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"It is not the strongest of the species that survives, nor the most intelligent,
but rather the one most adaptable to change."
(Charles Darwin)



Resumo

A bactéria Pseudomas aeruginosa pode ser encontrada em diversos ambientes, tais como em corpos
d’4gua, solo, animais e plantas. Para sobreviver e procriar em ambientes tdo diversos, a bactéria
possui vdrios sistemas génicos que irdo auxilid-la em sua adaptacdo. A baixa disponibilidade de
fosfato no ambiente gera a ativacdo dos genes pertencentes ao regulon PHO, tais como phoA, que
codifica uma fosfatase alcalina periplasmaética e o operon pst que codifica um sistema de captacio de
Pi. Cinco genes comp0e o operon pst - pstA, pstB, pstC, pstS e phoU. O tltimo gene ndo participa do
transporte de fosfato mas atua como repressor do regulon PHO em ambientes com excesso de fosfato.
O genes de PHO sao regulados pelo sistema de dois componentes PhoB/PhoR, onde a proteina PhoB
atua como um regulador de resposta € PhoR atua como uma histidina quinase. O nocaute do gene
phoU resulta na constitutividade do regulon PHO, e consequentemente aumenta a captagao de Pi via
Pst. O excesso de fosfato intracelular é armazenado na forma de granulos de polifosfato, porém o
excedente de fosfato no interior da célula é toxico gerando uma pressdo seletiva para aquisi¢ao de
mutagdes supressoras, que ocorrem geralmente em phoB ou em um dos outros 4 genes do operon pst.
Neste trabalho, foram isolados e caracterizados dezenas de mutantes supressores derivados da cepa
AphoU de P. aeruginosa. Estes mutantes foram submetidos a diversos ensaios fenotipicos, tais como,
a captacdo de Pi do meio, o nivel de acimulo do polifosfato, e a atividade quantitativa da enzima
fosfatase alcalina, entre outros. Os resultados mostram que as mutagdes adquiridas pelos mutantes
supressores designados como NAP revertem todos os fendtipos apresentados pelo mutante AphoU e
os tornam similares a cepa selvagem PA 14, enquanto que as mutagdes apresentadas pelos supressores
LAP revertem parte dos efeitos nocivo causados pelo excesso de Pi no interior da célula. Neste
trabalho, ndo foi observado nenhum mutante supressor do tipo HAP, visto que todos os possiveis
candidatos se assemelham, fenotipicamente, a cepa ancestral AphoU e nenhuma mutagao relevante
foi encontrada nestes isolados.

Palavras-chaves: Regulon PHO, fosfato, polifosfato, mutacdo, supressdo, Pseudomonas aeruginosa



Abstract

The bacterium Pseudomas aeruginosa can be found in various environments, such as water bodies,
soil and animals. To adapt to these environments the bacterium carries several genes and operons
responsible for the adaptation to the different conditions. The low availability of phosphate in the
environment generates the activation of genes belonging to PHO regulon, such as phoA, which en-
codes a periplasmic alkaline phosphatase and pst operon, that encodes a Pi uptake system. Five genes
make up the operon pst - pstA, pstB, pstC, pstS and phou. The last gene does not participate in phos-
phate transport but acts as a negative regulator of PHO regulon. The PHO regulon is regulated by the
PhoB/PhoR two-component system, where the PhoB protein acts as a response regulator and PhoR
acts as a histidine kinase sensor. Mutations in the phoU gene result in the constitutive expression of
the PHO regulon, and consequently increase the rate of Pi uptake via Pst. The excess of intracellular
phosphate is stored in the form of poliP granules, but Pi-surplus is toxic generating a selective pres-
sure for the acquisition of suppressive mutations, which usually occur in PhoB or in one of the other
genes of the pst operon. In E. coli was observed three classes of suppressor mutants derived from
AphoU, which were classified according to their morphology - NAP (No AP phenotype), LAP (Low
AP phenotype) and HAP (High AP phenotype). In the present study, suppressor mutants derived
from the strain AphoU of P. aeruginosa were isolated and characterized. Several phenotypic assays
were performed on the compensatory mutants, such as the rate of Pi removal from the medium, ac-
cumulation of polyphosphate, alkaline phosphatase activity, among others. The results show that the
mutations acquired by the NAP mutants reversed all AphoU phenotypes. The LAP suppressors were
able to reverse the harmful effects caused by excess Pi, but were still able to take up mor phosphate
and accmulate high amounts of polyphosphate. The last class of suppressor mutants - HAP- behaves

very similar to the ancestral strain AphoU.

Keywords:PHO regulon, phosphate, polyP, mutation, suppression, Pseudomonas aeruginosa.
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17 1. INTRODUCAO

1 Introducao

1.1 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa, aerdbia e apresenta o formado microscépico bacili-
forme. Podendo ser encontrada em plantas, d4guas, animais ¢ humanos. A habilidade de colonizagao
em diversos ambientes € proveniente da sua capacidade de utilizar fontes nutricionais diversas e alto
potencial de adaptacdo a novos meios. Esta habilidade decorre, em parte, da presenca de dezenas de
sistemas de dois componentes, tendo sido descritas 63 proteinas histidinas quinases (HK) e 64 pro-
teinas reguladoras de respostas (RR) (1). A primeira P. aeruginosa que teve o genoma inteiramente
sequenciado foi a cepa PAOI, e, em seguida, a cepa PA14 (organismo modelo utilizado neste traba-
lho). A bactéria PAO1 apresenta 54 ORFs que estdo ausentes na cepa PA14 e, em compensacao, ha a
presenca de 58 ORFs na cepa PA14 que ndo sdo encontradas na cepa PAO1 (2).

P. aeruginosa é conhecida principalmente por ser um patdgeno oportunista em pacientes porta-
dores de fibrose cistica, imunocomprometidos (pacientes sob tratamento com quimioterdpicos, porta-
dores de HIV/Aids) e vitimas de queimaduras. A bactéria € amplamente conhecida pela capacidade
intrinseca de resistir aos efeitos de antimicrobianos, formacdo de biofilmes impermedveis a medica-
mentos e pela presenga de diversos fatores de viruléncia, apresentando desta forma um grande desafio

para a sadde publica. (3).

1.1.1  Motilidades de P aeruginosa

A fim de adaptar-se no ambiente por um longo periodo de tempo, a P. aeruginosa € apta a alternar
entre o estilo de vida planctonico ou mével. O estilo de vida mével pode ocorrer a partir de trés tipos
de motilidade superficial, sendo elas: swimming, swarming e twitching (4).

A motilidade swimming é dependente da estrutura flagelar, permitindo a transloca¢do em ambien-
tes com baixas concentragdes de dgar, em torno de 0,3-0,4%. Enquanto que o swarming € realizado
em meios viscosos onde a concentracao do dgar encontra-se entre 0,5 e 0,7%. A presenga de flagelos
multiplos, a producdo do biossurfactante ramnolipidios, a existéncia de determinados nutrientes dis-
poniveis no meio (ferro, cobre, nitrogénio,carbono) e uma concentragdo celular especifica sao fatores
necessarios para que ocorra a translocagdo. Ja quando a bactéria situa-se em meio s6lido, concentra-

¢do de agar + 1%, as motilidades swimming e swarming sao desfavoraveis, e a translocacdo do tipo
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twitching é praticada. A estrutura requirida € o pilus tipo IV (5).

1.1.2 Metabdlitos secundarios Pioverdina e Piocianina

P. aeruginosa apresenta, como caracteristica notavel, a produ¢do de pigmentos extra-celulares
- piocianina e pioverdina. O metabdlito piocianina é capaz de causar diversos danos celulares no
hospedeiro, tais como a inibi¢do da respiracio celular, da funcao ciliar, libragdo de prostaciclina e
alteracdo nos niveis de cédlcio. Além disso, desempenha um papel relevante na manutencdo de P.
aeruginosa nos pulmdes de individuos com fibrose cistica. (3, 6).

A piocianina é um composto sintetizado a partir do corismato, envolvendo diversas etapas medi-
adas pelos produtos de dois operons - phzAI-G1 e phzA2-G2 e dos genes phzH, phzM, phzS (7, 8).
A producdo deste composto é regulada pelo sistema de quorom sensing (QS), sendo que pelo menos
dois sistemas foram detectados em P. aeruginosa — las e rhl. O sistema las compreende a proteina
ativadora da transcri¢do LasR e a proteina Lasl, responsdvel pela sintese do auto indutor PAI-1 "N-
(3-oxododeca-oil)-L-homoserina lactona". Este sistema também foi atribuido a ativacdo de alguns
genes de viruléncia, tais como: lasB, lasA e toxA. O sistema rhl é composto pelas proteinas RhIR (ati-
vadora da transcri¢do) e Rhll (sintese do auto indutor PAI-2 "N-butiril-1-homoserina lactona"). Este
sistema coordena os genes rhll e rhlAB, responsaveis por codificar a enzima ramnosil transferase (9).

A pioverdina apresenta como principal fungdo a absor¢ao do ferro presente no ambiente, ao se-
cretar a pioverdina as bactérias sdo capazes de quelar o ferro e transporta-16 para o interior da célula,
tendo em vista que a sua atuagao principal € como quelante de Fe, a producdo da pioverdina € induzida
sob caréncia do nutriente. A sintese da pioverdina € iniciada no citoplasma e finalizada no periplasma,

por onde € excretada para o exterior da célula pela bomba de efluxo PvdRT-OpmQ (10, 11).

1.2 Regulon PHO

Bactérias habitam diversos nichos ambientais, sendo, parte deles, suscetiveis a mudancas bruscas.
Para a adaptacdo bacteriana € necessdrio a existéncia de agentes sinalizadores, como os sistemas de
dois componentes, que compreendem a regulacdo de uma enorme variedade de fungdes fisioldgicas,
como motilidade, metabolismo, viruléncia e respostas a diversos tipos de estresse (12). Durante o
ciclo de vida bacteriano, é comum haver caréncia de macronutrientes. Bactérias como Escherichia

coli e Pseudomonas aeruginosa dependem da captagio de ortofosfato ou fosfato inorganico (PO3—



19 1. INTRODUCAO

ou Pi) para a sua manutenc¢do e crescimento (13), uma vez que este compde as moléculas de DNA e
RNA, fosfolipideos, agem como fonte de energia, e outras fungdes (14).

O regulon PHO € um conjunto de genes que respondem a disponibilidade de Pi no meio. Os
genes pertencentes ao regulon PHO possuem, em seus promotores, sequéncias consenso denominadas
PHO-boxes, substituindo a sequéncia cldssica -35. O regulon PHO ¢é regulado por um sistema de dois
componentes composto pelas proteinas PhoR e PhoB. PhoR atua como uma histidina quinase e a
proteina PhoB como uma proteina reguladora de resposta. Em concentra¢des inferiores a 4 uM de Pi,
PhoR se auto-fosforila e transfere o grupo Pi para um residuo de aspartato em PhoB. PhoB sofre uma
mudanga conformacional, dimeriza e se liga as PHO-boxes (15). Em concentra¢des de Pi superiores a
4 uM, a proteina PhoR atua como repressora, desfosforilando PhoB. Na auséncia do residuo Pi, PhoB

desliga-se das PHO-boxes e a transcri¢do dos genes de PHO ¢€ cessada (Figure 1).

