérias e em eucariotos. No
contexto da infecgdo, tanto o hospedeiro vertebrado quanto os patégenos competem
por esses metais. As bactérias utilizam inumeras estratégias para superar os
mecanismos de imunidade nutricional do hospedeiro e ter acesso ao ferro e ao zinco.
Nesse trabalho, caracterizamos os fatores de transcricdo Fur e Zur quanto as suas
fun¢des na manutencdo da homeostase de ferro e zinco e na viruléncia da bactéria
ambiental Chromobacterium violaceum, um patdégeno oportunista de humanos. A
obtencdo do mutante nulo Afur foi possivel somente em limitacdo de ferro, indicando
que Fur & condicionalmente essencial em C. violaceum. O mutante espontaneo
FurR40S que tem Fur parcialmente funcional, mostrou maior produgdo de sideréforos
e susceptibilidade ao estresse oxidativo. O mutante Afur teve fendtipos pleiotrépicos,
como aumento na producgao de sideréforos, reducédo de crescimento e sobrevivéncia
na presencga de ferro e peroxido de hidrogénio e diminuigdo na producao de biofilme
e na motilidade do tipo swimming. Muitos dos problemas gerais de fitness do mutante
Afur foram revertidos na linhagem Afur T8 que possui insergao do transposon T8 em
um locus CRISPR/Cas. Tanto a linhagem Afur quanto a Afur T8 apresentaram forte
atenuagdo de viruléncia em camundongos, indicando a importédncia de Fur na
patogénese de C. violaceum. Por fim, demonstramos que em suficiéncia de ferro, Fur
atua como repressor dos genes cbaF e cbuA, relacionados com uso de ferro via
sider6foros. Em relagdo ao fator de transcricdo Zur, ensaios de [(-galactosidase
revelaram que esse regulador atua como repressor de um operon que codifica Zur,
duas proteinas hipotéticas e o transportador de alta afinidade ZnuABC. O promotor
deste operon possui um Zur-box e foi desreprimido em limitacdo de zinco. O Unico
fendtipo encontrado para o mutante Azur foi um aumento em moléculas indutoras de

quorum sensing em sobrenadantes de suas culturas. No entanto, na auséncia do



transportador ZnuABC, C. violaceum ficou mais susceptivel a caréncia de zinco
induzida por tratamento com EDTA ou com a proteina ligadora de metais
calprotectina. Demonstramos a importancia de zinco e do transportador ZnuABC na
produgcao de violaceina, na formacédo de biofilme, na competicdo bacteriana e na
susceptibilidade a antibiticos. Ensaios de infecg¢ao in vitro revelaram que o mutante
AznuCBA é mais susceptivel a morte por neutréfilos, corroborando dados obtidos em
colaboracédo, de que este mutante é atenuado para viruléncia em camundongos. Em
conjunto, essas caracterizagbes demonstram a relevancia dos reguladores Fur e Zur
e do transportador ZnuABC na manutencao da homeostase de ferro e zinco e sua

importancia na viruléncia de C. violaceum.

Palavras-chave: Chromobacterium violaceum, fatores de transcrigdo, familia Fur,
viruléncia bacteriana, homeostase de ferro e zinco, transportador de zinco, imunidade

nutricional.



ABSTRACT

Santos, Renato Elias Rodrigues de Souza. The Fur family of transcription factors
and the response to iron and zinc in Chromobacterium violaceum. 2021. 168 p.
Thesis (Ph.D. in Cellular and Molecular Biology) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2021.

The transition metals iron and zinc are micronutrients essential to all forms of life.
These metals perform catalytic, structural, and regulatory functions, acting as a
cofactor of numerous proteins in bacteria and eukaryotes. In the context of infection,
both the vertebrate host and the pathogens compete for these metals. Bacteria use
numerous strategies to overcome the mechanisms of host nutritional immunity and to
gain access to iron and zinc. In this work, we characterized the transcription factors
Fur and Zur regarding their roles in maintaining iron and zinc homeostasis and in the
virulence of the environmental bacterium Chromobacterium violaceum, an
opportunistic human pathogen. Obtaining null mutant Afur was only possible under iron
limitation, indicating that Fur is conditionally essential in C. violaceum. The
spontaneous mutant Furf4%S_ which has Fur partially functional, showed increased
production of siderophores and susceptibility to oxidative stress. The Afur mutant had
pleiotropic phenotypes, such as increased siderophore production, reduced growth
and survival in the presence of iron and hydrogen peroxide, and decreased biofilm
production and swimming motility. Many of the general fitness problems of the Afur
mutant were reversed in the Afur T8 strain that has an insertion of the T8 transposon
at a CRISPR/Cas locus. Both the Afur and Afur T8 strains showed strong attenuation
of virulence in mice, indicating the importance of Fur in the pathogenesis of C.
violaceum. Finally, we demonstrate that in iron sufficiency Fur acts as a repressor of
cbaF and cbuA genes related to iron use via siderophores. Regarding the Zur
transcription factor, B-galactosidase assays revealed that this regulator acts as a
repressor of an operon that encodes Zur, two hypothetical proteins, and the high-
affinity transporter ZnuABC. The promoter of this operon has a Zur-box and was
derepressed in zinc limitation. The only phenotype found for the Azur mutant was an
increase in quorum sensing molecules in its culture supernatants. However, in the
absence of the ZnuABC transporter, C. violaceum was more susceptible to zinc
deficiency induced by treatment with EDTA or the metal-binding protein calprotectin.



We demonstrate the importance of zinc and the ZnuABC transporter in violacein
production, biofilm formation, bacterial competition, and antibiotic susceptibility. /n vitro
infection assays revealed that the AznuCBA mutant was more susceptible to killing by
neutrophils, corroborating collaborative data that this mutant is attenuated for virulence
in mice. Together, these characterizations demonstrate the relevance of the Fur and
Zur regulators and the ZnuABC transporter in maintaining iron and zinc homeostasis

and their importance in the virulence of C. violaceum.

Keywords: Chromobacterium violaceum, transcription factors, Fur family, bacterial

virulence, homeostasis of iron and zinc, zinc transporter, nutritional immunity.
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1. INTRODUGAO

Os microrganismos ocupam os mais variados ambientes do planeta Terra.
Quando consideramos as bactérias, observamos sua capacidade de existéncia em
vida livre e/ou em associagédo direta com outros organismos. As bactérias podem
estabelecer relagdes ecologicas cooperativas com seus hospedeiros, como no caso
das bactérias da microbiota humana, ou relagbes em que causam prejuizo ao
hospedeiro, como acontece com varios patdgenos bacterianos obrigatorios ou
oportunistas (GHOSH, 2013; PEREZ-BROCAL; LATORRE; MOYA, 2013). As
bactérias que sdo capazes de causar doengas possuem fatores de viruléncia que
podem ser de diferentes tipos e existirem em variadas combinagées (JOHNSON,
2018). Diversos mecanismos regulatorios de controle da expressao génica permitem
que as bactérias patogénicas expressem combinagdes destes fatores de viruléncia
em locais e momentos adequados, garantindo o sucesso na colonizagdo do
hospedeiro, em invaséo celular, e ainda, no escape da resposta imunoldgica (BEIER,;
GROSS, 2006; GREEN; ROLFE; SMITH, 2014).

Os fatores de viruléncia podem ser espécie-especificos ou uma
caracteristica geral do género ou da familia bacteriana (GAL-MOR; FINLAY, 2006;
HUBER et al., 2016). Como importantes exemplos de fatores de viruléncia, temos: i)
adesinas fimbriais ou afimbriais, proteinas presentes na superficie bacteriana que
facilitam a aderéncia a superficies ou a outras células (KLINE et al., 2009; PATEL,
MATHIVANAN; GOYAL, 2017); ii) sistemas de secregao de proteinas, que atuam no
transporte de proteinas efetoras, toxinas ou enzimas para o meio externo ou
diretamente para o interior de células-alvo, com o objetivo de subverter a resposta
imune, de eliminar células ou de facilitar a colonizagao bacteriana (GREEN; MECSAS,
2016); iii) toxinas, que promovem a infecgdo por danificar as células ou alterar a
resposta imunoldgica do hospedeiro (LOBATO-MARQUEZ; DIAZ-OREJAS; GARCIA-
DEL PORTILLO, 2016); iv) sistemas de quorum sensing, utilizados para
reconhecimento da densidade populacional bacteriana e coordenacédo da expressao
génica (AZIMI et al., 2020; RUTHERFORD; BASSLER, 2012); e v) biofilmes,
comunidades bacterianas envoltas em uma matriz extracelular que confere protecéo
contra agentes bitticos a abioticos (FLEMMING et al., 2016; JOO; OTTO, 2012).

Os diversos mecanismos de patogenicidade bacteriana sdo enfrentados
pelas defesas do hospedeiro, sobretudo os mecanismos de imunidade inata e
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adaptativa. Importantes agbes do sistema imune inato incluem: a fagocitose de
bactérias por macrofagos e neutrdfilos, a expressao de peptideos para inibicdo da
formacgao de biofilmes e a ativagédo de caspases e proteinas ligadoras de carboidratos
em resposta a presenca de sistemas de secrecdo bacterianos que desencadeia
mecanismos de morte celular programada (CASSON et al., 2013; FEELEY et al.,
2017; OVERHAGE et al., 2008). Outro mecanismo muito importante no combate a
colonizagédo por microrganismos patogénicos € a restricdo imposta pelo hospedeiro
ao acesso pelo patdbgeno a micronutrientes essenciais, como os metais de transi¢cao
ferro, zinco e manganés, um processo denominado imunidade nutricional (BECKER,;
SKAAR, 2014; HOOD; SKAAR, 2012; LONERGAN; SKAAR, 2019; PALMER; SKAAR,
2016). Assim, tanto os hospedeiros quanto os patdégenos desenvolveram mecanismos
para aquisicdo desses metais e estratégias para evitar a intoxicagado por eles. Em
bactérias, a coordenagdao dos processos para aquisicdo e efluxo de metais de
transicdo ocorre por meio de sistemas de regulagdo génica especificos que s&o
determinantes no sucesso evolutivo de patdégenos bacterianos (CHANDRANGSU,;
RENSING; HELMANN, 2017).

1.1.Importancia dos metais de transicdo na fisiologia de bactérias e

hospedeiros vertebrados

Varios processos fisiologicos de células eucaridticas e procaridticas
requerem metais de transi¢ao, uma vez que estes atuam como cofatores necessarios
para o funcionamento de inumeras proteinas, seja de hospedeiros ou patogenos
(BECKER; SKAAR, 2014; PALMER; SKAAR, 2016). O ferro € o metal de transigédo
mais abundante em sistemas vivos e participa como cofator de enzimas que atuam
em processos fisiolégicos fundamentais, como na sintese de DNA, na respiragéo ou
na fixagdo de nitrogénio (HALBLEIB; LUDDEN, 2000; PUIG et al., 2017).

O ferro possui dois estados de oxidagdo mais comuns, ferro férrico (Fe*3)
e ferro ferroso (Fe*?), podendo assim participar de importantes reagbes de oxido-
reducdo (reagdes redox). Em condicbes aquosas, aerObicas e com pH neutro,
predomina o Fe*3 que é quase insollvel. Por isso, o transporte e armazenamento de
ferro é feito através da sua coordenacdo com diferentes proteinas (CONRAD;
UMBREIT, 2000). O ferro livre catalisa a formagdo de ROS (do inglés, Reactive
Oxygen Species, espécies reativas do oxigénio). Na reagdo de Fenton (1) o ferro
ferroso reage com o peroxido de hidrogénio (H202) produzindo o radical hidroxila
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(WINTERBOURN, 1995). O radical hidroxila é altamente reativo e toxico para as
células, provocando desnaturacdo proteica, quebras na dupla fita de DNA e
peroxidacao lipidica (GUTTERIDGE, 1986).

Fe™ + H,0, — Fe™ + ‘'OH + OH (1)

Nos hospedeiros vertebrados, o ferro exerce fungdes importantes, como o
transporte de oxigénio. A principal proteina desse processo é a hemoglobina, uma
proteina alostérica composta por quatro globinas, cada qual ligada a um grupo heme.
O heme é uma porfirina que coordena Fe*?, no qual o oxigénio se liga de modo
reversivel (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2002; DUNN; MYTHEN; GROCOTT,
2016). As proteinas relacionadas ao metabolismo de ferro no hospedeiro vertebrado
podem ser classificadas como: i) proteinas que contém o grupo heme, como a
hemoglobina, a mioglobina, as peroxidases e os citocromos; ii) proteinas que nao
contém o grupo heme, como aquelas que atuam no transporte e armazenamento de
ferro (transferrina, lactoferrina e ferritina) ou como enzimas que ligam ferro
diretamente (ribonucleotideo redutase) ou na forma de cluster ferro-enxofre (WINTER,;
BAZYDLO; HARRIS, 2014).

O metal de transi¢do zinco ocorre na natureza como um cation divalente
(Zn*?) e, ao contrario do ferro, ndo possui atividade redox em condigdes fisiologicas
(MARET, 2013). Suas fungcbes em células eucaridticas agrupam-se em trés
categorias: i) como um componente estrutural de proteinas, ii) como um fator catalitico
ou iii) como um mediador de sinalizag&o celular (KAMBE et al., 2015). Como exemplo,
o dominio dedo de zinco é um motivo estrutural proteico caracterizado pela
coordenacao de um ou mais atomos de zinco para a estabilizagcdo da estrutura
proteica. Quanto a sua fungao catalitica, o zinco ja foi descrito como cofator enzimatico
nas seis principais classes enzimaticas (oxidoredutases, transferases, hidrolases,
liases, isomerases e ligases). Em relagcdo a mediagdo da sinalizagao celular, o zinco
desempenha fungdes extracelulares, como fungdes neuromodulatérias no sistema
nervoso central ou fungdes intracelulares, como segundo mensageiro (MARET, 2013).
Em bactérias, o papel fisioldgico do zinco € semelhante aquelas fun¢des destacadas
em eucariotos, principalmente como componente estrutural e catalitico de diversas

classes de proteinas, como proteases e chaperonas (BLENCOWE; MORBY, 2003).
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1.2.Principais mecanismos para homeostase de ferro e de zinco em

hospedeiros vertebrados e a imunidade nutricional na infecgao

Em humanos, o ferro é absorvido através da dieta nos enterécitos por um
transportador de metais divalentes (DMT1, do inglés divalent metal transporter 1). Do
intestino, o ferro é ent&o distribuido para os diferentes tipos celulares ligado a proteina
transferrina, onde ira atuar de modo direto ou ligado a grupos prostéticos como heme
e clusters ferro-enxofre. No figado, o excesso de ferro € estocado no citosol em
ferritinas. O ferro de hemacias senescentes é reciclado em macrofagos (SCHAIBLE;
KAUFMANN, 2004). A regulagdo da homeostase de ferro se da através do hormonio
hepatico hepcidina, que atua ligando-se ao transportador ferroportina, causando sua
internalizacdo e degradacao e, consequentemente, diminuindo o transporte de ferro
do meio intracelular para o plasma (GANZ; NEMETH, 2012; NEMETH et al., 2004).

Assim como o ferro, o aporte fisioldgico de zinco é garantido principalmente
através da absorgéo intestinal. Estima-se que o corpo humano possua entre 2e 3 g
de zinco, que encontra-se armazenado em sua maior parte no tecido muscular
esquelético e nos ossos (KAMBE et al., 2015). Apenas 0,1% da quantidade total deste
metal encontra-se no plasma, coordenado as proteinas plasmaticas albumina e a2-
macroglobulina. A mobilizagdo de zinco, seja para absorgdo ou transporte entre
compartimentos celulares, ocorre principalmente através da expressdo dos
transportadores da familia ZIP e ZnT, que estdo distribuidos em diversos tipos
celulares (COUSINS; LIUZZI; LICHTEN, 2006). Uma outra familia de transportadores
importante para a mobilizagcdo de metais de transicdo é a familia NRAMP, que é
conservada desde bactérias a humanos. Estes transportadores sao responsaveis pelo
transporte de diferentes metais como zinco, cobre, ferro, cadmio, niquel e cobalto
(NEVO; NELSON, 2006).

Uma vez que os metais de transicdo desempenham fungdes importantes
tanto na fisiologia do hospedeiro vertebrado quanto na fisiologia bacteriana, uma
estratégia de defesa mediada pelo hospedeiro vertebrado para combater a
proliferagdo de patogenos é a diminuigdo do acesso aos metais essenciais para as
bactérias, em um processo definido como imunidade nutricional (HOOD; SKAAR,
2012; LONERGAN; SKAAR, 2019; PALMER; SKAAR, 2016; WEINBERG, 1975). O
ferro e o zinco foram os primeiros metais estudados com essa funcio, ha quase 50
anos, seguido de estudos com manganés (HOOD; SKAAR, 2012; WEINBERG, 1975).
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Em estudos pioneiros, foi observado que o excesso de ferro na dieta ou doencas
genéticas que aumentam a carga de ferro no organismo exacerbavam a infec¢ao por
varios microrganismos (WEINBERG, 1975). A restricdo severa de ferro ou zinco
gerava um efeito similar (BAGGS; MILLER, 1973; FRAKER; CARUSO;
KIERSZENBAUM, 1982), indicando que niveis homeostaticos desses metais s&o
importantes para o hospedeiro combater a infecgao.

A imunidade nutricional envolve uma série de mecanismos, reforgcados
durante a infecgdo, para manter os metais ligados com alta afinidade a proteinas ou
dentro de compartimentos celulares, dificultando o acesso e a quantidade destes
micronutrientes livres no plasma e no citosol (BEGG, 2019; HOOD; SKAAR, 2012;
PALMER; SKAAR, 2016) (Figura 1). O ferro circulante é transportado na corrente
sanguinea associado a transferrina (TF) ou ligado a lactoferrina (LTF) nas secregbes
mucosas. Dentro das células, o ferro é estocado no citosol em complexos com
ferritinas. No sangue, Fe*? é complexado ao grupo heme, que encontra-se ligado a
hemoglobina nas hemacias. Quando ocorre a lise das hemacias, a proteina
haptoglobina (HP) liga-se a hemoglobina e a proteina hemopexina (HPX) liga-se ao
grupo heme livre (Figura 1).

Adicionalmente, nos granulos dos neutrofilos estdo presentes as proteinas
lactoferrina (LTF), para ligagao ao ferro, calprotectina (CP), para complexagéo a Mn*?,
Zn*? e Fe*?, e lipocalina (NGAL), que se liga a alguns tipos de siderdforos sintetizados
por bactérias (Figura 1). A calprotectina, um heterodimero S100A8/S100A9 da familia
S100 de proteinas ligadoras de calcio, promove um efeito antimicrobiano contra uma
grande variedade de bactérias ao quelar os metais de transicdo Mn*2, Zn*2 e Fe*?
(GADDY et al., 2014; HOOD et al., 2012; KEHL-FIE et al., 2011; LIU et al., 2012;
LOPEZ et al., 2019). Nos macrofagos, a proteina 1 associada a resisténcia natural do
macréfago (NRAMP1), localizada na membrana do fagossomo, funciona como uma
bomba de efluxo de Mn*? e Fe*2, diminuindo o acesso de bactérias vacuolares a esses
metais (BEGG, 2019; HOOD; SKAAR, 2012; PALMER; SKAAR, 2016) (Figura 1).

Além da limitagdo do acesso do patdégeno a micronutrientes essenciais,
uma outra estratégia empregada pelo hospedeiro durante a imunidade nutricional € a
intoxicagcdo dos patdogenos por metais. Para isso s&o utilizados diferentes
mecanismos, como a fusdo de vesiculas contendo zinco e cobre aos fagossomos,
ocasionando um processo conhecido como mismetallation. Esse processo ja foi

descrito em infecgbes por Salmonella Typhimurium (KAPETANOVIC et al., 2016) e
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Streptococcus pneumoniae (MCDEVITT et al., 2011), por exemplo. Na mismetallation
ocorre o comprometimento da funcao proteica através da substituicdo dos metais que
séo utilizados como cofatores enzimaticos. Essa substituicdo se da seguindo a série
Irving-Williams, que mensura a estabilidade relativa de complexos formados entre
metais e proteinas e segue a seguinte ordem: Mg < Ca < Mn < Fe < Co < Ni < Cu >
Zn, com magnésio (Mg) representando o metal com menor estabilidade e cobre (Cu)
e zinco (Zn) representando os metais com maior estabilidade as proteinas
(CAPDEVILA; WANG; GIEDROC, 2016; CHANDRANGSU; RENSING; HELMANN,
2017). No caso do cobre, além da mismetallation, a intoxicagdo pode ocorrer por
oxidacdo de clusters Fe-S de enzimas do metabolismo, como demonstrado em
Escherichia coli (MACOMBER; IMLAY, 2009).
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Figura 1 — Estratégias do hospedeiro para limitar o acesso ao ferro, zinco e manganés
nas infecgoes bacterianas. Restricao ao ferro por sua ligagéao as proteinas transferrina (TF),
lactoferrina (LTF) e ferritina. Restricdo ao heme por manter a hemoglobina dentro das
hemacias, ou pela formagdo de complexos hemoglobina/haptoglobina (HP) ou
heme/hemopexina (HPX). Neutrdfilos liberam lactoferrina (LTF), calprotectina (CP) e
lipocalina (NGAL). Macréfagos usam proteinas NRAMP1 para limitar metais no vacuolo.
Fonte: O autor, 2021; baseado em BEGG, 2019 e PALMER; SKAAR, 2016 e com
representagdes graficas obtidas do site BioRender (https://biorender.com/) e SMART Servier
Medical Art (https://smart.servier.com/).
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Embora os mecanismos de imunidade nutricional sejam efetivos, as
bactérias possuem varios meios para subverté-los e causar a infegcdo. De fato,
sistemas de captagao ou efluxo dos metais ferro, zinco e manganés sao importantes
determinantes de viruléncia em varias bactérias (LONERGAN; SKAAR, 2019;
PALMER; SKAAR, 2016; PAPP-WALLACE; MAGUIRE, 2006). Por exemplo, em
Enterococcus faecalis foi demonstrado que o transportador do tipo ABC EfaCBA e os
transportadores da familia NRAMP MntH1 e MntH2 atuam em conjunto para promover
o crescimento em condi¢des de restricdo de manganés; a inativagdo conjunta desses
transportadores levou a severa perda de viruléncia da bactéria (COLOMER-WINTER
et al., 2018). Sistemas de captacdo de manganés tem sido descritos como importantes
para viruléncia de varias outras bactérias Gram-positivas (EIJKELKAMP; MCDEVITT;
KITTEN, 2015). Para evadir a intoxicagdo por metais mediada pelo hospedeiro, as
bactérias utilizam-se de sistemas de efluxo, como o exportador de manganés MntE
em Staphylococcus aureus (GRUNENWALD et al., 2019) e o exportador de zinco
CtpC de Mycobacterium tuberculosis (BOTELLA et al., 2011).

1.3. Principais mecanismos para manutencao da homeostase de ferro e de

zinco em bactérias

Para adquirir metais no ambiente e para contrapor a escassez de metais
imposta durante a imunidade nutricional, as bactérias expressam sistemas de
captacdo especializados para a aquisicdo destes micronutrientes. A regulagao
transcricional de tais sistemas permite uma modulacdo fina da expressdo desses
transportadores, garantindo o aporte necessario de metais sem causar toxicidade as
células bacterianas (Figura 2) (CHANDRANGSU; RENSING; HELMANN, 2017).

Em bactérias Gram-negativas, um dos principais reguladores para
modulag¢ao da aquisi¢ao de ferro é o fator de transcrigdo Fur, que atua através de
mudangas conformacionais, se desligando da regido promotora de genes
responsaveis pela aquisicdo de ferro quando os niveis intracelulares desse metal
encontram-se baixos (Figura 2, etapa 1) (FILLAT, 2014). O desligamento do regulador
das regides promotoras acarreta na expressao de transportadores e de enzimas
responsaveis pela sintese de sideroforos, quelantes de baixo peso molecular que sao
exportados para o exterior para ligar Fe*3 com alta afinidade (Figura 2, etapas 2 a 5).
Os complexos ferro/sideroforo ou o ferro ligado ao heme, lactoferrina e ferritina sao

transportados para o interior da célula utilizando receptores na membrana externa
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(OMR, do inglés outer membrane receptors) dependentes do complexo TonB-ExbB-
ExbD e, em seguida, sistemas de transporte do tipo ABC (do inglés, ATP-binding
cassette transporters) na membrana plasmatica (Figura 2, etapas 6 e 9). Para
aquisi¢do de Fe*? sdo utilizados sistemas FeoAB na membrana plasmatica (Figura 2,
etapa 8) (ANDREWS; ROBINSON; RODRIGUEZ-QUINONES, 2003; HANTKE,
2001b; PALMER; SKAAR, 2016).

Uma vez no citosol, o ferro € desligado dos sideroforos e distribuido para
suas diferentes fungdes, como sintese de cluster Fe-S e heme, incorporagao direta
em proteinas dependentes de ferro ou armazenamento em ferritinas (Figura 2, etapa
7). Para evitar os efeitos toxicos dos produtos da reagdo de Fenton ao DNA
bacteriano, a mini-ferritina Dps oxida Fe*? usando H2O. e estoca o metal em uma
forma mineral inerte (ANDREWS; ROBINSON; RODRIGUEZ-QUINONES, 2003;
FRAWLEY; FANG, 2014). Quando em suficiéncia, o ferro se liga ao fator de
transcrigdo Fur, que em sua conformagao ativa, atua reprimindo a expressao de genes
para captacédo de ferro (Figura 2, etapa 10) (FILLAT, 2014). Para evitar os efeitos
toxicos em situagdes em que os niveis intracelulares do metal encontram-se elevados,
sdo expressos os sistemas de efluxo de ferro (Figura 2, etapa 11) (FRAWLEY; FANG,
2014; PI; HELMANN, 2017).
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Figura 2 — Mecanismos gerais de homeostase de ferro em bactérias Gram-negativas.
Quando ocorre escassez de ferro (Fe) no citosol, o regulador Fur se desliga das regides
promotoras de genes que codificam sistemas de aquisicdo de Fe (1). Sdo produzidas
moléculas como os sideréforos (2) e seus respectivos sistemas para efluxo (3). Uma vez no
meio extracelular (4), os siderdforos ligam-se a Fe** (5) e s&o transportados para o interior da
célula utilizando receptores na membrana externa (OMR) dependentes de TonB-ExbB-ExbD
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e transportadores ABC na membrana plasmatica (6). O complexo Fe**-siderdforo é desfeito e
reduzido no citosol, disponibilizando o metal soluvel para diversas fungbes (7). O Fe* é
captado por transportadores Feo (8). Sistemas especializados captam heme, lactoferrina e
transferrina (9). Em suficiéncia de Fe, o regulador Fur ligado ao Fe*? reprime a expresséo de
genes para a captagao de Fe (10). Em excesso de Fe, sistemas de efluxo, como o IceT (11),
sd0 expressos para evitar o acumulo intracelular de ferro. Fonte: O autor, 2021; com
representagdes graficas obtidas do site BioRender (https://biorender.com/) e SMART Servier
Medical Art (https://smart.servier.com/).

Além dos mecanismos classicos para aquisicao de ferro, utilizando

sideréforos, heme, lactoferrina, transferrina ou até mesmo o ferro soluvel, mais
recentemente foram descritas estratégias alternativas para a aquisicdo deste metal
(Figura 3). Em Pseudomonas aeruginosa, foi descrito que uma linhagem mutante com
delecdo de todos os sistemas conhecidos de aquisicdo ferro ainda era capaz de
2017). Foi identificado que

um efetor do sistema de secregao do tipo 6 (T6SS, do inglés type VI secretion system),

crescer em meio contendo quelantes de ferro (LIN et al.,

denominado TseF, seria incorporado a vesiculas de membrana externa contendo a
molécula de quorum sensing PQS (do inglés, Pseudomonas quinolone signal) ligada
a ferro. Os autores demonstraram que o TseF facilitou a captacéo de ferro através da

porina OprF e de FtpA, o OMR para o sideréforo pioquelina (Figura 3).
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Figura 3 — Mecanismo secundario para aquisi¢cao de ferro mediado pelo T6SS. O efetor
TseF é transportado pelo T6SS de P. aeruginosa e entdo incorporado a vesiculas de
membrana externa (OMV) contendo PQS-Fe™. Esse complexo OMV-PQS-TseF ¢é
reconhecido pelos receptores de superficie FptA e OprF que facilitam o transporte de ferro
para a célula por um mecanismo ainda néo identificado. Fonte: O autor, 2021; baseado em
Lin et al, 2017, com representacbes graficas obtidas do site BioRender
(https://biorender.com/) e SMART Servier Medical Art (https://smart.servier.com/).

A homeostase de zinco em bactérias Gram-negativas (Figura 4) é regulada

por um fator de transcricdo membro da familia Fur, denominado Zur (do inglés, Zinc



32

Uptake Regulator). Em condigdes de caréncia de zinco, Zur sofre mudangas
conformacionais e se desliga de regides promotoras, permitindo a expresséo de genes
que codificam para sistemas de aquisi¢cao de zinco (Figura 4, etapa 1) (CAPDEVILA;
WANG; GIEDROC, 2016; MIKHAYLINA et al., 2018). Dentre estes sistemas esta o
transportador do tipo ABC de alta afinidade ZnuABC, constituido por uma proteina
ligadora de zinco periplasmatica, ZnuA; uma proteina transmembrana, ZnuB e uma
ATPase, ZnuC, que em conjunto transportam zinco do espago periplasmatico para o
citoplasma. Nesta etapa de transporte também estdo envolvidos ZinT, uma proteina
periplasmatica acessoria ligadora de zinco, e transportadores de baixa afinidade,
como ZIP (BHUBHANIL et al., 2014; PETRARCA et al., 2010). A aquisi¢ado de zinco
do meio extracelular através da membrana externa é feita por OMR dependentes do
sistema TonB-ExbB-ExbD, como ZnuD e CbpA (Figura 4, etapas 2 a 5 e 9) (MAZZON
et al., 2014; MIKHAYLINA et al., 2018). A proteina CbpA de Neisseria meningitidis é
especializada em captar zinco ligado a proteina calprotectina do hospedeiro (STORK
et al., 2010, 2013).

Mecanismos alternativos para a manutengdo dos niveis fisiologicos de
zinco incluem a expressao de proteinas ribossomais paralogas, que ndo necessitam
desse metal como cofator enzimatico, permitindo que o zinco seja mobilizado para
uso em outros processos celulares (Figura 4, etapa 8) (MIKHAYLINA et al., 2018).
Além disso, em algumas bactérias foi demonstrada a sintese de uma molécula com
funcao similar aos sideroforos, mas especializada na captacéo de zinco, denominada
como metaléforo (Figura 4, etapas 6 e 7). E o caso em S. aureus, que expressa o
metaléforo staphylopine (GHSSEIN et al., 2016; GRIM et al., 2017). Ja em Yersinia
pestis, trabalhos demonstraram que o transportador YbtX, que é utilizado na aquisigao
de sideroforos, também é utilizado na aquisicdo de zinco (BOBROV et al., 2017),
assim como o proprio sideroforo de Y. pestis, yersiniabactin (BOBROV et al., 2014).

Quando os niveis de zinco aumentam no citosol, esse metal liga-se ao
regulador Zur. A proteina holo-Zur passa a reprimir a expressdo de genes que
codificam os sistemas de aquisi¢ao de zinco, de maneira a evitar o acumulo de zinco
a niveis toxicos dentro da célula (Figura 4, etapa 10) (HANTKE, 2001a; MIKHAYLINA
et al., 2018). Caso ocorra a intoxicagao, trés classes de proteinas podem ser
expressas para mediar o efluxo do excesso de zinco: as proteinas da familia CDF (do
inglés, cation-diffusion facilitator), bombas do tipo RND (do inglés, root-nodulation-cell
division) e ATPases do tipo P (Figura 4, etapa 11) (MIKHAYLINA et al., 2018).
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Figura 4 — Mecanismos gerais de homeostase de zinco em bactérias Gram-negativas.
Quando ha excassez de zinco (Zn) no citosol, o regulador Zur se desliga de regides
promotoras dos genes que codificam sistemas de aquisi¢ao de Zn (1). O Zn é captado do
meio extracelular via receptores dependentes de TonB, como ZnuD (2). O transporte ao
citosol ocorre via transportadores de alta afinidade, como ZnuABC (3), proteinas acessorias
periplasmaticas, como ZinT (4) ou transportadores de baixa afinidade, como ZIP (5). Em
alguns casos, a captacéo de Zn envolve o uso de metaléforos ou ainda de sideréforos (6 e 7).
Em situagdes de escassez aumentada, o Zn pode ser mobilizado de proteinas ribossomais
pela expressao de proteinas ribossomais paralogas (8). Sistemas especializados podem ser
expressos, como o receptor dependente de TonB, CbpA, para captacao de zinco da proteina
calprotectina (9). Quando em suficiéncia de Zn, o regulador Zur reprime a expressao de genes
para captagdo deste metal (10). Em condigbes de toxicidade, trés principais classes de
transportadores podem ser expressos para garantir o efluxo de Zn: CDF, bombas do tipo RND
e ATPases do tipo P. Fonte: O autor, 2021; com representagdes graficas obtidas do site
BioRender (https://biorender.com/) e SMART Servier Medical Art (https://smart.servier.com/).

Mais recentemente, também foi demonstrada a participagcdo do T6SS para
aquisicao de zinco (Figura 5). Em Yersinia pseudotuberculosis, o regulador OxyR e
estimulos ambientais, incluindo estresse oxidativo, ativam a expressao do T6SS, cujo
efetor YezP é responsavel pela captacdo de zinco do meio extracelular (WANG et al.,
2015). Ja em Burkholderia thailandensis, foi descrito que o regulador Zur reprime a
expressdo do T6SS. Quando a célula esta sujeita a limitagdo de zinco e altos niveis
de estresse oxidativo, o efetor TseZ, translocado para o meio extracelular através do
T6SS, é o responsavel pela aquisi¢cao de zinco, que é transportado novamente para
a célula via o receptor dependente de TonB, HmuR (Sl et al., 2017).
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Figura 5 — Mecanismo secundario para aquisicdo de zinco mediado pelo T6SS.
Estimulos ambientais (para Y. pseudotuberculosis) ou estresse oxidativo (para B.
thailandensis) sao responsaveis por induzir a expressao do T6SS via OxyR ou Zur. Os
efetores YezP e TseZ, translocados para o meio extracelular via o T6SS, sdo responsaveis
pela aquisicdo de zinco. Em B. thailandensis, o receptor dependente de TonB HmuR ¢é o
responsavel pela aquisicao de zinco ligado a TseZ. Em Y. pseudotuberculosis, ainda nao foi
descrito como zinco ligado a YezP é captado. Fonte: O autor, 2021; baseado em Wang et al.,
2015 e Si et al, 2017, com representagdes graficas obtidas do site BioRender
(https://biorender.com/) e SMART Servier Medical Art (https://smart.servier.com/).

1.4. Fatores de transcrigao da familia Fur

1.4.1. O fator de transcricdo Fur e a resposta a ferro

O regulador Fur é utilizado para a modulagao fina da aquisi¢do de ferro em
diversas bactérias ao atuar como um sensor direto dos niveis de ferro no citosol
(FILLAT, 2014; TROXELL; HASSAN, 2013). O modelo classico de atuac&o deste
regulador é via a repressao da expressao génica em condigdes de suficiéncia de ferro
(Figura 6). Quando em caréncia de ferro, o regulador encontra-se em sua forma
inativada sem estar ligado a ferro (Apo-Fur) e ao DNA, o que permite o acesso da
RNA polimerase a regido operadora dos genes e, consequentemente, a sintese do
RNA mensageiro (FILLAT, 2014; TROXELL; HASSAN, 2013). Esse mecanismo
classico ja foi descrito em varias bactérias, como em E. coli (BAGG; NEILANDS,
1987), P. aeruginosa (POHL et al., 2003), Bradyrhizobium japonicum (FRIEDMAN;
O’BRIAN, 2004) e muitas outras (PORCHERON; DOZOIS, 2015; TROXELL;
HASSAN, 2013). Uma vez que os genes expressos garantam o influxo de ferro e a
manutengao das condig¢des fisioldgicas necessarias a célula, o regulador Fur associa-
se ao ferro (Holo-Fur) e o homodimero é ativado (DENG et al., 2015). Isso possibilita

que o regulador se associe a sequéncias especificas da regido promotora, conhecidas
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como Fur-box, para impedir o acesso da RNA polimerase e, consequentemente,

reprimir a expressao de genes para aquisi¢ao de ferro (Figura 6).
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Figura 6 — Regulagao transcricional mediada por Fur. Em caréncia de ferro, Apo-Fur
encontra-se inativo e possibilita o acesso da RNA polimerase para a transcricdo de genes
necessarios para a captagao de ferro. Uma vez que os niveis intracelulares aumentam, o ferro
liga-se ao regulador Fur, que em sua conformagado ativada liga-se as regides Fur-box,
impedindo o acesso da RNA polimerase e reprimindo a expressao génica. Fonte: O autor,
2021; com representagdes graficas obtidas do site BioRender (https://biorender.com/).