1.3 Operon pst

O operon pst, pertencente ao regulon PHO, é composto por cinco genes (pstS, pstA, pstC, pstB e
phoU) que codificam um sistema de transporte de P1 de alta afinidade do tipo ABC. Os quatro primei-
ros genes codificam proteinas que atuam diretamente no transporte de Pi, a saber: PstS, localizada no
periplasma, cuja fung¢do € ligar-se ao ortofosfato e transporta-lo até o canal transmembranico formado
pelas proteinas PstA e PstC e a proteina PstB, que atua como uma ATPase, fornecendo energia ao
transportador. Enquanto que o quinto gene, phoU, codifica uma proteina de mesmo nome que ndo
participa do transporte de Pi para o interior da célula, mas juntamente com as demais proteinas, atua
como um repressor do regulon PHO quando a bactéria encontra-se em um ambiente com excesso de
Pi (16, 17). Além disso, foi sugerido que a proteina PhoU regula o transporte de Pi via Pst, impe-
dindo que a bactéria capte Pi em demasia (18). A presenca de mutacdes deletérias em qualquer gene
do operon pst causa a constitutividade de todo o regulon PHO (mutantes PHO-constitutivos), isto
significa que, independentemente da concentracio de fosfato presente no ambiente, a proteina PhoR

segue fosforilando PhoB, mantendo a transcri¢do dos genes pertencentes ao regulon PHO (19).



20 1. INTRODUCAO
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Figura 1 — Modelo de regulacao do Regulon PHO: Em excesso de Pi, a proteina PstS encontra-se saturada
e um sinal é conduzido para PhoR, que passa a atuar como repressora, desfosforilando PhoB. Em
condicdes de caréncia de Pi, ou de inativacdo de qualquer gene do operon pst, a proteina PhoR é
autofosforilada, e, em seguida, fosforila PhoB, que se liga as PHO-boxes, induzindo a transcri¢do
dos genes de PHO. Adaptacao de Chekabab, Harel e Dozois(2014)

1.4 Polifosfato

O polifosfato inorganico (poliP) é uma cadeia linear composta por dezenas ou centenas de molé-
culas de Pi unidas por ligacdes de alta energia denominadas fosfoanidridicas, conforme mostrado na
Figure 2. O polimero de poliP estd presente em todos os organismos até agora estudados — bactérias,
arqueias, fungos, plantas e animais. A maior taxa de acimulo de poliP ocorre na fase estaciondria
(21).

Conforme revisto por Albi e Serrano, (2016), o poliP apresenta inimeras fun¢des em organismos
procaridticos e eucaridticos. Em seres unicelulares, o poliP atua como reservatorio de Pi, quelante
de cétions e protec¢do contra estresses. J4 em organismos multicelulares, apresenta como fungdes o
fornecimento de energia celular, resposta a estresses e aclimatag@o a caréncia nutricional.

O metabolismo de poliP em bactérias € controlado, principalmente, por duas enzimas: poliP
quinase (PPK) e exopolifosfatase (PPX). A enzima PPK apresenta como fun¢do a sintese do poliP
a partir do ATP e também a conversao de ADP para ATP, conforme mostrado na Equation 1 e na
Equation 2, respectivamente. A enzima PPX tem como funcdo a hidrélise das extremidades da cadeia

de poliP produzindo Pi, como representado pela Equation 3 (21).
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Figura 2 - Tlustracio de um polimero de poliP A letra n corresponde ao nimero de moléculas de Pi presentes
na cadeia de poliP.

nATP — poliP, + nADP (1)
ADP + poliP, — ATP + ATP + poliP, — 1 )
poliP, + (n — 2)H,O — (n — 2)Pi + PPi 3)

P. aeruginosa carrega um segundo gene ppk, que codifica a proteina PPK2, que catalisa a sintese
de poliP a partir de GTP. Assim como em E. coli, os genes ppk e ppx de P. aeruginosa estdo adja-
centes no cromossomo. Porém, em P. aeruginosa nao hd a formacdo de um operon, ja que estdo em

orientagcdes opostas (23, 24).

1.5 Fosfatase alcalina

A enzima fosfatase alcalina (FA) é uma proteina amplamente distribuida na natureza, abrangendo
seres procaridticos e eucaridticos. A principal funcao atribuida a esta enzima € a hidrélise de ésteres
de monofosfato, liberando moléculas de Pi. A atividade 6tima da enzima ocorre em pH alcalino.

(25, 26).
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Em organismos procaridticos, trés familias distintas de fosfatases alcalinas s@o observadas: PhoA;
PhoX e PhoD. As proteinas PhoD e PhoX sdo monoméricas, sendo capazes de hidrolisar molécu-
las de fosfomonoésteres e fosfodiésteres, apresentando como co-fator C'a®>". Ao passo que PhoA ¢
uma enzima homodimérica, ativada por M ¢** e Zn?*, hidrolisando fosfomonoésteres (27). O gene
phoA de P. aeruginosa pertence ao regulon PHO e assim como os demais genes de PHO, apresenta
a sintese elevada em ambientes escassos de P1 (19). A Figure 3 representa a hidrélise do substrato
p-nitrofenilfosfato (pNPP), utilizado no laboratério para medir a atividade da FA, resultando na libe-

racdo de p-nitrofenol e Pi.

I
- _T_O fosfato
(o] OH inorganico
O
Fosfatase alcalina Il
+ H . + “0—P—0O"
ik
NO, NO,
p-nitrofenilfosfato p-nitrofenol
(incolor) (amarelo)

Figura 3 — Hidrélise do substrato p-nitrofenilfosfato em p-nitrofenol e Pi

1.6 O regulon PHO de P aeruginosa

O Regulon PHO de P. aeruginosa difere de E. coli pelo nimero de Pho-boxes (putativas) encon-
tradas ao longo do genoma bacteriano - 237 e 121, respectivamente (28, 29). Tanto E. coli, como P.
aeruginosa, carregam 2 PHO-boxes no operon pst, mas dispostas de forma diferente (Figure 4). Em
P. aeruginosa, uma PHO-box estd localizada a montante do gene pstS e a segunda na regiao intergé-
nica entre os genes pstS e pstC. Ao passo que em E. coli, é observado um tnico promotor com duas
PHO-boxes a montante de pstS, conforme ilustrado na Figure 4 (30, 31).

A taxa de identidade entre o transportador Pst de P. aeruginosa e de E. coli também foi analisada,

a comecar pela proteina periplasmatica PstS apresentando uma taxa de identidade de 22,1%, enquanto
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que a taxa de identidade entre o canal transmembranico, PstA e PstC, de P. aeruginosa e de E. coli é
de 16,4% e 14.1%, respectivamente, em relacdo a proteina PstB € apresentado 52,2% de identidade.

Por dltimo, a identidade da sequéncia de PhoU € de 44,9%.

P aeruginosa

pstC 52 pstA N pstB K M

pstC >Z pStA N pstB K W

Figura 4 — Arranjo genético dos operons pst de E. coli e de P. aeruginosa

1.7 O regulon PHO e a viruléncia bacteriana

A presenca de diversos fatores de viruléncia como apéndices de superficies (flagelo, pili tipo IV),
toxinas (ExoS, ExoU, ExoA, entre outras), sistema de secrecao (T1SS, T2SS, T3SS, T5SS, T6SS),
componentes da membrana (Lipopolissacarideo), exopolissacarideos (Alginato), protease (Protease
IV), sideréforos (Pioverdina), além da regulacido QS e formacdo do biofilme sdo caracteristicas de P.
aeruginosa (32).

H4 na literatura diversos exemplos da participacdo dos genes do regulon PHO em processos asso-
ciados a viruléncia. Em E. coli extra-intestinal, foi demonstrado uma relacdo entre a viruléncia e os
genes do regulon PHO (33). Os autores relataram que o nocaute de phoU causou a perda parcial da
capacidade de colonizar o trato urinario de ratos quando comparado com a cepa selvagem. Em adi¢do
ao gene phoU outros componentes do operon pst mostraram-se importantes na viruléncia. Por exem-
plo, a delecdo do operon pst de E. coli enteropatogénica (EPEC) atenuou a viruléncia da bactéria (34).
Insercoes nos genes pstS e pstC causaram atenuacao na viruléncia da bactéria Proteus mirabilis (35).

A expressdo dos genes relacionados a viruléncia é atenuada no mutante phoB de Vibrio cholerae (36).
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No estudo realizado por Zaborina et al. (2008) foi demonstrado que cepas de P. aeruginosa multi-
resistentes a antibidticos apresentam como fator de viruléncia a adesdo epitelial intestinal por meio
da formacgdo de apéndices ricos em PstS, auxiliando a bactéria a adquirir Pi do hospedeiro quando
encontra-se em caréncia de Pi, enquanto que em suficiéncia de Pi estes apéndices sdo completamente

suprimidos.

1.8 Mutante AphoU

No estudo realizado por Gardner et al. (2014) ficou demonstrado que PhoU atua como uma pro-
teina reguladora do transportador Pst quando a célula encontra-se em um ambiente rico em Pi, ade-
mais Phou interage com o dominio PAS de PhoR e com a proteina PstB, intermediando o contato entre
PhoR e PstB. Qualquer mutagdo nula (perda de funcdo) em um dos genes de pst, causa a expressao
constitutiva do regulon PHO (38). Coldnias de mutantes PHO-constitutivos podem ser observadas em
placas de meio de cultura contendo o substrato cromogénico da fosfatase alcanina, 5-Bromo-4-cloro-
3-indolil fosfato (X-P), apresentando uma coloracdo azul.

Em E. coli, o nocaute do gene phoU resulta em efeitos pleiotropicos, causados, a0 menos em
parte, pelo elevado consumo de Pi inorgénico e alto acimulo de poliP (39). O mutante phoU de
P. aeruginosa, em adigdo a constitutividade do regulon PHO, apresenta alto consumo de P1i, elevado
acumulo de polifostato, colonias visivelmente menores quando comparadas com as coldnias derivadas
da cepa selvagem, menor resisténcia a estresses ambientais e a antibidticos (40).

A inativacdo do gene phoU em E. coli leva a aquisicdo de mutacdes compensatorias indicando
que a alta expressao de Pst € prejudicial para a célula. Essas mutagdes supressoras ocorrem nos genes
phoB ou em um dos genes do operon pst. Mutacdes em phoB resultam na inativacdo, parcial ou
total, do regulon PHO, enquanto que mutacdes nos genes pst resultam na inativagdo ou atenuagao
do sistema de transporte de Pi. Em ambas as classes de mutagcdes supressoras € verificado uma
diminuicdo no transporte de Pi, evitando os efeitos toxicos do alto acimulo da molécula (38, 41).
Hirota et al. (2013) reconheceram trés tipos de mutagdes compensatérias do mutante AphoU de E.
coli, denominadas NAP (No AP phenotype), LAP (Low AP phenotype) e HAP (High AP phenotype).
O mutante NAP apresenta colonias de tamanho similar ao da cepa selvagem, com didmetro de +
5 mm, ap6s 24 horas de incubacdo em meio LB. Enquanto que o mutante HAP apresenta coldnias

com uma forte coloracdo azul indicando niveis elevados de FA e um didmetro de = 3 mm, apds 24
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horas de incubacdo. Nenhum dos mutantes mencionados apresenta acimulo de poliP, por este fato os
mutantes foram designados como NAP[-] e HAP[-], onde o simbolo [-] indica que ndo h4 actimulo
de poliP. Por outro lado, o mutante LAP apresenta colonias maiores e levemente azuladas, indicando
baixa expressdo constitutiva de FA. Este mutante foi designado como LAP[+] uma vez que apresenta
elevado actimulo de poliP.

Mutantes NAP[-] de E. coli carregam mutacOes nonsense na ORF de phoB resultando na auséncia
da proteina PhoB e inativacdo do regulon PHO, como pode ser evidenciado pela incapacidade de
produzir FA. Mutantes HAP[-] apresentam mutac¢Oes na regido promotora do operon pst €, como
resultado, hd transcricdo constitutiva dos genes do regulon PHO, caracterizada por uma alta atividade
de FA, e auséncia/diminuicdo do transporte de Pi via Pst. J4 o mutante LAP[+] apresenta mutacdes
compensatdrias no dominio de ligacio ao DNA de PhoB, causando uma redu¢do considerdvel na
atividade constitutiva do regulon. Esse mutante mostrou niveis de expressdao dos genes de PHO mais
modestos, aliviando os efeitos toxicos causados pela constitutividade. Porém o acumulo de poliP
permanece elevado. O objetivo principal deste trabalho foi o de caracterizar as muta¢des supressoras

oriundas do mutante AphoU de P. aeruginosa.



26 2. MATERIAIS E METODOS

2 Materiais e métodos

2.1 Bactérias utilizadas

As cepas utilizadas estdo listadas na Table 1. A classificacdo dos mutantes supressores foi reali-
zada a partir da ordem de isolamento. Por exemplo: O primeiro mutante isolado foi designado como
1, o segundo isolado como 2 e assim suscetivamente até o tltimo mutante. As letras que sucedem os

nimeros sao as abreviacdes das caracteristicas morfoldgicas - N (NAP), L (LAP), H (HAP).

Tabela 1 — Bactérias utilizadas

Cepas Caracteristica morfologica | Referéncia
PA14 Cepa selvagem 42)
PA14 AphoU AphoU (43)

IN NAP Este trabalho
2H HAP Este trabalho
2N NAP Este trabalho
3N NAP Este trabalho
4N NAP Este trabalho
5H HAP Este trabalho
6N NAP Este trabalho
TN NAP Este trabalho
8N NAP Este trabalho
9L LAP Este trabalho
ON NAP Este trabalho
10N NAP Este trabalho
11L LAP Este trabalho
12H HAP Este trabalho
13N NAP Este trabalho
15N NAP Este trabalho
16N NAP Este trabalho
18N NAP Este trabalho
19N NAP Este trabalho
20N NAP Este trabalho
21N NAP Este trabalho
22H HAP Este trabalho
23N NAP Este trabalho
24N NAP Este trabalho
26N NAP Este trabalho
Continuagdo na proxima pagina
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Tabela 1 — Continuacao da pagina anterior

Cepas Caracteristica morfologica | Referéncia
27N NAP Este trabalho
28N NAP Este trabalho
29N NAP Este trabalho
30N NAP Este trabalho
31L LAP Este trabalho
32N NAP Este trabalho
33N NAP Este trabalho
34N NAP Este trabalho
35N NAP Este trabalho
36N NAP Este trabalho
37L LAP Este trabalho
38L LAP Este trabalho
39L LAP Este trabalho
40N NAP Este trabalho
42N NAP Este trabalho
43L LAP Este trabalho
44N NAP Este trabalho
45N NAP Este trabalho
46N NAP Este trabalho
47N NAP Este trabalho
48N NAP Este trabalho
49L LAP Este trabalho

2.2 Meios de cultura

* Meio LB (Lysogeny Broth): 10 g/L. Bacto-triptona; 5 g/L. Extrato de levedura; 10 g/L NacL.

Quando suplementado com &gar, serd chamado de meio LA.

* H-salts: 0.02 M glicose; 0,02 M casaminodcido; Nacl (0,08 M); Kcl (0,02 M); NH,CI (0,02
M); HEPES (1.2 M); MgCl, - 6H,0 (0.0009 M); Na,SO, (0.002 M); Cacl, (0,01 M); FeCl,
(0,01 M); ZnCl, (0,01 M); em pH 7,5 (ajustado com HCI concentrado).

* HGPO0,1.MgFe: Meio H-salts acrescido de 0,1 mM de KH>PO,, 6 mM MgSO, e 50 uM FeCls.
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* HGP1.MgFe: Meio H-salts acrescido de 1 mM de KH,PO,, 6 mM MgSO, e 50 uM FeCls;.

* HGP6.MgFe: Meio H-salts acrescido de 6 mM de KH,PO,, 6 mM MgSO, e 50 uM FeCls.

* Meio Swarming: 20 mM NH,Cl; 12 mM Nay,HPOy; 22 mM KH5POy; 8,6 mM NaCl; 11 mM

glicose; 0,5% casaminodacido; 1 mM MgSO,; 1 mM CaCl,. H50; 0,5% agar Bacto Difco.



29 2. MATERIAIS E METODOS

2.3 Isolamento de mutantes supressores derivados de PA14 AphoU

Para este experimento foram realizados 24 cultivos independentes do mutante AphoU em 4 ml de
meio LB por 16 horas a 37°C. Em seguida as culturas foram lavadas com solugéo salina (0,9% NaCl)
e a densidade 6ptica a 600 nm foi tomada. Apds isso, as culturas foram diluidas até 10° bactérias/ml
em meio LB fresco e incubadas novamente a 37°C, sob agitacdo, por 16 horas. Este processo foi
realizado novamente, totalizando 3 overnights (O.N). No final do 3° O.N, as culturas foram diluidas
106 vezes em solugio salina 0,9%. Aliquotas de 200 ul foram plaqueadas em HGP égar contendo XP.
As placas foram incubadas a 37°C por 2 dias. Coldnias com morfologias distintas foram isoladas e
congeladas a -80°C.

A Figure 5 apresenta um esquema representativo do processo realizado para o isolamento dos mutan-

tes supressores.

N —
i — Egp — —
| .
N Diluigso
TSNE— — 10¢
i o DO600nm
Meio LB - Inéeulo por 16 horas, a Lavagem )
AphoU 37°C P NaCl 0,9% Meio LB fresco

e

— | —

Diligio |4
P

processo

por 3 vezes

o ®e & 0. s
[ e Incubacao por HGP &gar + XP Cultura AphoU
T 2 dias a 37°C Indculo por 16 horas, a
0
Isolamento das 37°C
colénias distintas

Figura 5 — Processo de isolamento dos mutantes supressores derivados da cepa PA14 AphoU.

2.4 Rendimento da cultura dos mutantes supressores

Para determinar o rendimento da cultura dos mutantes supressores, as cepas supressoras foram
cultivadas no meio HGP6.MgFe durante 24 horas sob agitacdo, a 37°C. Posteriormente as culturas
foram diluidas 10 ® vezes em solucdo salina 0,9%. Aliquotas de 100 ul foram plaqueadas em LB dgar
contendo XP e as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Em seguida, as UFCs foram contadas

e o numero total de coldnias foi multiplicado pela respectiva diluicao.
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Para averiguar se os resultados obtidos sdo estatisticamente diferentes em relacdo ao mutante AphoU,

foi empregado o teste ¢ de Student.

2.5 Determinacao da concentracado de Pi residual

Para determinar a concentracdo de Pi residual presente no sobrenadante do inéculo bacteriano foi
utilizado o método descrito por Chen, Toribara e Warner (1956), com algumas adaptagdes. Foram
preparadas as seguintes solucdes: 167 mM de acido sulfirico, 10% de acido ascorbico, 2,5% de mo-
libdato de amonio. O reagente de trabalho € composto por: 1 volume de 4cido sulftrico, 1 volume de
acido ascorbico, 1 volume de molibdato de amoénio e 2 volumes de dgua deionizada. A cada experi-
mento didrio, foi obtida uma curva de calibracdo com solucdes decrescentes de KH,PO,: 160 uM; 80
uM; 40 uM; 20 uM; 10 uM.

As bactérias foram cultivadas no meio HGP6MgFe durante 24 horas, sob agitacdo, a 37°C. Poste-
riormente, as culturas foram centrifugadas a 7000 rpm por 5 minutos. Uma aliquota de 10 ul do
sobrenadante foi coletada e adicionada a 990 pl de H,O deionizada, seguido da adi¢do de 1 ml da
solucdo de trabalho. A reagdo foi incubada por 15 minutos a 37°C e a leitura da densidade o6tica foi
realizada na absorbéncia de 820 nm. Os valores obtidos foram convertidos em mM de Pi utilizando
a equacdo gerada pela curva de calibragdo. A normalizacio dos resultados foi realizada pelo nimero
de bactérias presente nas culturas, através da contagem das UFCs.

Para averiguar se os resultados obtidos sdo estatisticamente diferentes em relagdo ao mutante AphoU,

fo1 empregado o teste t de Student.

2.6 Extracao de poliP

Foram testados alguns protocolos de extragdao e medi¢cdo de poliP. O primeiro protocolo a ser
testado ja havia sido utilizado em nosso laboratério (43). Neste protocolo, foi aplicado o uso do
tampao LETS (100mM LiCl; 10mM EDTA; 10mM Tris -Cl; 0,2% SDS), fenol acido e cloroférmio
para a extracdo seguido da utilizacdo do 4cido perclorico para quelar o poliP em Pi. O segundo
protocolo testado foi descrito por Canadell et al. (2016) diferenciando-se do primeiro método pelo
uso do tampdo AE (50mM de acetato de sédio pH 5.3; 10mM EDTA), fenol basico e tratamento com
Dnase/Rnase para a realizacdo da extracdo e o mesmo tratamento do protocolo anterior foi utilizado

para quelar o poliP em moléculas de Pi. Diversas tentativas foram realizadas com as metodologias
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descritas acima, porém surtiram resultados conflitantes. Sendo assim, optamos pela repadronizacao
do ensaio da quantificacdo de poliP. Ao final, o protocolo utilizado para a realizacdo deste trabalho
foi baseado naquele proposto por Aravind, Saranya e Kanmani (2015). As bactérias foram cultivadas
em 4 ml de meio HGP6MgFe, sob agitacdo, por 22 horas a 37°C. Apds este tempo, as culturas
foram centrifugadas por 10.000 rpm durante 2 minutos seguido da lavagem do pellet bacteriano com
solugdo salina 0,9%. O pellet foi ressuspendido em 4 ml de NaOH 0.2 M, e mantido sob agitagdo a
37°C, durante 20 horas. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 6000 rpm por 10 minutos
e o sobrenadante foi separado em partes iguais, onde uma parte foi utilizada para quantificar o poliP
presente na amostra e a segunda parte foi utilizada para quantificar o Pi residual na amostra. A
primeira fracao foi adicionada a uma solu¢ido de HCl 1M e incubada a 100°C por 10 minutos. Apds a
hidrolise do poliP, 100 pl foram retirados e adicionados a 900 ul de d4gua deionizada, juntamente com
1 ml da solugdo de trabalho (descrita na subsecdo 2.5). A reagdo foi mantida por 15 minutos a 37°C
e a da leitura densidade 6tica em 820 nm foi realizada sendo os valores convertidos em mM de Pi a
partir da curva de calibracio gerada.

Este processo foi realizado também com a segunda fracdo, da qual foi obtida a concentracdo de
Pi residual na amostra e esta foi subtraida do valor oriundo da hidrélise do poliP, conforme segue:
Pi procedente do poliP = Pi total — Pi residual.

A normalizacdo dos resultados foi realizada pelo nimero de bactérias presente nas culturas, através
da contagem das UFCs. Para averiguar se os resultados obtidos sdo estatisticamente diferentes em

relacdo ao mutante AphoU, foi empregado o teste ¢ de Student.