Além do mecanismo classico de repressao génica previamente descrito, o
regulador Fur pode atuar de maneira direta ou indireta para ativar a expressao génica
(FILLAT, 2014; PORCHERON; DOZOIS, 2015). Em Salmonella enterica, por
exemplo, foi demonstrado que Fur se liga em uma regiao rica em AT (BoxA), ativando
a expresséo génica de HilD, um regulador da ilha de patogenicidade 1 de Salmonella
(SPI1) (TEIXIDO et al., 2011). Em Caulobacter crescentus e N. meningitidis o mesmo
mecanismo de ativagdo direta por Fur foi demonstrado para regides promotoras de
genes como norB, pan1, nuoA e sdhC (DA SILVA NETO et al., 2009; DELANY;
RAPPUOLI; SCARLATO, 2004).

Quanto aos mecanismos indiretos, temos como exemplo a participacao do
pequeno RNA RyhB, inicialmente descrito em E. coli (MASSE; GOTTESMAN, 2002;
PORCHERON; DOZOIS, 2015; TROXELL; HASSAN, 2013). Este pequeno RNA é
transcrito em condi¢cdes de caréncia de ferro e associa-se a chaperona de RNA Hfg e
ao RNA mensageiro dos genes alvo para diminuir sua expressao via um mecanismo
dependente da clivagem por RNase (MASSE; GOTTESMAN, 2002). Em condicdes
de suficiéncia de ferro, Fur reprime a expressao de ryhB e, consequentemente, os
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genes alvo de sua regulagdo passam a ser expressos. Homologos de RyhB sao
encontrados em diversas bactérias filogeneticamente relacionadas a E. coli. Este
mecanismo de um sRNA desreprimido por Fur em limitacdo de ferro causar a
degradacdo de mRNAs de genes que codificam enzimas dependentes de ferro ndo
essenciais € chamado de resposta de economia de ferro. Diversos analogos
funcionais do sRNA RyhB operam por um mecanismo semelhante, como descrito em
P. aeruginosa (sSRNAs PrrF1 e PrrF2), Bacillus subtilis (SRNA FsrA) e N. meningitidis
(sRNA NrrF) (FILLAT, 2014; OGLESBY-SHERROUSE; MURPHY, 2013).

1.4.2. O fator de transcricdo Zur e a resposta a zinco

Um outro membro importante da familia Fur de fatores de transcrigdo € o
regulador Zur, especializado na modulagdo da expressdo de genes para a
homeostase de zinco (HANTKE, 2001a, 2005; KANDARI; JOSHI; BHATNAGAR,
2021; MIKHAYLINA et al., 2018). Seu mecanismo de atuagdo assemelha-se ao
regulador Fur, através do reconhecimento de uma sequéncia palindrémica na regiao
promotora dos genes sob sua regulagao (Zur-box), reprimindo a expressao génica em
suficiéncia de zinco (Figura 7). Embora o mecanismo de atuagéo seja semelhante, o
regulon Zur &, geralmente, menor do que o regulon Fur. De maneira geral, o regulon
Zur compreende genes que codificam para sistemas de importagdo de zinco, como o
transportador ZnuABC, ZinT e receptores dependentes de TonB, proteinas
ribossomais, proteinas pertencentes ao COG0523 e algumas enzimas dependentes
de zinco (HANTKE, 2005; MIKHAYLINA et al., 2018).

A via classica de atuag&o do regulador Zur € por repressdo da expressao
génica (Figura 7), conforme demonstrado em diversas bactérias como Mycobacterium
tuberculosis (MACIAG et al., 2007), B. subtilis (SHIN; HELMANN, 2016), S. aureus
(LINDSAY; FOSTER, 2001), E. coli (GILSTON et al., 2014), P. aeruginosa
(LHOSPICE et al., 2017), C. crescentus (MAZZON et al., 2014) e N. meningitidis
(PAWLIK et al., 2012). Em algumas bactérias, no entanto, o regulador Zur também
atua como ativador da expresséo génica, como em Xanthomonas campestris (HUANG
et al., 2008), C. crescentus (MAZZON et al., 2014) e N. meningitidis (PAWLIK et al.,
2012).
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Figura 7 — Regulacao transcricional mediada por Zur. Em caréncia de zinco, Apo-Zur
encontra-se inativo e possibilita o acesso da RNA polimerase para a transcricdo de genes
necessarios para a captagao de zinco. Uma vez que os niveis intracelulares aumentam, o
zinco liga-se ao regulador Zur, que em sua conformagao ativada liga-se as regides Zur-box,
impedindo o acesso da RNA polimerase e reprimindo a expressao génica. Fonte: O autor,
2021; com representagdes graficas obtidas do site BioRender (https://biorender.com/).

1.5. Aspectos gerais de Chromobacterium violaceum

A bactéria Chromobacterium violaceum foi acidentalmente descoberta por
Bergonzini em 1880 na Italia, com base em uma de suas principais caracteristicas, a
coloragdo violeta devido a sintese do pigmento violaceina (BERGONZINI, 1881). Na
década de 70, na cidade de Manaus (Amazonas) foi identificado o primeiro isolado
ambiental de C. violaceum no Brasil em uma estacdo de tratamento de agua
(CALDAS, 1977). O local onde a bactéria foi isolada reflete o habitat tipico de C.
violaceum, amostras de agua e solo de regides tropicais e subtropicais em todo o
mundo. Considerada um patégeno oportunista de humanos e de animais, a via de
contagio frequentemente ocorre apds o contato de feridas com agua contaminada
(DURAN; MENCK, 2001; SNEATH et al., 1953; YANG; LI, 2011).

Do ponto de vista taxonémico, a bactéria C. violaceum pertence ao filo
Proteobactéria, classe B-proteobactéria, ordem Neisseriales, familia
Chromobacteriaceae e género Chromobacterium. E um bacilo Gram-negativo (Figura
8A), flagelado, anaerdbio facultativo que produz coldnias violetas em meio de cultura
devido a sintese do pigmento violaceina (Figura 8B-C). A violaceina € um derivado
indol produzido através da oxidacdo enzimatica de duas moléculas de triptofano
(Figura 8D). Apesar da produgao do pigmento ser uma caracteristica importante e
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diferencial para a espécie, existem relatos de isolados clinicos (TIWARI; PATTANAIK;
BERIHA, 2017; YANG; LI, 2011) e ambientais (SIVENDRA; LO; LIM, 1975) néo-
pigmentados. A via de sintese e esse metabdlito ocorrem em outras bactérias, como
em Duganella sp., Pseudoalteromonas sp., lodobacter sp., e Massilia sp. (PARK et
al., 2021). Além disso, sabe-se que o sistema de quorum sensing Cvil/CviR ativa a

sintese de violaceina em alta densidade celular (MCCLEAN et al., 1997).

A)

C)

Figura 8 — Aspectos gerais da bactéria C. violaceum. A) Coloragao de Gram apés cultivo
em meio LB, com visualizacio de C. violaceum por microscopia 6ptica em aumento de 1000
vezes. B) Aspecto macroscopico de C. violaceum, linhagem selvagem (WT), cultivada em
meio LB a 37°C por 24 h. C) Coldnia de C. violaceum WT cultivada em meio LB a 37°C por
24 h visualizada em lupa. D) Estrutura quimica do pigmento violaceina. Fonte: O autor, 2021.

A violaceina e outros metabdlitos sintetizados por C. violaceum possuem
potencial para uso farmacolégico e industrial (DURAN; MENCK, 2001; PARK et al.,
2021). Duran e Menck revisaram trabalhos da literatura que demonstraram que a
violaceina possui atividade microbicida e evita a ingestdo das bactérias por amebas
terrestres. Ainda, o pigmento também mostrou atividade microbicida contra o fungo
fitopatogénico Rosellinia necatrix, contra o protozoario Trypanosoma cruzi, contra o
Virus do Herpes Simples e Poliovirus apds infecgdes de células Hela ou contra outras
bactérias, como por exemplo Mycobacterium tuberculosis. Mais recentemente, foi
demonstrado que o pigmento violaceina é entregue através de vesiculas de
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membrana externa para exercer sua atividade bactericida contra diferentes espécies
de bactérias Gram-positivas (BATISTA et al., 2020; CHOI et al., 2020) e tem como
seu alvo de acdo a membrana plasmatica destas bactérias (CAUZ et al., 2019).

Além disso, C. violaceum sintetiza o metabdlito cianeto, que mostrou
atividade microbicida contra protozoarios ciliados e potencial alternativo ao uso de
mercurio para solubilizacdo de ouro (DURAN; MENCK, 2001). Ainda, C. violaceum
sintetiza o antibiotico aerocavina (SINGH et al., 1988) com atividade in vitro contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, o antibiético aerocianidina (PARKER et
al., 1988) que possui atividade in vitro majoritariamente contra bactérias Gram-
positivas e o antibidtico anisomicina, que é secretado ao meio extracelular e tem sua
sintese regulada por quorum sensing (MION et al., 2021).

Relatos de casos clinicos demonstram que as infecgdes por C. violaceum
associam-se a manifestagao de febre, dor abdominal, lesdes na pele, formagao de
abscessos e a rapida disseminacéo da bactéria para 6rgaos como o figado, pulmdes
e baco (DURAN; MENCK, 2001; SNEATH et al., 1953). Apesar do quadro clinico
severo, do ponto de vista epidemiolégico C. violaceum nao possui alta taxa de
infeccdo. Entretanto, dados da literatura demonstram a taxa de mortalidade variando
entre 53% (1952-2009) e 35% (2010-2017) dos casos de infeccdo (BATISTA; DA
SILVA NETO, 2017; YANG; LI, 2011). Estas revisbes analisaram 129 casos
reportados entre 1952 e 2017, distribuidos principalmente em paises tropicais e
subtropicais. Dados revisitados e atualizados para este trabalho mostram que nos
ultimos vinte anos (2000-2020) foram reportados 74 casos, com a mesma tendéncia
de reducdo na taxa de mortalidade (38%; 28 mortes em 74 casos) e de distribuicao
em paises tropicais e subtropicais (Figura 9). Esta queda na taxa de mortalidade nas
duas ultimas décadas talvez seja devido a maior rapidez do diagndéstico da infecgao
ou ao uso adequado da antibioticoterapia.

Em relagdo aos mecanismos moleculares empregados pelo hospedeiro
para a defesa contra a infecgéo por C. violaceum, foi demonstrado que a ativacédo do
inflamassoma NLRC4 pelo T3SS com consequente piroptose dos macrofagos
desempenha uma importante fungcdo nesse processo (MALTEZ et al.,, 2015). Os
autores demonstraram que a citocina IL-18 ativada através da clivagem por caspase-
1 possui um importante papel para primar células natural killer, cujos efetores, as
perforinas, sdo importantes para defesa contra nichos replicativos intracelulares no
figado. Assim, a piroptose de macréfagos no bago e a lise de hepatdcitos infectados
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por células natural killer sao mecanismos fundamentais para o clearance da infec¢ao
por C. violaceum, pois liberam esta bactéria intracelular para a agao fagocitica de
neutrofilos (MALTEZ et al., 2015).
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Figura 9 — Numero de casos de infecgdes por C. violaceum relatados entre os anos 2000
e 2020. Representacao esquematica da distribuicdo do numero de casos descritos nos ultimos
vinte anos. A analise compilou relatos publicados na base da dados PubMed
(https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/) entre o periodo de janeiro de 2000 e junho de 2020. Fonte:
O autor, 2021. O mapa mundi foi obtido através do website Free Vector Maps
(http://freevectormaps.com/), licenciado pela empresa Striped Candy LLC.

Trabalhos recentes tém elucidado alguns aspectos moleculares da
patogenicidade de C. violaceum (Figura 10). Inicialmente, foi demonstrado que C.
violaceum possui dois sistemas de secregao do tipo 3 (T3SS, do inglés Type Il
secretion system) codificados a partir de duas ilhas de patogenicidade (Cpi-1/1a e Cpi-
2). Os autores demonstraram que em um modelo de infeccdo em camundongos, C.
violaceum provoca hepatite fulminante e que uma das estratégias de citotoxicidade
envolve a formagao de poros na membrana plasmatica de células do hospedeiro via
o efetor CipB, translocado pelo T3SS. Mutagdao em Cpi-1/1a, mas ndo em Cpi-2,
causou atenuacao da viruléncia em modelo de infecgdo em camundongos (MIKI et al.,
2010). Posteriormente, o mesmo grupo de pesquisa demonstrou que CilA é o principal
regulador da expressdo de Cpi-1/1a. Nesse mesmo trabalho, foi realizada a
caracterizagao de um outro efetor do T3SS, chamado CopE, cuja principal fungéo foi
ativar as Rho GTPases Rac1 e Cdc42, cuja fungdo € induzir ao rearranjo do
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citoesqueleto de actina, permitindo a invasdo de células epiteliais (Figura 10). O
mutante AcopE foi atenuado para viruléncia em modelo murino de infec¢do, indicando
sua contribuigdo para a viruléncia de C. violaceum (MIKI et al.,, 2011). Mais
recentemente, foi caracterizado um outro efetor do T3SS, chamado CteC, responsavel
por interromper o processo de ubiquitinacdo em células do hospedeiro, através da

modificagado de um residuo especifico de treonina (Figura 10) (YAN et al., 2020).

Interrupgéo da sintese,
reconhecimento e reversdo de == Formagao de poros na
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Figura 10 — Panorama atual sobre a patogenicidade de C. violaceum. O fator de
transcricao CilA é responsavel por ativar a expressédo da ilha de patogenicidade 1 de C.
violaceum (Cpi-1/1a). Efetores translocados pelo sistema de secregao do tipo 3 (T3SS) dessa
ilha, como CteC, CipB e CopE possuem diferentes agdes em células do hospedeiro. Mutagao
nos fatores de transcricdo CilA ou OhrR resulta em atenuagdo da viruléncia. OhrR é um
regulador importante para detoxificagdo de hidroperdxidos organicos. Sideroforos sao
importantes para a patogénese de C. violaceum, pois mutantes da via de sintese e captagao
dos sideroforos viobactin e chromobactin sao atenuados para viruléncia. Para fins didaticos é
representada apenas uma célula alvo dos efetores do T3SS, mas diferentes tipos celulares
foram utilizados nos estudos, como células da linhagem HelLa e hepatdcitos. Fonte: O autor,
2021; baseado nos trabalhos de Miki et al., 2010, 2011; Yan et al., 2020; Previato-Mello et al.,
2017; Batista et al., 2019. Com representagcdes graficas obtidas do site BioRender
(https://biorender.com/) e SMART Servier Medical Art (https://smart.servier.com/).

Além da caracterizagédo do T3SS e seus efetores, trabalhos do nosso grupo

de pesquisa investigaram outras vias que pudessem estar envolvidas com a
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patogenicidade de C. violaceum (Figura 10). Foi demonstrado que um mutante ohrR
€ atenuado para a viruléncia em modelo murino de infecgdo. O regulador OhrR,
pertencente a familia MarR, é responsavel pelo controle transcricional de genes para
detoxificagédo de hidroperoxidos organicos (PREVIATO-MELLO et al., 2017). Também
demonstramos que C. violaceum possui duas vias para biossintese de sideroforos,
denominados chromobactin e viobactin, e que mutantes para a via de sintese
(AcbaCEBA e AcbaFl/vbaF::pNPT) e para a captagdo de ambos os sideréforos
(AvbuAAcbuA) sao atenuados para viruléncia (Figura 10) (BATISTA et al., 2019).

O sequenciamento do genoma de C. violaceum revelou um cromossomo
circular unico com 4.571.080 pb e 64,83% de conteudo G+C. Foram anotados 4.431
fases abertas de leituras e estudos recentes vém caracterizando vias e proteinas que
nos auxiliam na compreenséao da biologia e da patogenicidade dessa bactéria (Figura
10). Analises in silico mostram a presenga de dois fatores de transcricdo da familia
Fur (Fur e Zur) e diversos genes que codificam proteinas envolvidas com a
homeostase de ferro e de zinco em C. violaceum.

Visto que muitos patégenos bacterianos utilizam a baixa concentragao de
ferro e de zinco presente no hospedeiro como um importante sinal para aumentar a
expressao de uma ampla variedade de toxinas e determinantes de viruléncia
(LAMONT; KONINGS; REID, 2009; MARTIN et al., 2011; SCHAIBLE; KAUFMANN,
2004), o presente trabalho buscou elucidar os mecanismos de homeostase destes
metais de transigdo no patdgeno oportunista C. violaceum, ajudando a descobrir
novos fatores de viruléncia que possam contribuir para a patogenicidade desta

bactéria.
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2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo geral estudar os mecanismos de

homeostase de ferro e zinco na bactéria oportunista Chromobacterium violaceum,

buscando caracterizar o impacto da limitacdo destes metais e dos fatores de

transcrigdo Fur e Zur na fisiologia de C. violaceum e no controle da viruléncia desta

bactéria.

2.2.0Objetivos especificos

Determinar a importéancia dos metais de transicdo ferro e zinco na
fisiologia de C. violaceum;

Obter linhagens mutantes dos fatores de transcricdo Fur e Zur de C.
violaceum;

Fazer a analise fenotipica dos mutantes Afur e Azur,

Investigar a func&o de Fur e Zur na viruléncia bacteriana, usando um
modelo de infegdo em camundongos;

Caracterizar possiveis genes regulados em suficiéncia e limitacdo de

ferro e de zinco;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.Linhagens, plasmideos e condi¢cdes de cultivo e manutengao

Neste trabalho foi utilizada a linhagem selvagem (WT) de C. violaceum
ATCC 12472 que possui genoma sequenciado (BRAZILIAN NATIONAL GENOME
PROJECT CONSORTIUM, 2003) e disponivel em bancos de dados como KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, codigo de acesso T00147), NCBI
(National Center for Biotechnology Information, codigo de acesso ASM770v1) e
PATRIC (Pathosystems Resource Integration Center, codigo de acesso 243365.4).
Os mutantes nulos foram construidos a partir da linhagem WT de C. violaceum e
encontram-se descritos na Tabela 1. Esta tabela também possui a lista das linhagens
complementadas, seus respectivos controles com os vetores vazios, assim como as
outras linhagens e bactérias utilizadas neste trabalho. A Tabela 1 também contém a
descricao dos plasmideos utilizados em diferentes etapas.

Como condi¢des-padréo de cultivo das linhagens bacterianas foi utilizado
o0 meio rico Luria-Bertani (LB) ou o meio minimo M9 (AUSUBEL et al., 1993),
modificado com a adigdo de hidrolisado de caseina (HC) na concentragao final de
0,1% (M9HC). Para a manutencdo do mutante Afur ou em ensaios especificos
(indicado na legenda das figuras) foi utilizado o M9 suplementado com 1% HC (M9HC-
1%). O cultivo em meio liquido se deu sob agitagdo constante de 250 rpm a 37°C.
Para o cultivo em meio sdlido (agar 1,5%) ou em meio liquido em condi¢des estaticas
foi utilizada estufa bacterioldgica na temperatura de 37°C.

Quando necessario, foram utilizados os seguintes antibiéticos: ampicilina
com concentragao final de 100 ug/ml, canamicina com concentragao final de 50 ug/ml
e tetraciclina com concentragao final de 10 pg/ml para cultivo em meio sélido ou 5
Mg/ml para cultivo em meio liquido. Para cultivo de linhagens de E. coli o antibi6tico
tetraciclina foi utilizado na concentragao final de 12 ug/ml tanto em meio liquido quanto
em meio solido. Todas as linhagens foram armazenadas em ultrafreezer a -70°C em
meio de cultura LB suplementado com glicerol em concentracao final de 20% (v/v)
para as linhagens de C. violaceum ou 10% (v/v) para as linhagens de E. coli.
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Tabela 1 — Linhagens bacterianas e plasmideos utilizados neste trabalho

Linhagem ou plasmideo

Descricao

Referéncia

Escherichia coli

DH5a
S17-1
BL21(DE3)

SM10Apir

Chromobacterium violaceum

WT

WT[pMR20]

WT[pMR20fur]
Afur
AfurfpMR20]

AfurfpMR20fur]

AfurfpMR20fur®184]

FurR4OS

Furf°S[pMR20]

Furf*%S[pMR20fur]

Furf40S[pMR20furc'184]

WT[pcbaF-lacZ]

AfurlpcbaF-lacZ]

Linhagem utilizada para clonagens
em geral

Linhagem utilizada para
mobilizagdo de plasmideos
Linhagem utilizada para expressao
heterdloga de proteinas

Linhagem utilizada para
mobilizagdo de transposons

Linhagem selvagem (WT) de C.
violaceum com genoma referéncia
sequenciado

Linhagem controle contendo o
vetor pMR20 vazio

Linhagem WT com fur (CV_1797)
clonado no vetor pMR20

Mutante nulo para o gene fur
Linhagem controle contendo o
vetor pMR20 vazio

Mutante fur complementado com a
copia selvagem de fur

Mutante fur complementado com a
copia mutada (C118A) de fur
Linhagem com mutagao
espontanea em fur (C118A)
selecionada em excesso de MnCl,
Linhagem controle contendo o
vetor pMR20 vazio

Mutante espontaneo
complementado com a cépia
selvagem de fur

Mutante espontaneo
complementado com a cépia
mutada (C118A) de fur

Linhagem WT com fus&o da regido
promotora de cbaF (CV_1486) ao
gene lacZ sem promotor do vetor
pRKlacZ290

Mutante Afur com fusédo da regiao
promotora de cbaF (CV_1486) ao
gene lacZ sem promotor do vetor
pRKlacZ290

(HANAHAN, 1983)

(SIMON; PRIEFER,;
PUHLER, 1983)

Novagen

(JACOBS et al., 2003)

(BRAZILIAN
NATIONAL GENOME
PROJECT
CONSORTIUM,
2003)

Este trabalho.

Este trabalho.
Este trabalho.
Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.



AfuripcbaF-
lacZIpSEVA221fur]

Furf%S[pcbaF-lacZ]

WT[pcbuA-lacZ]

WT[pvbuA-lacZ]

AfurlpcbuA-lacZ]

AfuP AR

Afur CRISPR/Cas::T8

AcbaCEBA

AcbaCEBAAfur

AcbaCEBAAznuCBA

Azur
AzuripMR20zur]

ACV_3067

AznuCBA

Mutante Afur com fusédo da regiao
promotora de cbaF (CV_1486) ao
gene lacZ sem promotor do vetor
pRKlacZ290 e complementada
com a copia selvagem de fur
clonada no vetor pSEVA221
Mutante espontaneo Fur®*®s com
fuséo da regido promotora de chaF
(CV_1486) ao gene lacZ sem
promotor do vetor pRK/acZ290
Linhagem WT com fusé&o da regido
promotora de cbuA (CV_1491) ao
gene lacZ sem promotor do vetor
pRKlacZ290

Linhagem WT com fusé&o da regido
promotora de vbuA (CV_2230) ao
gene lacZ sem promotor do vetor
pRKlacZ290

Mutante Afur com fusédo da regiao
promotora de chaA (CV_1491) ao
gene lacZ sem promotor do vetor
pRKlacZ290

Mutante nulo resistente a acido
nalidixico (NAL®) com mutagéo
espontanea em gyrA, para selegéo
de mutantes com inser¢des do
transposon T8

Mutante Afur™R com insercéo
aleatdria do transposon T8 em
locus CRISPR/Cas, também
denominado Afur T8

Mutante nulo para os genes
CV_1485, CV_1484, CV_1483,
CV1482 (AcbaCEBA)

Mutante nulo com delegao do
operon cbaCEBA e de fur

Mutante nulo com delegao do
operon cbaCEBA e do operon
znuCBA

Mutante nulo para o gene zur
(CV_3068)

Mutante zur complementado com a
cépia selvagem de zur

Mutante nulo para o gene
CV_3067

Mutante nulo para os genes
CV_3066 (znuC), CV_3065 (znuB)
e CV_3064 (znuA)

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.

(BATISTA et al.,
2019)

Este trabalho.

Este trabalho.

Este trabalho.
Este trabalho.

Este trabalho.

W.P. da Silva Junior
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AznuCBA[pMR20]

AznuCBA[pMR20znuCBA]

WTlpzur-lacZ]

Azurlpzur-lacZ]

Acvil

Outras bactérias

Burkholderia cepacia

Salmonella enterica serovar

Typhimurium

Streptococcus mutans

Plasmideos

pPNPTS138

pMR20

pSEVA221

pET15b

pIT2
pGEM-T easy
pRKlacZ290

Linhagem controle contendo o
vetor pMR20 vazio

Mutante znuCBA complementado
com as copias selvagens de
znuCBA

Linhagem WT com fusé&o da regido
promotora de zur ao gene lacZ
sem promotor do vetor
pRKlacZ290

Mutante Azur com fusao da regiao
promotora de zur ao gene lacZ
sem promotor do vetor
pRKlacZ290

Mutante nulo para o gene cvil
(CV_4091)

Linhagem selvagem de B. cepacia
ATCC 17759 com genoma
referéncia sequenciado

Linhagem selvagem de S.
Typhimurium ATCC 14028 com
genoma referéncia sequenciado
Linhagem selvagem de S. mutans
ATCC 25175 com genoma
referéncia sequenciado

Vetor suicida contendo oriT, sacB,
KanR

Vetor com pequeno numero de
copias e amplo espectro de
hospedeiros contendo oriT, Tet®
Vetor utilizado em amplo espectro
de hospedeiros contendo oriT,
oriRK2, KanR

Vetor para expressao de proteinas
com epitopo His amino-terminal,
AmpR

Plasmideo contendo o transposon
T8 (ISlacZ/hah), AmpR, Tet®

Vetor para clonagens, AmpR
Vetor derivado de pRK2 com gene
lacZ sem regido promotora, Tet®

W.P. da Silva Junior

W.P. da Silva Junior

Este trabalho.

Este trabalho.

(BARROSO et al.,
2018)

(CROOKS:
PALMERB;
LINDNER, 2018)

(JOHNSON et al.,
2017)

(COYKENDALL,
1977)

M.R.K. Alley

(ROBERTS et al.,
1996)

(SILVA-ROCHA et al.,

2013)

Novagen

(JACOBS et al., 2003)

Promega

(GOBER; SHAPIRO,

1992)

Legenda: Kan, canamicina; R, resisténcia; Tet, tetraciclina; NAL, acido nalidixico;
His, histidina; Amp, ampicilina;
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3.2. Manipulagao de acidos nucleicos

3.2.1. Extragao e purificagdo de DNA genbémico

Para a extragdo do DNA genbmico bacteriano, a linhagem WT de C.
violaceum foi cultivada em meio LB até a fase exponencial (DOsoo ~ 2) € 2 ml da cultura
foram centrifugados (12.000 rcf, 3 min, TA). O pellet foi ressuspendido em 200 ul de
tampéo de lise (Tris-Acetato 40 mM pH 7,8; Acetato de Sédio 20 mM; EDTA 1 mM,
SDS 1%) e 100 pg/ml RNase A. Apos adigao de NaCl na concentracédo final de 1,65
M, o material foi centrifugado (12.000 rcf, 10 min, 4°C). O sobrenadante foi transferido
para um novo microtubo e um volume igual de cloroférmio foi adicionado. O microtubo
foi homogeneizado por inversao (~ 50 vezes) e centrifugado (12.000 rcf, 5 min, 4°C).
O sobrenadante foi cuidadosamente removido para um novo microtubo e o DNA foi
precipitado com 600 ul de etanol 100% gelado, seguido por uma centrifugagéo (12.000
rcf, 10 min, 4°C). O pellet foi lavado duas vezes com 1 ml de etanol 70% gelado,
centrifugando nas mesmas condigdes anteriores. O pellet final foi ressuspendido em
50 pl de tampao TE (40 mM Tris e 1 mM EDTA).

3.2.2. Extragao e purificagdo de DNA plasmidial em pequena escala
Para a extracdo e purificacdo de DNA plasmidial em pequena escala
(miniprep), as linhagens de E. coli foram cultivadas em 10 ml de meio LB com o
antibiético de sele¢cdo adequado para cada plasmideo e a miniprep foi realizada com
os kits Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) ou NucleoSpin

Plasmid (Macherey-Nagel), seguindo as orientagdes do fabricante.

3.2.3. Reacgdes de PCR

As reagdes em cadeia da polimerase (PCR, do inglés polymerase chain
reaction) foram feitas utilizando as enzimas Tag DNA Polymerase (Thermo Fisher
Scientific), Taq Pol DNA Polymerase (Cellco Biotec) ou Phusion High-Fidelity (Thermo
Fisher Scientific). As duas primeiras enzimas foram utilizadas para confirmacéo de
clonagens e a enzima de alta fidelidade Phusion foi utilizada nos processos iniciais de
clonagens para obtencdo dos mutantes nulos e das linhagens complementadas.

Nas reacdes com a Taq DNA polimerase foi utilizado o tamp&o Taq Buffer
(NH4)2S0O4 1x (Thermo Fisher Scientific) ou Taq Reaction buffer (Cellco Biotec); 1,25
mM MgClz, 5% (v/v) DMSO; 0,2 mM mix dNTPs; 0,5 uM de cada oligonucleotideo, ~
500 ng de DNA gendmico ou 1 pl da coldnia bacteriana lisada e 1 U da Tag DNA
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Polymerase. Nas reagbes com a Taq de alta fidelidade foi utilizado o tampao High
Fidelity (HF) 1x (Thermo Fisher Scientific); 0,2 mM mix dNTPs, 3% (v/v) DMSO; 0,5
MM de cada oligonucleotideo; ~ 50 ng de DNA gendémico e 0,6 U da Phusion
Polymerase. O tempo de extens&o variou de acordo com o fragmento amplificado,
sempre seguindo as orientagdes do fabricante e a temperatura de anelamento variou
de acordo com o par dos oligonucleotideos utilizados. Os produtos de PCR foram
aplicados em gel de agarose 1%, resolvidos por eletroforese em tampao TBE (Tris
Borato EDTA) 0,5% a 100 Volts por aproximadamente 40 min, corados com brometo

de etideo (BrEt) e fotodocumentados.

3.2.4. Purificagdo de produtos de PCR e digestdo enzimatica com
endonucleases de restricao

Quando necessario, os produtos resolvidos em gel de agarose ou a propria
PCR foram purificados utilizando os kits Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega) ou NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel), seguindo as
orientacdes do fabricante.

Para a digestdo enzimatica dos produtos de PCR purificados foram
utilizadas endonucleases de restricdo da empresa Thermo Fisher Scientific. As
reacoes foram realizadas por 1 ou 2 h a 30 ou 37°C de acordo com a enzima,
utilizando o tamp&o que permitisse a maior atividade enzimatica de acordo com o

indicado pelo fabricante.

3.2.5. Reacdes de sequenciamento de Sanger

Para as reacbes de sequenciamento de DNA foi utilizado o kit BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems). Em cada reagdo foram
utilizados 2 pl de DNA; 3,2 pmol do oligonucleotideo apropriado; 0,5x BigDye
Sequencing Buffer; 0,25x Ready Reaction Premix e agua ultrapura para o volume final
de 10 yl. O programa do sequenciamento consistiu em desnaturagao inicial de 96°C
por 1 min, seguido por 25 ciclos de desnaturagao a 96°C por 10 s, anelamento dos
oligonucleotideos a 50°C por 5 s e extensao a 60°C por 4 min. Em seguida, as reagbes
foram precipitadas com a adigdo de 50 pul de isopropanol 75%, seguidos por
homogeneizagdo em agitador vortex e incubagéao a TA por 15 min. Apods, as amostras
foram centrifugadas por 20 min, 12.000 rpm, 20°C, e o pellet foi lavado duas vezes

com 100 ul de etanol 70% com centrifugac&o por 5 min, 12.000 rpm, 20°C em cada



50

etapa de lavagem. Por fim, as amostras foram secas a 37°C por 30 min ao abrigo da
luz e enviadas para sequenciamento no equipamento ABI 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) do Laboratério de Genética Molecular e Bioinformatica do
Hemocentro de Ribeirdo Preto.

3.3.0btencao de mutantes nulos e espontaneos em C. violaceum

Os mutantes nulos (Tabela 1) foram construidos por troca alélica utilizando
protocolo ja estabelecido no laboratorio para C. violaceum (Figura 11) (BARROSO et
al., 2018; BATISTA et al., 2019; DA SILVA NETO; NEGRETTO; NETTO, 2012). As
regides flanqueadoras do gene de interesse foram amplificadas por PCR
(oligonucleotideos na Tabela 2), digeridas internamente com a endonuclease de
restricdo adequada e ligadas utilizando a enzima T4 DNA ligase (New England
BioLabs), seguindo as orientagdes do fabricante. O produto da ligagao foi utilizado em
uma PCR com os oligonucleotideos nomeados com final del1 e del4 (Tabela 2). O
produto desta PCR foi digerido com as endonucleases de restrigdo adequadas,
clonado no vetor pNPTS138 em E. coli DH5a e sequenciado (Figura 11A-B).

Em seguida, as construgdes resultantes (pNPTS138 com inserto das
regides flanqueadoras) foram transformadas por eletroporagdo em E. coli S17-1 e
mobilizadas por conjugacdo para C. violaceum (Figura 11C). Esse evento foi
selecionado em placas LB contendo canamicina (transconjugantes) e ampicilina
(eliminagao de E. coli) (Figura 11D). As coldnias de C. violaceum KanR foram entao
verificadas por PCR (Tabela 2, Figura 11D) para confirmar a integragao da construgéo.

O segundo evento de recombinacdo foi selecionado apds cultivo por 48
horas em condi¢cbes padrdo em meio LB, sem antibidtico (Figura 11E-F). Em seguida,
1 ul da cultura foi plaqueado em LB com sacarose nas concentragdes de 12 ou 16%,
e as placas foram mantidas a 30 e 37°C. Colbnias resistentes a sacarose foram
testadas para sensibilidade a canamicina (Kan®). O gendtipo resultante desta
recombinagdo pode ser o mutante de interesse ou linhagens com a reversao para o
genotipo WT (Figura 11E-F). Assim, uma PCR foi realizada para confirmar a existéncia
da linhagem mutante dentre as colbnias testadas (Figura 11E-F).
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Figura 11 — Representacao esquematica da obtengao de linhagens mutantes por troca
alélica em C. violaceum. A) O vetor pNPTS138 possui o gene nptl/ (neomicina fosfo-
transferase) que confere resisténcia & canamicina (Kan®), o gene sacB (levanasacarase) que
converte a sacarose a levana, um metabdlito téxico para C. violaceum (contra-selegéo para
perda do vetor) e um Sitio Multiplo de Clonagem (SMC). B) Os fragmentos que flanqueiam o
Gene de Interesse (GDI) a ser mutado sdo amplificados por PCR utilizando oligonucleotideos
que possuem os sitios de enzimas de restricao tanto para ligagéo das regides flanqueadoras
entre si quanto para a clonagem no SMC do vetor. A construgao resultante € sequenciada
para se certificar da auséncia de mutagdes. C) O plasmideo com as regides flanqueadoras
clonadas no SMC é entao transformado em E. coli S17-1 e conjugado com a linhagem WT de
C. violaceum. Esse processo possibilita a integragao dessa construgdo no genoma na etapa
conhecida como primeira recombinagdo homologa (12 rec). A recombinagao pode ocorrer
aleatoriamente entre os fragmentos Del1-2 (indicado na figura) ou Del3-4 (n&o indicado) do
plasmideo com sua regido homaologa no genoma bacteriano. D) As colbnias resultantes deste
processo de recombinagdo possuem o vetor integrado no cromossomo. Assim, as colénias
KanR s&o verificadas por PCR com os oligonucleotideos nomeados com final del1 e del4
(Tabela 2), onde sédo esperados dois produtos de amplificagdo: um produto contendo o
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fragmento de delecao (as regides flanqueadoras Del1 a Del4) e outro contendo as regides
flanqueadoras mais o GDI, conforme indicado pelas setas vermelhas (posigdo dos
oligonucleotideos del1 e del4). Em seguida, as colbnias que tiveram a integragao correta do
vetor sdo inoculadas em meio LB por 48 h para permitir a ocorréncia aleatéria do segundo
evento de recombinagao homadloga (22 rec). E) Se houver recombinagéo entre os fragmentos
Del1-Del2, o resultado é a reversao ao gendtipo WT. F) Se houver recombinagéo entre os
fragmentos Del3-Del4, o resultado é a linhagem mutante. Os cultivos de 48 h sdo submetidos
a etapas adicionais de selegao, a primeira por sacarose, onde espera-se obter apenas
coldnias que nao tenham o vetor integrado no genoma; e a selegdo por canamicina, onde
espera-se obter colénias sensiveis ao antibiético. Ao final, as colénias Sac® e Kan® s&o
testadas por PCR para determinagéo do gendtipo (WT ou mutante), com os oligonucleotideos
Del1 e Del4.