2.7 Ensaio de FA

O cultivo das bactérias foi realizado a 37°C por 24 horas, sob agitacdo. Dois meios de cultura
foram utilizados, HGP1.MgFe em suficiéncia de Pi e HGP0,1.MgFe em caréncia de Pi. Foram adici-
onados 100 pl da cultura em 900 pl de p-NPP (P-nitrofenil-fosfato) dissolvido em 1 M Tris pH 9 na
concentracdo de 1 mg/ml. As reacdes foram incubadas a 37°C até a obtencdo da colora¢do amarela,
sendo interrompidas pela adicdo de 250 pl de Na,HPO,. As amostras foram centrifugadas a 10000
rpm por 2 minutos e a leitura da densidade 6tica na absorbancia de 410 nm foi realizada. A atividade

Agio X K

especifica da FA foi calculada de acordo com a seguinte equagdo: U. . = ——— ; onde Ayjg
man X n° bac

¢ a absorbancia do produto da reagdio; K € uma constante que corresponde a 10'°, min é o tempo de
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reacdo e n° bac é o nimero de bactérias presentes no ensaio. A concentracao de bactérias foi medida,
no dia seguinte, por meio da contagem de UFCs em dilui¢des das culturas.
Para averiguar se os resultados obtidos sdo estatisticamente diferentes em relagdo ao mutante AphoU,

foi empregado o teste ¢ de Student.

2.8 Sequenciamento de phoB e pstS

O DNA gendmico do mutante AphoU e dos mutantes supressores foi extraido por fervura das
colonias (47). Os amplicons de phoB e pstS foram obtidos utilizando os seguintes iniciadores: PA-
phoB F (5 CGGAACCTGTTGAGCATAGC 3’), PA-phoB R (5 AGTCTTGGTTCACGACGGAT
3%), PA-pstS F (5> ATCCTGCATGAAACGGATGG 3’) e PA- pstS R (5° GACAGCAACATGACG-
CAACA 3’). Ap6s a realizagdo da técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), os fragmentos
foram purificados empregando o uso do EasyPure® Quick Gel Extraction Kit conforme instrucdes do
fabricante. As amostras foram sequenciadas no Centro de Estudos do Genoma Humano e Células-

Tronco- USP utilizando o método de sequenciamento de Sanger.

2.9 Avaliacdo da viruléncia de P, aeruginosa

A viruléncia das bactérias foi avaliada no modelo de larvas de Galleria mellonella, comumente
conhecidas como traga-da-cera. Os insetos foram mantidos na incubadora B.O.D a 30°C sem a pre-
senga de iluminacdo em restos de nichos de abelhas. Foram selecionadas larvas que apresentaram
massa entre 130 e 220 mg. No total, foram utilizadas 50 larvas por linhagem bacteriana. O expe-
rimento descrito abaixo foi realizado com a colaboracdo do Doutorando Danilo Ribeiro Ferraz, do
Laboratério de Biologia Molecular de Nematoides do Departamento de Parasitologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo.

As bactérias foram cultivadas em meio HGP6.MgFe sob agitagcao, a 37°C por 24 horas. Posterior-
mente, as culturas foram centrifugadas durante 2 minutos a 9000 rpm e lavadas trés vezes com solu-
¢do salina 0,9%. As suspensoes de bactérias foram diluidas até a obtencdo de indculos aproximados
de 10? bactérias/ml e a quantidade exata de bactérias inoculadas foi confirmada através da contagem
de UFC. Como controle foi realizado indculos de solugdo salina 0,9% nas larvas. As injecdes foram
realizadas utilizando a seringa Hamilton, modelo 701N, por perfuragao do ultimo par de proleg. Apés

o indculo, as larvas foram mantidas a 37°C e avaliadas a cada 24 horas durante 4 dias e, consideradas
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mortas quando ndo apresentaram movimentos apds estimulo pelo toque da pinga em sua extremidade

posterior.

2.10 Motilidade do tipo Swarming

Os in6culos das bactérias foram realizados em meio LB e incubados sob agitacdo, a 37°C, por 24
horas. No dia seguinte, a DOgo foi medida e as culturas foram diluidas para a DOgy = 0,1 em LB
fresco e cultivadas a 37°C até atingir a DOgyo de 3,0. Em seguida, 5yl da cultura foram aplicados
no centro da placa contendo o meio Swarming (subsecdo 2.2), as placas foram incubadas durante 16
horas no interior de um saco plastico a fim de minimizar a evaporacdo de dgua do meio a 37°C e

fotografadas.

2.11 Mensuragao de piocianina e pioverdina

Para a extragdo do pigmento piocianina, o protocolo utilizado foi uma adaptacdo de Carlsson et
al. (2011) e de Shouman et al. (2023). As bactérias foram cultivadas em 10 ml do meio HGP6.MgFe
durante 24 horas, a 37°C, sob agitagdo. Posteriormente, as culturas foram centrifugadas a 10000 rpm
por 10 minutos a 4°C e 5 ml do sobrenadante foram coletados e misturados a 3 ml de cloroférmio.
As solugdes foram agitadas fortemente por 30 segundos e, em seguida, centrifugadas por 10 minutos
a 10000 rpm, a 4°C. Apds a centrifugacdo 2,5 ml da fase orgénica foi coletada e transferida para
um novo tubo falcon e 1 ml de HCI 0,2 M foi adicionado. Novamente as solu¢des foram agitadas
vigorosamente por 30 segundos e centrifugadas por 2 minutos a 10000 rpm, a 4°C. A fim de quantificar
a produgdo de piocianina a por¢ao de coloragdo rosa foi coletada e medida na DOsz € a concentragio
foi calculada a partir da equagdo: C'onc. de piocianina (pug/ml) = DOsgo X 17,072.

Para quantificar a pioverdina as bactérias foram cultivadas em meio HGP6.MgFe durante 24 horas,
sob agitacdo, a 37°C. Ap6s esse periodo, as culturas foram centrifugadas a 7000 rpm por 5 minutos
e o sobrenadante foi coletado. Com base no valor obtido pela leitura da DO,g5, a concentragdo de
pioverdina foi estimada a partir da seguinte equacdo: C'onc. de pioverdina (uMol/L) = % x 106
(50, 51).

Para averiguar se os resultados obtidos sdo estatisticamente diferentes em relagdo ao mutante AphoU,

foi empregado o teste ¢ de Student.
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3 Resultados

3.1 Mutantes supressores da mutacdo AphoU

E sabido que a delecio do gene phoU de E. coli e de P. aeruginosa afeta negativamente o cresci-
mento bacteriano (52, 40). Isto ocorre principalmente porque a expressao constitutiva do sistema Pst
em suficiéncia de Pi no meio resulta no influxo de grandes quantidades deste nutriente, quebrando a
homeostase de Pi (38, 53). Mediante a pressao seletiva causada pelo influxo exacerbado de Pi, o mu-
tante AphoU tende a adquirir mutagdes compensatérias em phoB, phoR ou em pstSCAB, diminuindo,
assim, a expressao do sistema de transporte Pst e consequentemente a captacdo de Pi (54).

A fim de estudar a natureza das mutagdes supressoras de AphoU em P. aeruginosa, o mutante
PA14 AphoU foi submetido a um mini-experimento de evolug@o, no qual a bactéria foi cultivada
suscetivas vezes em batelada no meio LB. O estudo realizado por Rice et al. (2009) observou a
presenca de mutantes compensatérios derivados da cepa AphoU em E. coli quando cultivada em LB,
portanto decidimos utilizar 0 mesmo meio para isolar os mutantes supressores. Ao final, as culturas
foram diluidas e plaqueadas em meio definido HGP contendo XP, o substrato cromogénico da FA.

Foram isolados 47 colonias (ver Table 1), que foram classificados da seguinte forma:

* NAP [-] - Colonias brancas de didmetro similar ao da cepa selvagem PA14
* LAP [+] - Colonias levemente azuladas de didmetro maior do que o do mutante AphoU

e HAP [+] - Coldnias fortemente azuladas e com didmetro similar ao do mutante AphoU

Os simbolos [-] e [+] representam a capacidade de acumular poliP, que serd testada mais adiante.

A Figure 6 ilustra as trés classes de mutantes isolados e os controles PA14 (cepa selvagem) e AphoU.
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Figura 6 — Morfologia das colonias dos mutantes supressores Representagdo das coldnias dos mutantes HAP
(High AP phenotype), LAP (Low AP phenotype), NAP (No AP penotype). As colonias fortemente
azuladas na presenca de XP (HAP e AphoU) foram fotografadas em fundo claro, enquanto que os
registros fotograficos das cepas PA14, NAP e LAP foram feitos em fundo escuro a fim de garantir
uma melhor visualizacao.

3.2 Efeito das mutacdes compensatorias sobre o rendimento bacteriano

A inativacdo do gene phoU em cepas de E. coli e de P. aeruginosa apresenta efeitos pleiotro-
picos, dentre eles, uma reducdo significativa no rendimento celular (52, 40). Para analisar o efeito
que as mutacdes compensatdrias exercem sobre o rendimento, as cepas supressoras isoladas foram
cultivadas no meio HGP6.MgFe, conforme descrito na subsecdo 2.4. Para uma melhor compreensao
dos resultados, os mesmos foram agrupados em trés figuras distintas, conforme a classificacdo da
mutacao.

A Figure 7, Figure 8 e a Figure 9 apresentam os rendimentos das cepas (em UFC/ml). E possi-
vel observar que o rendimento do mutante AphoU ¢é, aproximadamente, duas vezes menor quando
comparado com a cepa selvagem. Este dado corrobora com os resultados ja descritos na literatura
(52, 40).

Na Figure 7 € observado o rendimento dos mutantes NAP. Apesar de que a maioria dos mutantes
NAP apresentar rendimento superior ao do mutante AphoU, os testes estatisticos mostraram que
apenas cinco mutantes - 2N, 3N, 13N, 23N e 24N - sdo significativamente diferentes em relacdo ao
mutante AphoU. Outros mutantes também mostraram um alto rendimento (maior do que 6 x 10°

bactérias) - 1N, 4N, 6N, 8N, 9N, 10N, 13N, 19N, 27N, 28N, 29N, 33N, 36N, 44N, 47N - porém ndo
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apresentaram uma diferenca significativa em relagc@o a cepa ancestral. Este fato pode ser explicado
pelo erro inerente ao método de contagem de coldnias, visto que sdo realizadas sucessivas diluicdes
das amostras de bactérias. Ademais, foram utilizadas apenas trés replicas bioldgicas de cada cepa
supressora para a execu¢do do ensaio.

Alguns mutantes NAP - 16N, 26N, 34N, 35N, 40N - mostraram rendimento celular similar ao
do mutante AphoU (menor do que 4,5 x 10° bactérias). Por dltimo, alguns mutantes - 7N, 15N,
18N, 20N, 21N, 30N, 32N, 45N, 46N, 48N - apresentaram rendimento intermedidrio (maior do que
4,7 x 10° bactérias e menor do que 5,9 x 10° bactérias). Com base neste resultado é plausivel
sugerir que a maioria das mutagdes adquiridas pelos supressores NAP foi capaz de restaurar, a0 menos

parcialmente, o rendimento celular.
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Figura 7 — Rendimento dos mutantes supressores NAP. As bactérias foram cultivadas em HGP6.MgFe e
o rendimento foi calculado por meio da contagem das UFCs. O resultado foi obtido a partir da
execugdo de trés experimentos para cada mutante supressor. As barras do controle da cepa PA14 e
do mutante AphoU representa a média de nove e sete experimentos, respectivamente. As barras de
erro representam o erro padrdo da média.* representa diferenca significativa (p< 0,04) em relacio
ao mutante AphoU no teste ¢ de Student.

A Figure 8 apresenta o rendimento dos mutantes LAP. Apenas dois mutantes supressores - 9L e
11L, reverteram o crescimento defeituoso causado pela mutagao AphoU, alcancando niveis similares
ao rendimento apresentado pela cepa selvagem, mas sem significancia estatistica. Os demais mutantes
LAP mostraram um rendimento similar ao da cepa ancestral. Por fim, o mutante 43L exibiu um

rendimento 4 vezes menor em relagcdo a cepa ancestral, mostrando uma diferenca significativa quando
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comparado com o mutante AphoU.
A principal finalidade das mutagdes compensatdrias € restaurar a capacidade do crescimento bac-
teriano no meio, porém, ao analisar os dados obtidos na Figure 8 observamos que apenas dois supres-

sores LAP reverteram o rendimento defectivo apresentado pelo mutante AphoU.
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Figura 8 — Rendimento dos mutantes supressores LAP. As bactérias foram cultivadas em HGP6.MgFe e
o rendimento foi calculado por meio da contagem das UFCs. O resultado foi obtido a partir da
execucdo de trés experimentos para cada mutante supressor. As barras do controle da cepa PA14 e
do mutante AphoU representa a média de nove e sete experimentos, respectivamente. As barras de
erro representam o erro padrdao da média.* representa diferenga significativa (p< 0,006) em relacao
ao mutante AphoU no teste ¢ de Student.

Por ultimo, a Figure 9 mostra o rendimento dos mutantes HAP. Os supressores isolados apresen-
taram crescimento similar ao da cepa AphoU, com a exce¢do do mutante 2H, que apresentou um
rendimento significativamente menor em relacio a cepa ancestral.

ApOs analisar a Figure 7, Figure 8 e a Figure 9 € possivel concluir, portanto, que, a0 menos
nas condi¢des de cultivo testadas, nem todos os mutantes supressores reverteram a deficiéncia do

crescimento causada pela delecdo de phoU.
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Figura 9 — Rendimento dos mutantes supressores HAP. As bactérias foram cultivadas em HGP6.MgFe e
o rendimento foi calculado por meio da contagem das UFCs. O resultado foi obtido a partir da
execucdo de trés experimentos para cada mutante supressor. As barras do controle da cepa PA14 ¢
do mutante AphoU representa a média de nove e sete experimentos, respectivamente. As barras de
erro representam o erro padrido da média.* representa diferenca significativa (p< 0,001) em relagdo
ao mutante AphoU no teste ¢ de Student.

3.3 Capacidade de remocéao de Pi do meio

Foi demonstrado no nosso laboratério que o mutante AphoU de P. aeruginosa consome em média
3-5 vezes mais Pi do meio quando comparado com a cepa selvagem PA14 (40). Conforme mencio-
nado anteriormente, a alta concentrac@o de Pi no citosol € toxica para a bactéria. Para superar o efeito
negativo causado pelo excesso desta molécula, mutacOes supressoras, capazes de diminuir a expres-
sdo do transportador Pst, sdo selecionadas, reduzindo, assim, o nivel de Pi consumido pela célula
(41, 38). Mutacdes supressoras de AphoU foram estudadas apenas em E. coli. Para testar o efeito
destas mutacOes sobre a capacidade de transporte de Pi de P. aeruginosa, ensaios de remog¢do de Pi
do meio foram conduzidos para cada um dos mutantes isolados.

Na Figure 10, é possivel observar a taxa de Pi consumido pelos mutantes supressores NAP. En-
quanto a cepa ancestral AphoU chega a captar mais de 80% do Pi do meio, os mutantes NAP, re-
presentados no grafico, captaram, no mdximo, 30% do Pi presente. Analisando o grafico, podemos

afirmar que todas as cepas supressoras reduziram significativamente a capacidade de remover Pi do
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meio quando comparadas com o mutante AphoU.

100.0%

% Piconsumido

Figura 10 — Porcentagem de Pi removido do meio pelos mutantes NAP. Bactérias foram cultivadas em meio
HGP6MgFe (contendo 6 mM de KH,PO,) e a taxa de Pi consumido por cada bactéria foi anali-
sada. O resultado foi obtido a partir da execucdo de trés experimentos para cada mutante supressor
e nove experimentos para os controles PA14 e AphoU. As barras de erro representam o erro pa-
drdo da média.

A Figure 11 representa a taxa de Pi consumido pelos mutantes LAP. Os mutantes 9L, 11L e 43L
apresentaram consumo de Pi um pouco abaixo do observado em relagdo a cepa ancestral AphoU
(>80% do Pi1 presente no meio). Destes, apenas o consumo de Pi do mutante 11L foi significativa-
mente menor. O consumo de Pi dos mutantes 311, 37L, 38L e 39L foi mais modesto (49% do Pi
presente no meio, em média). J4 o mutante 49L apresentou consumo similar ao da cepa selvagem
e 14 vezes menor do que o do mutante AphoU. Portanto, com a exce¢dao do mutante 49L, todos os
mutantes LAP apresentaram alto consumo de Pi.

A Figure 12 mostra o porcentual de Pi consumido pelos mutantes supressores HAP. Esses mu-
tantes apresentaram alta capacidade de remog¢ao de Pi do meio, similar a da cepa AphoU. O mutante
12H apresentou diferenca significativamente menor em comparagdo com o mutante AphoU, porém a

taxa de Pi consumido permanece alta, em torno de 70%.
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Figura 11 — Taxa de Pi removido do meio pelos mutantes LAP, pela cepa PA14 e AphoU As bactérias
foram cultivadas no meio HGP6MgFe e a taxa de Pi consumido por cada bactéria foi analisada. O
resultado foi obtido a partir da execucdo de trés experimentos para cada mutante supressor € nove
experimentos para os controles PA14 e AphoU. As barras de erro representam o erro padrao da
média. * representa diferenga significativa (p<0,001) em relagdo ao mutante AphoU no teste  de
Student.
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Figura 12 — Taxa de Pi removido do meio pelos mutantes HAP, pela cepa PA14 e AphoU As bactérias
foram cultivadas no meio HGP6MgFe e a taxa de Pi consumido por cada bactéria foi analisada. O
resultado foi obtido a partir da execucdo de trés experimentos para cada mutante supressor € nove
experimentos para os controles PA14 e AphoU. As barras de erro representam o erro padrao da
média. *representa diferenca significativa (p<0,001) em relagdo ao mutante AphoU no teste ¢ de
Student.

3.4 Acumulo de poliP nos mutantes supressores

Conforme mostrado na subsecdo 3.3, o mutante AphoU consome aproximadamente 6 mM do
Pi presente no meio enquanto que a cepa selvagem consome apenas 0,3 mM de Pi. Uma fra¢ao do
Pi captado € utilizada no metabolismo bacteriano e o excesso € armazenado em granulos de poliP,
atuando principalmente como reservatorios de energia e de Pi (55).

Sabendo que o acimulo de poliP depende da abundancia de Pi presente na célula, é esperado
que cepas capazes de captar elevadas quantidades de Pi do meio apresentem um acumulo de poliP
superior quando comparadas com as cepas que captam pouco Pi. Para testar o acimulo de poliP,
diversos protocolos para a extracdo e a quantificacdo de poliP foram testados. Por fim, decidimos
utilizar o protocolo descrito por Aravind, Saranya e Kanmani (2015).

Conforme observado na Figure 13, Figure 14 e Figure 15, o mutante AphoU acumula em média
10 vezes mais poliP quando comparado com a cepa selvagem. O actimulo € condizente com o nivel

de Pi captado. Na Figure 13 € possivel observar que a cepa PA14, assim como a maioria dos mutantes
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NAP acumulam menos de 1 mM de poliP. Alguns chegam a acumular até 2 mM de poliP, ainda muito
abaixo do que a cepa ancestral. Este resultado condiz com o resultado da Figure 10, ja que € esperado

que mutantes que consomem pouco Pi, ndo acumulem muito poliP.
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Figura 13 — Actiimulo de poliP pelos mutantes supressores NAP Os resultados correspondem a média de
trés experimentos para todos os mutantes supressores NAP e nove para as cepas controle PA14 e
AphoU. As barras de erro representam o erro padrao da média.

A Figure 14 mostra o acimulo de poliP dos mutantes LAP. Os mutantes LAP sdo capazes de
acumular, em média 3,7 mM de poliP. Os supressores 9L e 43L apresentaram um actiimulo de poliP
estatisticamente indistinguivel da cepa AphoU, enquanto que os demais supressores - 11L, 31L, 37L,
38L, 39L e 49L, apresentaram niveis intermediarios de poliP, menores em relagdo a cepa ancestral
AphoU, mas, ainda assim, bem acima da cepa selvagem PA14. Conforme esperado, o mutante 49L,
que apresentou o menor nivel de poliP foi também o mutante LAP que captou menos Pi (Figure 11) .

Por fim, a Figure 15 apresenta o nivel de poliP acumulado pelos supressores HAP. Em média, os
mutantes HAP acumulam 5,2 mM de poliP. Os supressores 2H e 12H sdo estatisticamente diferentes
da cepa ancestral AphoU, porém, mesmo assim, o acimulo de poliP permanece elevado. Os demais

mutantes ndo apresentaram diferencas significativas em relagdo a cepa AphoU.
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Figura 14 — Acimulo de poliP pelos mutantes supressores LAP Os resultados correspondem a média de
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trés experimentos para todos os mutantes supressores LAP e nove para as cepas controle PA14 e
AphoU. As barras de erro representam o erro padrdo da média. *representa diferenca significativa
(p<0,001) em relacdo ao mutante AphoU no teste t de Student.
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Figura 15 — Aciimulo de poliP pelos mutantes supressores HAP Os resultados correspondem a média de

trés experimentos para todos os mutantes supressores HAP e nove para as cepas controle PA14 e
AphoU. As barras de erro representam o erro padrao da média. *representa diferenga significativa
(p<0,01) em relagdo ao mutante AphoU no teste t de Student
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3.5 Nivel de FA dos mutantes supressores

Quando em caréncia de Pi, o regulon PHO ¢ desreprimido, aumentando significativamente a ati-
vidade da FA. Este aumento pode ser detectado a partir de um simples ensaio enzimético utilizando
o substrato pNPP, conforme descrito na subsecao 2.7. Em experimentos realizados anteriormente no
nosso laboratério com a bactéria P. aeruginosa, mesmo quando cultivada em meio carente em Pi, ndo
era possivel detectar a atividade da FA da cepa selvagem.

O estudo realizado por Neznansky et al. (2014) obteve resultados satisfatérios na medi¢ao da
atividade da enzima FA na cepa PAO1 de P. aeruginosa, utilizando um meio de cultura um pouco
distinto do meio HGP, que é o meio de cultura definido utilizado para o cultivo de P. aeruginosa em
nosso laboratdrio(subsecao 2.2). Com base neste estudo foi concluido por ALMEIDA (2019) que a
suplementagdo de 50 uM de FeCl; e 6 mM de MgSO, ao meio HGP melhora de forma significativa a
detecc¢do da atividade de FA. Diferentemente do protocolo de Neznansky et al. (2014), foi constatado
que a adicdo de cloroférmio ndo € necessdria, sendo assim, no protocolo atual ndo ha adicdo de
CHCl,. E por esse motivo que, em todos os ensaios realizados neste trabalho, foi utilizado meio
HGP suplementado com 50 uM de FeCl; e 6 mM de MgSO,. Para os ensaios de FA, as bactérias
foram cultivadas nos meios HGP0.1MgFe e HGP1MgFe, que contém, respectivamente, 0,1 mM e 1
mM de Pi. As principais diferencas do protocolo de medi¢ao de FA utilizado por (56), o protocolo

anteriormente utilizado no nosso laboratério e o atual estdo descritos na Table 2.