Tabela 2 — Oligonucleotideos utilizados neste estudo

Propoésito e
nome
Construgao de mutantes nulos

Sequéncia (5’—3’)? Descrigao

Regiao flanqueadora a
Fur_del1 ATTATTGGGCCCCCGAATCCGCGCGGTCTATC montante do gene fur,
com 613 pb, sitios de
Apal e Hindlll, para
Fur_del2 ATTATTAAGCTTGTGACTGGCTTTGCTCATCGTG  clonagem no
pNPTS138.

Regiao flanqueadora a
Fur_del3 ATTATTAAGCTTTACGGCGAGTGCCCGGATTG jusante do gene fur,
com 630 pb, sitios de
Hindlll e EcoRl, para
Fur_del4 ATTATTGAATTCTGGCCAGATGCTCGGTATGC clonagem no
pNPTS138

Regiao flanqueadora a
Zur_dell ATTATTGGGCCCCGGCCCGGGCGGATCAATCC montante do gene zur,

com 626 pb, sitios de

Apal e Hindlll, para

Zur_del2 ATTATTAAGCTTCTCGGCGGCGGCGAGATAGG clonagem no
pNPTS138
Zur_del3 ATTATTAAGCTTCTGGCCGGACGCTGCCAGT Regi&o flanqueadora a

jusante do gene zur,
com 629 pb, sitios de
Zur_del4 ATTATTGGATCCGCCAGGCGACATCCAGCTGG Hindlll e BamHI, para
clonagem no
pNPTS138



CV_3067_del1

CV_3067_del2

CV_3067_del3

CV_3067_del4

ZnuCBA_del1

ZnuCBA _del2

ZnuCBA _del3

ZnuCBA _del4

M13 Fw
M13 Rv

ATTATTGGGCCCTGTTTGGCATGAAAAGCGGC

ATTATTAAGCTTGGTCTTGCCGACGCCCAG

ATTATTAAGCTTGAATTCGACGCCGCCGCG

ATTATTGGATCCCCATGCCGTCGCGGCCCA

ATTATTGGGCCCGCTGTTCCCGCCCAAGTC

ATTATTAAGCTTGATGTGGTGCACCGCCGG

ATTATTAAGCTTGAGTCCGAGGCCTCGGCC

ATTATTGGATCCCTGATCGCGATGGGCCTCT

GTAAAACGACGGCCAGT

AGCGGATAACAATTTCAC

Construcao de linhagens complementadas

Fur_comp_ Fw

Fur_comp_Rv

ATTATTGAGCTCGGTACTCCGATTGACTCAAACGT

ATTATTGGATCCAGACAGGCTCGGGACCGAGC
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Regiao flanqueadora a
montante do gene
CV_3067, com 644 pb,
sitios de Apal e Hindlll,
para clonagem no
pNPTS138

Regiao flanqueadora a
jusante do gene
CV_3067, com 563 pb,
sitios de Hindlll e
BamHI, para clonagem
no pNPTS138

Regiao flanqueadora a
montante do gene
znuC, com 647 pb,
sitios de Apal e Hindlll,
para clonagem no
pNPTS138

Regiao flanqueadora a
jusante do gene znuA,
com 634 pb, sitios de
Hindlll e BamHI, para
clonagem no
pNPTS138

Sequenciamento dos
insertos clonados no
vetor pNPTS138

Produto de 556 pb
correspondendo ao
gene fur e sua regiao
promotora, com sitios
Sacl e BamHlI, para
clonagem nos vetores
pMR20 e pSEVA221 e
para checagem de
mutacgdes selecionadas
em excesso de MnCl2



Zur_comp_Fw

Zur_comp_Rv ATTATTGGATCCGTGGCGCAGCGCGGTGGT

Expressao heterdloga de proteinas

Fur_exp_Fw ATTATTCTCGAGATGAGCAAAGCCAGTCACCT

Fur_exp_Rv ATTATTGGATCCTCATCCGCGGCGGCCGCT

T7 promoter TAATACGACTCACTATAGGG

T7 terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG

Ensaios de B-galactosidase

Promot 1486 Fw CCTAGCGGATCCGCTGAAGGCCGGCAAGCTG

Promot_1486 Rv GGCCTACTGCAGGATGGCTTCCGCGGTCCAG

Promot_1491 Fw CGCGATGCGAACGGAATTGG

Promot_1491 Rv GCGGGGAGCGCTTGTTTTTC

Promot_2230 Fw CTCTCCAACGATCCAGGCTG

Promot 2230 Rv CTGCTTCCGGTCACTCTGAC

Promot_3068 Fw ATTATTGAATTCGCTTGTACTGCTTGAACAC

Promot_3068 Rv ATTATTAAGCTTCAGCTTCAGCACCTGGC

lacZ up GTGACGGCTATCACCATCA

ATTATTGAGCTCCGAAACTCTCCTTGTTTGGCAT
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Produto de 671 pb
correspondendo ao
gene zur e sua regido
promotora, com sitios
Sacl e BamHlI, para
clonagem no vetor
pMR20

Produto de 432 pb
correspondendo ao
gene fur, com sitios
Xhol e BamHI, para
clonagem no vetor
pET15b

Sequenciamento dos
insertos clonados no
vetor pET15b

Produto de 415 pb da
regido promotora de
cbaF com sitios de
BamHI e Pstl para
clonagem no vetor
pRKlacZ290

Produto de 436 pb da
regido promotora de
cbuA para clonagem no
vetor pRK/acZ290

Produto de 218 pb da
regido promotora de
vbuA para clonagem no
vetor pRK/acZ290

Produto de 347 pb da
regido promotora de zur
com sitios de EcoRl e
Hindlll para clonagem
no vetor pRK/acZ290

Verificagado da
orientagao de insertos
clonados no vetor
pRKlacZ290
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Geracao de mutantes de transposon e identificagido do sitio de insercao

GyrA_ QRDR_Fw ATGACCGATAACCTGTTCGCC

GyrA_QRDR_Rv

ISTet_Fw

ISTet_Rv

CEKG2A
CEKG2B
CEKG2C

CEKG4
lacZ-211
lacZ-148

CRISPR_ID_Fw

CRISPR_ID_Rv

ATGTCGGCCAACAGCTCGTG

TGGACAGCATGGCCTGCAAC

TTTCGGCGTGGGTATGGTGG

GGCCACGCGTCGACTAGTACNNNNNNNNNNAGAG

GGCCACGCGTCGACTAGTACNNNNNNNNNNACGCC

GGCCACGCGTCGACTAGTACNNNNNNNNNNGATAT

GGCCACGCGTCGACTAGTAC

TGCGGGCCTCTTCGCTATTA

GGGTAACGCCAGGGTTTTCC

TACCGGGGTACCCCAGGCTTCCAGATACTGCG

TACCGGGGATCCACTGGCTAGCAATGCGTTCAG

Fragmento de 419 pb
utilizado para
sequenciar a regido
determinante de
resisténcia a quinolonas
(QRDR) do gene gyrA
de C. violaceum

Fragmento de 560 pb
do gene de resisténcia
a tetraciclina utilizado
para detectar a
presenca do transposon
T8

Oligonucleotideos
randémicos utilizados
para identificar o sitio
de insergao do
transposon T8

Oligonucleotideos
especificos utilizados
para identificar o sitio
de insergao do
transposon T8

Fragmento de 635 pb
utilizado para confirmar
a insergao do
transposon

aSequéncias sublinhadas indicam os sitios de reconhecimento das endonucleases
de restri¢cao utilizadas para proposito de clonagem

Além da estratégia previamente descrita para obtengdo de mutantes nulos,

também buscamos selecionar mutacdes espontaneas em fur através de selecdo em

excesso de manganés (HANTKE, 1981; SILVER et al., 1972). Primeiro padronizamos

a concentracdo de excesso de manganés através do cultivo da linhagem WT em

diferentes concentragdes de MnCl,, e avaliando o crescimento por até 72 horas. As

coldnias selecionadas em MnCl. foram entdo testadas no meio indicativo PSA-CAS

(descrito em detalhes no item 3.5) para selecionar possiveis mutantes em que a

producao de siderdforos estivesse desreprimida. Os provaveis candidatos foram

sequenciados com oligonucleotideos que flanqueiam a fase aberta de leitura do gene

fur para investigar a presenga de possiveis mutagdes (Tabela 2).
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3.4.Complementacgao génica das linhagens mutantes

A complementagéo génica foi realizada através da clonagem do gene de
interesse com sua respectiva regido promotora nos vetores replicativos pMR20 ou
pSEVA221 (Tabela 1). As regides de interesse foram amplificadas por PCR utilizando
DNA gendmico da linhagem WT ou do mutante espontdneo FurRf*%S com
oligonucleotideos especificos (Tabela 2) e clonadas nos vetores, conforme descrito
no item 3.2. As construcdes resultantes e os vetores vazios como controle foram

mobilizadas por conjugacao para as linhagens de C. violaceum (Tabela 1).

3.5.Avaliagao da atividade de sideréforos em placas PSA-CAS e ensaio

quantitativo

A verificagdo da atividade de siderdforos foi feita utilizando o reagente
indicativo Cromo Azurol S (CAS) (LOUDEN; HAARMANN; LYNNE, 2011; SCHWYN;
NEILANDS, 1987). A solucédo Blue Dye possui coloragdo azul, pois sdo formados
complexos entre os reagentes CAS e cloreto de hexadeciltrimetilamoénio (HDTMA,
hexadecyltrimethylammonium chloride) com FeCls. Na presenga de moléculas que
possuem maior afinidade por ferro — como os sideréforos — o ferro férrico é
sequestrado por tais moléculas, desfazendo o complexo de ferro com CAS e HDTMA,
ocasionando na mudanca de colorag&o de azul para alaranjado.

Associado ao Blue Dye & necessario um meio de crescimento para as
bactérias. Para C. violaceum utilizamos um método modificado com o meio PSA
(Peptona Sacarose Agar) (BATISTA et al., 2019; CHATTERJEE; SONTI, 2002), uma
vez que o crescimento bacteriano ndo foi satisfatério no meio descrito no protocolo
original (SCHWYN; NEILANDS, 1987). Assim, a cada 30 ml do meio PSA (1%
peptona; 1% sacarose; 1,4% agar) foram adicionados 3,6 ml de Blue Dye. A solugéao
estoque de Blue Dye foi preparada dissolvendo 60 mg de CAS (Sigma-Aldrich) em 50
ml de agua ultrapura e adicionado a 2,7 mg de FeClz previamente dissolvido em 10
ml de HCI 10 mM. A finalizagdo do complexo foi feita com a adicdo de 73 mg de
HDTMA dissolvidos em 40 ml de agua ultrapura. As concentragdes na solugao pronta
sédo de CAS 1 mM, FeCl; 100 uM e HDTMA 2 mM.

Para avaliar a atividade de sideréforos em meio indicativo PSA-CAS, foram
plaqueados 5 ul de culturas mantidas em condigbes padrao (meio LB, 37°C, ON, 250
rom). As placas foram incubadas a 37°C e em determinados pontos (18, 24 ou 48 h),

as placas foram fotografadas para posterior comparagao e quantificagdo dos halos
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alaranjados referentes a atividade dos sideroforos. A mensuragao dos halos foi feita

através do programa Fiji (https://imagej.net/Fiji) utilizando as fotos previamente

adquiridas. Cada foto foi obtida com um padréo de escala para garantir a correta
comparacgao entre fotos de diferentes linhagens. A area de cada halo foi medida e
plotada no programa GraphPad Prism (verséo 8, https://www.graphpad.com/).

Também foi avaliada a presenca de sideréforos nos sobrenadantes das
culturas. Para isso, foram obtidos sobrenadantes filtrados em poro de 0,22 ym de
culturas mantidas em meio minimo M9HC por 48 h. Foram inoculados cerca de 80 i
dos sobrenadantes em orificios feitos com auxilio de ponteiras para micropipeta 100-
1000 pl (P1000) em placas PSA-CAS. A atividade dos sideroforos foi avaliada apos
18-24 horas de incubagao a 37°C, com fotos adquiridas e quantificadas no programa
Fiji, conforme previamente descrito.

Para o ensaio quantitativo foram obtidos sobrenadantes das diferentes
linhagens cultivadas por 48 h em meio MM9-Tris (MM9 sais 1x (KH2PO4 150 mM;
NaCl 100 mM; NH4Cl 185 mM); Tris 100 mM; glicose 0,4%; MgSO4 2 mM; CaCl2 100
MM; hidrolisado de caseina 0,1%). Apods leitura da DOeoo das culturas, os
sobrenadantes foram obtidos e misturados a solugdo de CAS liquido (HDTMA 600
uM; FeCls 25 yM; CAS 150 uM; piperazina 5 uM; HCI 0,75 N) na propor¢ao de 1:10
(1 parte de sobrenadante para 9 partes de CAS liquido). As amostras foram incubadas
a TA por 10 min seguido pela mensuragdo da DOg30. Como controle foi utilizado o
meio MM9-Tris em substituicdo ao sobrenadante. O calculo da RSU (do inglés,
Relative Siderophore Unit, Unidade Relativa de Sideréforo) foi feito através da

seguinte férmula (2):

DO meio MM9-Tris x diluicdo) - (DO sobrenadante x diluicdo
RSU = 100 X [( 630 C ) ( 630 C ) (2)
DOGOOCUHUFG

3.6.Purificagao de proteinas, geragcdo de anticorpos policlonais em
camundongos e analise da expressao proteica por Western blotting

Para expresséo heterdloga e purificagdo da proteina Fur, o gene fur foi
clonado no vetor pET15b (Tabela 1), utilizando o par de oligonucleotideos descritos
na Tabela 2. A construgao foi sequenciada e transformada por eletroporacdo em E.
coli BL21(DE3) (Tabela 1). A linhagem obtida foi cultivada em 500 ml de meio LB com
ampicilina até DOsoo 0,6-0,8, quando entéo foi adicionado IPTG (do inglés, isopropy!
B-D-1-thiogalactopyranoside) na concentragao final de 1 mM, por 2 h a 37°C. O pellet
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bacteriano foi ressuspendido em tampao de lise (tampéo fosfato de sédio 50 mM pH
7,4; NaCl 300 mM; imidazol 50 mM e PMSF 1 mM) e sonicado (10 pulsos com
amplitude de 75% por 20 s com intervalos de 59 s). Em seguida, foram adicionados 2
ml de estreptomicina 10% a solug¢ao, que foi agitada lentamente por 20 min e filtrada
em filtro com poro de 0,45 pym. A proteina heterdloga foi entdo purificada do extrato
soluvel por cromatografia em coluna de niquel Ni-NTA Superflow (Qiagen), seguindo
as orientacdes do fabricante. As fracbes contendo a proteina de interesse foram
concentradas utilizando Vivaspin 6 Concentrator (Sartorius Stedim Biotech), e o
tampdo de eluicdo foi trocado em Disposable PD 10 Desalting Columns (GE
Healthcare) para o tampéao de estocagem (Tris-HCI 20 mM pH 7,4; NaCl 100 mM e
glicerol 5%). A avaliacao final do processo foi feita resolvendo os extratos totais e as
fragbes obtidas ao longo do processo de purificagdo em gel de poliacrilamida 15%
(SDS-PAGE). A determinagdo da quantidade de proteina foi feita através do ensaio
de Bradford, onde 1 yl da amostra foi incubado com 500 ul do reagente de Bradford
em TA por 5 min, seguido pela mensuragao da DOeoo. A concentracéo final foi feita
através da equagao da reta da regressao linear de curva padrdo de BSA (do inglés,
bovine serum albumin).

Para geragdo de anticorpos policlonais, cerca de 40 pug da proteina
recombinante purificada foram injetados em quatro camundongos BALB/c fémeas
(Protocolo CEUA 181/2017). Na primeira imunizagao, a proteina foi emulsificada no
adjuvante completo de Freund (Sigma Aldrich), e nas trés imunizagdes seguintes foi
utilizado o adjuvante incompleto de Freund (Sigma Aldrich). O intervalo entre cada
imunizagao foi de 15 dias. Apds a ultima imunizagéo, os animais foram anestesiados
(cetamina 90 mg/kg de peso e xilazina 10 mg/kg de peso) e cerca de 1,5-2 ml de
sangue total foram coletados do seio retro-orbital. O sangue total foi centrifugado
(4.000 rpm, 10 min, 4°C) e o soro contendo os anticorpos foi coletado e armazenado
em aliquotas a -80°C.

Para analise da expresséo proteica por Western blotting foram obtidos
extratos totais a partir de culturas de C. violaceum em fase logaritmica (DOsoo ~ 1) que
foram centrifugadas (16.000 rcf, 25°C, 90 s) e ressuspendidas em tampdo de
carregamento (50 mM Tris-HCI pH 6,8; 2% SDS; 10% glicerol; 0,1% azul de
bromofenol e 100 mM DTT), de acordo com a DOeoo, na seguinte proporgao: para
DOeoo 0,5 0 extrato total foi ressuspendido em 50 pl de tampao de carregamento.
Previamente a aplicagdo no gel de poliacrilamida, as amostras foram aquecidas a



59

100°C por 10 min. O gel de poliacrilamida 15% foi montado de acordo com as
instrugdbes do manual Molecular Cloning (SAMBROOK, J.; FRITSCH, E. F. AND
MANIATIS, 1989) no sistema Mini-PROTEAN Tetra Handcast (Bio-Rad) e resolvido
no sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad), a 100 Volts por aproximadamente 1
h. A transferéncia para a membrana de nitrocelulose (GE Healthcare) foi feita em
tampao de transferéncia (Metanol 20% (v/v); Tris 25 mM; glicina 192 mM) a 250 mA
por 1 h no sistema Mini-PROTEAN Tetra Handcast (Bio-Rad). Em seguida, o
carregamento das amostras foi analisado por coloragéo de Ponceau S 0,1% (p/v). O
Western blotting foi realizado de acordo com as instrugdes do kit Protein Detector
LumiGLO Western Blotting (KPL) com o soro na diluicdo de 1:1000. A revelagéo foi
feita usando filme Amersham Hyperfim ECL (GE Healthcare), seguindo as
orientacdes do fabricante.

3.7.Analises in silico da mutagao C118A em fur

Para predicdo da estrutura secundaria e terciaria de Fur, foi utilizado o
programa Protein Homology/analogY Recognition Engine V 2.0 (Phyre 2,
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2) com a sequéncia de aminoacidos da versao WT

da proteina. O produto da analise foi visualizado no programa PyMOL

(https://pymol.org/2/), destacando as a-hélices e as folhas B-pregueadas. O dominio

de ligacdo ao DNA foi destacado de acordo com as predi¢gdes contidas no banco de
dados do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/34103108).

3.8.Ensaios de estimulacao de crescimento por sideréforos

A utilizagao de sideroforos endogenos foi avaliada por ensaio de zona de
estimulagdo de crescimento em disco (BURNSIDE et al., 2015; JIN et al., 2006),
utilizando a linhagem AcbaCEBA, que nao sintetiza sideroforos, embebida em meio
LB suplementado com 125 uyM 2,2°-DP. A presenca do quelante de ferro 2,2’-DP
impede o crescimento dessa linhagem em placas devido a inacessibilidade ao metal.
Sobre a placa solidificada, foram adicionados entre 5 e 10 ul de diferentes linhagens
cultivadas em meio LB. A estimulagdo do crescimento da linhagem AcbaCEBA foi
avaliada apods incubacgao por 24 h a 37°C e é diretamente dependente da quantidade
de sideroforos produzidas por cada linhagem avaliada no ensaio.
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3.9.Determinagao e quantificagcao de UFC

Para avaliagdo das unidades formadoras de colénia (UFC), os pré-inéculos
em meio LB ou MOHC de todas as linhagens foram diluidos para DOgoo 0,01 em 5 ml
de meio LB ou MOHC, respectivamente, e cultivados a 37°C, 250 rpm por 20 h. Apds,
~1,7 ml da cultura foram centrifugados e ressuspendido em 1 ml de PBS 1x. Foram
feitas sete diluicbes sucessivas e o plagueamento de 100 ul da ultima diluicdo, que
conforme protocolo padronizado em nosso laboratério, possui 1000 UFC/ml. O
plagueamento foi realizado no meio em que as linhagens foram cultivadas
originalmente (LB ou M9HC) e incubados a 37°C por 24 h. Apés esse periodo as UFC
foram contabilizadas e convertidas para UFC/ml.

Para quantificagado do crescimento em agar, as mesmas placas obtidas no
ensaio anterior foram fotografadas em visualizag&o sob lupa e o tamanho das col6nias

foi quantificado no programa Fiji (https://imagej.net/Fiji).

3.10. Curvas de crescimento

As curvas de crescimento foram realizadas em meio LB ou MOHC a partir
de pré-indculos cultivados no mesmo meio em que as curvas foram feitas. Os pré-
in6culos foram diluidos para DOeoo 0,01 e as curvas foram acompanhadas por até 48
h de cultivo em agitagdo de 250 rpm e 37°C, retirando-se aliquotas em intervalos de
1 ou 2 h, conforme indicado em cada grafico. O equipamento BioPhotometer plus
(Eppendorf) foi utilizado para mensurag¢ao da densidade 6tica a 600 nm.

3.11. Viabilidade celular por ensaio LIVE/DEAD

Culturas de fase exponencial (DOeoo ~ 1) ou estacionaria foram analisadas
quanto a viabilidade celular em meio liquido utilizado o LIVE/DEAD BacLight Bacterial
Viability kit (Thermo Fisher Scientific), de acordo com as instrugdes do fabricante. Em
resumo, as células cultivadas em meio LB ou M9HC foram lavadas em NaCl 0,85%
(p/v) e coradas por 15 min com 6 yM de SYTO 9 e 30 uM de iodeto de propideo. Cerca
de 2 ul das suspensdes de células foram observadas no microscépio de fluorescéncia
invertido Leica DMIG000 B em Iaminas preparadas com um suporte de agarose 1% e
laminula, com excitagdo dos fluoréforos em 470/490 nm e emissdo a 530 nm para o
corante SYTO 9 e 630 nm para o corante iodeto de propideo. Posteriormente, foi

realizada a quantificacdo de células de campos adquiridos de maneira aleatéria.
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3.12. Perfil de captacao de brometo de etideo em culturas de fase

plancténica

Esse ensaio foi baseado em protocolo previamente descrito (LONERGAN
et al., 2019), com pequenas alteragdes. As culturas foram mantidas em meio MOHC
ou M9HC suplementado com FeSO4 50 uM até a fase exponencial (DOsoo 0,8-1) e
entdo lavadas com PBS 1x estéril e normalizadas para DOsoo 0,3. Cerca de 100 pl
foram transferidos para placa de 96 pocos de fundo chato e com isolamento 6tico
entre cada pocgo (Corning). Imediatamente antes da leitura da fluorescéncia no
equipamento SpectraMax i3x Fluorescence Reader (Molecular Devices) foi
adicionado brometo de etideo (BrEt) na concentragdo final de 1 pg/ml. Os
comprimentos de onda utilizados para excitagao e emissao de fluorescéncia foram
530 nm e 600 nm, respectivamente, por cerca de 300 s, com intervalo de 30 s a cada
captura. Esse ensaio também foi realizado utilizando os sobrenadantes de culturas
mantidas por 24 h nas mesmas condigdes descritas anteriormente. Como controle
endogeno do experimento, foram adquiridos os niveis de fluorescéncia tanto de

células quanto dos sobrenadantes sem a adi¢cao de BrEt.

3.13. Ensaios de rugosidade em meio sélido

Para avaliar o perfil de rugosidade em biofilme, 5 yl de in6culos cultivados
em meio LB foram plaqueados em meio PSA suplementado ou ndo com FeSO4 600
MM e/ou NaNOs 60 mM. As placas foram mantidas a 37°C por 72 h e

fotodocumentadas com lente macro.

3.14. Perfil de sensibilidade ao estresse oxidativo e dosagem de ROS

A sensibilidade ao perdxido de hidrogénio (H20.) foi avaliada por ensaio
de disco-difusdo. 500 ul das culturas de fase estacionaria foram diluidas para DOeoo
0,1 e plaqueadas em meio MOHC-1%. Apos a secagem completa das placas, discos
de papel filtro estéril foram posicionados na placa e sobre estes foram adicionados
diferentes concentracées de H.O2 em um volume final de 10 pl. Apés 24 h de cultivo
a 37°C, fotos foram adquiridas e as zonas de inibicdo de crescimento foram
mensuradas no programa Fiji (https://imagej.net/Fiji).

Para determinacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés,
reactive oxygen species) foi utilizada a sonda permeavel H.DCFDA (do inglés, 2'7"-
dichlorodihydrofluorescein diacetate, Invitrogen). As culturas foram mantidas em meio
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M9OHC até a fase exponencial e foram tratadas ou n&o por 40 min com FeSO4 0,5 mM
ou H202 20 mM. Apds o tratamento, a sonda Ho.DCFDA recém preparada em DMSO
foi adicionada, na concentracao final de 10 uM por 45 min. Por fim, as células foram
lavadas em PBS e dispostas em placa com 96 pocos de fundo chato e com isolamento
otico entre cada pogo (Corning). A fluorescéncia de cada pogo foi medida no
equipamento SpectraMax i3x Fluorescence Reader (Molecular Devices) utilizando o
comprimento de onda de 490 nm para excitagdo da sonda e detec¢do da emissao de

fluorescéncia no comprimento de onda de 525 nm.

3.15. Analise da expressao génica por atividade de B-galactosidase

As regides promotoras dos genes cbafF, cbuA e vbuA foram amplificadas
por PCR (Tabela 2) e clonadas no vetor pGEM (Tabela 1) em E. coli DH5a, seguindo
as orientagdes do fabricante. Apos verificagdo da clonagem por PCR, foi feita a
miniprep dos plasmideos que continham o inserto de interesse clonado e a digestao
com as endonucleases de restricdo adequadas para clonagem no vetor pRK/acZ290
(Tabela 1). No caso da regidao promotora de cbuA, que nao continha sitios de
endonucleases de restricdo nos oligonucleotideos, foi feita a ligagéo no sitio de EcoRl
do vetor pRKl/acZ290, seguido da checagem por PCR da orientagdo de ligagdo do
inserto utilizando um oligonucleotideo da regido promotora e um oligonucleotideo
anelado proximo ao sitio multiplo de clonagem do vetor (M13 Fw ou /acZ up, Tabela
2). Uma vez obtidos os plasmideos com as regides promotoras em fusdo ao lacZ,
estes foram transformados por eletroporagéo em E. coli S17-1 para conjugagado com
as diferentes linhagens de C. violaceum (Tabela 1).

A anadlise da expressao génica utilizando esse sistema reporter foi feita
utilizando protocolo previamente estabelecido (MILLER, 1972). As linhagens foram
cultivadas em meio LB ou MOHC até a fase exponencial de crescimento, seguido pela
adicdo dos tratamentos (2,2’-DP ou FeSOas) por 1 h. Apds, 100 ul da cultura foram
adicionados a 800 ul do tamp&o Z (NaH2PO4 40 mM; NaxHPO4 60 mM; KCI 10 mM,;
MgSO4 1 mM e B-mercaptoetanol 5 mM), 100 ul de cloroformio e 25 pl de SDS 0,1%.
A solugédo foi homogeneizada em agitador vortex e incubada a 30°C por 5 min. Apos
a incubacao foram adicionados 200 yl de ONPG (4 mg/ml dissolvidos em 0,1 M
KoHPO4 e 0,1 M KH2POg4, pH 7) e as amostras foram homogeneizadas e incubadas a
30°C por 5 min. A reacao foi parada com a adicdo de 400 pl de Na,CO3 1 M e
homogeneizada em agitador vortex. A quantificagdo das unidades de Miller foi feita
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segundo a férmula descrita em (3), utilizando a mensuragéao da DOeoo das culturas e

a mensuragao da DOa2o das reagdes.

1 Unidade de Miller = 1000 x (ﬁ), onde: (3)

As20 = densidade o6tica no comprimento de 420 nm, T = tempo (em min), V = volume
de células utilizado no ensaio (em ml) e Asoo = densidade 6tica no comprimento de
onda de 600 nm.

3.16. Motilidade do tipo swimming

Para determinacao da motilidade dependente de flagelo do tipo swimming
foi utilizado o protocolo previamente descrito para P. aeruginosa (HA; KUCHMA,;
O'TOOLE, 2014). Um volume de 5 pl de culturas de fase estacionaria ajustados para
DOeoo 0,1 foi inoculado no interior de placas MO9HC com 0,3% de agar, recém-
preparadas. As placas foram incubadas a 37°C por até 48 h e o diametro

correspondente ao swimming foi medido a cada 24 h.

3.17. Mensuracgao de biofilme estatico e producao de celulose

A quantificagdo do biofilme foi realizada utilizando protocolo de coloragao
por cristal violeta. As culturas bacterianas com DOsgqo inicial de 0,01 foram mantidas
em meio LB a 37°C por 24 h em tubos de vidro sem agitagdo. Apds o cultivo, as células
em fase planctonica foram removidas e a DOeoo foi quantificada. O tubo contendo o
biofilme aderido foi lavado com agua destilada por duas vezes. Em seguida, foi
adicionado cristal violeta 0,1% (p/v) em quantidade suficiente para cobrir o halo do
biofilme presente no tubo, seguido por incubag¢ao por 10 min a TA. O material corado
foi lavado com agua destilada por duas vezes e ressuspendido em 1 ml de etanol
100%, seguido pela mensuracdo da DOeoo. O resultado final apresenta-se
padronizado com a raz&o do biofilme corado com cristal violeta sobre a densidade
celular da cultura plancténica. Esse ensaio foi realizado, no minimo, em seis réplicas
bioldgicas para cada condigdo apresentada.

Também foi utilizado o corante vermelho congo para quantificar a produgao
de celulose, um importante componente do biofilme rugoso, de acordo com protocolo
previamente descrito (DEPAS et al., 2013). As linhagens foram cultivadas em meio LB
de modo estatico por 48 h em tubos de vidro, a partir de DOggo 0,01. O biofilme foi
ressuspendido em 1 ml de PBS 1x e centrifugado a 16.000 rcf por 2 min, TA. O
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sobrenadante foi removido e o pellet foi ressuspendido em 1 ml de PBS com 40 ug/ml
vermelho congo (Fisher Scientific). Adicionalmente, foi utilizado como controle apenas
o PBS com o vermelho congo. As amostras foram incubadas por 1 h, 37°C, 250 rpm.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 16.000 rcf, 2 min, TA e a DOago do
sobrenadante foi mensurada, utilizando o PBS como controle positivo. O calculo da
quantidade de vermelho congo ligado as células foi feito conforme a formula descrita
em (4):

A4g9p amostra
Aggpcontrole ) (4)

Vermelho congo ligado (ug/ml) = 40 x (1

3.18. Ensaios com camundongos

Para determinacdo do perfil de viruléncia utilizando camundongos da
linhagem BALB/c fémea como modelo de hospedeiro, as linhagens bacterianas foram
cultivadas da mesma maneira descrita no ensaio de determinagao de UFC. Para a
infecgao intraperitoneal (i.p.) dos camundongos foi utilizada uma dose de 108 UFC e
os animais foram acompanhados diariamente por até 10 dias.

A carga bacteriana no figado dos camundongos também foi quantificada.
Para isso, os camundongos foram infectados com 10 UFC, e apds 16 h de infecgdo
os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e os figados foram
coletados assepticamente em tubos contendo PBS. Apds a pesagem, os 6rgéos foram
homogeneizados e 100 ul do homogenato foram transferidos para uma placa de 96
pogos, onde foram feitas diluicbes seriadas (até 10%). 10 ul das diluigdes foram
plagqueadas em meio LB para posterior determinagao das UFC/g.

Para verificar a produgcao de armadilhas extracelulares de neutrofilos
(NETSs, do inglés Neutrophil Extracellular Traps) durante a infec¢ao por C. violaceum
foram feitos ensaios de infecgédo in vitro em neutréfilos. Utilizamos um modelo de
peritonite em camundongos com o uso do tioglicolato para indugdo da migragao de
neutrofilos (BARON; PROCTOR, 1982; LEIJH et al, 1984). Inicialmente, os
camundongos (n = 2) foram injetados duas vezes com 1-2 ml de tioglicolato 4% (p/v),
via i.p., com intervalo de aproximadamente 14 h entre cada aplicagdo. Apdés um
intervalo de 3 h apds a segunda injegado, os camundongos foram eutanasiados por
deslocamento cervical e 5 ml de meio HBSS 1x (do inglés, Hank’s Balanced-Salt
Solution) (NaCl 135 mM; KCI 13,4 mM; KoHPO4 0,4 uM; glicose 5,5 mM; Na:HPO4
335 yM mM; MgSO4 800 uM; CaCl, 125 uM; NaHCO3 0,1% (v/v); HEPES 14,3 mM)
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foram adicionados a cavidade peritoneal, para lavagem e remogédo das células
migradas para a regido. Apds, o lavado peritoneal enriquecido com neutrofilos foi
centrifugado 10 min, 350 rcf, 30°C e as células sedimentadas foram ressuspendidas
em 3 ml de HBSS 1x suplementado com soro fetal bovino 2% (v/v). As células foram
coradas por azul de tripano 0,4% e contadas em camara de Neubauer. Além disso, a
morfologia celular e a contagem diferencial foram realizadas através de colorag&o por
panotico. A infecgdo dos neutréfilos com as diferentes linhagens de C. violaceum
cultivadas em meio LB por 20 h foi feita com um MOI (do inglés, multiplicity of infection)
de 10:1 (108 bactérias para 10° neutréfilos por pogo), mantendo as placas de 96 pogos
a 37°C em estufa com COz por 3 h. Para a quantificacdo da producdo de NET, foi
adicionado as placas 1 uM de Sytox (Invitrogen), um corante impermeavel a células
vivas. A quantificagdo de fluorescéncia decorrente da presenca de DNA extracelular
intercalado ao Sytox foi feita em equipamento SpectraMax i3x (Molecular Devices).
Os resultados foram analisados no software SoftMax Pro 6.4 (Molecular Devices).

Para quantificagdo da atividade microbicida de neutrofilos foi utilizado o
mesmo modelo de peritonite induzido por tioglicolato previamente descrito. As
linhagens de C. violaceum foram adicionadas aos neutréfilos em meio HBSS em MOI
10 e incubados por 2 h a 37°C com agitagéo leve. Apds a incubagao, os neutrofilos
foram lisados adicionando um volume igual de agua destilada a solugao e vortexados
por 30 s. A suspensao de células foi diluida serialmente e plaqueada em meio LB para
quantificacdo das UFC. Todos os ensaios com camundongos foram realizados de
acordo com protocolo autorizado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da FMRP-USP (Protocolo CEUA 181/2017).

3.19. Mutagénese via transposon T8

3.19.1. Mutagénese por insergédo do transposon T8

Para obter mutantes de transposon em C. violaceum, foi utilizado o
plasmideo plT2 (Tabela 1) contendo o transposon IS/acZ/hah (T8) desenvolvido para
P. aeruginosa (JACOBS et al.,, 2003). Este plasmideo conjugativo e mobilizavel
através da linhagem de E. coli SM10Apir contém o gene da transposase, um gene que
confere resisténcia a ampicilina e o transposon T8, que também possui uma marca de
resisténcia a tetraciclina. Uma vez que a linhagem E. coli SM10Apir[pIT2] é resistente
a ampicilina, o antibidtico usualmente utilizado para selecionar transconjugantes de

C. violaceum, foi necessario selecionar uma linhagem mutante fur espontaneamente
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resistente a acido nalidixico (AfurNA-R, Tabela 2), possibilitando assim uma alternativa
a selecdo de mutantes contendo o plasmideo pIT2. Para isso, o mutante fur foi
cultivado em meio LB e plaqueado em meio MOHC contendo varias concentragdes de
acido nalidixico (512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4 e 0 yg/ml). As colbnias resistentes
foram sequenciadas para mutagcdes no gene gyrA, utilizando oligonucleotideos para
a regido QRDR do gene (Tabela 2). Uma linhagem mutante AfurNA'R confirmada foi
conjugada com a linhagem E. coli SM10Apir[plT2] e selecionado em placas LB
suplementadas com acido nalidixico (20 ug/ml) e tetraciclina (10 pg/ml).

3.19.2. Caracterizagdo genotipica de mutantes fur com inser¢do do
transposon T8
Os mutantes foram caracterizados quanto a inser¢cédo do transposon T8 de
diferentes maneiras. Inicialmente foi feita uma PCR utilizando oligonucleotideos para
0 gene da tetraciclina, que esta contido no transposon T8, mas ndo no mutante Afur.
Em seguida foi realizada a identificagado do sitio de inser¢g&o do transposon, conforme
protocolo descrito para P. aeruginosa (JACOBS et al., 2003), utilizando uma PCR
semi-degenerativa de dois estagios (Tabela 2), seguido por reagdo de
sequenciamento de Sanger.