Referéncia pNPP Cloroférmio | Cloreto de Ferro | Sulfato de magnésio | Centrifugacao
Técnica anterior 0,9 mg/ml - 2uM - -
Neznansky et al. (2014) | 133,1 mg/ml + 50 uM - 2.200 rpm
Técnica atual 0,9 mg/ml - 50 uM 6 mM 10.000 rpm

Tabela 2 — Comparacao entre os métodos para a detec¢io da atividade de FA. O processo de centrifugagéo
refere-se a separacdo do pellet bacteriano e do sobrenadante, realizado antes da medicao da absor-
bancia em 410 nm.

De modo geral, a atividade da FA dos mutantes NAP € muito baixa, tanto em caréncia como em
excesso de P1 (Figure 16), conforme esperado. Mesmo assim, alguns mutantes - 20N, 21N, 26N, 41N
e 42N, apresentaram niveis de FA mais altos que os demais. Diferentemente das demais cepas, o
mutante 26N apresentou atividade de FA mais alta em excesso do que em caréncia de Pi. De qualquer
forma, ficou claro que a maioria dos mutantes NAP ndo produz FA em resposta a caréncia de Pi
no meio, e tampouco expressam a FA constitutivamente, como a cepa ancestral AphoU. Esse tipo

de comportamento € tipico de mutantes que carregam um defeito no sistema de dois componentes
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PhoB-PhoR. O fato do mutante 26N apresentar maior atividade de FA em excesso de P1 sugere que

este carrega uma mutacdo nula em phoR, conforme observado para o mutante AphoR de E. coli (57).

Os demais mutantes supressores possuem, provavelmente, mutacdes em phoB, pois ndo apresentam

inducgao da atividade de FA em caréncia de Pi.
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Figura 16 — Atividade da FA dos mutantes supressores NAP. Bactérias foram cultivadas no meio

HGPO.1MgFe e em HGP1MgFe, quando em caréncia e suficiéncia de Pi, respectivamente, e en-
saiadas para a atividade de FA. Cada coluna representa a média de 3 culturas independentes (no
caso dos mutantes supressores) ou 20 culturas independentes (no caso das cepas PA14 e AphoU).
As barras de erro representam o erro padrdao da média.

A Figure 17 apresenta o nivel da FA dos mutantes supressores caracterizados como LAP em estado

de caréncia e suficiéncia de Pi. Conforme observado no grafico, a atividade de FA dos supressores

LAP ndo € constitutiva, pois todos os mutantes apresentam aumento da atividade da FA em caréncia de

Pi e quando em suficiéncia de Pi a atividade da FA € discreta. Isso vale até mesmo para os mutantes

20,1 mM
mlmM
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39L, 43L e 49L, que mostraram uma atividade de FA inferior a da cepa selvagem PA14. Houve,
portanto, restauro da repressdo do regulon PHO em suficiéncia de Pi. Por outro lado, é importante
lembrar que todos os mutantes LAP apresentaram colOnias com coloracdo azulada em placas de HGP
com excesso de Pi, o que sugere uma atividade de FA mais alta do que na cepa selvagem, ao menos
nestas condi¢des. Estranhamente, essa atividade nao € sempre notada nos ensaios quantitativos de FA
com bactérias cultivadas em meio liquido, por este motivo decidimos ensaiar o nivel da FA em excesso
de Pi a partir de coldnias e comparar com o nivel da FA a partir de culturas (Ver subsecdo 3.5.1).
Segundo Hirota et al. (2013), mutantes LAP carregam mutac¢des pontuais na por¢ao C-terminal de
PhoB e apresentam atividade de FA 20 a 40 vezes menor em relacdo aos mutantes HAP, em excesso

de Pi. Ndo foi medida a FA em caréncia de Pi.
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Figura 17 — Atividade da FA dos mutantes supressores LAP. Bactérias foram cultivadas no meio
HGPO.1MgFe e em HGP1MgFe, quando em caréncia e suficiéncia de Pi, respectivamente, e en-
saiadas para a atividade de FA. Cada coluna representa a média de 3 culturas independentes (no
caso dos mutantes supressores) ou 20 culturas independentes (no caso das cepas PA14 e AphoU).
As barras de erro representam o erro padrdao da média.

Conforme mostrado na Figure 18, os mutantes HAP apresentam atividade constitutiva da FA, tanto
em caréncia como em excesso de Pi, similar a apresentada pela cepa ancestral AphoU. O mutante
22H apresentou uma atividade de FA 2 vezes maior em caréncia de Pi, mostrando uma diferenca

significativa (p= 0,015) no teste ¢ de Student. Assim como a cepa ancestral AphoU, todos os mutantes
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HAPs mostram atividade constitutiva da FA.
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Figura 18 — Atividade da FA dos mutantes supressores HAP. Bactérias foram cultivadas no meio
HGPO.1MgFe e em HGP1MgFe, quando em caréncia e suficiéncia de Pi, respectivamente, e en-
saiadas para a atividade de FA. Cada coluna representa a média de 3 culturas independentes (no
caso dos mutantes supressores) ou 20 culturas independentes (no caso das cepas PA14 e AphoU).
As barras de erro representam o erro padrdo da média.

3.5.1 Comparacao da atividade da FA a partir de culturas liquidas e de col6nias

Os mutantes LAP apresentam colonias azuladas quando plaqueados em HGP6MgFe contendo o
substrato XP, indicando elevada atividade da FA (ver Figure 6). Porém quando realizado o ensaio
enzimético quantitativo com o substrato pNPP ndo foi observado uma alta atividade da enzima, sendo
o nivel da atividade similar ao da cepa selvagem (ver Figure 17).

Visando explicar a contradicdo encontrada, decidimos realizar o ensaio quantitativo a partir de colo-
nias e contrapor com os resultados obtidos a partir de culturas. Ambos os ensaios foram efetuados
em meio HGP6MgFe (meio liquido e meio sélido), pois desta maneira é possivel confrontar os re-
sultados. As bactérias das colonias foram suspendidas em solucdo salina em uma concentragdo de
aproximadamente 1 DOgq. As culturas liquidas foram diluidas para esta concentragdo também.

Conforme mostra a Figure 19, a atividade enzimatica do mutante AphoU cultivado em placa é 5,6
vezes maior do que quando cultivado em meio liquido. A diferenca da atividade da FA € notdria,
porém nao foi considerada significativa no teste ¢ de Student (p=0,07), este fato pode ser explicado,
provavelmente, pelo pequena amostragem (n = 3) e alto valor do erro padrdo obtido no ensaio reali-
zado a partir de colonias. Em relacdo ao mutante supressor LAP (11L), a atividade enzimética da FA

€ 7,2 vezes maior quando a mensuragao € realizada a partir da colonia, revelando que a produgdo da
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enzima € maior nessa condic¢io de cultivo. Esse dado explica porque os mutantes LAP apresentam
coldnias azuladas, mas falham em apresentar alta atividade de FA quando cultivados em meio liquido.
O mecanismo por trds da discrepancia entre as diferentes condi¢cdes de cultivo é desconhecido, mas

merece ser investigado.
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Figura 19 — Mensuracio da atividade da FA a partir da cultura e da colénia Bactérias foram cultivadas
no meio HGP6MgFe e as colonias foram ressuspendidas em 200 pl de solucdo salina 0,9%. As
suspensdes bacterianas foram diluidas para DOgpp = 1 em solucdo salina 0,9%, a fim de obter
quantidades similares de bactérias para o experimento. Cada coluna representa a média de 3 cul-
turas independentes. As barras de erro representam o erro padrido da média. *representa diferenca
significativa (p=0,019) em relacdo ao mutante LAP quando ensaiado a partir da cultura no teste t
de Student.
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3.6 Identificacao das mutagdes supressoras

Mutagdes compensatdrias do mutante AphoU de E.coli sdo encontradas no operon pst ou nos
genes phoB - phoR (41, 38). A fim de identificar as mutacdes presentes nos mutantes supressores foi
realizado o sequenciamento dos possiveis genes afetados. Mutacdes no gene phoB (tanto na regidao
promotora, como na ORF do gene) resultam na reducio da expressdao de todos os genes do regulon
PHO. Treze mutantes supressores NAP - IN, 3N, 6N, 7N, 8N, 9N, 13N, 18N, 27N, 32N, 34N, 40N
e 44N- foram sequenciados. A Table 3 mostra as trés mutacdes encontradas, no gene phoB. Essas
mutacdes causaram, supostamente, a inatividade ou inexpressdao de phoB. Os mutantes NAP ndo
descritos na tabela, ndo apresentaram mutacdes na ORF de phoB ou em sua sequéncia regulatoria.

Conforme descrito por Hirota et al. (2013), os mutantes LAP derivados da cepa AphoU de E. coli
carregam mutagdes pontuais do tipo missense no dominio de ligacdo ao DNA em PhoB, causando uma
atenuacgdo na expressao dos genes pertencentes ao regulon PHO. Portanto, a regido promotora e a ORF
de phoB de sete mutantes supressores - 11L, 311, 37L, 38L, 39L, 43L e 49L - foram sequenciadas.
Surpreendentemente, nenhum dos mutantes citados evidenciou uma alteracdo na regido sequenciada.
Outra possibilidade seria a de que os mutantes LAP tivessem mutagdes em um dos genes do operon
pst ou em seu promotor de forma que estas aliviassem parcialmente o influxo de Pi, exacerbado
pelo nocaute de phoU. O gene pstS de trés mutantes LAP - 11L, 39L e 49L- incluindo a sua regido
promotora, foi sequenciado. A Table 4 mostra as muta¢des encontradas no promotor ou na ORF de
pstS dos mutantes 11L e 49L. O mutante 49L, que carrega a inser¢do de uma citosina resultando
na alteracdo do quadro de leitura e no surgimento de um c6édon de parada prematuro, apresentou
a mais baixa taxa de remog¢do de Pi e de acimulo de poliP, de todos os mutantes LAP. Por outro
lado, a substituicao encontrada no mutante 11L pode estar causando uma diminui¢do na taxa de Pi

consumido pela célula.Na sequéncia de pstS do mutante 39L nao foi encontrada nenhuma mutacao.

Tabela 3 — Mutac6es supressoras em phoB. Mutantes NAP tiveram o gene phoB sequenciado e alinhado com
o gene phoB da cepa ancestral AphoU.

Cepa supressora | Tipo de mutacio | Posicao no DNA* | Troca de aminoacido
IN Inserc¢do 327insAGGGCG 89insGlyGlu
27N Substitui¢cdo G409T 112 Glu —Asp
32N Substituicdo AG(-20/-21)CC -

*Em relacdo a sequencia de phoB disponivel na subsecdo 5.1
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Tabela 4 — Mutacoes supressoras em pstS. Mutantes LAP tiveram o gene pstS sequenciado e alinhado com o

gene pstS da cepa ancestral AphoU.

Cepa supressora | Tipo de mutacio | Posicio no DNA* | Troca de aminoacido
11L Substituicao G367C Aspartato125Histidina
49 L Inser¢do 246insC Sem sentido

*Em relacdo a sequencia de pstS disponivel na subsecdo 5.2

Em todos os ensaios fenotipicos, os mutantes HAP apresentaram grande similaridade com o mu-

tante AphoU. Por hora, foi sequenciado o gene pstS de mutantes HAP, mas nenhuma mutagéo foi

encontrada.
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3.7 Efeito das mutagdes compensatérias sobre a viruléncia de P aerugi-

nosa

Para estudar o efeito das mutagdes supressoras de AphoU sobre a viruléncia de P. aeruginosa, foi
escolhido um representante de cada classe de mutantes supressores (NAP, LAP e HAP), uma vez que
os experimentos de viruléncia sdo bastante complexos e seria impraticdvel experimentar com todos
os mutantes isolados.

O regulon PHO influencia a viruléncia de diversas espécies bacterianas. A introducdo de uma
mutagdo nula na ORF do gene phoU em P. aeruginosa reduziu em aproximadamente 90% a viru-
léncia bacteriana, conforme demonstrado por ALMEIDA (2019). Para avaliar o efeito das mutacoes
compensatdrias sobre a viruléncia do mutante AphoU de P. aeruginosa, foi utilizado o modelo de
larvas de Galleria mellonella. Em cada experimento, 50 larvas foram infectadas com 100 UFCs da

cepa selvagem, do mutante AphoU, e dos supressores 27N (NAP), 11L (LAP) ou 2H (HAP).
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Figura 20 — Sobrevivéncia de larvas de Galleria mellonella infectadas com bactérias das cepas PA14,
AphoU, e com mutantes supressores HAP, LAP e NAP. As bactérias foram cultivadas em meio
HGP6MgFe por 24 horas a 37°C. Posteriormente, as culturas foram lavadas duas vezes com solu-
¢do salina 0,9%, diluidas, e 100 UFCs de cada uma das cepas foram injetadas em cada larva.

Conforme mostrado na Figure 20, a cepa PA14 matou 100% das larvas infectadas em 24 h. Ja

o mutante AphoU matou menos de 10% das larvas neste mesmo periodo e, ao final de cinco dias,



53 3. RESULTADOS

um pouco menos de 50% das larvas infectadas com esta cepa foram mortas. O mutante NAP matou
aproximadamente 94% das larvas de Galleria mellonella em 1 dia de infec¢do, mas 6% das larvas
infectadas permaneceram vivas, até o final do experimento. O mutante LAP apresentou um nivel
de viruléncia intermedidrio, sendo capaz de matar em torno de 30% da populacdo infectada ap6s 24
horas, e 88% das larvas apds 48 h. J4 o mutante HAP apresentou viruléncia similar a da cepa ances-
tral AphoU, sendo que, no final do 5° dia, 60% das larvas haviam sobrevivido. Podemos concluir,
portanto, que entre os efeitos pleiotropicos causados pela delecdao do gene phoU, ha também reducdo
significativa da viruléncia, sendo esta restaurada parcialmente pela presenca de mutagdes compensa-

torias.

3.8 Efeito das mutacdes supressoras sobre a motilidade Swarming

Ha uma interessante relacdo entre a motilidade swarming e o regulon PHO. Foi demonstrado por
Blus-Kadosh et al. (2013) que quando em caréncia de Pi, a cepa selvagem PAO1 de P. aeruginosa
apresenta um aumento na motilidade do tipo swarming, porém quando cultivada em suficiéncia de
Pi, a motilidade é reduzida de modo significativo. O mutante ApstS de PAO1 apresentou o fendtipo
de hiper-swarming, tanto em caréncia como em suficiéncia de Pi e, quando complementado com
um plasmideo que carrega pstS*, o fendtipo selvagem foi restaurado. Diferentemente do observado
em relacdo ao mutante ApstS, a dele¢ao de phoB causa a perda total da capacidade de swarming.
Estima-se que a delecdo de pstS faz com que a bactéria perca a capacidade de adquirir Pi através do
transportador Pst, causando um constante estado de caréncia de Pi, aumentando a motilidade celular
a fim de auxiliar a bactéria em sua busca por este nutriente. No mutante AphoB ndo ha ativacio
do sistema Pst, mesmo em ambientes com baixa disponibilidade deste nutriente. Sendo assim, as
bactérias ndo entram em estado de caréncia de Pi, e, consequentemente, ndo recebem o sinal para se
deslocarem para outros ambientes. L.ogo, a motilidade tipo swarming nao ocorre neste mutante. Por
outro lado, foi demonstrado por ALMEIDA (2019) que o nocaute do gene phoU afeta negativamente
o swarming de P. aeruginosa. Usando a mesma légica acima, o mutante AphoU super-expressa o
transportador Pst, ndo havendo necessidade, portanto, de incrementar a motilidade para buscar fontes
alternativas de Pi.

Para testar o efeito das muta¢des compensatérias derivadas de AphoU, foram realizados ensaios

de swarming com os mutantes representativos. Na Figure 21 € possivel observar que a cepa AphoU
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reduz drasticamente a capacidade de locomover-se sobre o meio semissolido quando comparado com
a cepa selvagem PA14. O mutante HAP 2H apresentou fendtipo similar ao do mutante AphoU, ao
passo que o mutante LAP 11L mostrou um aumento considerdvel na motilidade, mas ainda bastante
aquém daquele apresentado pela cepa selvagem. O mutante NAP 27N reverteu completamente o
efeito negativo causado pela delecdo do gene phoU sobre a motilidade swarming. Estes resultados
contradizem o observado por Blus-Kadosh et al. (2013), que demonstraram que mutagdes em phoB
causam uma perda completa da motilidade swarming. Ainda, era de se esperar que o mutante NAP
nao restaurasse a motilidade swarming, tendo em vista que a mutagido phoB ¢ epistética sobre AphoU.
Entretanto observamos que a mutacdo compensatéria em phoB restaura a motilidade perdida pela

delecdo de phoU.

Figura 21 — Efeito das mutacdes supressoras sobre a motilidade swarming. Aliquotas de bactérias cultiva-
das em meio LB foram aplicadas no centro da placa de meio Swarming (subsecdo 2.10). As placas
foram mantidas a 37°C por 16 horas e fotografadas. Cada imagem ¢é representativa de 4 placas
independentes.
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3.9 Efeito das mutagdes supressoras de AphoU sobre a producao de pig-
mentos

A sintese dos pigmentos piocianina e pioverdina € regulada, tal como a motilidade do tipo swar-
ming, pelo sistema de quorum sensing (3). Uma vez que a delecdo do gene phoU apresenta um efeito
negativo sobre a motilidade swarming, sendo aliviado pela presenca de mutacdes compensatorias,
decidimos avaliar se a delecao de phoU, assim como as mutacdes supressoras, afetam a produgdo de
piocianina. Conforme mostrado na Figure 22, a producdo de piocianina pela cepa selvagem PA14
€, em média, 2 vezes maior quando comparada com o mutante AphoU. Assim como observado em
relacdo ao swarming, a mutacdo supressora adquirida pelo mutante NAP restaurou a producao de pi-
ocianina. As mutagdes compensatdrias adquiridas pelo mutante LAP e HAP nao apresentaram efeito

sobre a producdo do pigmento, sendo similar ao apresentado pela cepa AphoU.
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Figura 22 — Producao de piocianina nos mutantes de P. aeruginosa. As bactérias foram cultivadas em meio
HGP6MgFe por 24 horas, quando a piocianina foi extraida conforme descrito na se¢do 2.11. O
resultado apresentado € a média de trés ensaios e as barras de erro representam o erro padrao da
média.

Para avaliar se a mutacdo AphoU afeta a sintese da pioverdina, a produgao deste metabdlito foi
mensurada e contraposta com os niveis de pioverdina produzidos pela cepa PA14 e pelos mutantes su-
pressores selecionados. A Figure 23 mostra que a dele¢do do gene phoU reduz em aproximadamente

1/4 a sintese de pioverdina em comparagcdo com a cepa selvagem PA14. Os mutantes LAP e HAP
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ndo mostraram diferenca estatisticamente significativa quando comparados com a cepa AphoU. Ja o
mutante NAP apresentou uma melhora no nivel de producdo da pioverdina de, aproximadamente, 1,3

vezes em relacdo ao mutante AphoU, igualando-se a cepa selvagem PA14.
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Figura 23 — Producao de pioverdina nos mutantes de P. aeruginosa As bactérias foram cultivadas em
HGP6MgFe por 24 horas e a quantidade de pioverdina produzida foi mensurada. O resultado
apresentado € a média de trés ensaios e as barras de erro representam o erro padrdo da média.
*representa diferenca significativa (p= 0,022) em relacdo a cepa PA14 **representa diferenca sig-
nificativa (p= 0,027) em relagcdo ao mutante AphoU no teste ¢ de Student.
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4 Discussao

Até o presente momento, mutagdes compensatorias da dele¢ao AphoU foram estudadas apenas
em E. coli. Foi descrito por Steed e Wanner (1993) que o mutante AphoU de E. coli acumula rapida-
mente mutacdes supressoras durante o seu crescimento. Essas mutagdes foram encontradas no operon
pstSCAB-phoU ou no operon phoBR. Eles também demonstraram que a dele¢do de um dos genes pst
alivia o crescimento defeituoso de AphoU. Logo, o crescimento defectivo ocorre pela sintese de um
transportador Pst funcional na auséncia de PhoU, que resulta em um alto influxo de Pi e na perturba-
¢do da homeostase desta molécula. O estudo realizado por Hirota et al. (2013) mostrou que mutagdes
compensatdrias em pstS e em phoB (tanto na regido promotora como na ORF) sdo capazes de aliviar,
de forma expressiva, o crescimento defeituoso de AphoU em E. coli, refor¢ando o resultado apre-
sentado por (52). P. aeruginosa remove Pi e acumula poliP em quantidades muito maiores que E.
coli (59), razdo pela qual seria muito interessante analisar a origem de mutacdes compensatérias de
AphoU nesta bactéria. E o que o presente trabalho se dispds a fazer.

O mutante AphoU de P. aeruginosa apresenta um rendimento celular significativamente menor
do que a cepa selvagem PA14 (40). Neste trabalho, observamos que mutantes NAP e LAP foram
capazes de restaurar, total ou parcialmente, o rendimento celular do mutante AphoU. Porém, este
fendtipo ndo foi observado para todos os mutantes supressores. Um dos motivos para isso seria o erro
estatistico observado em vérias culturas do mesmo mutante. E bem possivel que, na maioria dos casos,
a repeticao dos ensaios de quantificacdo de UFC tenderia a diminuir o erro e, consequentemente,
demonstrar que todos os mutantes NAP e LAP apresentam rendimento maior quando comparados
com a cepa ancestral. E notério que ensaios de medicio de UFC sdo propensos a erros, dada as vdrias
dilui¢des que devem ser realizadas para cada amostra individualmente. Uma alternativa seria medir a
densidade Optica das culturas. Isso foi feito, mas durante este estudo, notamos que a correlagdo entre

DOgyy € UFC/ml varia de acordo com a cepa. Ou seja, o mutante phoU e seus derivados apresentam

UFC/ml

correlacoes
¢ DOgpo

distintas da cepa selvagem PA14 e entre eles também. Acreditamos que isso seja
devido ao acimulo de poliP, que refrataria a luz monocromadtica incidente sobre a cultura, distorcendo,
assim, a relacdo entre a DOg € a concentrac@o de bactérias em uma suspensao.

Cepas com mutagdes nulas em phoU de E. coli e de P. aeruginosa captam muito mais Pi do meio

do que as respectivas cepas selvagens (40, 38), enquanto que mutagdes nos demais genes pst (pstS,

pstC, pstB, pstA) inibem quase que por completo a captacdo de Pi pelo transportador Pst (60, 61).
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Ao entrar na célula, Pi € assimilado na forma de ATP, que por sua vez, age como agente quelante de
Mg?*, perturbando a homeostase deste importante cétion (62). Uma forma que bactérias encontraram
para lidar com o excesso de P1i, foi o de precipitd-lo em granulos de poliP no interior de vesiculas, as
chamadas "volutinas". Porém, na auséncia de PhoU, a captacao exagerada de Pi via Pst, resulta em um
patamar de toxicidade ainda maior. Este fenomeno prejudica o crescimento bacteriano favorecendo a
selecdo de mutagdes nos genes regulatdrios de PHO. Mutagdes compensatdrias no gene phoB reduzem
fortemente a expressdao do regulon PHO e, consequentemente, do transportador Pst. Em E. coli,
todos os mutantes NAP caracterizados apresentam mutagdes supressoras em phoB, que resultam na
incapacidade de expressar os genes do regulon PHO, mesmo em caréncia de Pi. J4 em P. aeruginosa,
foram sequenciados 13 mutantes NAP, mas somente em 3 deles foram encontradas mutagdes em phoB
(ver Table 3). E possivel que os demais mutantes carreguem mutacdes no gene phoR, uma vez que
mutacdes nulas neste gene apresentam baixo nivel de FA, que ndo € induzivel pela caréncia de Pi
(63). Seria interessante sequenciar o gene phoR destas cepas.