3.19.3. Caracterizacdo fenotipica de mutantes fur com inser¢cao do
transposon T8
O principal objetivo desta abordagem foi selecionar clones com insergao do
transposon T8 no mutante fur que tivessem o atraso de crescimento em meio solido
resgatado, para assim determinar vias ou genes que pudessem estar relacionados
com esse defeito no crescimento do mutante fur. Assim, foram selecionadas, por
inspecéo visual, coldnias fur/T8 com tamanho aumentado em relagao as col6nias do
mutante fur. Em seguida foi feita a caracterizagao genotipica descrita no item anterior.
A linhagem fur/T8 selecionada foi caracterizada em relagdo as linhagens WT e Afur
para varios parametros, como o padrao de atividade de sideréforos no meio indicativo
PSA-CAS e em ensaio quantitativo de CAS, o crescimento em meio liquido, o padrao
de crescimento em meio solido, a quantidade de UFC, a motilidade do tipo swimming
e o perfil de viruléncia em camundongos da linhagem BALB/c.
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3.20. Analise in silico para identificagao de Fur box em C. violaceum

As regides promotoras (-200 até + 50 pb relativo ao cédon de inicio da
traducéo) de possiveis genes relacionados com a captacéo de ferro e que, portanto,
tém o potencial para ser regulado por Fur, foram utilizadas para pesquisar os sitios de
ligagdo ao DNA de Fur (Fur box) através da ferramenta MEME (Multiple Em for Motif

Elicitation, http://meme-suite.org).

3.21. Analise in silico para comparacao gendémica de loci contendo zur,

znuA, znuB e znuC em diferentes bactérias

As regides codificadoras dos genes foram obtidas dos bancos de dados
Microbial Genome Database for Comparative Analysis (MGD,
http://mbgd.genome.ad.jp) e Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG,

https://www.kegg.jp) e plotadas em escala. A referéncia completa das espécies

utilizadas assim como a denominacdo de cada fase aberta de leitura encontra-se
descrita na legenda da figura.

3.22. Analise in silico para identificagao de Zur box em C. violaceum

Para encontrar um possivel sitio de ligagcado de Zur em C. violaceum, foram
utilizadas sequéncias de DNA de 25 espécies pertencentes ao género
Chromobacterium do banco de dados Integrated Microbial Genomes and Microbiomes

(IMG/M) (https://img.jgi.doe.gov). Todos os genomas foram examinados em busca do

regulador Zur anotado. Foram encontrados 23 genomas contendo um possivel gene
zur. A regido com 300 pb a montante do codon predito para inicio da tradugao de zur
foi exportada para uso na ferramenta MEME (Multiple Em for Motif Elicitation,

https://meme-suite.org/), em busca de regides palindrébmicas com sequéncia entre 14

e 19 pb de comprimento. As matrizes obtidas foram utilizadas na ferramenta de

comparagao de sitios de fatores de transcricdio Tomtom (https://meme-

suite.org/meme/tools/tomtom), a fim de comparar os sitios encontrados na analise da

ferramenta MEME com Zur-boxes ja descritos na literatura.

3.23. Efeitos de caréncia de zinco mediados por EDTA em meio liquido

Para determinar os efeitos que a presenca de EDTA poderia exercer em
diferentes linhagens de C. violaceum em relagdo a caréncia de zinco, diferentes
linhagens (WT, AznuCBA e AznuCBA[pMR20znuCBA] foram diluidas para DOggo 0,01
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em meio LB e cultivadas por 24 h, a 37°C e 250 rpm com diferentes tratamentos. A
caréncia de zinco foi induzida com a suplementacdo do meio com 1 mM EDTA e a
suficiéncia de zinco foi induzida com a suplementagdo do meio com 250 yM ZnCla.
Como controle, as mesmas linhagens foram tratadas com o quelante de ferro 2,2’-DP
na concentracdo de 200 uM ou com 1 mM FeSO4 para condigbes de caréncia e
suficiéncia desse metal, respectivamente. Ao final das 24 h de tratamento, a DOeoo de
todas as linhagens foi medida.

3.24. Avaliagao da atividade bacteriostatica, bactericida e indutora de

caréncia de zinco por calprotectina

As versbes WT e com a mutagdo ASI/SIl de calprotectina (CP) foram
obtidas em colaboracdo com os laboratérios dos Prof. Walter Chazin e Eric Skaar
(Vanderbilt University). As proteinas liofilizadas foram ressuspendidas em tampé&o
para CP (NaCl 100 mM, CaCl, 3 mM, B-mercaptoetanol 5 mM e Tris pH 7,5 20 mM).
A determinagao da quantidade de proteina em cada aliquota foi feita através do ensaio
de Bradford, onde 1 yl da amostra foi incubado com 500 ul do reagente de Bradford
em TA por 5 min, seguido pela mensuragao da DOeoo. A concentracdo final foi feita
através da equacédo da reta da regressédo linear de curva padrdo de BSA. Uma vez
determinada a concentragao, as amostras foram resolvidas em SDS-PAGE 15%, com
o gel corado com azul de Coomassie. Em seguida, foram realizadas diferentes curvas
de crescimento testando concentracdes do meio LB e composicdo do tampao para
CP, para determinagdo do perfil de crescimento da linhagem WT. Apds a
padronizacdo, outras curvas de crescimento foram realizadas com diferentes
concentragbes da proteina WT e de sua versdo ASI/SII. Por fim, foram realizadas
curvas de crescimento com pré-inoculos tratados ou ndo com CP e o ensaio de [B-
galactosidase para avaliar a expressao da regido promotora de zur (pzur) na presenga
de calprotectina. O ensaio utilizando o sistema reporter foi feito exatamente como o
descrito anteriormente, exceto que o tratamento com a CP n&o foi realizado por um
pulso de tempo, como para os outros agentes quelantes de metais. Nesse caso, a CP
foi adicionada no inicio do experimento quando as culturas foram diluidas e mantidas
por 4 h até a mensuragdo da atividade de B-galactosidase. Para garantir a
comparagao adequada, foram incluidos dois controles, um com a linhagem WT[pzur-
lacZ] nao tratada e outro com a mesma linhagem tratada com EDTA, também por 4 h.
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Todos os ensaios foram realizados com LB na concentragdo de 38% (v/v) e tampéo

para CP na concentrag&o de 62% (v/v).

3.25. Ensaio de competicao interespécies

Como C. violaceum é resistente a ampicilina, inicialmente foi feita uma
analise das espécies disponiveis em nosso laboratério em busca de linhagens
sensiveis a esse antibidtico, permitindo assim a selec¢ao de C. violaceum apds o co-
cultivo. Uma vez determinadas as linhagens sensiveis a ampicilina, as bactérias foram
cultivadas em 10 ml de meio LB, 250 rpom a 37°C, ON, e entao foi realizado o co-cultivo
utilizando 100 pl de cada linhagem, em um volume total de 2 ml de meio LB, com ou
sem a adicao de 250 uM de ZnCl.. Os co-cultivos foram incubados a 250 rpm, 37°C
por 2 h e foram diluidos em PBS 1x estéril e plagueados em meio LB suplementado
com 100 pg/ml de ampicilina. As placas foram incubadas por 24 h a 37°C e as UFC
foram contabilizadas e convertidas a UFC/ml. Para o ensaio intraespecifico foram
utilizadas as linhagens WT e AznuCBA[pMR20]. Este ensaio foi feito exatamente
como o previamente descrito, exceto a selegcdo de C. violaceum que foi feita em 10

pg/ml tetraciclina ao invés de ampicilina.

3.26. Teste de sensibilidade a antimicrobianos por disco difusao

Para determinacéo do perfil de sensibilidade a antimicrobianos por disco
difusdo, foram vertidas placas de meio Mueller-Hinton com 15 cm de diametro
contendo 60 ml de meio em cada placa. Sobre o meio solidificado foi espalhada a
cultura a ser testada diluida em PBS com DOsgoo 0,1. No caso das culturas em que foi
induzida a caréncia de zinco, foi realizada a adi¢do de 1 mM EDTA para cultivo ON.
Apos, foram distribuidos os discos de antibidticos com auxilio de uma pinga estéril. As
placas foram incubadas a 37°C por 24 h e os halos de inibi¢do de crescimento foram
medidos conforme a oitava edigdo da norma técnica divulgada pela Anvisa (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), M2-A8, volume 23, numero 1.

3.27. Deteccdao de moléculas extracelulares de quorum sensing e
quantificagao de violaceina

A presenca de AHLs (do inglés, N-acyl-L-homoserine lactones) em
sobrenadantes de diferentes linhagens de C. violaceum foi avaliada através da sintese

de violaceina pela linhagem biosensora Acvil. Foram utilizados 80 pl de
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sobrenadantes filtrados de C. violaceum dispostos em orificios feitos em placas de
meio LB embebidas com o mutante Acvil na proporgao de 0,1% (v/v). Apos 48 h de
incubacédo a 25°C, as placas foram fotodocumentadas e os halos roxos foram medidos

utilizando o programa Fiji (https://imagej.net/Fiji).

Para a quantificacdo da produgao de violaceina por C. violaceum, 500 ul
de culturas de fase estacionaria, crescidas em meio LB foram solubilizadas em 500 pl
de acetona, um solvente organico para violaceina. As amostras foram vortexadas por
30 s e centrifugadas a 13.000 rpm por 5 min para separagdo das fases. A fase
organica, contendo a violaceina solubilizada, foi quantificada em espectrofotdmetro,

no comprimento de onda de 575 nm (DOs7s).

3.28. Participacao de sideroforos na aquisi¢ao de zinco por C. violaceum

O envolvimento de sideroforos endogenos de C. violaceum na aquisigao de
zinco foi avaliado através dos ensaios de zona de estimulagdo de crescimento em
disco, onde a linhagem AcbhaCEBAAznuCBA, que nao sintetiza sideréforos e possui o
principal transportador de zinco ausente, foi embebida em meio LB na proporcao de
0,1% (v/v) e suplementado com EDTA 500 pM. O estimulo de crescimento foi feito
com a adicdo de gotas de 5 pl de culturas sobre o agar solidificado e
fotodocumentando a placa apos 24 h de cultivo a 37°C. Como controles enddégenos
foram adicionadas gotas com 50 mM EDTA, 3 mM FeSO4, 100 yM MnCl2 e 100 uM
ZnCl,. Além disso, foram realizados ensaios utilizando o sistema reporter de atividade
de (B-galactosidase com as linhagens WT[pcbuA-lacZ] e WT[pvbuA-lacZ], conforme

previamente descrito.

3.29. Analise in silico para comparagao de membros do COG0523

A comparacao de diferentes membros da familia COG0523 foi feita a partir
de sequéncias de proteinas desta familia de diferentes espécies em formato FASTA
obtidas do banco de dados Uniprot (https://www.uniprot.org). As sequéncias obtidas

foram alinhadas em pares utilizando o programa EMBOSS MATCHER

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss matcher/).

3.30. Analises estatisticas

Todos os ensaios foram realizados, no minimo, em trés réplicas biologicas

independentes, excetuando-se os casos descritos nas legendas das figuras ou nos
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materiais e métodos. A analise estatistica dos resultados contou com a verificagao do
padrao de distribuicdo dos dados utilizando o teste de normalidade de Shapiro-Wilk
no programa GraphPad Prism (versdo 8, https://www.graphpad.com/). Dados com

distribuicdo normal foram comparados utilizando o teste One-Way ANOVA, seguido
por analise post hoc com o teste de comparagao multipla de Dunnett. O valor de P
encontra-se descrito na legenda de cada figura, assim como os parédmetros utilizados
na comparagao. Em caso de dados n&o paramétricos, o teste utilizado encontra-se
descrito na legenda de cada figura. Para as curvas de sobrevivéncia de infecgdo em
modelo animal foi utilizado o teste log-rank (Mantel-Cox).
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4. RESULTADOS

4.1.CARACTERIZAGAO DO FATOR DE TRANSCRIGAO Fur

4.1.1. Fur é condicionalmente essencial em C. violaceum

O primeiro passo para iniciar a caracterizagao da homeostase de ferro em
C. violaceum foi a obtengdo do mutante nulo para o regulador Fur, uma vez que em
diversas bactérias este € o principal regulador responsavel pela homeostase de ferro,
como previamente descrito para Vibrio cholerae (DAVIES; BOGARD; MEKALANOS,
2011), Enterococcus faecalis (LATORRE et al., 2018), Campylobacter jejuni
(BUTCHER et al., 2012) e muitas outras bactérias (FILLAT, 2014). Para a obtenc&o
deste mutante nulo utilizamos a estratégia de delegdo em fase mediada por
recombinagcdo homoéloga, utilizando as regides flanqueadoras do gene de interesse
clonadas no vetor suicida pNPTS138 (Tabela 1, Figura 11). Essa estratégia ja € bem
estabelecida e amplamente utilizada em C. violaceum (BARROSO et al., 2018;
BATISTA et al.,, 2019; BATISTA et al., 2020; DA SILVA NETO; RETTO; NETTO,
2012).

Durante o processo de obtencdo do mutante ocorrem duas etapas de
recombinacdo homologa. Na primeira, o vetor suicida integra-se ao genoma de C.
violaceum através da recombinacg&o entre os fragmentos que flanqueiam o gene de
interesse (Figura 11). Na caracterizagdo genotipica por PCR s&o observadas duas
bandas em gel de agarose: i) um produto de amplificagcdo maior contendo as regides
flanqueadoras e o gene de interesse, que corresponde ao que é encontrado no
cromossomo da linhagem WT; ii) um produto com tamanho menor, que corresponde
as regides flanqueadoras sem o gene de interesse, que estdo clonadas no vetor
suicida. Conforme demonstrado na Figura 12A, essa etapa foi prontamente obtida
com a constru¢ao para mutagao de fur em C. violaceum (canaleta 12 r.).

O segundo evento de recombinagdo homologa ocorre entre os fragmentos
idénticos ja inseridos no genoma da bactéria. A recombinagao ocorre de maneira
aleatdria entre o fragmento a montante (del1-del2) ou o fragmento a jusante (del3-
deld4) e pode gerar linhagens revertidas ao genoétipo selvagem ou entéo as linhagens
mutantes, com a dele¢cdo do gene de interesse (Figura 11). Para a obtenc&o do
mutante Afur, duzentas colénias foram analisadas e todas apresentaram reversido ao

genotipo selvagem, conforme exemplo indicado na Figura 12A (canaleta 22 r.).
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A frequente reversao ao genotipo selvagem levantou a possibilidade de que
fur de C. violaceum fosse um gene essencial, o que impediria a sele¢cdo de um mutante
nulo com a estratégia utilizada até entdo. Para testar essa possibilidade, foi gerada
uma linhagem selvagem com o gene fur completo clonado no vetor replicativo pMR20,
denominada WT[pMR20fur] (Tabela 1). Essa linhagem foi utilizada como meio para
testar a essencialidade de fur, uma vez que se o gene for essencial, a copia
cromossomal conseguiria ser removida do genoma utilizando a estratégia de delegao
por recombinacdo homologa, pois haveria a expresséo de Fur a partir do gene na
copia plasmidial. Ao repetir as etapas de recombinacdo homodloga utilizando a
linhagem WT[pMR20fur] ao invés da linhagem WT, a dele¢cdo do gene fur do
cromossomo foi prontamente obtida (Figura 12B, canaleta 22 r.), com cinco eventos
de delecdo obtidos em treze coldnias testadas. E importante destacar que neste caso
a delecdo de fur do cromossomo n&o gerou uma linhagem mutante nula, pois o gene
fur esta presente em cépia plasmidial.

Uma segunda possibilidade para explicar a dificuldade na obtengdo do
mutante nulo fur a partir da linhagem WT seria de que como esse regulador atua
reprimindo genes envolvidos com a captagdo de ferro, o acumulo intracelular deste
metal na auséncia de Fur seria toxico e poderia causar a morte celular. Para testar
essa possibilidade, voltamos a utilizar a linhagem WT para fazer as recombinagbes
homologas, mas desta vez foi utilizado para sele¢cdo do segundo evento de
recombinagdo o meio LB suplementado com o agente quelante especifico para ferro
2,2’-DP (2,2’-dipiridil). Nesse caso, conseguimos obter com sucesso o mutante nulo

fur em seis de vinte e quatro colonias testadas (Figura 12C, canaleta 22 r.).

A) WT B) WT[pMR20fur] C) WT + 2,2-DP
MM WT 12r. 22r. CN MM WT 12r. 22r. CN

12r. 2%r. CN

Figura 12 — Obtencao da linhagem mutante Afur em C. violaceum. A) As tentativas de
obtengdo do mutante fur selecionando as colbnias em meio LB falharam. A PCR é
representativa dos resultados obtidos para cerca de 200 colbénias testadas. Na linhagem WT
€ observado um produto de 1633 pb referente as regides flanqueadoras mais o gene fur
(CV_1797), amplificado com os oligonucleotideos Fur_del1 e Fur_del4 (Tabela 2). O produto
da primeira recombinagao (12 r.) possui a banda de 1633 bp e uma banda menor, de 1291 bp,
que contém apenas as regides flanqueadoras. O produto da segunda recombinagao (22 r.)
possui a banda de 1633 bp, indicando reversao ao gendétipo WT. CN = controle negativo. B)
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O mesmo processo realizado no item anterior com a linhagem WT, foi realizado com a
linhagem WT[pMR20fur]. Assim, na segunda recombinagéo é observado apenas a presenga
da banda de 1291 bp, correspondendo a delegdo da cépia cromossomal do gene fur. C)
Mutante Afur obtido através de selegdo em meio LB suplementado com 100 uM 2,2’-DP.

Os dados apresentados até aqui sugerem que fur € condicionalmente
essencial em C. violaceum, uma vez que apenas em condi¢des carenciadas de ferro
foi possivel selecionar linhagens com a delecdo do gene fur. Em paralelo a obtencéo
do mutante nulo, também buscamos selecionar uma linhagem com uma mutagao
espontanea em fur, estratégia alternativa amplamente empregada em bactérias em
que Fur é essencial. Esse método, descrito inicialmente para E. coli (HANTKE, 1987)
e depois empregado em P. aeruginosa (BARTON et al., 1996), consiste no cultivo da
bactéria em concentragdes altas de manganés para que esse metal em excesso ligue-
se a proteina Fur, ativando-a (Figura 13A). Mn*?-Fur mimetiza a ligagdo Fe*>-Fur e
atua reprimindo os genes para captagdo de ferro em condigcbes que nao haja
mutagdes na proteina Fur, levando a caréncia intracelular de ferro e
consequentemente a diminuigdo do fitness celular e morte. Entretanto, as células tém
maior fitness e sobrevivem quando ocorre a selegcdo eventual de um mutante fur que
mantenha os sistemas de captac&o de ferro desreprimidos (Figura 13A).

Para empregar essa estratégia em C. violaceum, inicialmente foi
padronizada a concentragdo para cultivo em excesso de manganés (Figura 13B). Para
isso, a linhagem WT foi cultivada em placas LB suplementadas com MnCl variando
de 5 a 20 mM por 24 h (Figura 13B). Nas concentracdes de 5, 10 e 15 mM MnCly, C.
violaceum foi capaz de crescer de maneira semelhante ao controle, sem a adicéo de
manganés, com crescimento confluente. Assim, foram definidas as concentracdes
entre 25 e 30 mM MnCl, para realizar a selegcdo de um possivel mutante Fur. Ao todo,
192 colénias foram isoladas entre 48 e 72 h de cultivo em excesso de MnCl> e
avaliadas quanto a atividade de sideréforos em placas PSA-CAS (Figura 13C), onde
espera-se que a produgao desses metabdlitos esteja desreprimida em mutantes fur.
Foram escolhidos dez possiveis mutantes para sequenciamento do gene fur completo
(Tabela 2), dos quais apenas um apresentou uma mutagdo de uma citosina (C) para
uma adenina (A) na posigdo 118 (fur®''”), acarretando na troca de uma arginina (R)
para uma serina (S) no aminoacido 40 de Fur, gerando assim a linhagem FurR40S
(Figura 13D).
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Figura 13 — Obteng¢ao da linhagem com mutagao espontanea em fur através da selegao
em excesso de manganés. A) Racional para a selegdo de mutantes fur via cultivo em
excesso de manganés. Em excesso deste metal, Mn*2-Fur atua reprimindo a expresséo de
genes responsaveis pela captagao de ferro, o que em condigdes fisioldgicas normais (Fur WT,
sem mutacao) leva a deficiéncia de ferro e inibicdo de crescimento. Em mutantes fur
espontaneos em que se preserve 0s genes para captagao de ferro desreprimidos, a célula
sobrevive e é selecionada em excesso de manganés, uma vez que ha suficiéncia de ferro. B)
Perfil de crescimento da linhagem WT apds 24 h de cultivo nas concentracdes indicadas de
MnCl.. C) Placa representativa mostrando diferentes in6culos dos possiveis mutantes fur
selecionados em excesso de MnCl,. As setas vermelhas indicam o perfil das col6nias que
possuem maior produgao de sideréforos em comparagéo a linhagem WT e que foram
selecionadas para investigagdo da mutagéo em fur. D) Confirmagéo do mutante espontaneo
fur. O sequenciamento de DNA indica a mutacdo C118A, resultando na substituicido R40S na
proteina Fur, gerando a linhagem denominada Furf*’®, Os alinhamentos mostram os
segmentos numerados a partir do ATG e do cédon de inicio de tradugéo de Fur. Asteriscos
denotam conservacao dos nucleotideos. A mutagéo esta destacada em azul (na linhagem
WT) e em verde (na linhagem Fur?*°S),

Uma vez que o mutante nulo (Afur) e o mutante espontaneo (Fur?4°S) foram
obtidos, as linhagens foram complementadas com a cdpia selvagem (fur) ou a cépia
mutada (fur®''8”) do gene fur clonadas no vetor replicativo pMR20 (Tabela 1). Foram
utilizados anticorpos policlonais obtidos a partir do soro de camundongos BALB/c
imunizados com a proteina Fur selvagem purificada (Figura 14A) para fazer a analise
da expressao de Fur em C. violaceum (Figura 14B e C). Conforme esperado, no
mutante nulo Afur nao foi observada a banda correspondente a Fur (Figura 14B e C)
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e no mutante espontaneo Fur?*’S houve uma forte reducdo na expressdo desta
proteina (Figura 14B), o que posteriormente foi confirmado ao refazer o experimento
com uma concentragado maior do extrato total (Figura 14C). Surpreendentemente, foi
observada uma superexpressao da proteina Fur nas complementagdes em frans, com

0 gene fur nas versdes selvagem ou com mutacao pontual.

C)
A) WT Afur  FurR40S
17 kD2 —
20 kDa a-Fur
T e T
SDS-PAGE Ponceau
A
»\’\%F\ (\ ‘0‘\
?gpwf\ Q‘ \‘\?\ Qﬁ\) \‘\ ,.LQ’\\)
\k ° 05\9 Qs\Q
B) R S N*\Q“\qo@ RPN PR
a-Fur
Ponceau

Figura 14 — Analise dos niveis de expressao da proteina Fur em C. violaceum. A) A
proteina Fur expressa em E. coli e purificada foi resolvida em gel de poliacrilamida 15% e
corada com Coomassie Brilliant Blue (BioRad). Estdo mostradas as fragdes da purificagéo
quantificadas por Bradford que indicavam maior presencga da proteina. Unstained Precision
Plus Protein Standard (BioRad) foi utilizado como marcador de peso molecular. B) Detecgao
de Fur nas linhagens mutantes e complementadas por Western blotting com o anticorpo
policlonal a-Fur na diluigdo 1:1000. O carregamento das amostras foi avaliado por coloragao
de Ponceau da membrana de nitrocelulose. C) Para maior detalhe sobre a expressao de

FurR4% o procedimento descrito no item anterior foi refeito utilizando uma maior concentracdo

dos extratos totais das linhagens WT, Afur e FurR4°S,

Um dado intrigante foi como a troca de um unico aminoacido acarretou em
uma grande diminuigdo da expressdo de Fur?4%S. |sso nos levou a investigar os
possiveis efeitos dessa mutagédo na estrutura e no funcionamento de Fur. Para isso,
foi realizada uma analise in silico com a sequéncia da proteina Fur WT para
determinagcdo da estrutura secundaria da proteina utilizando o programa Phyre2
(Figura 15A). Essa analise permitiu identificar qual regido topografica da proteina
poderia ser afetada devido a troca do aminoacido arginina (Figura 15B) para o
aminoacido serina (Figura 15C). Ao visualizar a estrutura terciaria da proteina Fur
(Figura 15D), verificamos que a mutagao ocorreu no dominio de ligagdo ao DNA, mais



77

especificamente na terceira a-hélice, predita como hélice de estabilizacdo.
Juntamente com a quarta a-hélice, predita como a hélice de reconhecimento, esta
regido compde o motivo HTH (do inglés, helix-turn-helix) de ligagdo ao DNA. Essas
analises nos levaram a hipotetizar que a mutacdo selecionada pode ter afetado a
estabilidade e a meia vida da proteina e/ou comprometer a sua capacidade de ligagao
ao DNA, o que levaria a diminuicdo da expressao da proteina conforme visto por
Western blotting e também a desrepressdo da sintese de sideroforos, conforme
inicialmente observado em placas PSA-CAS no isolamento do mutante espontaneo.
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Figura 15 — Anadlises da mutagcao R40S em Fur. A) Representagdo esquematica da
estrutura secundaria de Fur  obtida através do programa Phyre2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/). O aminoacido arginina da posicao 40, onde foi
identificada a mutagao selecionada em excesso de manganés, encontra-se destacado no
retangulo vermelho. B) Estrutura terciaria do aminoacido arginina (R). C) Estrutura terciaria
do aminoacido serina (S). D) Estrutura terciaria da proteina Fur visualizada no programa
PyMOL (https://pymol.org/2/). As a-hélices e folhas B-pregueadas estdo numeradas a partir
da extremidade amino-terminal (N) no sentido da extremidade carboxi-terminal (C) da
proteina. a1 a a4, 31 e B2 denotam o dominio de ligagdo ao DNA e a5, B3 a 5 denotam o
dominio de dimerizagdo do monémero de Fur. A a3 (hélice de estabilizagdo), destacada em
verde, e a a4 (hélice de reconhecimento), destacada em vermelho, compdem o motivo HTH
de ligagao ao DNA. Na a3 destaca-se o residuo de arginina (em rosa) que encontra-se mutado
em Furf40s,
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4.1.2. Os mutantes fur nulo e espontidneo apresentam aumentada
producao de sideréforos

Uma das principais caracteristicas de mutantes fur é a desrepressao da via
de sintese e captacao de sideroforos, conforme demonstrado em varias bactérias
como Pseudomonas pseudoalcaligenes (BECERRA et al., 2014), P. aeruginosa
(PASQUA et al.,, 2017), Pectobacterium carotovorum (TANUI et al., 2017),
Xanthomonas campestris (JITTAWUTTIPOKA et al.,, 2010) e Xanthomonas
vesicatoria (LIU et al., 2016). Assim, utilizamos o ensaio CAS para avaliar a atividade
de sideroforos em C. violaceum. Cerca de 5 ul de culturas overnight (ON) em meio LB
foram gotejados em placas PSA-CAS e os halos alaranjados, indicativos da sintese e
liberacao de sideréforos, foram avaliados as 18, 24 e 48 h apds o inoculo (Figura 16A
e B). Foi demonstrado que tanto o mutante Afur quanto a linhagem FurR4%S tiveram
maior atividade de sideréforos quando comparados a linhagem selvagem (WT). Essa
caracteristica ja foi detectada as 18 h apds o inéculo e foi mais evidenciada as 24 e
48 h. Também foi verificado que o vetor pMR20 vazio nao interferiu nas linhagens
controle e que nas complementag¢des com a versdo WT de fur o fendtipo foi revertido
aos niveis da linhagem WT e da linhagem WT[pMR20] (Figura 16A e B). Por fim,
verificamos que a complementagdo com o a copia mutada de fur (fur®''®*) nao foi
capaz de reprimir a producao dos sideroforos a niveis semelhantes ao da linhagem
WT (Figura 16A e B), indicando que a mutagao ocasiona na redugao da atividade da
proteina Fur.

Além da avaliacao feita com as bactérias, também foi verificada a presenca
dos siderdforos nos sobrenadantes de C. violaceum. Para isso, as linhagens foram
cultivadas em meio minimo M9HC por 48 h, uma condi¢cao pré-determinada em que a
sintese de sideréforos € maxima. Foram aplicados cerca de 80 ul dos sobrenadantes
obtidos em orificios feitos na placa PSA-CAS (Figura 16C). Esse ensaio confirmou
que os mutantes tém maior atividade de sider6foros do que a linhagem selvagem e
que a complementagdo funcionou corretamente (Figura 16C). Para reforcar a
caracterizagcao dos mutantes fur de C. violaceum quanto a producao de sideroforos,
foram realizados ensaios de nutrigdo cruzada (Figura 16D). Nesse experimento, o
mutante AcbaCEBA, que n&o produz sideréforos (BATISTA et al., 2019), foi embebido
em meio LB suplementado com 2,2’-DP 125 uM, condi¢gao previamente estabelecida
para impedir seu crescimento. Sobre o agar solidificado foram colocados 5 pl das
linhagens WT, Afur, Fur?4°S e suas respectivas complementacgdes, para avaliar se os
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sideroforos produzidos por essas linhagens seriam capazes de induzir o crescimento
do mutante AcbaCEBA. Conforme mostrado na Figura 16D, todas as linhagens foram
capazes de promover o crescimento do mutante AcbaCEBA, sendo que nas linhagens
Afur e Furf4%S que possuem maior produgéo de sideroforos do que a linhagem WT, o

halo de crescimento foi maior.
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o
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Figura 16 — Os mutantes fur possuem maior atividade de sideréforos. A) Avaliagéo ao
longo do tempo da atividade de siderdforos (halos alaranjados) em placa PSA-CAS das
linhagens indicadas. Os experimentos foram realizados em trés réplicas bioldgicas
independentes, e sédo apresentadas imagens representativas de um dos ensaios. B)
Quantificagdo da atividade de sideréforos em placas PSA-CAS. A éarea dos halos
(representados como unidades arbitrarias, u.a.) foi quantificada no programa Fiji
(https://imagej.net/Fiji/), descontando a area de crescimento das bactérias para eliminar a
interferéncia do espalhamento das linhagens no agar ao longo do tempo. As linhas tracejadas
auxiliam na comparagao da quantificagao da atividade de sideroforos em relagao as linhagens
WT, Furf®S e Furf°S[pMR20fur''®] as 48 h de cultivo. C) Deteccédo de siderdforos nos
sobrenadantes de culturas crescidas em meio MOHC por 48 h em placa PSA-CAS. D) Ensaios
de nutricdo. O mutante AcbaCEBA foi embebido em placas de meio LB suplementado com
2,2’-DP 125 uM. Os halos roxos indicam crescimento do mutante AcbaCEBA estimulado pelas
linhagens gotejadas sobre o agar. Em todas as figuras as linhagens estao identificadas pelos
mesmos numeros que estao descritos na legenda do grafico do item “B”.
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4.1.3. O mutante Afur tem crescimento prejudicado em condigoes
regulares de cultivo

A dificuldade para obter o mutante Afur (Figura 12) e a observagéo de que

este mutante teve um prejuizo no crescimento em meio so6lido PSA-CAS (Figura 16A),

nos levaram a fazer uma caracterizacdo do crescimento e da sobrevivéncia das

linhagens mutantes nos meios de cultura LB e MOHC, sdlido e liquido (Figura 17).
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Figura 17 — Avaliagido da sobrevivéncia e do crescimento dos mutantes Afur e FurR*%s

em diferentes meios de cultura. A) Quantificagcdo de UFC das linhagens cultivadas por 20
h em meio LB ou MOHC através do plaqueamento da diluigdo seriada no meio original (LB ou
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M9HC) de cultivo. ****P<0,0001; ***P=0,0007. B) Perfil de crescimento em meio sdlido. A area
das mesmas colbnias obtidas no ensaio anterior foi quantificada apds 24 h de incubacéo a
37°C nos meios indicados. As fotos foram adquiridas com lupa e as quantificagdes foram
realizadas no programa Fiji (https://imagej.net/Fiji/), e representadas como unidades
arbitrarias (u.a.) No topo do grafico estéo fotos representativas do ensaio. C e D) Curvas de
crescimento em meio LB (C) ou MOCH (D) com aliquotas retiradas para mensuragéo da DOsoo
nos tempos indicados. Todas as curvas foram realizadas em trés réplicas bioldgicas. Todos
os dados estéo representados com média e desvio padrao.

Inicialmente, foram mensuradas as UFC apds 20 h de cultivo em meio LB
e meio M9HC. Os dados indicaram menos UFC para o mutante Afur em ambos os
meios. Ja o mutante Furf*%S nao apresentou diferencas estatisticamente significativas
em relacdo a linhagem WT (Figura 17A). Além da quantidade, foi também avaliado o
tamanho das colénias em placas LB e MOHC. As col6nias do mutante nulo Afur foram
menores do que as coldnias das linhagens WT e Fur?4°S (Figura 17B). Nas curvas de
crescimento, em ambos os meios de cultivo, o mutante Afur apresentou menor DOeoo
em quase todos os pontos da curva, quando comparado as linhagens WT e FurR40S,
Essa caracteristica foi revertida na linhagem complementada (Figura 17C e D).

Ao analisar o perfil de sobrevivéncia e crescimento do mutante Afur é
importante determinar se a menor DOeoo medida na curva de crescimento € um
indicativo de morte celular ou se é devido a uma caracteristica intrinseca da linhagem,
que ndo atinge uma densidade celular semelhante a linhagem WT decorrente de
problemas metabdlicos ou fisiolégicos da auséncia do regulador Fur. Para responder
a esse questionamento, foi realizada a analise de viabilidade celular com o ensaio
LIVE/DEAD, onde sao utilizados dois corantes para avaliar a presenca de células
vivas, coradas com o fluoréforo SYTO 9, e células mortas, coradas com o fluoréforo
iodeto de propideo. Esse ensaio foi realizado com as linhagens WT, Afur e FurR40S
cultivadas em meio LB e meio MO9HC, em fase exponencial e estacionaria de
crescimento (Figura 18). Os dados do ensaio mostraram que ambos 0s mutantes tém
praticamente 0 mesmo numero de células vivas em relagéo a linhagem selvagem em
todas as condicbes testadas. Como esperado, ha mais células mortas em fase
estacionaria do que em fase exponencial em todas as linhagens (Figura 18B). Assim,
uma vez que o mutante nulo fur ndo possui comprometimento da viabilidade em meio
liquido (Figura 18), mas € menos viavel em ensaios de UFC (Figura 17A), existe a
possibilidade de que os efeitos toxicos que diminuem as UFC sejam decorrentes do

cultivo em placas.
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Figura 18 — A viabilidade dos mutantes fur nao é afetada em meio liquido. A) Ensaio de
viabilidade celular LIVE/DEAD das linhagens indicadas cultivadas em meio LB e MOHC e com
aliquotas de culturas em fases exponencial e estacionaria de crescimento. Imagens
representativas da microscopia de fluorescéncia, mostrando células vivas (em verde, com o
corante SYTO 9) e mortas (em vermelho, com o corante iodeto de propideo). A barra branca
presente na figura da linhagem Fur®°® em meio MOHC de fase estacionaria corresponde ao
padrao de 10 um. B) Quantificagao de células vivas (verde = Live) e mortas (vermelho = Dead)
utilizando o programa Fiji (https://imagej.net/Fiji/). Foram quantificadas pelo menos 60 células
de cada linhagem e condig&o.

4.1.4. A auséncia ou o comprometimento da funcao de Fur torna C.
violaceum mais susceptivel a intoxicagao por ferro e ao estresse
oxidativo
Para verficar se os fendtipos de atraso no crescimento e reducédo de UFC

do mutante Afur estariam relacionados ao ferro, foram realizadas curvas de
crescimento em condi¢des de escassez ou excesso de ferro (Figura 19). Inicialmente,
foram realizadas curvas de crescimento em meio LB suplementado com o quelante
de ferro 2,2’-DP para verificar se a menor disponibilidade de acesso ao metal poderia
melhorar o perfil de crescimento do mutante Afur (Figura 19A). No entanto, nestas

condi¢cdes o mutante Afur manteve o atraso de crescimento em relagao as linhagens
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WT e complementada (Figura 19A), de modo similar ao observado em meio LB (Figura
17C). A linhagem Fur4°S apresentou uma pequena diminuigdo na DO da cultura a
partir da sexta hora de crescimento quando comparada a linhagem WT (Figura 19A).

O mutante Afur cultivado em excesso de ferro tanto em meio LB (Figura
19B) quanto em meio MOHC (Figura 19C) apresentou uma piora no fendtipo de
crescimento quando comparado as linhagens WT e complementada (Figura 19B e C).
Esse dado demonstra que o excesso de ferro é altamente prejudicial para o mutante
Afur, em especial no meio minimo M9HC, onde ocorreu inclusive uma queda na DOeoo
da curva de crescimento do mutante (Figura 19C). O excesso de ferro para a linhagem
FurR49S no entanto, parece ser menos prejudicial, sugerindo que a atividade
remanescente do regulador protege C. violaceum dos efeitos toxicos decorrentes do
cultivo em excesso de ferro.

A queda acentuada e abrupta na DOsoo das culturas do mutante Afur
observada entre a sétima e oitava hora de cultivo em meio MOHC suplementado com
ferro (Figura 19C) foi acompanhada por uma mudanga de coloragdo das culturas
deste mutante, que tornaram-se mais roxas e com coloragcdo acastanhada conforme
aumentava a quantidade de ferro no meio (Figura 19D). Para investigar se esse
evento foi decorrente da lise celular, foi feita a precipitacdo de DNA do sobrenadante
das linhagens WT, Afur e FurR4°S cultivadas em meio MOHC suplementado com FeSO4
(Figura 19E). Nesse ensaio, foi detectada uma maior quantidade de DNA nos
sobrenadantes das culturas dos mutantes Afur e Fur?°S em relagdo aos
sobrenadantes das culturas da linhagem selvagem. O ferro exacerbou um pouco este
efeito. Estes resultados sugerem um maior extravasamento do DNA bacteriano devido
a lise celular nos mutantes fur.

Para investigar com mais detalhes os efeitos de toxicidade do cultivo em
meio liquido com excesso de ferro, foi feito um ensaio para detecgao de fluorescéncia
de brometo de etideo (BrEt) das células e dos sobrenadantes das culturas bacterianas
tratadas ou ndo com ferro (Figura 20A e B). Podemos observar que em meio MOHC
sem a adicdo de ferro (Figura 20A) as células de todas as linhagens bacterianas
(linhas continuas) possuem um sinal semelhante de fluorescéncia do BrEt, exceto as
células do mutante Afur, que possuem o sinal aumentado. Quanto aos sobrenadantes
(linhas tracejadas), foi detectado um sinal semelhante para todas as linhagens, com
excecdao do mutante Afur, em cujo sobrenadante o sinal de fluorescéncia também

estava bastante aumentado (Figura 20A).
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Figura 19 — Perfil de crescimento do mutante Afur em excesso de ferro. A-C) Curvas de
crescimento em meio LB suplementado com 2,2’-DP 150 uM (A), meio LB suplementado com
FeSO4 250 uM (B) ou meio M9HC suplementado com FeSO4 50 uM (C). Todas as curvas
foram realizadas com trés réplicas bioldgicas e estado indicadas as médias com desvio padrao.
D) Fotos obtidas apds 24 h de cultivo em meio MOHC das linhagens indicadas na presencga
de diferentes concentragdes de FeSOs. E) Detecgao da lise celular via precipitagdo de DNA
do sobrenadante apds cultivo das linhagens em meio MOHC suplementado com 50 uM FeSOsa.
As culturas foram tratadas (T) ou ndo (NT) por 3h30 com ferro. O DNA dos sobrenadantes foi
extraido com fenol-cloroférmio, precipitado com etanol e resolvido em gel de agarose 0,8%.

Quando o mesmo ensaio foi realizado, mas agora em meio MOHC com
excesso de ferro (Figura 20B), podemos observar que a linhagem WT permaneceu
com o sinal de BrEt inalterado tanto nas células quanto no sobrenadante.
Notadamente, houve um aumento significativo no sinal de BrEt do mutante Afur tanto
nas células quanto no sobrenadante. Além disso, no sobrenadante do mutante
espontaneo FurR4%S também houve um aumento na detecgdo de BrEt (Figura 20B),
evidenciando que o excesso de ferro também possa a ser téxico para essa linhagem,

embora em niveis menores do que o observado no mutante nulo. Como controle
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endogeno para eliminar a possibilidade de que as bactérias estivessem emitindo
algum tipo de fluorescéncia no comprimento de onda utilizado no ensaio, foi medida
a fluorescéncia das células bacterianas e dos sobrenadantes sem a adigdo de BrEt.
Esse sinal permaneceu em niveis minimos (menores que 10° u.a.) em ambos os

ensaios (Figura 20A e B).
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Figura 20 — Efeitos da toxicidade mediada por ferro em mutantes fur. A e B) Ensaio de
deteccao de fluorescéncia apds tratamento com brometo de etideo. A emissdo de
fluorescéncia das bactérias (linhas continuas) e dos sobrenadantes (linhas tracejadas) foi
realizada nas linhagens cultivadas em meio MO9HC (A) e meio MOHC suplementado com
FeSO4 50 uM (B) na presenga ou auséncia de brometo de etideo, conforme indicado nos
graficos. O ensaio foi realizado em trés réplicas bioldégicas e encontra-se representada a
média dos dados para cada linhagem. C) A auséncia da sintese de sideroforos na linhagem
AcbaCEBAAfur melhora seu fitness. UFC de culturas de 20 h em meio LB das linhagens
indicadas plaqueadas em meio LB. ****P<0,0001; ***P=0,0008; **P<0,001. D) Efeitos da
suplementacao de ferro em meio LB no mutante Afur. Foi realizada uma quantificacao da area
das colbnias das linhagens indicadas plagueadas em meio LB e meio LB suplementado com
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FeSO4 200 uM e plotado como razéo da area das colbénias suplementadas com ferro sobre a
area das col6nias controle plaqueadas em meio LB. E e F) Ensaio para avaliagdo da
viabilidade celular por LIVE/DEAD. Culturas em fase mid-log de crescimento mantidas em
meio LB (E) ou MOHC (F) foram tratadas ou ndo com 500 yM FeSOs por 2 h. As imagens
foram adquiridas aleatoriamente e aproximadamente 200 células foram quantificadas em
cada linhagem/condigéo.

Além da caracterizagdo da toxicidade de ferro em meio liquido, também
buscamos investigar os efeitos causados no cultivo em meio solido. Para isso, foi
mensurada as UFC das linhagens WT, Afur e do mutante AcbaCEBAAfur, que nao
possui parte da via que sintetiza sideréforos (BATISTA et al., 2019). Assim, no
mutante AcbaCEBAAfur espera-se que os efeitos tdxicos decorrentes da maior
captacéo de ferro estejam ausentes ou diminuidos. Ao medir as UFC foi demonstrado
que no mutante AcbaCEBAAfur houve uma melhora quando comparado ao mutante
Afur (Figura 20C). Esse dado fornece evidéncias de que a maior captacao de ferro por
sider6foros em meio solido pode ser prejudicial para C. violaceum, diminuindo o
numero de células viaveis assim como a velocidade de crescimento.

Além disso, as linhagens WT, Afur e AcbaCEBA, que n&o sintetiza
sideroforos, foram cultivadas em meio LB e plaqueadas em meio LB ou meio LB
suplementado com FeSO4 200 pM. Apds 24 h de incubagao a 37°C, as colbnias
presentes nas placas foram fotografadas. Em seguida, foi determinada a raz&o da
area das coldnias plaqueadas em excesso de ferro sobre a area das colbnias
plaqueadas apenas em meio LB (Figura 20D). Para a linhagem WT a razao ficou em
1,03, demonstrando que a adicdo de ferro ndo compromete a velocidade de
crescimento celular de maneira a aumentar ou diminuir significativamente o tamanho
das colbnias. Para o mutante Afur a razao encontrada foi de 0,54, indicando que o
excesso de ferro diminuiu a velocidade de crescimento do mutante. Ja o mutante
AcbaCEBA, que nao utiliza ferro via sideréforos, a razdo encontrada foi de 1,37,
demonstrando que nesse caso a suplementacido do ferro aumenta a velocidade de
crescimento bacteriano (Figura 20D).

Por fim, foi realizado um novo ensaio de determinagao de viabilidade celular
por LIVE/DEAD em culturas da linhagem WT, Afur e AfurfpMR20fur] mantidas em
meio LB ou meio MOHC sem ou com a adicdo de FeSO4 500 uM (Figura 20E e F).
Sem a suplementagdo com ferro, todas as linhagens apresentaram viabilidade
superior a 93% tanto em meio LB (Figura 20E) quanto em meio MOHC (Figura 20F).

Apos o tratamento com ferro, no entanto, observamos que o mutante Afur apresentou
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uma queda na viabilidade (de 97% para 90% em meio LB e de 96% para 83% em
meio MOHC, comparando os meios sem e com adi¢ao de ferro (Figura 20E e F).

Em conjunto, os dados demonstram que o mutante Afur apresenta
crescimento atrasado em meio liquido (Figura 17C e D) e em meio solido (Figura 17B),
sendo esse fenotipo exacerbado em excesso de ferro (Figura 19B e C e Figura 20).
Ademais, o problema de viabilidade do mutante Afur € mais evidente em meio sélido
(Figura 17A) do que em meio liquido (Figura 18) e parece envolver, dentre outras
coisas, intoxicagéo por captagao excessiva de ferro (Figura 20C e D).

Uma caracteristica observada durante o cultivo prolongado em meio solido
foi a formagéo de biofilme rugoso quando em presenca de ferro (Figura 21). Esse
efeito foi observado no mutante Afur independente do tipo de tratamento adicionado
aplaca e para a linhagem FurR4°S esse efeito foi observado em placas PSA ou placas
PSA suplementadas com FeSO4 600 uM (Figura 21). Essa alteragéo da superficie do
biofilme em placa também foi observada em P. aeruginosa e esse fendtipo parece
estar relacionado com o acumulo de ROS (DIETRICH et al., 2013; KAHL; PRICE-
WHELAN; DIETRICH, 2020). Um dos mecanismos para reversao desse estado € o
uso de fontes de nitrato para reverter o estado redox intracelular (DIETRICH et al.,
2013). Assim, os ensaios para avaliagdo da formagao de biofiime rugoso em C.
violaceum foram repetidos adicionando NaNOs as placas PSA (Figura 21). Nesse
cenario, as colonias da linhagem WT e do mutante FurR4%S apresentaram-se lisas,
mesmo com a adicdo de ferro. Ja o mutante Afur manteve o fendtipo rugoso
previamente observado. Curiosamente, em ambas linhagens complementadas o
fendtipo de rugosidade n&o foi observado em nenhuma das condigbes testadas
(Figura 21). Hipotetizamos que essa caracteristica possa ser devida a superexpressao
de Fur nestas linhagens (Figura 14B), que levaria a uma maior protecdo contra o
estresse oxidativo.

Por fim, o estado redox dos mutantes Afur e FurR4%S foi avaliado na
presenca de H2O- e com a utilizagao da sonda HoDCFDA (Figura 22). Em relagéo ao
tratamento com H20-, os mutantes Afur e Fur?4°S foram mais sensiveis que a linhagem
WT (Figura 22A), sendo que a maior sensibilidade do mutante Afur ja foi observada
na presenga de H>O, 5 mM, enquanto que para a linhagem FurR4%S a maior
sensibilidade que a linhagem WT foi observada a partir de H202> 10 mM. As
complementagdes reverteram o fendtipo em ambas as linhagens (Figura 22A).
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Figura 21 — Perfil de formagao de biofilme rugoso ou liso em meio sélido. As linhagens
foram cultivadas por 72 h em placas PSA com diferentes tratamentos: FeSO, 600 uM, NaNO3
60 mM ou FeSO4 600 uM + NaNOs 60 mM, conforme indicado na figura. Apds o cultivo, cada
linhagem foi fotografada com o auxilio de uma lente macro para captagdo de detalhes da
morfologia do biofilme em placa.

A sonda HDCFDA é um composto quimico permeavel a célula cujos
grupos acetato séo clivados por oxidagdo e por esterases intracelulares, sendo
convertida ao composto fluorescente 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF) (ERUSLANQV;
KUSMARTSEV, 2010). Esta sonda é amplamente utilizada como indicador da
presenca de ROS. Nesse ensaio, o mutante Afur apresentou altos niveis de ROS
mesmo sem a adigdo de nenhum tratamento as células, sugerindo que Afur esta sob
estresse oxidativo intrinseco (Figura 22B). Quando FeSO; foi adicionado as culturas,
os mutantes Afur e FurR4%S apresentaram mais ROS do que a linhagem WT (Figura
22B). Em todas as condi¢des, as complementagdes se comportaram de maneira
semelhante a linhagem WT. Como controle positivo foi utilizado o tratamento com
H202, onde todas as linhagens apresentaram aumento estatisticamente significativo
nos niveis de ROS quando comparado a linhagem WT n&o tratada (Figura 22B).

Em conjunto, os dados apresentados nessa sessao mostram que a
auséncia de fur, como no mutante nulo ou o comprometimento da fungéo da proteina,
como no mutante espontaneo, tornam C. violaceum mais susceptivel ao estresse

oxidativo e mais sensivel ao aumento do nivel intracelular de ferro.
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Figura 22 — Os mutantes fur sdao mais susceptiveis ao estresse oxidativo. A) Perfil de

sensibilidade a H2O; avaliado por ensaios de disco difusdo. Mensuragéo do halo de inibigao
de crescimento das linhagens indicadas na presenga de concentragdes crescentes de H20o.
u.a., unidades arbitrarias. ****P<0,0001; ***P=0,0001; **P=0,042; *P=0,0161. B) Detecgéo de
ROS por fluorescéncia utilizando a sonda H.DCFDA. As células foram nao tratadas ou
tratadas com FeSO4 0,5 mM e H20, 20 mM por 40 min antes da adigdo da sonda H.DCFDA
para mensuracdo da fluorescéncia. ****P<0,0001; **P=0.0023; *P=0,0288. Ambos
experimentos foram realizados em trés réplicas bioldgicas independentes.
4.1.5. Fur reprime a expressao de cbaF e cbuA em suficiéncia de ferro

Para avaliar a regulagdo mediada por Fur foram escolhidas as regides
promotoras dos genes cbafF e cbuA de C. violaceum. CbaF codifica a enzima sintetase
de peptideo nao-ribossomal (NRPS, do inglés nonribosomal peptide synthetase)
envolvida na montagem do sideréforo chromobactin e CbuA codifica o receptor
dependente de TonB responsavel pela captagdo do mesmo sideréforo (BATISTA et
al., 2019). Analises in silico e dados anteriores do nosso grupo de pesquisa sugerem
que esses genes estao sob regulacédo de Fur (PREVIATO-MELLO et al., 2017). Assim,
foram geradas fusbes das regides promotoras destes genes (pcbaF e pcbuA) ao
sistema reporter lacZ (Tabelas 1 e 2) que foram entdo conjugadas as linhagens WT,
Afur, AfurfpSEVA221fur] ou Fur?4°S, O sistema reporter presente no vetor pRK/acZ290
e o vetor pMR20 utilizam tetraciclina como antibiotico para selegéo (Tabela 1). Assim,
nesse ensaio foi utilizada a linhagem complementada Afu{pSEVA221fur] porque esse
vetor utiliza canamicina como marca de seleg¢do. A analise da expressao de pcbaF e

pcbuA foi avaliada tanto em meio LB quanto em meio MOHC (Figura 23).
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Na linhagem WT cultivada em meio LB, a expressdo de cbaF foi maior
quando foi induzida caréncia de ferro pelo tratamento com 2,2’-DP (Figura 23A, coluna
laranja). Em suficiéncia de ferro (Figura 23A, colunas roxa e azul) os niveis de
expressdo de cbaF foram semelhantes ao da linhagem néo tratada (Figura 23A,
coluna amarela). Esses dados demonstram que a expressao de cbaF é dependente
dos niveis intracelulares de ferro. No mutante Afur, a expressdo se manteve
desreprimida independente do tratamento, indicando a repressdo da expressao
génica mediada por Fur (Figura 23A). Ja o mutante complementado
AfurlpSEVA221fur] apresentou o mesmo padrdo da linhagem WT, demonstrando o
papel de Fur na repressdo de cbaF quando em suficiéncia de ferro. Na linhagem
FurR40S g expressdo de cbaF foi parcialmente desreprimida na presenca de ferro,
indicando que a substituicio R40S compromete, mas nao abole a atividade do
regulador Fur (Figura 23A).

Em meio minimo, o perfil de repressao da expressao de cbaF por Fur em
suficiéncia de ferro foi mantido (Figura 23B), assim como a desrepressao em caréncia
mediada por 2,2’-DP. No entanto, quando a fusdo pcbaF na linhagem WT foi cultivada
em meio sem nenhum tratamento, a expressao se manteve alta, demonstrando que o
meio MOHC, ao contrario do meio LB, tem menor quantidade de ferro disponivel
(Figura 23B).

Quando avaliada a expressao de pcbuA na linhagem WT e no mutante Afur,
foi observada a mesma tendéncia da expressdo de pcbaF (Figura 23C e D). Em
conjunto, esses dados definem Fur como sendo um repressor da expresséo de pcbaF
e pcbuA em suficiéncia de ferro. Além disso, demonstramos como a diferenga no
conteudo do metal em relagdo ao meio LB e o meio MOHC implica em uma mudancga
na expressao desses genes, definindo sua importancia na homeostase de ferro para
C. violaceum.

Curiosamente, quando um gel de poliacrilamida 8% foi corrido com extratos
totais das linhagens WT, WT tratada com 2,2-DP 300 yM por 30 min, Afur e
AfurlpMR20fur] obtidos a partir de meio LB, foi detectada uma banda (ou mais que
uma juntas) mais expressa proximo aos 75 kDa no mutante Afur (Figura 23E). Analises

in silico (https://web.expasy.org/compute pi/) sugerem que as proteinas CbuA e VbuA

tém aproximadamente 77 e 75 kDa. Assim, hipotetizamos que a(s) banda(s) mais
expressa(s) seja(m) correspondente(s) a um ou aos dois receptores dependentes de
TonB (CbuA e VbuA).
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Figura 23 — Fur reprime a expressao de cbaF e cbuA em condi¢6es de suficiéncia de
ferro. A expresséao de cbaF e cbuA em resposta a ferro e Fur foi determinada em ensaios de
atividade de B-galactosidase. As linhagens indicadas com as fusdes das regiées promotoras
pcbaF (A e B) e pcbuA (C e D) ao gene lacZ sem promotor do vetor pRKlacZ290 foram
cultivadas em meio LB (A e C) ou meio MOHC (B e D). As culturas foram néo tratadas ou
tratadas com FeSO4 5 e 50 uM e 2,2’-DP 100 uM por 1 h. Os experimentos foram realizados
em trés réplicas bioldgicas independentes. ****P<0,0001; ***P<0,0002; **P=0,065. As
comparagoes realizadas na analise estatistica referem-se sempre a cada condigéo (FeSO4
ou 2,2’-DP) em relagéo a expressao da linhagem WT, sob o mesmo tratamento. E) SDS-
PAGE 8% corrido a 100 Volts por 30 min mais 200 Volts por 50 min e corado com azul de



92

Coomassie, contendo extratos totais das linhagens 01) WT; 02) WT tratada com 2,2’-DP 300
MM por 30 min; 03) Afur e 04) AfurfpMR20fur], cultivadas em meio LB. A seta vermelha indica
a(s) banda(s) mais expressa(s) no mutante Afur.

4.1.6. Efeitos pleiotropicos da auséncia de fur

Além dos efeitos diretos decorrentes da auséncia ou do comprometimento
do funcionamento de Fur, também buscamos avaliar possiveis fenétipos secundarios,
0s quais podem estar relacionados com vias reguladas direta ou indiretamente por
esse regulador. Avaliagdo da motilidade do tipo swimming indicou que, apds 48 h de
cultivo em meio M9HC semi-solido (0,3% agar), apenas o mutante Afur apresentou
reducdo no diametro da motilidade quando comparado as linhagens WT e
complementada. O mutante FurR4%S nio apresentou diferenga estatisticamente
significativa em relag&o a linhagem WT (Figura 24A).

A producao de biofilme em meio estatico foi avaliada com a coloragdo com
cristal violeta em linhagens cultivadas por 24 h em meio LB (Figura 24B). Uma vez
que o mutante Afur atinge uma menor densidade final em cultivo em meio liquido
(Figura 17C e D), para evitar o viés de que uma menor producéo de biofilme seja
devida a menor densidade celular atingida, os dados estdo apresentados como a
razao entre a densidade Otica determinada para o biofiime sobre a densidade de
células planctbénicas medidas no momento da realizagdo do ensaio. Assim,
determinamos que o mutante Afurtambém produz menos biofilme que a linhagem WT
e que esse fenotipo foi revertido na linhagem complementada. O mutante FurR4%S nzo
apresentou diferenca estatisticamente significativa em relagdo a linhagem WT (Figura
24B).

Por fim, a ultima caracteristica avaliada foi a produgdo de celulose em
biofilmes com a colorag&o por vermelho congo (Figura 24C). Novamente, apenas o
mutante Afur mostrou diminui¢ao significativa quando comparado a linhagem WT, com
revers&o do fenotipo na linhagem complementada.

Esses dados sugerem que em C. violaceum Fur pode estar envolvido com
a regulagdo direta ou indireta de outros processos fisioldgicos além daqueles
relacionados com a homeostase de ferro. Nao podemos descartar a possibilidade de
que os defeitos de crescimento no mutante nulo fur possam ter alguma influéncia nos
fendtipos de menor produgao de biofilme e celulose e pela diminuicdo da motilidade

do tipo swimming.
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Figura 24 — Efeitos pleiotropicos da auséncia de fur em C. violaceum. A) Ensaio de
motilidade do tipo swimming. As linhagens indicadas foram cultivadas em meio MOHC com
0,3% agar e o diametro da motilidade foi medido 48 h apds o indculo. Os experimentos foram
realizados em trés réplicas bioldgicas. ****P<0,0001. B) Ensaio para mensuragao do biofilme
em condigbes estaticas. Apds 24 h de cultivo em meio LB, a formagédo do biofilme das
linhagens indicadas foi determinada por coloragdo com cristal violeta. Os dados estao
indicados como razao do biofilme pela densidade celular. ****P<0,0001. Ensaio realizado em
seis réplicas bioldgicas. C) Ensaio para produgéo de celulose em biofilmes via coloragédo com
vermelho congo. Apds 48 h de cultivo em meio LB, a sintese de celulose em biofilmes foi
determinada por coloragdo com vermelho congo. ****P<0,0001. Ensaio realizado em seis
réplicas biologicas.
4.1.7. O mutante Afur é atenuado para viruléncia e induz menos formacgao

de NET

Em trabalho prévio do nosso grupo de pesquisa, demonstramos que a
viruléncia de C. violaceum é atenuada em mutantes que nao sintetizam sideréforos
(AcbaCEBA e AcbaFl/vbaF::pNTP), assim como naqueles que n&o sdo capazes de
capta-los (AvbuAAcbuA) (BATISTA et al., 2019).

Em relagéo aos niveis de sideréforos, o mutante AvbuAAcbuA e o mutante
Afur possuem acumulo desses metabdlitos no meio extracelular. O mutante
AvbuAAcbuA devido a nao captacéo, e o mutante Afur devido a desrepressao da via
de sintese. Assim, resolvemos avaliar o perfil de viruléncia dos mutantes Afur e Fur?40S
em camundongos da linhagem BALB/c. Os animais foram injetados com 10 UFC de

cada uma das linhagens e a curva de sobrevivéncia foi avaliada por até dez dias
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(Figura 25A). Apenas o mutante Afur apresentou atenuagao da viruléncia em relagéo
a linhagem WT, com reversao do fendétipo na linhagem complementada. Ja o mutante
FurR40S em que o acumulo extracelular de sideréforos é menor, ndo apresentou
diferencas estatisticamente significativas em relagéo a linhagem WT (Figura 25A).
Também foi quantificada a carga bacteriana no figado dos animais
infectados. O mutante Afur teve acentuada redugédo na colonizagdo do 6rgao, com
reversdo do fendtipo na linhagem complementada (Figura 25B). Além disso,
utilizamos neutrofilos isolados para quantificagdo in vitro da liberagdo de NET (do
inglés, Neutrophil Extracellular Traps), que sao redes de fibras extracelulares
majoritariamente compostas por DNA, utilizadas para aprisionar patogenos
(BRINKMANN et al.,, 2004). Demonstramos que a linhagem WT produz grande
quantidades de NET quando comparada ao controle positivo PMA (do inglés, phorbol
myristate acetate, 13-acetato de forbol 12-miristato), e que no mutante Afur os niveis
de NET apresentaram-se reduzidos e com reversdo do fenotipo na linhagem
complementada (Figura 25C). Como controle negativo foi quantificado a producéo de
NET espontanea, sem a adicdo de estimulo (PMA ou cultura bacteriana).
Coletivamente, esses resultados demonstram a importancia de Fur na viruléncia e

colonizacéo do hospedeiro vertebrado por C. violaceum.
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Figura 25 — Perfil de viruléncia em modelo de infecgao em camundongos e produgéao
de NET. A) Curvas de sobrevivéncia. Os animais (n = 16 para linhagem WT e mutantes e n =
8 para linhagens complementadas) foram injetados com 10° UFC e a sobrevivéncia foi
monitorada por até 10 dias. Andlise estatistica realizada com o teste log rank (Mantel-Cox).
****P=0,0001; n.s. = nao significativo. B) Carga bacteriana no figado. Os animais foram
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infectados com 10° UFC e apds 16 h de infecgéo, os figados foram coletados de maneira
estéril, homogeneizados, diluidos e plaqueados para determinagdo das UFC. **P<0,0128. C)
Quantificagao da liberacdo de NET apés 3 h de incubacgao entre C. violaceum e neutréfilos
isolados do peritdnio de camundongos em MOI 10:1. Como controle positivo foi determinada
a liberagao de NET em meio com PMA e como controle negativo foi determinada a liberagao
de NET em meio sem a presenga de bactérias ou PMA (Esponténeo = Espont.); ****P<0,001.
4.1.8. A insercao do transposon T8 em um locus CRISPR-Cas melhora o

fitness do mutante Afur

Uma caracteristica marcante do mutante Afur de C. violaceum é o seu
atraso de crescimento em meio de cultura (Figura 17). Essa peculiaridade pode
levantar questdes importantes acerca de varios fenétipos observados até entdo, como
por exemplo a viruléncia. Mesmo havendo o ajuste da dose do mutante para um valor
de UFC equiparavel a dose utilizada na linhagem WT, a atenuagdo da viruléncia
poderia ser atribuida ao atraso de crescimento do mutante ou invés de um efeito
regulatorio de Fur. Para investigar e responder essas duvidas, utilizamos o transposon
ISlacZ/hah (T8) (JACOBS et al., 2003) para obter mutantes Afur em que o fitness
bacteriano fosse melhorado em meio sélido. Com isso, poderiamos verificar qual(is)
via(s) estariam envolvidas com o fenoétipo de atraso de crescimento observado, e
utilizar o mutante para corroborar os dados dos outros experimentos obtidos até aqui.

Inicialmente, foi gerada a linhagem Afur resistente a acido nalidixico
(AfurNALR) para a selegdo de transconjugantes com E. coli SM10Apir[plT2], uma vez
que o plasmideo plT2 (Tabela 1) é resistente a ampicilina, o antibiético usualmente
utilizado para eliminagao de E. coli nas etapas de conjugacéo.

O mutante AfurNALR foi obtido a partir de selegcdo em placas de meio MOHC-
1% suplementadas com concentragdes crescentes do antibidtico acido nalidixico,
seguido pelo sequenciamento da regido determinante de resisténcia a quinolonas
(QRDR) do gene gyrA de C. violaceum (Tabela 2). A escolha de colénias com maior
tamanho, indicando melhor crescimento em meio solido, foi utilizada como critério
para selegédo apos conjugacdo do mutante AfurNA-R com E. coli SM10Apir[plT2].

Foram selecionados dez mutantes com a melhora de crescimento em meio
soélido para identificag&do do sitio de insergédo do transposon T8, seguindo protocolo de
PCR com oligonucleotideos semi-degenerados (Tabela 2) (JACOBS et al., 2003).
Destes dez, apenas em um mutante foi possivel identificar adequadamente o sitio de
insergdo do T8 no genoma de C. violaceum Afur"AR, em um locus CRISPR/Cas
(Figura 26A). Esse mutante, nomeado Afur CRISPR/Cas:: T8 foi entdo caracterizado.
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Figura 26 — A insercao do transposon T8 em locus CRISPR-Cas melhora o fitness do
mutante Afur. A) Representagdo esquematica da insergao do transposon T8 no locus
CRISPR-Cas no cromossomo do mutante Afur (seta vermelha), gerando a linhagem Afur
CRISPR/Cas:: T8 (também identificada como Afur T8). Na regido de repetigéo, as barras em
azul escuro indicam as regides espagadoras e as barras em azul claro indicam as regides
repetitivas do locus CRISPR. B) Confirmagéo genotipica da insergéo do transposon T8 por
PCR utilizando os oligonucleotideos CRISPR_ID_Fw e CRISPR_ID_Rv (Tabela 2, as setas
pretas no item “A” indicam os sitios de anelamento dos oligonucleotideos). O produto
esperado na linhagem WT & de 635 pb. C) Confirmagéo adicional da insergao do transposon
T8 por PCR. Nessa PCR foram utilizados os oligonucleotideos lacZ-148 (Tabela 2) anelando
no transposon e o CRISPR_ID_Rv, anelando no genoma de C. violaceum. O produto de PCR
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esperado na linhagem Afur T8 é de 678 pb. D) PCR confirmando que Afur T8 tem o gendtipo
de mutagéo em fur, utilizando os oligonucleotideos Fur_del1 e Fur_del4 (Tabela 2), com
produto estimado em 1633 pb na linhagem WT e 1249 pb na linhagem mutante. As linhagens
WT, Afur e Furt*®S foram incluidas como controles. CN = controle negativo. A estimativa do
tamanho dos fragmentos de DNA foi feita com o marcador molecular GeneRuler 1 kb Plus
DNA ladder (Thermo Fisher Scientific). E) O mutante Afur T8 libera mais sideréforos que o
mutante Afur. A produgao foi avaliada em placa PSA-CAS apés 24 h de cultivo. F) Crescimento
em placas LB das linhagens indicadas com DOeoo 0,01 apds 24 h a 37°C. G) Curvas de
crescimento em meio LB. Experimento realizado em trés réplicas biolégicas e plotado como
média e desvio padrao. H) Determinagao de UFC das linhagens indicadas apos 20 h de cultivo
em meio LB, diluidas e plaqueadas em LB. **P=0,0011; *P=0,0344. I) Ensaios de motilidade
do tipo swimming feitos em placas MOHC 0,3% agar realizados em duas réplicas bioldgicas.
****P<0,0001; ***P<0,0002. J) O mutante Afur CRISPR/Cas::T8 é atenuado para viruléncia.
Ensaio realizado com camundongos da linhagem Balb/c (n = 11 para linhagem WT, n = 20
para Afur CRISPR/Cas::T8). Analise estatistica realizada com o teste log rank (Mantel-Cox).
****P=0,0001.

Uma analise detalhada mostrou que a inser¢céo do transposon T8 no locus
CRISPR/Cas ocorreu em uma regido composta de sequéncias espagadoras e
sequéncias repetitivas (Figura 26A). A insergéo na posigao 1.295.080 pb compreende
a ultima regido espacadora (entre 1.295.052 e 1.295.084). Adicionalmente, foram
realizadas PCRs para confirmar o sitio de insergdo: os oligonucleotideos
CRISPR_ID_Fw e CRISPR_ID_Rv (Tabela 2, Figura 26A) se anelam em regides
préximas ao sitio de inser¢cdo do transposon T8, e na linhagem WT o produto de
amplificacédo € de 635 pb (Figura 26B). Uma vez que o transposon tenha se inserido
nessa regiao, o produto passa a ser a soma dos 635 pb do locus WT com os 6.192 pb
do transposon T8. Assim, para o mutante Afur CRISPR/Cas:: T8 (também denominado
Afur T8) nao foi observado um produto de amplificagdo na mesma faixa de tamanho
que o observado na linhagem WT (Figura 26B).

A segunda PCR foi realizada utilizando a combinagdo dos
oligonucleotideos lacZ-148 ou lacZ-211, que se anelam no transposon (Tabela 2) com
CRISPR_ID_Rv, que se anela no genoma bacteriano, possibilitando assim checar a
orientagao de insergéo do transposon (Figura 26C). Como esperado, na linhagem WT
nao foi obtido produto de amplificagao, e no mutante Afur CRISPR/Cas::T8, foi obtido
um produto apenas com a combinagao lacZ-148 e CRISPR_ID_Rv (Figura 26C). Por
fim, os oligonucleotideos Fur_del1 e Fur_del4 (Tabela 2) foram utilizados em uma
PCR para confirmar que além da inser¢ao do transposon, a linhagem obtida tem como
origem o mutante nulo (Figura 26D). As linhagens WT, Afur e FurR4°S foram utilizadas

como controles da reagéo.
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Confirmado o gendtipo do mutante Afur CRISPR/Cas:: T8, foram entdo
realizadas caracterizagdes fenotipicas, comegando pela atividade de sideréforos
(Figura 26E). Na placa PSA-CAS, o halo indicativo da atividade dos siderdforos foi
consideravelmente maior no mutante com inser¢ao do transposon quando comparado
a linhagem mutante Afur (Figura 26E). A explicacdo para esse fendbmeno esta no
melhor crescimento da linhagem Afur CRISPR/Cas:: T8 em placas PSA-CAS,
sugerindo que o halo no mutante nulo possa estar subestimado, uma vez que o
crescimento do mutante é retardado.

Para confirmar o fendétipo utilizado na selegdo do mutante com inser¢ao do
transposon, cerca de 20 ul de culturas das linhagens WT, Afur, Afur CRISPR/Cas:: T8
e FurR4%S com DOgoo 0,01 foram plaqueados em meio LB e estas foram cultivadas por
24 h a 37°C, mostrando a reversdo do crescimento no mutante com inser¢cao do
transposon T8 quando comparado ao mutante Afur (Figura 26F).

Além disso, foi observada uma melhora significativa no crescimento da
linhagem Afur CRISPR Cas:: T8 em meio liquido quando comparado ao mutante Afur
(Figura 26G), aléem de uma melhora nas UFC (Figura 26H) e na motilidade do tipo
swimming (Figura 26l). Embora estes experimentos mostrem que ndo houve reversao
a niveis exatamente iguais aos da linhagem WT, houve significante melhora,
demonstrando que os resultados dos ensaios realizados com o mutante Afur ndo séo
decorrentes apenas do atraso no crescimento, mas também podem ter influéncia de
genes regulados direta ou indiretamente por Fur.

Para corroborar os ultimos achados, o ensaio de viruléncia foi refeito com
o mutante Afur CRISPR/Cas::T8 (Figura 26J). Nesse ensaio houve a mesma
tendéncia de atenuagdo de viruléncia observada no mutante Afur (Figura 25A),
confirmando a relevancia de Fur para determinagao da viruléncia de C. violaceum.

Por fim, o perfil de atividade de sideroforos em meio PSA-CAS foi refeito
em placa suplementada com FeSOs 50 uyM (Figura 27A). Apos 48 h de cultivo,
mostramos que tanto o mutante nulo Afur quanto o mutante Afur CRISPR/Cas::T8
mantiveram o perfil de desrepressao na atividade de sideroforos (Figura 27A). O
menor halo formado no mutante nulo Afur pode ser devido a atenuacdo do
crescimento dessa linhagem em meio solido quando comparado a linhagem WT,
conforme indicado as 24 h de cultivo.

A confirmagao da desrepressao da sintese de sideréforos em mutantes fur
também foi feita através de ensaio quantitativo (Figura 27B). Nesse ensaio, foi
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demonstrado que os mutantes Afur, Fur?4°S e Afur CRISPR/Cas::T8 tém maior sintese
de sideroforos quando em comparagdo a linhagem WT. A complementagdo do
mutante Afur e Fur®4®S com a copia selvagem de fur reverteu a produgdo de
sider6foros para niveis proximos ao da linhagem WT, enquanto que na
complementagdo dos mesmos mutantes com a cépia mutada de fur (fur®''®), a

reversdo foi parcial (Figura 27B).
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Figura 27 — Perfil de atividade e analise quantitativa de sideréforos. A) Perfil de atividade
de siderdforos das linhagens indicadas cultivadas em meio PSA-CAS suplementado com
FeSO4 50 uM. As placas foram documentadas 24 e 48 h apds o inéculo de 5 ul de cada uma
das linhagens crescidas em meio LB. B) Ensaio quantitativo com mensuragao da produgéo
de siderdforos em sobrenadantes obtidos apés 48 h de cultivo em meio MM9-Tris. O ensaio
foi realizado em triplicata bioldgica. ****P<0,0001; **P=0,0023; *P=0,0275.
4.1.9. Analises preliminares do regulon Fur em C. violaceum

Para determinacado do possivel Fur-box de C. violaceum foram utilizadas
sequéncias das regides promotoras de genes de dois clusters envolvidos com a
producéo e utlizagcdo de sideroforos (BATISTA et al., 2019), além de alguns genes
potencialmente envolvidos com homeostase de ferro que foram superexpressos em
resposta ao tratamento com hidroperéxido de cumeno (PREVIATO-MELLO et al.,
2017). Das catorze regides promotoras utilizadas (Tabela 4) foi possivel determinar
uma sequéncia consenso para o Fur-box de C. violaceum que lembra Fur box de
outras bactérias (Figura 28). Essas analises sugerem que o regulador Fur de C.
violaceum deve regular de modo direto importantes genes para utilizagao de ferro via
sideroforos (BATISTA et al., 2019).



Tabela 3 — Genes utilizados para determinagao do Fur-box de C. violaceum
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Nome Valor P Sitios
Ccv_o0o77 2.30e-7 GTTAATAGAA AAACACAATTCTCATCAAT GGATTAACAA
CV_1485 (cbaC) 3.36e-11 ATATACATTG AACCATAATTATTATCATT ATCATCGGAG
CV_1486 (cbaF) 7.21e-8 CAAGAATGCG ATTCAAATTCATATTCAAT CGCATTTATG
CV_1491 6.17e-8 ATTCGCCTGA AATAAAAACCATTCCTATT TGTGTTCTCA
CV_1970 7.12e-7 TTTATCAGCA ATCGAAAGTATTTCCTAAT TTGTGTTTGT
CV_1982 1.79e-6 TCTGTACTTA ATCACAAATTCTTACTCAT ATTGACGGTT
Cv_2230 (fepA) 1.41e-10 GCATATTGAT AATCATAAATATTATCATT CGCATCGATT
CV_2231 (fes) 5.69e-11 AATCGATGCG AATGCATAATATTTATCATT ATCAATATGC
CV_2236 (fepD) 5.29e-7 GGCAGTTIGTT ATTAGGAATCATTTTCATT TGATTATGCA
CV_2237 1.33e-9 TGCATAATCA AATGAAAATCATTCCTAAT AACAACTGCC
CV_2239 (fepB) 2.61e-9 CGACAATGTT AATCATAATACTTATCACT TGCAATAAAA
CV_2251 (fhuA)  4.74e-11 GCTTAATACT AATCATAATTATCATCATT ATCAAATGCG
CV_2387 (ribE) 2.78e-6 ATGTTGTCCA AACGACAATTCAAACCAAG GAGGCTTGCC
CV_3895 3.36e-11 TGCCGACTTA AATCATAATGCTTATCATT TTTAAATGAG
A) | Chromobacterium violaceum ATCC 1272
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Figura 28 - Identificagdo de um possivel Fur box em C. violaceum. A) A sequéncia
palindrémica consenso do Fur box de C. violaceum ATCC 12472 foi gerada com o programa
MEME (https://meme-suite.org/meme/), utilizando as sequéncias de DNA da Tabela 3. B)
Comparacgao do possivel Fur-box de C. violaceum com o Fur-box ja caracterizado em outras
espécies. Essa andlise foi realizada com o programa Tomtom (https://meme-
suite.org/meme/tools/tomtom/).
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4.2. CARACTERIZAGAO DO FATOR DE TRANSCRIGCAO Zur

4.2.1. Analise genémica e obtencdo de mutantes nulos em genes do
operon que codifica Zur em C. violaceum
Em muitas bactérias, os principais genes que codificam proteinas
relacionadas com a homeostase de zinco, como o regulador Zur e o transportador de
alta afinidade do tipo ABC, ZnuABC, organizam-se em um mesmo cluster no genoma.
Em C. violaceum, observamos que zur encontra-se em um possivel operon com 0s
genes CV_3067 (Numero de acesso NCBI: CV_RS14045), que codifica uma possivel
metalochaperona pertencente ao COG0523; CV_RS15040, que codifica uma proteina
hipotética; e os trés genes que compdem o transportador de alta afinidade, znuC, que
codifica uma ATPase, znuB, que codifica uma proteina transmembrana e znuA, que
codifica uma proteina periplasmatica de ligacdo a zinco (Figura 29). Esta co-
localizagdo genbmica entre os genes acima mencionados se mantem em varias
bactérias, com variagbes na ordem e orientagdo dos genes (Figura 29). O
transportador ZnuABC de C. violaceum e seu papel no transporte de zinco foi
estudado em detalhes em trabalho colaborativo de co-orientacdo da iniciacéo
cientifica do aluno Waldir Paulo da Silva Junior. Alguns resultados desse trabalho

importantes para a discusséo dos dados desta tese estarao citados ao longo do texto.

< zuA K zwB K znuC K]( CV_ 3067 |< zur }— C. violaceum

_< zur K znuB K znuC H ZnuA >— A. tumefaciens

=< ZnuA H zur Y zwC > 2B H>— P aeruginosa

—< msbB K yebA K ZnuA H zwC > zmuB >— S enterica

—< oxM K yebA K ZnuA H zwC Y zwB >— E coli

300 pb
Figura 29 — Organizagao gendémica dos loci contendo genes relacionados a homeostase
de zinco em diferentes bactérias. Os genes analisados foram procurados em bancos de
dados como Microbial Genome Database for Comparative Analysis (MGD,
http://mbgd.genome.ad.jp/) e Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG,
https://www.keqgg.jp/) e plotados em escala, conforme indicado na figura. As bactérias e os
genes indicados sao as seguintes: Chromobacterium violaceum ATCC 12472, zur (CV_3068),
CVv_3067 (CV_RS15045), CV_RS15040, znuC (CV_3066), znuB (CV_3065) e znuA
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(CV_3064); Agrobacterium tumefaciens C58, zur (Atu1518), znuB (Atu1519), znuC (Atu1520)
e znuA (Atu1521); Pseudomonas aeruginosa PA14, znuA (PA14_72550), zur (PA14_72560),
znuC (PA14_72580) e znuB (PA14_72590); Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhi CT18, zur (STY4437), msbB (STY2097), yebA (STY2098), znuA (STY2099), znuC
(STY2100) e znuB (STY2101); Eschericha coli K12 DH10B, zur (ECDH10B_4235), IpxM
(ECDH10B_1996), yebA (ECDH10B_1997), ZnuA (ECDH10B_1998), znuC
(ECDH10B_1999) e znuB (ECDH10B_2000).

Para determinar o papel de diferentes genes deste operon na homeostase
de zinco e na viruléncia de C. violaceum, decidimos obter linhagens mutantes para
zur, CV_3067 e znuCBA. O mutante Azur foi obtido prontamente em seis de vinte e
cinco coldnias sensiveis a canamicina testadas (Figura 30A), sem a necessidade de
modificagdo do meio de selegcédo para a segunda recombinagdo homdloga, como foi
preciso para a obtengcdo do mutante Afur. O mutante ACV_3067 foi obtido em todas
as quatro colbnias sensiveis a canamicina testadas (Figura 30B), também sem a
necessidade de modificagcdo do meio de cultura. O mutante AznuCBA (sem os trés

genes do transportador) foi obtido sem maiores problemas (IC, Waldir da Silva Junior).

B)

MM WT 12r. 2%r. CN

Figura 30 — Confirmacgao genotipica dos mutantes Azur e ACV_3067. A confirmagéo da
obtengao dos mutantes foi feita por PCR, utilizando os oligonucleotideos Zur_del1 e Zur_del4
ou CV3067_del1 e CV3067_del4 (Tabela 2). A) Mutante Azur. O produto da primeira
recombinagao (12 r.) possui a banda de 1568 pb, correspondendo ao gene de interesse mais
as regides flanqueadoras e a banda de 1234 pb, que contém apenas as regides
flanqueadoras. O produto da segunda recombinagao (22 r.) possui a banda de 1234 pb,
indicando o gendtipo mutante (Azur). B) Mutante ACV_3067. O produto da primeira
recombinagao (12 r.) possui a banda de 2044 pb, correspondendo ao gene de interesse mais
as regides flanqueadoras e a banda de 1231 pb, que contém apenas as regides
flanqueadoras. O produto da segunda recombinagao (22 r.) possui a banda de 1234 pb,
indicando o gendtipo mutante (ACV_3067). CN = controle negativo. MM = padrdo de marcador
molecular 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).

4.2.2. O operon zur-CV_3067-CV_RS15040-znuCBA é reprimido por Zur
em resposta a zinco
Genes regulados por Zur possuem uma sequéncia regulatéria palindrémica

com comprimento entre 15 e 20 pb, conhecida como Zur-box, em suas regides
promotoras para ligagao de Zur (CHOI et al., 2017; HUANG et al., 2008; MAZZON et
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al., 2014; MIKHAYLINA et al., 2018). Hipotetizamos que deveria existir um Zur-box a
montante do gene zur em C. violaceum. Para encontra-lo, foram analisadas, usando
o programa MEME, as regides promotoras do gene zur de genomas de vinte e trés
espécies pertencentes ao género Chromobacterium. Essa analise retornou uma
sequéncia, possivel Zur-box de C. violaceum (Figura 31A), que se assemelha com os
sitios de ligagao de Zur ja definidos e caracterizados para Pseudomonas protegens
(LIM et al., 2013) e Neisseria meningitidis (PAWLIK et al., 2012). Além disso, a co-
transcricdo de zur a znuA foi verificada por RT-PCR, confirmando o operon (SANTOS
et al, 2021, em colaborag&o com Waldir da Silva Junior).

Para validar que o Zur-box encontrado em nossas analises in silico estava
relacionado com a regulagéo do operon, foi gerada uma fusao da regido promotora de
zur (pzur) ao gene reporter lacZ (Tabelas 1 e 2) para avaliagdo da expressao por
ensaios de (B-galactosidase. Nesse ensaio, demonstramos que na linhagem WT, a
fusado pzur-lacZ é desreprimida quando ocorre o tratamento com os agentes quelantes
de zinco EDTA ou TPEN (Figura 31B). O EDTA & um quelante de cations divalentes
impermeavel a membrana celular e TPEN € um quelante de ions com alta afinidade
para zinco, mas permeavel a membrana celular. No mutante Azur, a fusédo pzur-lacZ
encontra-se desreprimida independentemente do tratamento adicionado as culturas
(Figura 31B).

Como controle de que essa regiao promotora é regulada em resposta a
zinco e nao em resposta a outros metais, foram realizados os tratamentos com o
agente quelante de ferro 2,2’-DP, assim como a adicdo de FeSOg4 as culturas. Nesse
caso, a expressao de pzur permaneceu inalterada, equivalente aos niveis basais da
linhagem WT n&o tratada e no mutante Azur a modulagdo dos niveis de ferro n&o
surtiu efeito na expressao de pzur (Figura 31B).

Em conjunto, essa caracterizagao inicial mostra que C. violaceum possui
um operon contendo seis genes que é reprimido por Zur em suficiéncia de zinco e

desreprimido em limitagdo deste metal.
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Figura 31 — Determinacdo de Zur box em C. violaceum e regulagdo transcricional
mediada por Zur. A) A sequéncia palindrdmica consenso de Zur box em C. violaceum ATCC
12472 foi gerada com o programa MEME (https://meme-suite.org/meme/). As comparagdes
com Zur-boxes conhecidos de P. protegens Pf-5 e N. meningitidis MC58 foram realizadas com
o programa Tomtom (https://meme-suite.org/meme/tools/tomtom/). B) A expressao da regiao
promotora de zur em fusdo ao gene lacZ (pzur-lacZ) foi determinada por ensaios de B-
galactosidase. As linhagens foram cultivadas em meio LB e as culturas foram nao tratadas ou
tratadas por 2 h com as concentragoes indicadas de ZnCly, EDTA, TPEN, FeSO, e 2,2’-DP.
Os experimentos foram realizados em trés réplicas bioldgicas. ****P<0,0001; ***P=0,0001;
*P=0.0143; onde nédo indicado = nao estatisticamente significativo.

4.2.3. A auséncia de znuCBA e de CV_3067, mas nao de zur, torna C.
violaceum mais susceptivel a caréncia de zinco
Para uma caracterizagao mais detalhada das fungdes dos genes regulados
por Zur, foi determinado o perfil de sensibilidade a caréncia de zinco in vitro.
Inicialmente foram definidas as concentragbes inibitérias minimas (CIM) de
crescimento para os agentes EDTA e TPEN, onde obteve-se CIM de 0,7 mM para
TPEN e CIM de 128 mM para EDTA na linhagem WT de C. violaceum (Figura 32).
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Figura 32 — Concentragao inibitéoria minima de TPEN e EDTA em C. violaceum. As
concentragdes inibitérias minimas foram determinadas em meio LB, a partir do cultivo da
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linhagem WT de C. violaceum com dilui¢gdes seriadas de A) TPEN e B) EDTA. Apds incubagao
por 24 h a 37°C, os tubos de ensaio foram fotografados.

Uma vez que ZnuABC é um importante sistema de aquisicdo de zinco em
varias bactérias (MIKHAYLINA et al., 2018), fomos verificar os efeitos que a caréncia
de zinco poderia provocar nos diferentes mutantes obtidos em C. violaceum. A
primeira caracteristica observada foi que apesar da CIM para EDTA se manter em
128 mM no mutante AznuCBA (dado nao mostrado), o tratamento com esse agente
qguelante provocou uma interrupgao na sintese de violaceina em concentragdes muito
mais baixas do que na linhagem WT: enquanto EDTA 1 mM foi necessario para
interrupcdo da sintese de violaceina na linhagem WT, apenas 0,125 mM foram
necessarios para obter o mesmo fenotipo no mutante AznuCBA (Figura 33, painel
superior). Uma vez que EDTA é um agente quelante de varios cations divalentes, para
confirmar que esse fendétipo é relacionado com a homeostase de zinco, foi feita a
ressuplementacédo de zinco em culturas tratadas com EDTA (Figura 33, painel
inferior). Nas linhagens WT e AznuCBA[pMR20znuCBA] a suplementagao com ZnCl>
0,1 mM foi o suficiente para as linhagens reverterem a sintese do pigmento. No
mutante AznuCBA quelado com EDTA 0,5 mM, o mesmo fendétipo s6 foi obtido quando
a cultura foi suplementada com ZnCl> 0,5 mM, indicando que esse mutante possui
maior caréncia de zinco do que a linhagem WT (Figura 33, painel inferior).

EDTA (mM)
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" AznuCBA  AznuCBA[pMR20znuCBA]

Figura 33 — Perfil de sintese de violaceina em caréncia de zinco. A) As linhagens foram
cultivadas em meio LB por 24 h na presenga das concentragdes indicadas de EDTA. B) As
linhagens foram cultivadas por 24 h em meio LB suplementado com EDTA e concentragbes
crescentes de ZnCls.

Quando o fendtipo de sensibilidade a EDTA foi avaliado pelo método de

disco difusdo em placas de meio LB, o mutante AznuCBA também mostrou-se mais
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sensivel do que a linhagem WT (Figura 34A), com halo de inibicdo de crescimento
detectado a partir de 62,5 mM EDTA, enquanto que na linhagem WT a inibicdo s6
comegou a ocorrer a partir dos 250 mM EDTA (Figura 34A). Além disso, o mutante
ACV_3067 também apresentou maior sensibilidade a caréncia de zinco, embora em
niveis menores que o mutante AznuCBA, com halo de inibicdo de crescimento
observado a partir dos 125 mM EDTA (Figura 34A). Como controle, o ensaio de disco
difusdo foi realizado com o quelante de ferro 2,2-DP, onde ndo foram detectadas
diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens (Figura 34B).

Como o EDTA é um agente quelante que pode ter atividade contra varios
cations divalentes, o perfil de crescimento em meio quelado e ressuplementado com
o metal zinco foi avaliado (Figura 34C). Quando as linhagens WT, AznuCBA e
AznuCBA[pMR20znuCBA] foram tratadas com EDTA 1 mM, houve uma pequena
queda na DOsgo ao final do ensaio, que foi revertido na linhagem WT e complementada
quando ZnCl> 250 uM foi adicionado as culturas (Figura 34C). Entretanto, mesmo com
a adicao de zinco, o crescimento do mutante AznuCBA n&o foi revertido a niveis iguais
aos das linhagens WT e complementada, demonstrando seu envolvimento com a
aquisicao desse metal. Como controle, quando ferro foi depletado, todas as linhagens
tiveram queda acentuada na DOsoo ao final do ensaio, mas ao adicionar FeSO4 1 mM,
o crescimento foi revertido em todas as linhagens, sugerindo que o transportador
ZnuCBA néao deve estar envolvido com o transporte de ferro (Figura 34C).

Por fim, curvas de crescimento foram realizadas em meio LB ou meio LB
suplementado com EDTA 1 mM, utilizando pré-in6culos cultivados em meio LB.
Nessas condi¢des, ndo foram detectadas diferencas significativas no crescimento dos
mutantes em relagéo a linhagem WT (Figura 34D e E). Quando o mesmo ensaio foi
feito com o mutante AznuCBA e utilizando pré-indculos tratados com EDTA 1 mM,
houve pequeno atraso na curva de crescimento do mutante em meio LB. Quando a
curva foi feita em meio LB suplementado com EDTA com os pré-indculos tratados com
EDTA, o atraso de crescimento do mutante AznuCBA em relag&o as linhagens WT e
complementadas foi mais acentuado e nao foi revertido quando ZnCl. foi adicionado
ao meio (SANTOS et al., 2021, em colabora¢gdo com Waldir da Silva Junior).
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Figura 34 — Perfil de sensibilidade a caréncia de zinco mediada por EDTA. A) Ensaio de
sensibilidade a EDTA medido através de disco difusdo. As linhagens diluidas para DOego 0,1
foram plagueadas em meio LB e diferentes concentragdes de EDTA foram gotejadas em
discos de papel filtro estéril. O halo de inibicdo do crescimento foi medido apds 24 h de cultivo
a 37°C. #P<0,0001. B) O mesmo ensaio de disco difusao realizado com o quelante especifico
para ferro, 2,2’-dipiridil (2,2’-DP). Os ensaios foram realizados em triplicata bioldgica. C) Perfil
de crescimento apds tratamento com EDTA ou 2,2’-DP em meio liquido. As linhagens foram
cultivadas por 24 h em meio LB tratado com as concentragdes indicadas de EDTA, ZnCly,
2,2’-DP ou FeSO, seguida pela mensuragdo da DOegg. ****P<0,0001. D e E) Curvas de
crescimento em meio LB (D) ou meio LB suplementado com 1 mM EDTA (E). Nessas curvas
0s pré-indculos nao foram tratados com nenhum agente quelante. As curvas foram realizadas
em triplicatas biolégicas e estao representadas com a média e desvio-padrao.



108

Além do crescimento em caréncia de zinco induzida por EDTA, foi utilizada
a proteina calprotectina (CP) em ensaios in vitro para avaliar o perfil de crescimento
de C. violaceum. A CP é um heterodimero de proteinas S100A8/S100A9 liberado dos
neutréfilos durante a ativagao inflamatoria, cuja principal fungdo € quelar metais de
transigdo como zinco e manganés (KEHL-FIE; SKAAR, 2010; KOZLYUK et al., 2019;
ZYGIEL; NOLAN, 2018). Foram obtidas duas versdes purificadas de CP em parceria
com os laboratérios de Dr. Walter J. Chazin e Dr. Eric Skaar (Vanderbilt University):
uma versao WT, denominada CP WT, e uma versdo com mutagdes nos sitios ativos
de ligagdo a metais, denominada CP ASI/SII. A versdo ASI/SIl contém mutagdes sitio-
dirigidas nos seguintes residuos de aminoacidos: S100A8 — H17N, H27N, H81N,
H87N; S100A9 — H20N, D30S, H91N, H95N, H103N, H104N, H105N (DAMO et al.,
2013), os simbolos H, N, D e S, representam os residuos de aminoacidos histidina,
asparagina, acido aspartico e serina, respectivamente.

A acgao antimicrobiana de CP foi definida para varios patégenos como
Staphylococcus aureus, Streptococcus epidermidis, Enterococcus faecalis,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Shigella
flexneri (DAMO et al., 2013). Para investigar se CP exerceria alguma fungéo
antimicrobiana contra C. violaceum, foram realizadas curvas de crescimento utilizando
as duas versdes obtidas da proteina. Inicialmente, para garantir que a proteina
utilizada estava ativa, foi determinada a concentragao inibitéria média (ICs0) de CP
WT e CP ASI/Sll para C. violaceum comparando com dados ja publicados para E. coli
(DAMO et al.,, 2013) (Tabela 4). C. violaceum se mostrou mais resistente aos
tratamentos com CP do que E. coli, e a versao mutada da proteina (CP ASI/SII) teve
menos atividade contra todas as linhagens testadas (Tabela 5). O valor médio da ICs
de CP WT para C. violaceum foi de 534,6 ug/ml e de CP ASI/SII foi de 635,2 ug/ml.

Tabela 4 - ICso de calprotectina

Linhagem CP WT (pg/ml)? CP ASI/SII (pg/ml)?
E. coli DH5a 287,5+22,3 361,4+18,4
C. violaceum WT 534,6 £ 13,8 635,21+ 19,8

#Média e desvio padrao de trés réplicas bioldgicas

Em seguida, foram realizados ensaios para padronizagdo do uso da CP em
curvas de crescimento (Figura 35). Como a proteina sé tem atividade na presencga de
62% (v/v) de tampao para CP (CP buffer), implica-se que as curvas devem ser
realizadas com 38% (v/v) de meio LB. Assim, foi avaliado o perfil de crescimento da



109

linhagem WT de C. violaceum para determinar se a menor concentragdo de LB e a
presenca de CP buffer seriam prejudiciais para C. violaceum. As curvas foram
realizadas nas seguintes condigdes: i) em meio LB; ii) em meio LB 38% (v/v) + agua
ultrapura estéril 62% (v/v); iii) em meio LB 38% (v/v) + CP buffer 62% (v/v); iv) em
meio LB 38% (v/v) + CP buffer 62% (v/v) sem a adigao de B-mercaptoetanol (BME); e
v) meio LB 38% (v/v) + 5 mM BME (Figura 35A). A unica condigdo em que houve uma
diferenga na DOesoo medida ao longo da curva foi na presencga de LB 38% (v/v) + CP
Buffer 62% (v/v), em que a DOsoo ficou em média 52,43% menor em cada ponto
medido. Dessa maneira, ficou definido que os demais ensaios realizados com CP
serdo comparados com o meio LB 38% (v/v) + CP buffer 62% (v/v) e ndo com o meio
LB 100% (v/v).
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Figura 35 — Padronizagdao do uso de calprotectina em C. violaceum. A) Curva de
crescimento da linhagem WT com diferentes modificacdes no meio LB. B) Curva de
crescimento da linhagem WT feita com meio LB 38% + CP buffer 62%, com 250 ou 500 ug/ml
CP WT ou ASI/SII. C) Curva de crescimento das linhagens indicadas feita com 500 ug/ml CP
WT (linha tracejada) ou sem a presenga de CP (linha continua). Os pré-inéculos utilizados
nessas curvas nao foram tratados com nenhum agente quelante de metais. Todas as curvas
foram realizadas em triplicatas biolégicas. BME = B-mercaptoetanol.

Uma vez definida a condi¢ao de cultivo, novas curvas de crescimento foram
feitas comparando os efeitos de 250 e 500 ug/ml das proteinas CP WT e CP ASI/SII

na linhagem WT de C. violaceum (Figura 35B). A curva da linhagem WT na presenga
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de LB 38% (v/v) + CP Buffer 62% (v/v) foi utilizada como padrdo para comparagao.
Em relagdo ao uso da proteina CP WT, apenas na concentragao de 500 pg/ml foram
observadas diferengas em relagdo ao padrao, sem a adi¢ao de proteina (Figura 35B).
Ja com o uso de 250 ug/ml de CP WT ou de CP ASI/SII em qualquer concentracéo,
nao foram observadas diferengas significativas em relagdo ao padrao (Figura 35B).

Por fim, novas curvas de crescimento foram feitas utilizando as linhagens
WT, AznuCBA e AznuCBA[pMR20znuCBA] em meio LB suplementado com 500 ug/ml
CP WT (Figura 35C). Nessas condi¢des, houve um atraso no crescimento de todas
as linhagens na presenca de CP WT em relagdo ao cultivo sem CP, mas sem
diferencas significativas entre as diferentes linhagens de C. violaceum (Figura 35C).

Para investigar com mais detalhes o efeito quelante de zinco de CP no
crescimento de C. violaceum, as curvas de crescimento foram refeitas utilizando pré-
in6culos também tratados com CP (Figura 36). Nessas condigdes, o mutante
AznuCBA com pré-inoculo tratado com 500 ug/ml de CP WT e curva de crescimento
feito no mesmo padrao, teve o crescimento mais prejudicado quando comparado com
as linhagens WT e complementada (Figura 36A). O pré-tratamento e curva realizados
com 500 pg/ml de CP ASI/SII ndo mostrou efeitos significativos em relagéo as curvas
sem a presenga da proteina (Figura 36B). Por fim, foi analisado a expresséo da regiao
promotora de zur (pzur) na presenca de CP (Figura 36C). Ao contrario dos ensaios
anteriores, onde foram realizados tratamentos com EDTA, TPEN e 2,2’-DP por pulsos
de 2 h de culturas mid-log (Figura 31B), para o uso de CP foi necessario adicionar os
tratamentos no inicio da curva e manter em cultivo por 4 h (Figura 36C). Nessas
condicoes, foi observada uma maior indugado na expressido de pzur na presenga de
CP WT e de EDTA, mas nao houve efeitos significativos decorrentes do tratamento
com CP ASI/SII (Figura 36C).

Em conjunto, os dados demonstram que a auséncia de ZnuABC torna C.
violaceum mais susceptivel a condigdes de caréncia de zinco tanto em meio sélido
quanto em meio liquido, independente do tipo de agente quelante utilizado (EDTA ou
CP), sobretudo quando as culturas s&o pré-tratadas com estes agentes. Também foi
demonstrado que a CP tem atividade microbicida contra C. violaceum, embora esta
bactéria seja mais resistente ao tratamento do que outras. Por fim, o tratamento com
CP induz a caréncia de zinco, conforme demonstrado pela expressao aumentada de

pzur quando tratado com CP WT.
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Figura 36 — Perfil de crescimento e expressado de pzur em caréncia de zinco mediada
por calprotectina. A) Curva de crescimento com 500 ug/ml de CP WT feita em LB 38% + CP
buffer 62%. Durante a curva, as linhagens permaneceram (linhas tracejadas) ou nao (linhas
continuas) com CP. Todos os pré-indculos foram tratados com 500 pg/ml CP WT. B) Curva
de crescimento com 500 pg/ml de CP ASI/SII feito em LB 38% + CP buffer 62%. Durante a
curva as linhagens permaneceram (linhas tracejadas) ou ndo (linhas continuas) com CP.
Todos os pré-indculos foram tratados com 500 pg/ml CP ASI/SII. As curvas foram realizadas
em ftriplicatas bioldgicas. C) Ensaio de B-galactosidase avaliando a expressao da regiao
promotora de zur (pzur) em presenga de CP. A linhagem WT[pzur-lacZ] foi cultivada por 4 h
na presenga de 500 ug/ml CP WT ou CP ASI/SIl ou ainda em 1 mM EDTA antes da realizagao
do ensaio. ****P<0,0001; ***P=0,0004.

A susceptibilidade a estresse oxidativo € um aspecto relacionado com a
homeostase de zinco mediada por Zur em algumas bactérias, como em Xanthomonas
oryzae (YANG et al., 2007), onde mutantes zur tém maior sensibilidade a tratamentos
com H20,. Assim, o perfil de sensibilidade a H,O2 do mutante Azur de C. violaceum
foi determinado a partir de ensaios de disco-difusao (Figura 37). Nesse ensaio, n&o
foram detectadas diferengas estatisticamente significativas em relagéo a linhagem
WT, sugerindo que o regulador Zur de C. violaceum nao possui um papel no combate

ao estresse oxidativo.
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Figura 37 — Sensibilidade a H,0: do mutante Azur. Perfil de sensibilidade avaliado por
ensaios de disco difusdo. Mensuragéo do halo de inibicdo de crescimento das linhagens
indicadas na presencga de concentracdes crescentes de H>O,. Ensaio realizado em triplicata
bioldgica.

4.2.4. Efeitos pleiotrépicos da auséncia de zure znuCBA em C. violaceum

Para aumentar a compreensao de como a caréncia de zinco afeta C.
violaceum, foram feitas analises de outros fenétipos que poderiam ser influenciados
quando a homeostase deste metal € comprometida, seja pela auséncia do regulador
Zur ou pela auséncia do transportador ZnuABC. Assim, foram realizadas a
quantificacdo de biofilme estatico e da produgéo de celulose em biofilme, utilizando
todos os mutantes em estudo (Figura 38A e B). Em relagdo a produgao de biofilme
em meio LB, todas as linhagens mantiveram o mesmo padrdo, sem diferengas
estatisticas significativas em comparagao a linhagem WT (Figura 38A). No entanto,
quando o biofilme foi quantificado a partir de culturas tratadas com EDTA 100 uM,
houve uma queda na producgdo de biofilme em todas as linhagens, sendo que no
mutante AznuCBA, a diferenga em relagdo a linhagem WT tratada foi ainda maior
(Figura 38A). Quando avaliada a sintese de celulose em biofilme por coloragé&o por
vermelho congo, nenhuma das linhagens analisadas apresentou diferenca
estatisticamente significativa em comparagé&o com a linhagem WT (Figura 38B).

A motilidade do tipo swimming também permaneceu inalterada nos
mutantes Azur e ACV_3067 quando comparados a linhagem WT (Figura 38C). Para
o mutante AznuCBA houve diminui¢ao significativa nos dois pontos (24 e 48 h) em
que o diametro referente a motilidade foi mensurado (SANTOS et al., 2021, em
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colaboragdo com Waldir da Silva Junior). Além disso, quando o ensaio foi feito apenas
com a linhagem WT e variando as concentragdes de zinco presentes no meio semi-
sélido, como a suplementagcdo com EDTA, o fenétipo observado foi o mesmo de
quando o mutante AznuCBA foi cultivado em meio semi-solido sem adicdo de
tratamentos (SANTOS et al.,, 2021, em colaboracdo com Waldir da Silva Junior),
demonstrando que a sintese de flagelo é um fator dependente dos niveis

intracelulares de zinco.
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Figura 38 — Avaliagao da producgao de biofilme, celulose e motilidade do tipo swimming.
A) Ensaio para mensuragao do biofilme em condigdes estaticas. Apds 24 h de cultivo em meio
LB ou meio LB suplementado com 100 yM EDTA, a formagao do biofilme das linhagens
indicadas foi determinada por coloracdo com cristal violeta. Os dados estido indicados como
razdo do biofiime pela densidade celular. **P=0,003. B) Ensaio para quantificacdo da
produgao de celulose em biofilmes via coloragdo com vermelho congo. Apos 48 h de cultivo
em meio LB, a sintese de celulose em biofilmes foi determinada por coloragdo com vermelho
congo. A mensuragao de biofilme e produgao de celulose foram determinados em seis réplicas
biolégicas. C) Ensaio de motilidade do tipo swimming. As linhagens indicadas foram cultivadas
em meio MOHC com 0,3% agar e o didametro da motilidade foi mensurada 24 e 48 h apds o
indculo. Os experimentos foram realizados em trés réplicas bioldgicas.

Como o zinco é um metal importante para a fisiologia bacteriana e participa
como cofator de diversas enzimas, decidimos avaliar como o comprometimento na

aquisicao desse metal, decorrente da auséncia de ZnuABC, poderia interferir com a

capacidade de C. violaceum em competir com outros patégenos. Para isso, foram
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realizados ensaios de co-cultivo entre as linhagens WT, AznuCBA e
AznuCBA[pMR20znuCBA] de C. violaceum com as bactérias Burkholderia cepacia,
Salmonella Typhimurium e Streptococcus mutans (Figura 39). Essas bactérias foram
escolhidas devido a sensibilidade a ampicilina, um antibiético que C. violaceum é
resistente e que, portanto, permite selecdo apds o co-cultivo. Os ensaios foram
realizados em meio LB ou em meio LB suplementado com ZnCl, 250 pM. Nesse
ensaio foi demonstrado que as linhagens WT e AznuCBA[pMR20znuCBA] de C.
violaceum s&o menos afetadas do que o mutante AznuCBA em relagéo a B. cepacia,
S. Typhimurium e S. mutans (Figura 39). A adi¢&o de zinco, no entanto, ndo melhorou
significativamente a competicdo de C. violaceum com as bactérias analisadas. Em
conjunto, esses dados sugerem que o menor aporte de zinco no mutante AznuCBA

prejudica a capacidade de C. violaceum de competir com outras bactérias.
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Figura 39 — A auséncia do transportador ZnuABC diminui a competitividade de C.
violaceum com outras bactérias. As linhagens WT, AznuCBA e AznuCBA[pMR20znuCBA]
foram co-cultivadas com Burkholderia cepacia ATCC 17759, Salmonella typhimurium ATCC
14028 ou Streptococcus mutans ATCC 25175 por 2 h em meio LB, seguido por diluigéo e
plaqgueamento em meio LB suplementado com ampicilina, para selegdo de C. violaceum.
Como controle, as linhagens foram cultivadas individualmente nas mesmas condigbes (LB ou
Lb 250 uM ZnCl,) para quantificagao das UFC. *P=0,0028; ****P<0,0001.

Além da estratégia de co-cultivo interespecifico previamente descrita, o
mesmo ensaio foi realizado analisando a competicéo intra-especifica, relacionando a
presencga ou auséncia do transportador ZnuABC com a capacidade de C. violaceum
em crescer na presenga de bactérias da mesma espécie. Para isso foram utilizadas
as linhagens WT e AznuCBA[pMR20], com selegcdo realizada na presenga do

antibidtico tetraciclina (Figura 40). Quando foi realizado o cultivo das linhagens WT e
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AznuCBA[pMR20] individualmente em meio LB, as linhagens nao apresentaram
diferencgas estatisticamente significativas entre si. Com a adi¢do de ZnCl> 250 yM as
culturas, foi demonstrado que ha um aumento nas UFC da linhagem WT em relagao
a mesma linhagem cultivada em meio LB. Ja o mutante AznuCBA[pMR20] ndo se
beneficiou da suplementacdo de zinco quando comparado a mesma linhagem
cultivada em meio LB. Quando foi realizado o co-cultivo entre WT e AznuCBA[pMR20],
verificamos que independente do meio de cultivo (meio LB ou meio LB suplementado
com zinco), o mutante AznuCBA apresentou uma diminuigdo nas UFC/ml quando
comparado aos controles (Figura 40).
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Figura 40 — A auséncia do transportador ZnuABC de C. violaceum diminui a
competitividade intra-especifica. As linhagens WT e AznuCBA[pMR20] foram co-cultivadas
por 2 h em meio LB, seguido por diluicdo e plagueamento em meio LB suplementado com
tetraciclina, para selegdo do mutante AznuCBA de C. violaceum. Como controle, as linhagens
foram cultivadas individualmente e plaqueadas em meio LB para quantificagdo das UFC.

De maneira geral, foi demonstrado que o mutante AznuCBA tem uma
desvantagem competitiva em relagdo as bactérias testadas, tanto no contexto inter
(Figura 39) e intraespecifico (Figura 40) e mesmo quando ocorre a adigao de zinco.
Esses dados indicam que o comprometimento da homeostase de zinco pode afetar
negativamente C. violaceum de maneira a torna-la menos adaptada a competigéao

intra e interbacteriana.
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As metalo-B-lactamases pertencem a uma familia de enzimas que
requerem zinco para sua atividade (BEBRONE, 2007). Dada a importancia de
ZnuABC de C. violaceum na aquisicdo de zinco, foram realizados os perfis de
sensibilidade a antibidticos da classe dos (-lactamicos (piperacilina, penicilina de
amplo espectro; cefoxitina, cefalosporina de 22 geragéo; cefotaxime, cefalosporina de
terceira geragdo; meropenem, carbapenen; aztreonam, monobactan) utilizando as
linhagens WT, Azur, AznuCBA e AznuCBA[pMR20znuCBA] cultivadas em meio LB ou
meio LB suplementado com EDTA 1 mM. O objetivo desse ensaio foi investigar se a
menor aquisicdo de zinco pelo mutante AznuCBA poderia comprometer a atividade de
enzimas que necessitam deste metal como co-fator enzimatico, como no caso das
metalo-B-lactamases. Nesse ensaio foi demonstrado que o mutante AznuCBA tornou-
se mais sensivel a agado dos antibioticos apds o pré-tratamento com EDTA (Figura
41A). O mutante Azur ou a complementagdo AznuCBA[pMR20znuCBA] mantiveram
o mesmo fendtipo da linhagem WT, independente do tratamento prévio com EDTA,
sugerindo que a deplegcdo prévia do estoque intracelular de zinco através do
tratamento com EDTA associado a auséncia do transportador de alta afinidade
ZnuABC podem afetar a atividade de metalo-3-lactamases.

Também foi avaliado se Zur poderia estar envolvido com a regulagdo da
sintese de moléculas autoindutoras do quorum sensing. Para isso, foi utilizado o
mutante Acvil (Tabela 1), que ndo sintetiza as moléculas autoindutoras, para ser
embebido em meio LB com orificios preenchidos com sobrenadantes das linhagens
WT, Azur, AzuripMR20zur], AznuCBA e Acvil. Dependendo da quantidade de
moléculas autoindutoras presentes no sobrenadante de cada uma das linhagens
analisadas, o halo de producéo de violaceina do mutante Acvil embebido no agar é
produzido ou ndo. Nesse ensaio, foi mostrado que o sobrenadante do mutante Azur
induziu maior halo de produgéo de violaceina na linhagem repérter Acvil (Figura 41B),
sugerindo que Zur possa estar envolvido com a regulagdo direta ou indireta da
producao/secrecao de moléculas indutoras de quorum sensing em C. violaceum.
Como controle, foi utilizado o sobrenadante do mutante Acvil, que nao induz producgao
de violaceina no mutante embebido no agar por ndo produzir as moléculas

autoindutoras.
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Figura 41 - Perfil de sensibilidade a antibiéticos e produgdao de moléculas

autoindutoras do quorum sensing e de violaceina. A) Antibiograma realizado com as
linhagens WT, Azur, AznuCBA e AznuCBA[pMR20znuCBA] cultivadas em meio LB ou em
meio LB suplementado com 1 mM EDTA (colunas tracejadas). As linhagens foram diluidas
para DOsoo 0,1 e espalhadas em meio Mueller-Hinton e sobre as bactérias foram adicionados
os discos dos antibidticos PIP (piperacilina), FOX (cefoxitina), MEM (meropenem), ATM
(aztreonam) e CTX (cefotaxime). O halo de inibicdo do crescimento foi medido apds 24 h de
cultivo a 37°C. B) O mutante Acvil foi embebido em meio LB, e no agar solidificado foram
adicionados aproximadamente 80 pl dos sobrenadantes de WT, Azur, AzuripMR20zur,
AznuCBA e Acvil, para avaliagédo de produgéo de violaceina pelo Acvil embebido no agar.
Apo6s 48 h de incubagao a 25°C, as placas foram fotografadas e os halos de produgao de
violaceina foram medidos no programa Fiji (https://imagej.net/Fiji/) e indicados como unidades
arbitrarias (u.a.). C) Estimativa da producgéo de violaceina solubilizada em solvente organico
(acetona). Ensaio realizado em ftriplicata.
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Como o mutante Azur parece produzir e/ou secretar maior quantidade de
moléculas autoindutoras, e a sintese de violaceina relaciona-se com a via de quorum
sensing (MCCLEAN et al., 1997; MOROHOSHI et al., 2008), foi realizado um ensaio
de quantificagdo de violaceina para determinar se o mutante Azur também produziria
maior quantidade desse metabdlito (Figura 41C). Na comparagcdo da absorbancia
detectada nas linhagens Azur, AznuCBA e ACV_3067 em relagéo a linhagem WT, ndo
foram observadas diferengas estatisticamente significativas. Assim, a maior presenca
de moléculas auto-indutoras do quorum sensing no sobrenadante do mutante Azur
nao se refletiu em maior produgéo de violaceina.

Em sintese, esses dados demonstram que o transportador ZnuABC é
requerido para a formacao de biofilme em condi¢cdes carenciadas de zinco e para a
motilidade do tipo swimming. Além disso, a auséncia de ZnuABC torna C. violaceum
mais susceptivel a competicdo intra e interespecifica e também aumenta a
sensibilidade a antibidticos da classe dos B-lactamicos. Em relagédo ao regulador Zur,
os experimentos indicam que esse fator de transcricdo possa estar envolvido com a
produgao/secrecao de moléculas indutoras de quorum sensing, embora mais ensaios

sejam necessarios para comprovar essa relagao.

4.2.5. A auséncia de zur e de CV_3067 nao comprometem a viruléncia de
C. violaceum
Para avaliar o papel do regulador Zur e da possivel metalochaperona
CV_3067 na viruléncia de C. violaceum foram realizados ensaios de infec¢ao
intraperitoneal de camundongos da linhagem BALB/c (Figura 42). Na infec¢do com os
mutantes Azur e ACV_3067 nado foram observadas diferengas estatisticamente
significativas quando comparado com a curva de sobrevivéncia dos animais
infectados com a linhagem WT (Figura 42A). O mutante AznuCBA, no entanto,
mostrou-se menos virulento, com 100% de sobrevivéncia dos animais apos 10 dias
de infeccdo e também com menor capacidade de colonizagdo do figado de
camundongos (SANTOS et al., 2021, em colaboragdo com Waldir da Silva Junior).
Quando foi realizada a infecgao in vitro de neutrofilos isolados da cavidade
peritoneal de camundongos com as linhagens WT, AznuCBA e
AznuCBA[pMR20znuCBA], foi verificado que o mutante AznuCBA foi eliminado mais
rapidamente pelos neutrdfilos do que as linhagens WT e AznuCBA[pMR20znuCBA]
(Figura 42B). Como controles enddgenos, foi mensurada a dose inicial antes da
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infecdo dos neutrdfilos (predita para ser 1x108 UFC/ml), assim como as UFC das
linhagens mantidas apenas em meio HBSS 1x por 2 h (Bac. + HBSS 1x), 0 mesmo
tempo em que as bactérias ficaram em contato com os neutréfilos (Bac. + N@). Ao
comparar as bactérias incubadas com neutrofilos, € possivel chegar a conclusédo de
que as linhagens WT e AznuCBA[pMR20znuCBA] também se replicaram ao longo do
tempo, uma vez que a dose mensurada é maior que a dose inicial. Entretanto, devido
a limitagdes metodoldgicas, nao é possivel diferenciar se a replicagao ocorreu intra ou
extracelularmente. Ja no mutante AznuCBA, que possui CFU menor que a dose inicial,
pode-se concluir que houve atividade microbicida dos neutrofilos (Figura 42B).
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Figura 42 — Perfil de viruléncia e de infec¢ao in vitro de neutréfilos. A) Curvas de
sobrevivéncia de camundongos infectados com as linhagens indicadas. Os animais (n = 8)
foram injetados com 10° UFC e a sobrevivéncia foi monitorada por até 3 dias. Analise
estatistica realizada com o teste log rank (Mantel-Cox). n.s = nao significativo. B) Os
neutrofilos foram infectados com as linhagens indicadas de C. violaceum em MOI 1:10 e
mantidos em meio HBSS 1x com agitagéo leve a 37°C por 2 h. Apos, os neutrofilos foram
lisados e diluidos para a quantificacdo das UFC. Como controles, também foram mensuradas
a UFC das linhagens sem estar em contato com os neutréfilos (Bac. + HBSS 1x), assim como
antes da adigao aos neutrofilos (Dose inicial). **P=0,0053.

Em conjunto, os dados indicam que o transportador ZnuABC é bem mais
importante para a viruléncia de C. violaceum do que o regulador Zur ou a possivel
metalochaperona CV_3067.
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4.2.6. Analise preliminar de sistemas secundarios para aquisicao de
zinco

Uma caracteristica importante em relacdo a caracterizacdo do mutante
AznuCBA de C. violaceum, € que mesmo na auséncia deste transportador a bactéria
ainda consegue crescer em condi¢gdes depletadas de zinco, como nos tratamentos
com EDTA ou CP. Isso sugere que possam existir transportadores secundarios para
a aquisicao de zinco, conforme demonstrado em diversas outras bactérias, como por
exemplo o transportador ZupT de S. enterica (CERASI et al., 2014), a sintese de
moléculas semelhantes aos sideroforos, denominadas metaléforos, como a
pseudopaline de P. aeruginosa (LHOSPICE et al., 2017) ou ainda a prépria utilizagdo
dos siderdforos, como o yersiniabactin de Y. pestis (BOBROV et al., 2014).

Assim, resolvemos investigar se os sideréforos chromobactin e viobactin
sintetizados por C. violaceum e importantes para a aquisicdo de ferro poderiam ter
algum papel também na aquisicdo de zinco. Para isso, foi obtido o mutante
AcbaCEBAAznuCBA que n&o possui genes da via de sintese de ambos os sideroforos
(cbaCEBA) e do transportador de zinco (znuCBA) (Tabelas 1 e 2).

Para a caracterizacdo inicial dessas linhagens foi comparado o perfil de
crescimento das linhagens WT, AznuCBA, AcbaCEBA e AcbaCEBAAznuCBA em
meio LB utilizando pré-indculos nao tratados (Figura 43A) ou pré-inéculos tratados
com EDTA 100 uM (Figura 43B). As linhagens foram tratadas com uma concentragdo
mais baixa de EDTA do que nos outros ensaios porque o0 mutante
AcbaCEBAAznuCBA mostrou-se muito mais sensivel ao tratamento com o agente
quelante do que as demais linhagens analisadas nesse trabalho. Na comparagéo do
perfil de crescimento das linhagens analisadas em meio LB utilizando pré-inéculos
nao tratados, ndo foram identificadas diferencas em relagdo a linhagem WT (Figura
43A). No entanto, quando o pré-tratamento com EDTA foi adicionado as culturas, o
mutante AcbaCEBAAznuCBA teve severo comprometimento no crescimento quando
comparado as linhagens WT, AznuCBA e AcbaCEBA (Figura 43B).

Também foi realizado um ensaio de estimulagdo do crescimento do
mutante AcbaCEBAAznuCBA embebido em meio LB suplementado com 500 uyM
EDTA, concentragcédo que impede o crescimento do mutante em placas. Sobre o agar
solidificado foram adicionados 5 yl das culturas das linhagens WT e AcbhaCEBA ou 5
ul de EDTA 50 mM, FeSO4 3 mM, MnCl2 100 uM e ZnClI2 100 uM (Figura 44A). Além
disso, o mesmo ensaio foi realizado com os sobrenadantes das linhagens WT e
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AcbaCEBA (Figura 44B). O estimulo de crescimento foi avaliado apds 24 e 48 h de
incubagcdo a 37°C para o ensaio feito com as culturas bacterianas ou com os
sobrenadantes, respectivamente. Tanto a linhagem WT quanto o seu sobrenadante
estimularam mais o crescimento do mutante AcbaCEBAAznuCBA embebido no agar
do que a linhagem AcbaCEBA ou seu sobrenadante (Figura 44A e B).
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Figura 43 — Curvas de crescimento para investigacdo de vias secundarias para
aquisicao de zinco em C. violaceum. Curvas de crescimento em meio LB, utilizando pré-
indculos ndo tratados (A) ou tratados com 100 uM EDTA (B), e curva realizada com 1 mM
EDTA. Ensaio realizado em triplicata biolégica e representado como média e desvio padrao.

Mais ensaios foram realizados para investigar se existe relacdo entre os
sideréforos e a captagéo de zinco em C. violaceum. Assim, o perfil de expresséo dos
receptores dependentes de TonB cbuA e vbuA na linhagem WT foi analisado por
ensaio de atividade de [-galactosidase (Figura 44C). Nesse ensaio, as linhagens
foram cultivadas por 1h30 sem tratamento (meio LB), com 100 pM 2,2°-DP, com 50
MM FeSO4, com 2 mM EDTA e com 50 yM ZnCl2. Em relagdo ao tratamento com 2,2-
DP e FeSOa4, foi comprovada a relagdo de ambos os receptores com a captacao de
ferro, uma vez que em caréncia deste metal (2,2’-DP) houve maior expresséo de
ambos os receptores quando comparado ao controle em meio LB (Figura 44C).

Quanto a homeostase de zinco, o tratamento com EDTA também estimulou a
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expressao de cbuA e vbuA e a adigcao de zinco sozinho nao afetou a expressao de

ambos os receptores (Figura 40C).
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Figura 44 — Ensaios de estimulagao e perfil de expressao dos receptores dependentes
de TonB cbuA e vbuA aos tratamentos com zinco e EDTA. Ensaios de estimulagao de
crescimento do mutante AcbaCEBAAznuCBA embebido em meio LB suplementado com 500
MM EDTA. Ensaio realizado com as culturas (A) ou com os sobrenadantes (B). 5 pl de FeSO,
3 mM, EDTA 50 mM, MnCl2 100 uM e ZnCl2 100 uM foram utilizados como controles do ensaio.
C) Perfil de expressao dos receptores dependentes de TonB cbuA e vbuA na linhagem WT
de C. violaceum apés 1h30 de tratamento em meio LB em diferentes condigdes (ndo-tratado,
2,2’-DP, FeSO., EDTA e ZnCl,). ****P<0,0001. Ensaios realizados em triplicata bioldgica.

Quando a atividade de (-galactosidase das regides promotoras de cbuA e
vbuA foi medida ao realizar o tratamento conjunto com EDTA e ZnCl, (Figura 45),
verificou-se que a expressao da regiao promotora de cbuA nao foi reprimida com a
adigao de zinco (Figura 45A). No entanto, a expressao da regidao promotora de vbuA
foi responsiva a altas concentragdes de zinco (Figura 45B).

Em conjunto, esses dados sugerem uma possivel relagdo entre a sintese
e a captacao de sideroforos com a aquisigao de zinco em C. violaceum, embora mais

ensaios sejam necessarios para comprovar esta relagao.
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Figura 45 — Expressao de cbuA e vbuA em resposta ao tratamento conjunto com zinco
e EDTA. Perfil de expressao dos receptores dependentes de TonB cbuA (A) e vbuA (B) na
linhagem WT de C. violaceum apés 1h30 de tratamento em meio LB em diferentes
tratamentos. Para o agente EDTA foi utilizado 500 uM em todas as condi¢gdes enquanto que
ZnCl, utilizou-se de 25 a 1000 pM. ****P<0,0001; *P=0,0263. Ensaios realizados em ftriplicata
bioldgica.

4.2.7. Analise de membros da familia COG0523 e da proteina CV_RS15040

Embora nossos dados sugiram que o gene CV_3067 relacione-se com a
homeostase de zinco em C. violaceum, como a maior sensibilidade a caréncia de
zinco induzida por EDTA (Figura 34A) e a co-transcricdo com os genes zur e znuCBA,
sua funcao nao foi determinada. A fim de analisar as evidéncias de que esta proteina
pertenca a familia COGO0523, foi realizada uma analise in silico comparando a
sequéncia de aminoacidos da proteina CV_3067 com diversas outras proteinas
também preditas como pertencentes a mesma familia (Figura 46). Das proteinas
presentes nesta analise, apenas YjiA (SYDOR et al., 2013) e YeiR (BLABY-HAAS et
al., 2012) de E. coli ja foram caracterizadas.

Em relagdo a proteina YjiA de E. coli, a identidade das proteinas analisadas
variou de 26,3% (N. meningitidis) a 88,5% (Klebsiella pneumoniae). As proteinas
CV_1561 e CV_3067, ambas possiveis membros da familia COG0523, tém 29,5 e
27,5% de identidade, respectivamente (Figura 46). Ja em relagao a proteina YeiR de
E. coli, a identidade das proteinas variou de 26,9% (K. pneumoniae) a 36% (C.
violaceum CV_3067). A proteina CV_3067 de C. violaceum apresentou maior
identidade com a proteina de N. meningitidis (59,4%), que esta nomeada no banco de

dados Uniprot como YijiA (https://www.uniprot.org/uniprot/X5F7C9), embora nao

tenham sido encontrados na literatura dados que confirmem essa anotagao.
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Comparagéo de membros da familia COG0523
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Figura 46 — Identidade de proteinas pertencentes ao COG0523. A comparagao foi feita
obtendo as sequéncias em formato FASTA do banco de dados Uniprot
(https://www.uniprot.org/) das proteinas pertencentes ao COG0523 das seguintes bactérias:
1) Caulobacter crescentus (Acesso: Q9ABBO0), 2) Burkholderia pseudomallei (Acesso:
Q63YI11), 3) C. violaceum, proteina CV_1561 (Acesso: Q7NXR5), 4) C. violaceum, proteina
CV_3067 (Acesso: Q7NTI7), 5) N. meningitidis (Acesso: X5F7C9), 6) H. pylori (Acesso:
025082), 7) E. coli, proteina YjiA (Acesso: P24203), 8) E. coli, proteina YeiR (Acesso:
P33030) e 9) Klebsiella pneumoniae (Acesso: WOBQ76). As sequeéncias foram alinhadas em
pares utilizando o] programa EMBOSS MATCHER
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss _matcher/) e a porcentagem de identidade entre
cada par encontra-se plotado na figura.

Além do gene CV_3067, o operon em estudo possui um segundo gene nao
caracterizado com 192 pb, codificando para uma pequena proteina de 63 aminoacidos
(Referéncia NCBI: CV_RS15040 ou WP_043596425.1). A analise da sequéncia dessa
proteina mostrou uma regido rica em residuos de histidina (Figura 47A), um
aminoacido notadamente relacionado com a ligagao a zinco (ALBERTS; NADASSY;
WODAK, 1998), o que levantou a hipotese de que essa pequena proteina pudesse
estar relacionada com a aquisigao de zinco em C. violaceum. A localizagdo gendmica
de CV_RS15040 em bactérias do género Chromobacterium foi bem conservada,

localizada entre as proteinas CV_3067 e znuC (Figura 47B).
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Figura 47 — Analise de sequéncia e distribuicao da proteina CV_RS15040 em bactérias
do género Chromobacterium. A) Sequéncia de aminoacidos da proteina CV_RS15040,
destacando a presencga de oito residuos de histidina (H) na regido amino-terminal da proteina.
B) Distribui¢ao e localizagao da proteina em bactérias do género Chromobacterium. Em todas
as bactérias em que foi possivel localizar a pequena proteina CV_RS15040 (em laranja), esta
encontrava-se entre os genes CV_3067 e znuC.

A analise da predigcdo da topologia da proteina CV_RS15040 utilizando o
servidor TMHMM (www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) sugere que ela possui dominio

transmembrana entre os aminoacidos 37 e 59 (Figura 48). O mesmo resultado foi
obtido ao analisar a sequéncia de aminoacidos utilizando a ferramenta PSORTb

(http://www.psort.org/psortb/). Embora a sua localizagdo possa ser predita, nao

possuimos evidéncias sobre a fungdo da proteina. Hipotetizamos que ela poderia
estar relacionada com a atividade de CV_3067 ou como uma proteina acessoria ao
transportador ZnuABC, visto que CV_RS15040 possui um dominio rico em histidina

que poderia ligar zinco (Figura 47A).
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Figura 48 — Predicao da topologia da proteina CV_RS15040. Analise realizada com a
sequéncia de aminoacidos da proteina CV_RS15040 no servidor TMHMM v. 2.0
(www.cbs.dtu.dk/services/TMHMMY/).

Anadlises na literatura ndo demonstraram que proteinas do COG0523
necessitam de proteinas acessorias como a presente em C. violaceum. Entretanto, ao
utilizar o algoritmo para comparagao de informacdes de sequéncias biologicas
primarias (PSI-BLAST) foi observado que essa pequena proteina também esta
distribuida em outras bactérias (Figura 49).

Ortologos de CV_RS15040 foram encontrados em mais 3-proteobactérias
(Aquitalea spp., Gulbenkiania indica e Rivicola pingtungensis), além de uma y-
proteobactéria (Halomonas massiliensis) e trés a-proteobactérias (Bradyrhizobium
canariense, Methylopila sp. Yamaguchi e Rhodoblastus acidophilus). Curiosamente,
nas y e a-proteobactérias, os ortdlogos de CV_RS15040 encontram-se associados ao
transportador ZnuABC (Figura 49), sugerindo que essa proteina especializada seja

auxiliar desse transportador nessas bactérias.
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Figura 49 — Comparacao da distribuicao de ortélogos de CV_RS15040. Representagao
esquematica baseado nos dados de alinhamento multiplo (PSI-BLAST) com a proteina
CV_RS15040 de C. violaceum. As cores dos genes correspondem aquelas presentes na
Figura 47: em azul, zur; em verde, um membro do COG0523; em laranja, um ortélogo de
CV_RS15040 e em amarelo os genes do transportador ZnuABC.

Quando analisamos a filogenia de B-proteobactérias, verificamos que os
ortdlogos de CV_RS15040 estdo presentes em todos os membros da familia
Chromobacteriaceae (Aquitalea spp., Chromobacterium spp., Gulbenkiania spp. e
Pseudogulbenkiania spp.) e em um membro da familia Neisseriaceae (Rivicola spp.)
(Figura 50).
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Filogenia de B-proteobactérias baseado na sequencia do rRNA 16S
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CP047241.1 Aquitalea denitrificans strain 5YN1-3 \

AP018823.1 Aquitalea magnusonii H3 \

AE016825.1 Chromobacterium violaceum ATCC 12472\
MH715138.1 Gulbenkiania mobilis strain AS13\
AP012224.1 Pseudogulbenkiania sp. NH8B \
MN733440.1 Pseudogulbenkiania sp \

NR 025891.1 Kingella oralis strain UB-38 \
—_ 4‘} NR 044658.2 Kingella denitrificans ATCC 33394 \

L cP016883.1 Neisseria meningitidis strain M22790 \ Neisseriaceae Neisseriales
[ NR 133846.1 Rivicola pingtungensis strain Npb-03 \
MK138639.1 Rivicola pingtungensis strain IMCC34916 \
AB000700.1 Nitrosomonas sp. JL21\
{‘; CP002552.1 Nitrosomonas sp. AL212 \ Nitrosomonadaceae Nitrosomonadales
JF703463.1 Nitrospira sp. clone H2-90 \

CP022757.1 Ralstonia solanacearum strain T101\

——— CP010516.1 Cupriavidus gilardii CR3 \

CP029641.1 Paraburkholderia dokdonella \ Burkholderiaceae Burkholderiales
E CP007213.1 Burkholderia plantarii strain ATCC 43733\
CP045088.1 Burkholderia glumae strain GX '\

Chromobacteriaceae Neisseriales

[—

0.020

Figura 50 — Filogenia de B-proteobactérias baseado na sequéncia do rRNA 16S. A arvore
filogenética foi feita com o programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis,
https://www.megasoftware.net/) utilizando sequéncias do rRNA 16S obtidas do banco de
dados Uniprot (https://www.uniprot.org/) das bactérias indicadas na figura. O método utilizado
para determinagéo da filogenia foi o de Maxima verossimilhanga.

Em conjunto, as analises in silico sugerem que no operon regulado por Zur
existem duas proteinas ainda sem fungao definida, sendo uma delas nédo encontrada
usualmente em outros géneros de bactérias. Hipotetizamos que a proteina CV_3067
seja uma metalochaperona relacionada as proteinas YeiR e YjiA, por pertencerem ao
mesmo grupo COGO0523, e que a proteina CV_RS15040 seja uma proteina acessoria
do transportador ZnuABC e pouco distribuida em proteobactérias.
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5. DISCUSSAO

A importéncia de metais de transigdo como ferro, zinco e manganés em
bactérias se reflete pela ampla quantidade de mecanismos presentes para garantir a
manutengdo da homeostase destes metais, que é conseguida, sobretudo, pela
expressao de transportadores para aquisi¢ao ou efluxo de metais (BECKER; SKAAR,
2014; WANG; CAPDEVILA; GIEDROC, 2019; CHANDRANGSU; RENSING;
HELMANN, 2017). Do ponto de vista transcricional, as bactérias possuem diferentes
familias de fatores de transcri¢gao para a modulacédo da expresséao de transportadores,
da sintese de compostos especializados na aquisicdo de metais do hospedeiro ou do
meio ambiente e, ainda, mecanismos para evitar a intoxicagdo decorrente do excesso
desses micronutrientes (FILLAT, 2014; KEHL-FIE; SKAAR, 2010; Pl; HELMANN,
2017; TROXELL; HASSAN, 2013; WATERS, 2020). Embora membros da familia Fur
de fatores de transcrigdo estejam preditos em mais de 6.700 espécies bacterianas,
com mais de 18.500 sequéncias disponiveis segundo o banco de dados Pfam
(https://pfam.xfam.org/family/FUR), em Chromobacterium violaceum a descricdo e

caracterizacao desses fatores de transcricdo ainda n&o foi realizada. Visto que em
muitas bactérias os membros dessa familia possuem um papel importante na
viruléncia bacteriana (FILLAT, 2014; PORCHERON; DOZOIS, 2015; TROXELL;
HASSAN, 2013), é de grande interesse caracteriza-los a fim de conhecer o arsenal
utilizado por bactérias para se estabelecer no hospedeiro vertebrado.

C. violaceum, uma bactéria patogénica oportunista de humanos e de
animais, possui dois fatores de transcricdo da familia Fur, os reguladores
transcricionais Fur e Zur, os quais foram caracterizados neste trabalho (Figura 51).
Demonstramos que Fur desempenha um importante papel na protecdo ao estresse
oxidativo, assim como na repressao da sintese de siderdforos em condigdes de
suficiéncia de ferro. Além disso, outros fendtipos que ndo necessariamente estédo
relacionados com a homeostase de ferro foram afetados no mutante Afur, como a
reducdo na producdo de biofilme e na motilidade do tipo swimming. A viruléncia do
mutante Afur foi atenuada em modelo de infecg&o in vivo utilizando camundongos da
linhagem BALB/c (Figura 51). A forte atenuacdo de viruléncia do mutante Afur n&o
pode ser atribuida apenas aos problemas de crescimento desta linhagem, pois, com
o uso do transposon T8, mostramos que uma inser¢cdo aleatoria numa regidao de
repeticao de um locus CRISPR/Cas melhora o fitness do mutante Afur, mas mantém
o fendtipo de atenuacido da viruléncia provocado pela auséncia de Fur. Além do
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mutante nulo Afur, também caracterizamos uma linhagem com mutac&o pontual em
Fur, denominada Fur?4°S, que foi obtida como um mutante espontaneo selecionado
em excesso de manganés. A linhagem FurR4%S apresentou diminuigdo na expressao
de Fur, desrepressao na sintese de sideréforos e maior susceptibilidade ao estresse
oxidativo induzido por H202. Entretanto, essa linhagem ndo compartilhou os demais
fendtipos observados no mutante nulo Afur, como a atenuagéo da viruléncia ou menor
producéo de biofilme e fitness dimunuido em meio sélido, sugerindo que a substituigao
R40S compromete parcialmente o funcionamento do regulador Fur (SANTOS et al.,
2020).

Em relagdo a Zur, demonstramos que esse regulador reprime, em
suficiéncia de zinco, a expressao do operon que codifica Zur, o transportador de zinco
ZnuABC e duas proteinas hipotéticas ndo caracterizadas (Figura 51). A auséncia de
zur ndo compromete a viruléncia ou outros fenoétipos investigados em C. violaceum,
como a motilidade do tipo swimming, a producao de biofiime ou a sensibilidade a
antibidticos. Entretanto, foi observada uma maior produgcado/secre¢cao de moléculas
autoindutoras de quorum sensing no mutante Azur, embora a produgao de violaceina
nao tenha sido afetada nesse mutante (Figura 51). Os maiores efeitos relacionados
com a homeostase de zinco foram decorrentes da auséncia do transportador ZnuABC.
Sem este transportador, C. violaceum tornou-se mais susceptivel a caréncia de zinco
induzida por tratamentos com o agente quelante sintético EDTA e a proteina ligadora
de metal do hospedeiro calprotectina. Foi demonstrado pela primeira vez os efeitos
antimicrobianos da calprotectina em C. violaceum, assim como o papel de ZnuABC
na viruléncia desta bactéria através de ensaios in vitro de infeccdo de neutréfilos
isolados de camundongos da linhagem BALB/c (SANTOS et al., 2021). Em conjunto,
as caracterizacdes realizadas neste trabalho fornecem dados inéditos a respeito do
controle da homeostase de ferro e de zinco em C. violaceum, demonstrando a
importancia de Fur, Zur e ZnuABC na fisiologia e na patogenicidade dessa bactéria
(Figura 51).
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Figura 51 — Papel de Fur, Zur e ZnuABC na fisiologia e viruléncia de C. violaceum. A)
Na linhagem WT, em suficiéncia de ferro, observamos aumento da rugosidade do biofilme em
meio solido. Em caréncia de ferro, a expressao de genes das vias de biossintese e captagao
de sideroforos, como a NRPS cbaF e o TBDR cbuA, encontra-se aumentada. B) No mutante
Afur, foi observado que mesmo em suficiéncia de ferro a via de biossintese e captacado de
sideréforos encontra-se desreprimida, confirmando a participacao de Fur na repressao destes
genes. Além disso, essa linhagem encontra-se intrinsicamente sob estresse oxidativo, sendo
mais sensivel ao tratamento com perdxido de hidrogénio. O mutante Afur apresentou ainda
decréscimo no crescimento em meio sélido e liquido, redu¢ao da motilidade do tipo swimming
e da formacao de biofilme e grande atenuacado na viruléncia. C) A linhagem WT quando
cultivada em caréncia de zinco desreprime o operon que codifica o transportador de alta
afinidade ZnuABC, além de diminuir a formacgdo de biofilme. Em condigdes extremas de
caréncia de zinco, a produgao de violaceina é comprometida. D) No mutante Azur, o operon
que contém o transportador ZnuCBA encontra-se desreprimido, indicando o papel de Zur
como repressor transcricional. Além disso, Zur parece estar envolvido direta ou indiretamente
com a regulagdo de quorum sensing. Outros fendtipos, como motilidade e viruléncia,
permaneceram inalterados no mutante Azur quando comparado a linhagem WT. E) A
auséncia do transportador ZnuABC torna C. violaceum muito mais sensivel a caréncia de
zinco, avaliada pelos tratamentos com EDTA e calprotectina. Além disso, a sintese de
violaceina é afetada de maneira mais pronunciada nesse mutante quando comparado a
linhagem WT. Foi comprovado que a motilidade do tipo swimming necessita de zinco e que a
auséncia de ZnuCBA compromete essa via. Por fim, foi demonstrado que o mutante AznuCBA
€ altamente atenuado para viruléncia em modelo de infecgdo em camundongos. Legenda: Fe
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= ferro. Zn = zinco. NRPS = sintetase de peptideo nao-ribossomal (do inglés, nonribosomal
peptide synthetase). TBDR = receptor dependente de TonB (do inglés, TonB-dependent
receptor). ROS = espécies reativas do oxigénio (do inglés, reactive oxygen species). Fonte:
O autor, 2021; com representagdes graficas obtidas do site BioRender (https://biorender.com/)
e SMART Servier Medical Art (https://smart.servier.com/).

5.1.Caracterizacao de Fur na homeostase de ferro em C. violaceum

A primeira etapa para a caracterizacdo de Fur em C. violaceum foi a
obtengdo de uma linhagem mutante nula com delecdo de fur, utilizando um
procedimento de troca alélica por recombinagdo homologa, um método amplamente
utilizado para a obtencdo de mutantes em C. violaceum (BARROSO et al., 2018;
BATISTA et al.,, 2019, 2020; DA SILVA NETO; NEGRETTO; NETTO, 2012).
Entretanto, a obtencdo de um mutante nulo fur parecia ser inviavel, uma vez que todas
as colénias resultantes da selegdo em sacarose na segunda recombinagdo homologa
apresentavam reversao ao genotipo da linhagem selvagem. Essa caracteristica
sugeriu que fur de C. violaceum fosse um gene essencial, assim como observado em
Neisseria gonorrhoeae e P. aeruginosa (BARTON et al., 1996; THOMAS; SPARLING,
1996) ou semelhante a Mycobacterium tuberculosis, onde ndo € possivel obter
mutantes nulos para o regulador da homeostase de ferro e estresse oxidativo IdeR,
da familia DixR (RODRIGUEZ et al., 2002). No entanto, a obtencdo de mutante nulo
Afur em C. violaceum foi possivel em situagao de limitagao de ferro, caracterizando
Fur como condicionalmente essencial nesta bactéria.

Em paralelo a obtengdo do mutante Afur em C. violaceum, Pasqua e
colaboradores publicaram um trabalho caracterizando Fur de P. aeruginosa como
condicionalmente essencial (PASQUA et al., 2017). Os autores fizeram a
caracterizagdo de uma linhagem previamente construida em que o gene fur de P.
aeruginosa foi inserido em uma regidao neutra do genoma com um promotor induzivel
por arabinose, permitindo a delegcdo da copia endoégena de fur em condigdes
permissivas (VISAGGIO et al., 2015). A caracterizagdo desse mutante condicional
mostrou um severo comprometimento no crescimento em meio sélido (PASQUA et
al., 2017). Para investigar os mecanismos de inibicdo ou toxicidade mediado pela
auséncia de Fur, os autores selecionaram mutantes com insergao do transposon mini-
Tn5 capazes de crescer em meio solido sem a adicdo de arabinose. A identificagao
dos sitios de insergcédo do transposon mostrou que trés clones possuiam insergcéo na

via de regulacédo e biossintese do sideréforo pyochelin. Para confirmagdo desse
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achado, os autores combinaram o mutante condicional de fur com um mutante nulo
para o gene pchD, envolvido na biossintese de pyochelin. Esse mutante apresentou
melhora no fendtipo de crescimento em meio sdélido (PASQUA et al., 2017).

De modo similar, o mutante combinado AcbaCEBAAfur de C. violaceum
também apresentou melhora no crescimento em meio solido e em meio liquido, além
de nado necessitar de adicdo do quelante 2,2-DP na selegdo da segunda
recombinacdo homologa para delegdo de fur. O operon cbhaCEBA de C. violaceum é
o responsavel pela sintese do precursor dos sideroforos 2,3-DHB (do inglés, 2,3-
dihydroxybenzoic acid, acido 2,3-di-hidroxibenzbico) e sua delecdo resulta na
completa auséncia dos sideroforos chromobactin e viobactin (BATISTA et al., 2019).
Em conjunto, esses dados sugerem que o excesso da captacdo de ferro via
sider6foros em mutantes fur € prejudicial para a selegao e para o crescimento destes
mutantes em meio solido, tanto em P. aeruginosa quanto em C. violaceum.

Em bactérias onde o gene fur € ou parece ser essencial como em P.
aeruginosa (BARTON et al., 1996), N. gonorrhoeae (THOMAS; SPARLING, 1996) e
Bradyrhizobium japonicum (BENSON; LEVIER; GUERINOT, 2004), utiliza-se como
estratégia para a caracterizagdo de Fur a obtencdo de mutantes esponténeos
selecionados em excesso de manganés, um método definido para Fur de E. coli
(HANTKE, 1981; HANTKE, 1987). Utilizando esse método, Barton e colaboradores
obtiveram trés mutantes espontaneos em Fur de P. aeruginosa PAO1, e 0s nomearam
como A2, A4 e C6. Todos os mutantes apresentaram desrepressao na sintese de
sideroforos e foram identificadas mutagcdes em diferentes residuos de aminoacidos.
Embora n&o tenha sido validado experimentalmente, os autores utilizaram o método
Chou-Fasman para predicdo de mudangas na estrutura secundaria das proteinas.
Esse método indicou que apenas na linhagem C6 haveria uma quebra na a-hélice de
Fur (BARTON et al., 1996).

Utilizando esta estratégia de selegdo em manganés seguida de varredura
em placas PSA-CAS para desrepressdao na sintese de sideréforos, isolamos e
caracterizamos uma linhagem com mutagao pontual em Fur (troca de arginina para
serina na posigao 40), chamada Fur?4%S, Demonstramos que a substituigdo R40S em
Fur de C. violaceum diminui os niveis de expressao da proteina Fur, mas que apesar
disso, a proteina retém parcialmente suas fungdes, visto que o perfil fenotipico do
mutante FurR4%S n3o é idéntico ao do mutante nulo Afur. Por fim, descartamos a

possibilidade de que a selecdo em excesso de manganés pudesse ter induzido
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mutacdes em outras vias de C. violaceum, uma vez que a complementagao das
linhagens Afur e Fur?*%S com a cépia mutada de fur clonada no plasmideo pMR20
(PMR20fur®1'8A) nzo foi capaz de reverter completamente o fenétipo de sintese de
sideréforos aumentado, sugerindo que a proteina Fur?4°S nZo é totalmente funcional
guando considerado esse aspecto.

Algumas hipoteses podem ser levantadas para explicar o efeito da
substituicdo R40S em Fur na linhagem mutante Fur?4°S: i) a troca causou alteragéo
da estabilidade da proteina; ii) 0 aminoacido arginina seja alvo de modificagbes pds
traducionais e que a substituicdo para serina impega esse processo e comprometa a
funcdo da proteina. Analisando as sequéncias da proteina WT e da proteina FurR40S
pelo método Chou-Fasman (http://cib.cf.ocha.ac.jp/bitool/MIX/) e pelo método
Garnier-Osguthorpe-Robson (GOR, http://cib.cf.ocha.ac.jp/bitool/GOR/) de predigéao
de estrutura secundaria de proteinas, foi verificado que a mutacdo R40S pode alterar

a conformagdo da a-hélice em que este residuo de arginina esta contido. As
mudangas foram observadas nos residuos de aminoacidos 36 ao 48, e sugerem que
o comprometimento do funcionamento da proteina pode estar relacionado a essa
mudanga conformacional. Além disso, residuos de arginina estdo sujeitos a
modificagdes pds-traducionais (PTM, do inglés, post-translational modifications) tanto
em células eucaridticas quanto em células procaridticas. Em bactérias, a fosforilagéo
e a ADP-ribosilacéo sdo exemplos de PTM ja descritos (SLADE et al., 2014). Assim,
podemos especular que o residuo de arginina 40 de Fur pudesse ser alvo de tais PTM.
De fato, foi descrito inibigdo de Fur por nitrosilagdo em presenca de Oxido nitrico, mas
agindo no ferro ao invés de aminoacidos da proteina (D'AUTREAUX et al., 2002).

As curvas de crescimento em meio rico € meio minimo indicaram que a
auséncia de Fur compromete o crescimento de C. violaceum mesmo em situagao ideal
de cultivo in vitro e 0 mutante Afur torna-se ainda mais prejudicado na presenca de
ferro. Em outras bactérias, o perfil de crescimento de mutantes fur é variavel. Em
Enterococcus faecalis, por exemplo, ndo foram observadas alteragdes do mutante
nulo Afur em curvas de crescimento feitas em meio N, independente da adicdo de
FeClz ou 2,2-DP (LATORRE et al., 2018). Para P. aeruginosa, o crescimento de
mutantes espontaneos fur foi atenuado em curvas realizadas em meio DTSB
suplementado ou ndo com ferro (HASSETT et al., 1996). Ja para S. enterica, o
crescimento de mutantes Afur variou de acordo com o sorotipo avaliado. Para S.

enterica sorotipo Typhi, o crescimento foi atenuado em curvas realizadas em meio LB
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ou meio LB suplementado com 2,2’-DP, enquanto que para S. enterica sorotipo
Typhimurium, o fenétipo de atenuagédo do crescimento s6 foi observado quando a
curva foi realizada em meio LB suplementado com 2,2°-DP (LECLERC; DOZOIS;
DAIGLE, 2017). Esses dados demonstram que o fendtipo de crescimento de mutantes
Afur depende de varios fatores, como os genes regulados por Fur em cada bactéria
ou ainda o modo com que cada bactéria supera a toxicidade decorrente da
desrepressao dos sistemas de captacao de ferro.

Sugere-se que a maior aquisicao de ferro mediada pelo regulador Fur
ocorra durante a fase de laténcia (lag) de crescimento bacteriano, um mecanismo
existente para contrapor a imunidade nutricional imposta pelos hospedeiros
(BERTRAND, 2014, 2019). Isto poderia servir como justificativa para explicar os casos
de mutantes fur que atingem menor densidade celular nas curvas de crescimento: na
fase inicial de crescimento, as células estariam mais sujeitas ao estresse oxidativo
decorrente do acumulo intracelular de ferro, e em linhagens em que o regulador Fur
esteja ausente, a contraposi¢gdo ao mecanismo de maior influxo de metal € perdida.
Portanto, a linhagem permanece com altos niveis de ferro intracelular e,
consequentemente, sob continuo estresse oxidativo, o que pode levar a diminuigcéo
da viabilidade e do crescimento celular.

Um aspecto unico observado no mutante Afur de C. violaceum foi a
coloragdo das culturas em roxo no meio MOHC e em castanho quando as curvas de
crescimento foram realizadas em M9HC com a adi¢do de FeSO4. Normalmente, em
meio M9HC liquido, as culturas de C. violaceum WT n&o ficam roxas. A explicagao
para esse fenbmeno ainda nao foi desvendada, mas deve envolver mecanimos que
afetem a producdo de moléculas autoindutoras de quorum sensing, que ativam a
expressado do operon vioABCDE de sintese de violaceina (MCCLEAN et al., 1997,
PARK et al., 2021). Como a violaceina é sintetizada a partir do aminoacido triptofano
(FULLER et al., 2016), poderiamos pressupor que o regulador Fur de C. violaceum
esteja relacionado com a repressédo da sintese de triptofano, e em sua auséncia a
maior quantidade do aminoacido permita que a violaceina seja sintetizada mesmo que
a cultura ndo tenha atingido uma alta densidade celular. Esse efeito seria
potencializado quando adicionado ferro as culturas e poderia estar relacionado com
reagdes quimicas ou a lise de células do mutante Afur observada nessas condigdes.

Além da influéncia do ferro no crescimento em culturas plancténicas,

também foi observado que a presenca deste metal em placas de meio PSA influenciou
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a morfologia do biofiime. A linhagem WT e o mutante Fur?4%S assumiram aspecto
rugoso quando na presencga de ferro e aspecto liso quando na presenca de NaNO:s.
No mutante Afur, o aspecto da col6nia sempre se manteve rugoso, independente do
tratamento adicionado ao meio de cultivo. A hipotese de que o nitrato pudesse reverter
o fendtipo de rugosidade observado em C. violaceum decorreu de trabalhos prévios
caracterizando a morfologia de comunidades bacterianas de P. aeruginosa e sua
relagdo com o estado redox intracelular (DIETRICH et al., 2013; KAHL; PRICE-
WHELAN; DIETRICH, 2020). No trabalho de Dietrich e colaboradores foi demonstrado
que as fenazinas produzidas por P. aeruginosa agem como aceptores de elétrons
alternativos ao oxigénio e ao nitrato para oxidar o estado redox intracelular e
influenciam na morfologia das col6nias. Foi demonstrado que o biofilme da colonia se
manteve com a morfologia lisa até 48 h de cultivo em meio solido devido a
acessibilidade de toda a comunidade bacteriana ao oxigénio. Apds 48 h de cultivo, a
colénia possui uma altura em que as células contidas na base da colénia possuem
menor ou nenhum acesso ao oxigénio, tornando-se anoxicas. Células nessa zona
mantém a homeostase redox através da redugdo de fenazinas ou de nitrato. Na
auséncia desses compostos a homeostase redox é atingida através da modificagao
da morfologia da comunidade bacteriana, que se torna rugosa e/ou mais espalhada
no agar para aumentar a area de superficie da colénia e a acessibilidade ao oxigénio
(DIETRICH et al., 2013).

O mecanismo descrito para P. aeruginosa nos levou a hipotetizar que o
mesmo cenario pudesse estar ocorrendo em C. violaceum. A interferéncia com o
estado redox intracelular, seja devido a adi¢ado de ferro ou devido a auséncia de Fur,
poderia ser contraposta pela presencga de fenazinas ou de nitrato. Analises in silico
nao demonstraram a presencga de todos os genes responsaveis pela via de sintese de
fenazinas, sugerindo que C. violaceum nao sintetize esse metabdlito. Assim, foi
utilizado uma fonte de nitrato (NaNQOs3) para verificar se esse composto auxiliaria na
manuteng¢do do estado redox intracelular. Conforme indicado nas linhagens WT e
FurR4%S na presenga de NaNO; a formagdo de biofilme rugoso foi inibida, e apenas
colbnias lisas foram detectadas. Ja no mutante Afur, mesmo com a adi¢gdo de NaNOs3
a reversao a coldnias lisas nao foi observada, servindo como uma evidéncia de que
esse mutante encontra-se intrinsicamente sob estresse oxidativo severo, nao

reversivel com o tratamento com NaNOs.
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Além dessa evidéncia indireta, o estado redox oxidante do mutante Afur foi
confirmado com a sonda fluorescente sensivel a ROS H.DCFDA e este mutante foi
mais susceptivel a H.O2. Mutantes Afurtem seu crescimento e sobrevivéncia afetados
por ROS como H202 em varias outras bactérias, como em Acinetobacter baumannii
(AJIBOYE; SKIEBE; WILHARM, 2018), em Pectobacterium carotovorum (TANUI et
al., 2017) e em Caulobacter crescentus (DA SILVA NETO et al., 2009), onde também
foi demonstrada perturbag&o do estado redox em mutante Afur (LEADEN et al., 2018).

Classicamente, o meio indicativo CAS é utilizado para demonstrar que
mutantes Afurtém a atividade de sideroforos aumentada quando em comparagao com
a linhagem selvagem, como foi o caso em C. violaceum. Esse fenotipo foi
demonstrado em varias bactérias, como o mutante Afur de P. carotovorum (TANUI et
al., 2017), os mutantes selecionados em excesso de manganés F9 e F11 de X.
campestris (JITTAWUTTIPOKA et al., 2010) e o mutante nulo fur em X. vesicatoria
(LIU et al., 2016). Semelhante ao observado em C. violaceum, em P. carotovorum
(TANUI et al., 2017) e em X. vesicatoria (LIU et al., 2016) a formacg&o de biofilme em
mutantes fur também foi diminuida. Apesar disso, essa caracteristica parece nao ser
intrinseca da auséncia ou comprometimento da funcionalidade de Fur, ja que em
bactérias como P. aeruginosa Fur n&o influencia na formagao de biofilme (PASQUA
et al., 2017).

Quando considerado o perfil de motilidade do tipo swimming em mutantes
fur verificamos que os fendtipos sao diferentes dependendo da bactéria. Em H. pylori
(LEE et al., 2017), P. carotovorum (TANUI et al., 2017), X. vesicatoria (LIU et al., 2016)
e S. enterica sorotipo Typhi (LECLERC; DOZOIS; DAIGLE, 2017), a motilidade é
diminuida em mutantes fur quando comparados a linhagem selvagem. Em S. enterica
sorotipo Typhimurium a motilidade ndo apresenta diferengcas estatisticamente
significativas em relagéo a linhagem selvagem (LECLERC; DOZOIS; DAIGLE, 2017).
Ja em E. coli uropatogénica, a motilidade do mutante Afur é aumentada
(KURABAYASHI et al., 2016). Os mecanismos envolvendo a regulacao da motilidade
ndo foram investigados em C. violaceum e poderiam ser elucidados através de uma
analise de expressao génica global, que nao foi realizada nesse trabalho. Em H. pylori
e P. carotovorum, entretanto, foi demonstrado que a diminui¢gdo da motilidade é devido
a regulacdo mediada por Fur de genes como flhC, motA ou perturbagdo do motor
flagelar (LEE et al., 2017; TANUI et al., 2017). Ja em E. coli uropatogénica foi
demonstrado que Fur reprime a expresséao de flhD, um ativador da expressao flagelar,
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assim como dos genes fliA e fliC, que codificam uma proteina regulatéria da expressao
flagelar e um componente principal dos flagelos, respectivamente (KURABAYASHI et
al., 2016). A repressao mediada por Fur nesses genes justifica o aumento da
motilidade do mutante fur nesta bactéria.

A viruléncia do mutante Afur de C. violaceum foi bastante atenuada quando
em comparacgéo a linhagem WT. Verificamos que 100% dos animais sobrevivem a
presenca de Afur, enquanto que com a infecgdo por WT e FurR4S todos os animais
foram mortos entre 2 e 4 dias apés a infecgdo. Isso sugere que a retengao da atividade
do regulador Fur na linhagem com a substituicdo R40S é importante para determinar
a viruléncia de C. violaceum. Além da curva de sobrevivéncia, a colonizag&o do figado
e a producao de armadilhas extracelulares de neutréfilos também foram atenuadas no
mutante Afur de C. violaceum. Esse cenario € compativel com o mostrado em algumas
outras bactérias, como em X. vesicatoria, onde a viruléncia do mutante fur em folhas
de tomate € diminuida (LIU et al., 2016); em S. enterica sorotipo Typhi a interagédo e
a sobrevivéncia de mutantes fur sdo diminuidas em macréfagos humanos (LECLERC;
DOZOIS; DAIGLE, 2017); em P. carotovorum a colonizag&o de tubérculos de batata
é diminuida (TANUI et al., 2017); em X. campestris, € observado menor dano em
folhas de repolho chinés (JITTAWUTTIPOKA et al., 2010).

Existem exemplos, no entanto, em que a viruléncia de mutantes fur é
inalterada ou aumentada em relagdo a linhagem WT, como em S. enterica sorotipo
Typhimurium onde ndo foram observadas diferengas em relagdo a linhagem WT na
adesao e sobrevivéncia de mutantes fur em macrofagos (LECLERC; DOZOIS;
DAIGLE, 2017). Em E. coli uropatogénica, mutantes Afur tem a adesédo e a
internalizacdo em células epiteliais da bexiga aumentadas quando comparados a
linhagem WT. Os autores desse trabalho discutem que Fur é um regulador negativo
da viruléncia de E. coli quando ha suficiéncia de ferro no meio, mas em condi¢des de
caréncia do metal — o que se supde que ocorra com o hospedeiro vertebrado no
contexto de infecgcdo por E. coli uropatogénica — outros fatores de viruléncia sao
expressos e aumentam a adesao e internalizagao da bactéria. Os autores acabam por
sugerir que a inibicdo da atividade de Fur pode ndo ser um método eficaz para tratar
infecgbes causadas por E. coli uropatogénica (KURABAYASHI et al., 2016).

Além da atenuacédo de viruléncia do mutante Afur de C. violaceum, nosso
grupo de pesquisa ja descreveu um fenodtipo semelhante para outros genes
relacionados com a homeostase de ferro, como no mutante AcbaCEBA, no mutante
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duplo para os receptores dependentes de TonB AvbuA/AcbuA e para o mutante duplo
das sintetases de peptideo nado-ribossomal AcbaF/vbaF::pNPT (BATISTA et al.,
2019). Como Fur regula estes genes, € possivel que pelo menos parte do efeito de
Fur na viruléncia de C. violaceum seja por Fur modular a sintese e a captacéo de
sideroéforos.

Uma observacao importante quando analisamos o fenétipo de viruléncia
diminuido nessas bactérias € a relagdo que pode haver entre a menor motilidade,
crescimento e fitness celular com a atenuacgao de viruléncia, caracteristicas presentes
no mutante Afur de C. violaceum. Para investigar se poderia haver uma relagao entre
0 menor crescimento de Afur com a atenuacao de viruléncia, resolvemos utilizar o
transposon T8, uma ferramenta previamente estabelecida no laboratério, para
selecionar mutantes fur com insergdes em que o fitness bacteriano fosse mais proximo
ao da linhagem selvagem. Assim, poderiamos revisitar alguns fendtipos, como a
atividade de siderdéforos, o crescimento e quantificacdo de UFC em meio liquido, a
motilidade do tipo swimming e a viruléncia. Dos mutantes obtidos, resolvemos
caracterizar um em que houve inser¢ao do transposon T8 em uma regiao de repeticao
de um dos locus CRISPR/Cas de C. violaceum. Através da utilizagdo da ferramenta
para analise de loci CRISPR em bactérias (SCRISPRdb,
http://bicinfolab.miamioh.edu/crf/db_home.php), verificamos que C. violaceum possui
quatro loci: CRISPR_1 (1.293.342 a 1.295.116 pb); CRISPR 2 (1.452.712 a
1.454.024 pb); CRISPR_3 (1.461.308 a 1.462.500 pb); CRISPR 4 (1.900.978 a
1.902.570 pb). A identificagdo do sitio de insergdo mostrou que o transposon T8

inseriu-se no primeiro locus CRISPR, mais especificamente na ultima sequéncia
espacgadora da regido de repeticao (regides espagadoras intercaladas por sequéncias
repetitivas).

Alguns fendtipos da linhagem AfurCRISPR/Cas::T8, como UFC e
crescimento em meio liquido, indicam uma melhora no fitness desse mutante quando
comparado ao mutante Afur. Apesar disso, a viruléncia e a motilidade do tipo
swimming mantiveram-se atenuadas em relagédo a linhagem WT. Outro aspecto
interessante foi em relagdo ao crescimento em agar, que foi melhorado na linhagem
AfurCRISPR/Cas::T8. Ao analisar a liberacado de sideréforos em meio indicativo PSA-
CAS, verificamos que o halo formado nesse mutante foi ainda maior do que o halo
formado no mutante Afur, sugerindo que o dado obtido para o mutante nulo encontra-

se subestimado devido ao déficit de crescimento do mutante Afur em meio solido. Em
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conjunto, essas analises demonstram que fenétipos importantes, como a viruléncia,
nao sao exclusivamente dependentes do menor fitness de Afur, mas podem estar
relacionado com gene(s) e fator(es) de viruléncia alvos de regulag&o por Fur.

Embora n&o tenha sido investigada a relagdo entre a insercdo do
transposon T8 no locus CRISPR/Cas e a melhora de fitness do mutante Afur de C.
violaceum, podemos especular que os RNAs formados a partir das sequéncias
espagadoras possam exercer fungdes regulatorias além do mecanismo classico de
clivagem de genomas externos ao de C. violaceum. Na verdade, fungbes nao
candnicas de loci CRISPR ja foram relatadas em diferentes bactérias (BONDY-
DENOMY; DAVIDSON, 2014). Em Francisella novicida, foi descrita a regulacéo
génica endogena de uma lipoproteina bacteriana mediada por um RNA associado a
CRISPR/Cas. Essa regulagdo mostrou-se necessaria para a completa viruléncia da
bactéria em camundongos (SAMPSON et al., 2013).

Por fim, um aspecto importante quando considerado o estudo de fatores de
transcricdo € a definicdo global dos genes alvos de sua regulagéo, que infelizmente
nao foi realizado para Fur e Zur de C. violaceum. Apesar disso, identificamos um
possivel Fur-box em genes de sintese e captagédo de sider6foros de C. violaceum e
validamos genes do regulon Fur por ensaio de atividade de [(-galactosidase.
Definimos que em meio LB, mas ndo em meio MOHC, C. violaceum esta em suficiéncia
de ferro, uma vez que a expresséo de pcbaF e pcbuA em meio LB é igual ao meio
sem a adigéo de ferro, mas esta expressao so6 atinge niveis basais em M9HC quando

ferro é adicionado ao meio.

5.2. Caracterizagcao de Zur na homeostase de zinco em C. violaceum

Ao identificar o gene zur no genoma de C. violaceum percebemos que ele
parecia parte de um operon com outros genes potencialmente envolvidos em
homeostase de zinco, uma caracteristica amplamente presente em diversas bactérias
(MIKHAYLINA et al., 2018). O operon predito in silico em C. violaceum e confirmado
por RT-PCR codifica Zur, uma possivel metalochaperona (CV_3067), uma proteina
hipotética (CV_RS15040) e o transportador ZnuABC. Inicialmente, associamos este
operon com Zur e zinco de duas maneiras: i) Por analise in silico foi possivel identificar
em varias espécies do género Chromobacterium um possivel sitio de ligagdo de Zur
(Zur-box) imediatamente a montante de zur, o primeiro gene do operon; ii) Utilizando

o sistema reporter lacZ (pzur-lacZ) foi determinado que a expressdo da regiao
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promotora de zur (pzur) é reprimida por Zur em suficiéncia de zinco e desreprimida
em caréncia deste metal.

Quanto ao possivel Zur-box identificado em C. violaceum, destacamos que
ele mostra grande semelhanga com sitios descritos ja caracterizados de Zur de P.
protegens (LIM et al, 2013) e N. meningitidis (PAWLIK et al., 2012). Em
Agrobacterium tumefaciens, foi utilizado o ensaio de DNase | footprint para
identificacdo do dois Zur-box entre os genes znuA e o operon adjacente contendo
znuC, znuB e zur (NUONMING et al., 2020). Em outras bactérias, como E. coli,
embora Zur seja o repressor do operon contendo os genes para o transportador
ZnuABC, zur nao é codificado no mesmo operon e ndo foram encontradas evidéncias
de que Zur seja autorregulado (PATZER; HANTKE, 2000).

As principais diferengas observadas durante a caracterizagado dos mutantes
Azur, ACV_3067 e AznuCBA relacionam-se com o mutante do transportador ZnuABC
em relagdo a linhagem WT. Notadamente, demonstramos a importancia deste
transportador na manutengdo da homeostase de zinco em C. violaceum devido a
maior sensibilidade a caréncia de zinco que AznuCBA mostrou quando em
comparacgao a linhagem WT. Nesses ensaios foram utilizados o quelante de cations
divalente EDTA ou a proteina humana CP purificada. Nas curvas de crescimento, so
foram observadas diferengas quando as culturas foram tratadas com cada agente
quelante previamente a realizagdo do ensaio, estratégia ja utilizada em outras
bactérias como P. aeruginosa, onde o pré-tratamento das culturas WT ou AznuA com
TPEN 10 pM induziu uma queda na densidade celular quando as curvas foram
realizadas com 30 ou 60 uM de TPEN (PEDERICK et al., 2015). Entretanto, no
trabalho com P. aeruginosa o pré-tratamento também surtiu efeito no crescimento da
linhagem selvagem, fato n&o observado em C. violaceum tanto no tratamento com
EDTA quanto no tratamento com CP WT.

Demonstramos que C. violaceum é mais resistente ao tratamento com CP
quando comparada a outras bactérias e que ZnuABC tem importante papel nesta
resisténcia, pois o mutante AznuCBA foi sensivel ao tratamento com CP. A resisténcia
de C. violaceum a CP foi determinada por I1Cso, que ficou aproximadamente 500 ug/ml
para a linhagem WT enquanto que em S. aureus, por exemplo, a ICsp € de
aproximadamente 100 pg/ml (DAMO et al., 2013). Esse dado sugere que a presenga
do transportador ZnuABC pode ser de grande importancia para C. violaceum superar
a imunidade nutricional imposta pelo hospedeiro. Além disso, esse dado é



142

corroborado com a atenuagao de viruléncia e colonizagdo do figado observado para
o mutante AznuCBA, fendtipo que também ja foi descrito em outras bactérias. Em S.
enterica sorotipo Typhimurium, a viruléncia do mutante znuA::kan em camundongos
da linhagem BALB/c e DBA-2 é diminuida em relagdo a linhagem WT, independente
da via de infecg&o (intraperitoneal ou oral) (AMMENDOLA et al., 2007). Em Y. pestis,
o mutante AznuA tem atenuagdo na viruléncia em modelo de infecgdo em
camundongos, assim como o mutante AzntA/zur::kan (BOBROV et al., 2017). ZntA
codifica uma ATPase do tipo P responsavel pelo efluxo de zinco (RENSING; MITRA,;
ROSEN, 1997).

Em C. violaceum, o perfil de viruléncia do mutante Azur foi o mesmo da
linhagem WT. O fendtipo de viruléncia de mutantes zur é variavel em bactérias e pode
estar relacionado com a regulagcdo de sistemas de efluxo de zinco para evitar a
intoxicagdo com este metal decorrente do seu maior influxo, uma vez que a expressao
do transportador ZnuABC encontra-se aumentada na auséncia de Zur. Em A.
tumefaciens, por exemplo, o mutante zur e o mutante combinado znuA/znuB nao
apresentam diferenca no perfil de viruléncia de plantas da espécie Nicotiana
benthamiana, demonstrando que genes relacionados com a homeostase de zinco
possuem menos importancia na determinacdo de viruléncia de A. tumefaciens
(BHUBHANIL et al., 2014). No entanto, em X. oryzae, a viruléncia do mutante zur foi
atenuada em folhas de arroz em comparagao a linhagem WT (YANG et al., 2007).
Uma estratégia interessante para corroborar a hipétese de que o maior efluxo de zinco
possa contribuir para n&o atenuar a viruléncia, é a geragdo de mutantes combinados
zur e zntA, conforme previamente descrito para Y. pestis (BOBROV et al., 2017).

Além dos transportadores para influxo e efluxo de zinco, algumas bactérias
podem utilizar mecanismos alternativos para a captacdo deste metal, como por
exemplo a sintese de moléculas especializadas chamadas de metaléforos (ou
zincoéforos), como staphylopine em Staphylococcus aureus (GHSSEIN et al., 2016;
GRIM et al., 2017) e pseudopaline em P. aeruginosa (LHOSPICE et al., 2017). Além
disso, a aquisicdo de zinco pode ser mediada por siderdforos, como o metaléforo
yersiniabactin sintetizado por Y. pestis e E. coli e utilizando na aquisi¢gao de ferro,
zinco e niquel (BEHNSEN et al., 2018; BOBROV et al., 2014; ROBINSON et al., 2018).
Esses mecanismos podem explicar o porqué do mutante AznuCBA de C. violaceum
ser capaz de crescer em condi¢des de caréncia de zinco, como nos tratamentos com

EDTA e CP sem pré-tratamento, sugerindo a existéncia de mecanismos secundarios
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para a aquisicao desse metal. O fato do mutante AcbaCEBAAznuCBA apresentar
grande atraso nas curvas de crescimento pré-tratadas com o agente quelante EDTA
quando comparado a linhagem WT ou aos mutantes simples AcbaCEBA e AznuCBA
e a regulacdo de vbuA em EDTA s&o evidéncias ainda preliminares de que os
sideréforos de C. violaceum poderiam estar relacionados com a aquisigao de zinco.

Além da viruléncia bacteriana, também foi avaliado se o comprometimento
da homeostase de zinco no mutante AznuCBA poderia afetar a capacidade de C.
violaceum competir e se sobressair em co-cultura com outras bactérias. De maneira
geral, foi demonstrado que a suplementagdo do meio com zinco ndo melhorou
significativamente a competicao de C. violaceum e que o mutante AznuCBA competiu
pior com as bactérias avaliadas. Esse aspecto também ja foi investigado na interagéao
de Streptococcus sanguinis e P. aeruginosa (LI et al., 2020). Nesse trabalho, os
autores realizaram uma varredura genética para identificar mutantes de S. sanguinis
cujo crescimento ndo é melhorado na presenca de P. aeruginosa. Dos mutantes
encontrados, os autores caracterizaram quatro transportadores do tipo ABC
responsaveis pela aquisicdo de zinco em S. sanguinis, demonstrando a importancia
da manutencdo da homeostase desse metal no contexto de infecgbes
polimicrobianas.

A importancia de zinco para a motilidade do tipo swimming em C. violaceum
foi demonstrada na linhagem WT e no mutante AznuCBA. Uma vez que genes
importantes para essa via requerem zinco (AMMENDOLA et al, 2016;
NIELUBOWICZ; SMITH; MOBLEY, 2010), seria esperado encontrar certa atenuagao
da motilidade quando se estudam mutantes em que a aquisicdo de zinco é
comprometida. Em E. coli uropatogénica, por exemplo, a motilidade do tipo swimming
do mutante AznuB também é diminuida em relagao a linhagem WT (GUNASEKERA;
HERRE; CROWDER, 2009). Em P. aeruginosa, o mesmo fendtipo € observado no
mutante AznuAAzrmA (MASTROPASQUA et al., 2018). ZrmA codifica para o receptor
dependente de TonB responsavel pela captacdo do metaléforo sintetizado por P.
aeruginosa (MASTROPASQUA et al., 2017).

A formagédo de biofiime em meio LB nado foi modificada em relagcéo a
linhagem WT nos mutantes Azur, ACV_3067 e AznuCBA. Entretanto, quando o cultivo
foi feito em meio suplementado com EDTA 100 pyM, houve uma diminui¢gdo geral na
formacéo de biofilme em C. violaceum e que foi mais acentuado no mutante AznuCBA.
Os efeitos do tratamento do EDTA na formac&o de biofilme ja foram descritos em
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Listeria monocytogenes, onde a adigdo de EDTA 100 uM no inicio da formagao do
biofilme impede a adeséo das células e, consequentemente, diminui a formagao do
biofilme (CHANG; GU; MCLANDSBOROUGH, 2012). E importante salientar que esse
efeito inibitério s6 foi observado quando o tratamento foi adicionado no inicio do
experimento, da mesma maneira realizada em C. violaceum; quando adicionado as 8
h de cultivo, EDTA se mostrou ineficaz na diminuicdo da formacido de biofilme
(CHANG; GU; MCLANDSBOROUGH, 2012). Em conjunto, pode-se sugerir que tanto
a presenca de zinco quanto a sua captagdo sao importantes para a formagao de
biofilme em C. violaceum.

Ao considerar a susceptibilidade a antibiéticos da classe dos -lactamicos,
foi verificado que o tratamento prévio com EDTA aumentou a sensibilidade do mutante
AznuCBA a antibidticos quando comparado as linhagens WT e Azur. As enzimas [3-
lactamases inativam antibidticos [(-lactdmicos ao hidrolisarem o anel B-lactamico
destes antibidticos. As metalo-B-lactamases utilizam zinco nesta hidrélise (BEBRONE,
2007; GONZALEZ et al., 2007; KARSISIOTIS; DAMBLON; ROBERTS, 2014). C.
violaceum possui duas potenciais enzimas [-lactamases, CV_1310 e CV_3150.
Assim, sugere-se que o tratamento prévio com EDTA leva a uma diminui¢ao drastica
dos niveis intracelulares de zinco no mutante AznuCBA, o que acarreta no
comprometimento de varias vias, incluindo a resisténcia a antibioticos.

Um fendtipo observado no mutante Azur de C. violaceum foi a maior
producao e/ou secrecdo de moléculas autoindutoras de quorum sensing. O quorum
sensing em C. violaceum €& determinante para a sintese de violaceina através do
operon VioABCDE, que é regulado negativamente por VioS e positivamente por
CviR/Cvil (DEVESCOVI et al., 2017). Até o momento, nenhum trabalho demonstrou a
relagdo de Zur com a regulagao direta ou indireta de genes envolvidos com a sintese
de violaceina. Mais ensaios sdo necessarios para determinar esse possivel
envolvimento. A unica relacdo encontrada entre Zur e quorum sensing foi em X.
campestris, onde foi demonstrado que o sistema de dois componentes RpfC/RpfG
participa na transdugao de sinal da molécula de sinalizagdo DSF (do inglés, diffusible
signal factor), que modula os niveis de c-di-GMP. Os niveis de DSF, por sua vez, sao
regulados por Clp, que compartilha seu regulon com outros dois reguladores, FhrR e
Zur (HE et al., 2007; HE; ZHANG, 2008).

Além do regulador Zur e do transportador ZnuABC, o operon de C.
violaceum codifica duas proteinas nao caracterizadas (CV_3067 e CV_RS15040). A
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proteina CV_3067 possui um dominio C-terminal CobW e é anotada como uma
proteina relacionada com a sintese de cobalamina. No banco de dados filogenémico
eggNOG, a proteina é classificada como pertencente ao COG0523, uma familia de
G3E GTPases. Apesar da presenga do dominio CobW, um outro operon de C.
violaceum, que contém o gene CV_1561, possui diversas outras proteinas preditas
para a sintese de cobalamina. Assim, sugere-se que a anotagao para o gene CV_3067
esteja incorreta, e a atividade dessa proteina seja diferente da predita. Em relagéo a
classificagdo filogenémica, membros do COG0523 estdo distribuidos em Archea,
Bacteria e Eucariotos e, em varias bactérias, membros desse grupo relacionam-se
com o homeostase de zinco e a viruléncia bacteriana (HAAS et al., 2009). Em Brucella
melitensis, por exemplo, yciC, que codifica uma proteina do COG0523, é transcrito
adjacente a znuA e divergente a znuC, znuB e zur (HAAS et al., 2009). Quanto a sua
funcdo, estima-se que membros desse grupo atuem facilitando a incorporagéo de
zinco a proteinas (PANINA; MIRONOV; GELFAND, 2003). Em B. subtilis, por
exemplo, foi demonstrado que YciC (renomeado ZagA) liga-se a GTP e interage com
FolE para manter a biossintese de folato em condi¢des de caréncia de zinco
(CHANDRANGSU et al., 2019). Em E. coli, a proteina YeiR foi caracterizada quanto
a sua atividade de GTPase. Foi demonstrado que mutantes AyeiR sdo mais sensiveis
ao tratamento com EDTA (BLABY-HAAS et al., 2012), o que € consistente com nossos
dados ainda preliminares para o mutante CV_3067 de C. violaceum. Em A.
tumefaciens, o gene atu3184, que codifica uma proteina do COG0523, foi
caracterizado. Os autores demonstraram que esse gene € regulado por Zur, mas o
mutante atu3184::Gm nao tem maior sensibilidade a caréncia de zinco induzida por
tratamento com EDTA e nem atenuagao de viruléncia em folhas de N. benthamiana
(KHEMTHONG et al., 2019). Em C. violaceum, sdo necessarios mais experimentos
para definir a fungdo de CV_3067 e comprovar que essa proteina esteja envolvida
com a homeostase de zinco.

A partir das analises e comparacdes in silico da proteina hipotética
CV_RS15040 de C. violaceum, hipotetizamos que essa proteina possa ser uma
especializacdo presente em poucas [-proteobactérias, sobretudo da ordem
Neisseriales, e que este gene possa ter sido transferido horizontalmente a outras
bactérias filogeneticamente distantes (como as raras presengas encontradas em a e
y-proteobactérias). Em relagdo a sua fungdo, uma vez que em Halomonas
massiliensis, Bradyrhizobium canariense e Methylopila sp. os genes ortélogos de
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CV_RS15040 sao encontrados adjacentes aos genes do transportador ZnuABC,
sugere-se que sua funcdo seja acessoria a este transportador. Na literatura nao
existem evidéncias da existéncia e caracterizacdo de proteinas similares a esta
encontrada em C. violaceum. O relato mais proximo sao das proteinas da triade de
poli-histidina (Pht, do inglés, polyhistidine triad proteins) encontradas na superficie de
estreptococos patogénicos, desempenhando diferentes fungdes como manutencgéo da
homeostase de metais e aderéncia bacteriana as células do hospedeiro (PLUMPTRE;
OGUNNIYI; PATON, 2012). Entretanto, é importante ressaltar que apesar de conter
um dominio HxxHxH em triade, similar ao que ocorre com CV_RS15040, essas
proteinas sdo muito diferentes em relagdo ao tamanho (sdo maiores) e a localizagéo
dos genes no genoma (nao estdo adjacentes a genes de captagao de zinco). Quanto
a sua regulagdo, os genes pht sdo alvo do regulador AdcR, um regulador com
atividade repressora e ativadora de genes relacionados a homeostase de zinco em
estreptococos (MAKTHAL et al., 2020).

Da mesma maneira que o regulador Fur, ensaios adicionais para a
caracterizagado do regulon Zur de C. violaceum sao necessarios, com o intuito de
elucidar outras vias que possam estar comprometidas na bactéria e que nao foram
caracterizadas nesse trabalho, assim como fornecer evidéncias mais robustas para
confirmacgéo de alguns fendtipos avaliados. Portanto, destaca-se a importancia de
ambos os reguladores da familia Fur na fisiologia e na homeostase de ferro e zinco

em C. violaceum, assim como sua relevancia na viruléncia desta bactéria.
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6. CONCLUSAO

Nesse trabalho caracterizamos os fatores de transcricdo Fur e Zur como

envolvidos na homeostase de ferro e de zinco em Chromobacterium violaceum,

demonstrando sua importancia para uma ampla gama de processos relacionados a

fisiologia e viruléncia desta bactéria. As principais conclusdes do trabalho foram:

¢

Fur possui um papel importante no controle da homeostase de ferro, atuando
como repressor de genes relacionados a sintese e captagao de sideréforos em
condi¢des de suficiéncia de ferro;

No mutante espontadneo FurR4%S a proteina Fur permanece parcialmente
funcional, permitindo usar esta linhagem para caracterizar alguns processos
controlados por Fur, como produgao de sideroforos e resposta a ROS;

C. violaceum tolera a auséncia total de Fur somente em condig¢ao de limitacao
de ferro, na qual foi possivel obter o mutante nulo Afur, indicando que Fur &
condicionalmente essencial nesta bactéria;

Fur é importante para o crescimento em condigdes regulares de cultivo, assim
como para a produgao de biofilme e para a motilidade do tipo swimming;

A interferéncia com a homeostase de ferro no mutante Afur se revela pela
intrinseca producdo de ROS e maior susceptibilidade deste mutante ao
estresse oxidativo e ao excesso de ferro;

O crescimento comprometido do mutante Afur ndo € o unico responsavel pelos
fendtipos caracterizados, uma vez que inser¢cao de transposon em um locus
CRISPR/Cas resgata o fitness do mutante, mas mantem outros fenaotipos;

O regulador Zur atua como repressor de um operon que codifica Zur, duas
proteinas hipotéticas e o transportador de alta afinidade ZnuABC;

Os principais fenotipos relacionados com a homeostase de zinco sao
decorrentes da auséncia de ZnuABC, e se revelam como a maior
susceptibilidade a caréncia de zinco induzida por EDTA ou calprotectina;

Foi demonstrada a necessidade da manter niveis fisiologicos de zinco via
ZnuABC para sintese de violaceina, formacdao de biofilme e competicdo
bacteriana;

O regulador Fur e o transportador ZnuABC tém papel importante na viruléncia
de C. violaceum, demonstrando a relevancia que a homeostase de ferro e de
zinco possui na relagao desta bactéria com o hospedeiro.
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