Em relacdo aos mutantes LAP, o gene phoB foi sequenciado porém nenhuma mutagdo supressora
foi encontrada, por isso decidimos sequenciar o gene pstS mesmo sabendo que, com a excecao de
um mutante, estes mutantes captam quantidades altas de Pi. Inesperadamente, encontramos dois
supressores com mutagdes compensatorias em pstS. O mutante 491 apresentou uma inser¢ao ainda
no comeco da ORF de pstS, que resulta no surgimento de uma mutacdo nonsense € a consequente
a interrupcao da sintese desta proteina. Na@o € surpreendente, portanto, que este mutante € o que
capta menos Pi e acumula menos poliP dentre todos os LAPs, porém, mesmo captando menos Pi,
o rendimento deste mutante, em cultura liquida, ndo foi melhorado em relagdo a cepa AphoU. Ja o
mutante 11L carrega uma substituicio Asp — His na ORF de pstS. Aspartato possui carga negativa,
ao passo que histidina é carregada positivamente. Essa troca, teve, aparentemente, um pequeno,
porém, significativo efeito sobre o transporte de Pi via Pst, resultando em um menor acimulo de
poliP. Neste trabalho, o consumo de Pi e o nivel de poliP foram medidos somente apds o crescimento
overnight. E possivel que este mutante e o mutante 9L, que capta Pi tanto quanto a cepa ancestral
AphoU, e apresentam um rendimento similar a cepa selvagem, manifestem uma taxa de remocao de
Pi mais lenta, permitindo um crescimento melhorado. Esta hipétese podera ser testada em uma curva
de crescimento na qual as bactérias seriam ensaiadas ndo somente para o crescimento, mas também

para a remog¢ao de Pi ao longo do experimento. Os demais mutantes LAP, apesar de consumirem
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menos Pi do meio, ndo apresentaram melhora do crescimento e tampouco a mutagdo compensatoria
foi localizada.

Os mutantes HAP de P. aeruginosa apresentaram fenétipos similares aos da cepa ancestral AphoU-—
alto nivel de remocao de Pi, grande acimulo de poliP e alta atividade de FA. Esses mutantes, bem
como todos os demais supressores, foram isolados apds trés cultivos consecutivos em meio rico, se-
guido de plaqueamento em meio HGP +XP. Foi presumido que apos esse periodo de adaptacio, seriam
selecionadas cepas com mutagdes compensatorias, de forma que essas tivessem varrido a populacao
original de mutantes AphoU. Porém, os resultados sugerem que os isolados classificados como HAP
ndo apresentam mutagdes compensatorias. De fato, segundo Hirota et al. (2013), mutantes HAP nao
acumulam poliP, diferentemente do que foi observado neste trabalho. Os HAPs isolados em E. coli
carregam mutagdes no promotor de pszS, j4 os HAPs aqui sequenciados, ndo apresentaram muta-
¢oes neste 16cus. Portanto, acreditamos que os nossos HAPs nao carregam qualquer tipo de mutacao
compensatdria, sendo idénticos a cepa ancestral.

Os mutantes NAP apresentaram o fendtipo esperado — baixo acimulo de poliP e baixa atividade
de FA. Em trés mutantes NAP foram encontradas mutacdes na ORF de phoB ou na regido regulatoria
deste gene. Em outros 13 NAPs sequenciados, nio foi encontrada nenhuma mutagio em phoB. E
possivel que estes supressores carreguem mutagdes em phoR capaz de inativar ou reduzir de forma
expressiva a atividade de todo o regulon PHO. O gene phoR destes mutantes ainda ndo foi sequenci-
ado.

Dois mutantes LAP - 9L e 11L - mostraram-se ser os mais interessantes de todos, pois crescem tao
bem quanto a cepa selvagem, mas acumulam grandes quantidades de poliP, quase igual ao ancestral
AphoU. Esta seria a cepa ideal a ser utilizada em processos de remocdo de excesso de Pi em areas
eutrofizadas ou em processos de tratamento de efluentes. Assim como ocorre com a cepa AphoU, o
alto acumulo de poliP presente nos mutantes LAP € decorrente do excesso de Pi captado pelas células,
sendo acumulado na forma de granulos de poliP. Dos sete mutantes LAP sequenciados, dois apresen-
taram mutacOes compensatorias na ORF de pstS. Estes resultados diferem daqueles encontrados em
E. coli, em que as mutagdes compensatérias ocorreram em phoB. E interessante notar que, até mesmo
a mutacao nonsense no pstS do isolado 49L, reduziu, mas ndo inativou completamente o transporte
via Pst. E possivel que Pi continue sendo transportado pelo canal PstC-PstA, ainda que de forma

reduzida, mesmo na auséncia da proteina ligadora de Pi, PstS.
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O mutante 9L, apesar de ser fenotipicamente similar ao 11L, ndo teve, ainda, o gene phoB e pstS
sequenciado.

Diversos fatores de viruléncia apresentados por P. aeruginosa sao ativados via Quorum Sensing
(QS). O QS consiste principalmente de dois componentes, sendo o primeiro uma molécula auto-
indutora que € produzida constitutivamente em baixas concentracdes e secretada para o meio, € uma
proteina reguladora que ao se ligar a molécula sinalizadora, interage com os promotores dos genes
alvos, iniciando a transcri¢do dos mesmos. A molécula sinalizadora mais utilizada em bactérias Gram
- negativas é do tipo homoserina lactona acilada (AHL), sendo a sua sintese mediada por duas fami-
lias de proteinas - LuxI e LuxR. A proteina LuxI é responsdvel pela sintese da AHL. Ao atingir uma
concentracdo critica, hd a formacdo de um complexo LuxR-AHL. Este complexo liga-se a regides
promotoras de genes regulados pelo QS, afetando a transcri¢cdo destes (64). P. aeruginosa apresenta
dois sistemas principais de QS, las e rhl. O sistema las € composto pelos genes lasl e lasR, a proteina
LasI sintetiza a molécula indutora N- (3-oxododeca-oil)-L-homoserina lactona qual interage com a
LasR ativando a transcri¢do dos genes alvos. Estes genes estdo envolvidos no processo de viruléncia.
No sistema rhl, o produto do gene rhll sintetiza a molécula indutora N-butiril-1-homoserina lactona,
que interage com a proteina Rhll e ativa os genes responsaveis por codificar a enzima ramnosil trasfe-
rase (65). Foi demonstrado por Jensen et al. (2006) que sob escassez de Pi a produgdo de piocianina
aumenta de forma significativa, enquanto que o mutante AphoB ndo apresenta um aumento na sintese
de piocianina sob a mesma condi¢do, indicando que, a producdo do pigmento estd correlacionada
com a presenca de PhoB. Além disso, estes autores também chamaram a aten¢@o para a presenca de
PHO-boxes putativas nos promotores dos genes rhlR e lasR, indicando que o sistema QS pode ser
influenciado pela concentracdo de Pi no meio. Assim como a produ¢do da piocianina, a sintese de
pioverdina também € modulada pelo sistema las, tendo em vista que mutagdes nulas nos genes lasR
e lasl de PAO1 reduzem em até duas vezes a producao de pioverdina (66), sugerindo que a sintese de
pioverdina também pode ser modulada pela concentragao de Pi.

Além da sintese de pigmentos, a motilidade do tipo swarming também ¢ influenciada pelo regu-
lon PHO. Quando em caréncia de Pi, a cepa selvagem PAO1 apresenta um aumento na motilidade,
ja quando o mutante AphoB é cultivado nessas condicdes, a motilidade ndo é observada, ao passo
que o mutante ApstS apresenta hiper-motilidade tanto em caréncia como em suficiéncia de Pi (58).

Trés fendtipos mediados pelo sistema QS foram avaliados — producgao de piocianina e de pioverdina
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e a motilidade swarming. Ao ensaiar as amostras para os fenotipos mediados por QS, era esperado
observar que o mutante NAP 27N (muta¢do compensatdria em phoB) ndo apresentasse uma recupera-
¢do dos fenotipos, visto que o gene phoB apresenta um efeito epistdtico sobre o gene phoU. Porém o
mutante NAP reverteu todos os trés fen6tipos ao nivel da cepa selvagem. Ja o mutante LAP (mutacao
compensatdria em pstS) ndo apresentou hipermotilidade, porém ha uma melhora quando comparado
com cepa AphoU, em relagdo a produgdo de pigmentos - piocianina e pioverdina- o supressor LAP
11L apresentou fenétipos similares a cepa ancestral, indicando que a mutagdo adquirida por este mu-
tante ndo exerceu efeito sobre a producdo de pigmentos. Por tltimo, o mutante classificado como
HAP apresentou os trés fenétipos idénticos ao mutante AphoU. Este resultado era esperando tendo
em vista que, como descrito anteriormente, nenhuma mutagdo compensatoria foi localizada.
Podemos concluir que a dele¢dao do gene phoU afeta os fenétipos mediados por QS, tendo em
vista que a delec@o deste gene causa um efeito negativo sobre os trés fendmenos testados, porém os

mutantes supressores apresentaram fenétipos distintos do esperado.
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5 Anexo

5.1 Anexo A- Regido promotora e ORF do gene phoB da cepa PA14

1 GTCACATACC TGACACAATT TCGTTATCTA ATGCGGCGCA AGACAGATCG
51 ACCCEBEGGEA AGAATGGTTG GCAAGACAAT CCTCATCGTT GATGACGAAG
101 CACCGATTCG CGAGATGATC GCCGTGGCCC TGGAGATGGC CGGCTACGAG
151 TGCCTGGAGG CGGAAAATAC CCAGCAGGCG CACGCGGTGA TCGTCGACCG
201 CAAGCCGGAC CTGATCCTGC TCGACTGGAT GCTCCCCGGC ACTTCCGGCA
251 TCGAACTGGC GCGACGCCTG AAGCGTGACG AACTGACCGT CGACATCCCG
301 ATCATCATGC TCACCGCCAA GGGCGAGGAG GACAACAAGA TCCAGGGCCT
351 GGAGGTCGGT GCCGACGACT ACATCACCAA GCCGTTICTCG CCCCGCGAGC
401 TGGTCGCCCG CCTGAAGGCC GTGCTGCGCC GCACCGGGCC TGGCGACAGC
451 GAGGCGCCGA TCGAGGTCGG CGGCCTGCTG CTGGACCCGA TCAGCCACCG
501 CGTGACCATC GACGGCAAGC CGGCCGAGAT GGGCCCCACC GAGTACCGCC
551 TGCTGCAGTT CTTCATGACT CACCAGGAAC GCGCCTATAC CCGCGGCCAA
601 CTGCTCGACC AGGTCTGGGG CGGCAACGTC TATGTCGAGG AGCGCACCGT
651 CGACGTGCAT ATCCGCCGCC TGCGCAAGGC GCTCGGCGAG GTCTACGAAA
701 ATCTGGTTCA GACTGTCCGC GGGACCGGCT ATCGTTTCTC CACCAAGAGC
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751 DER

* A sequéncia destacada pela cor laranja representa a PHO-box, a sequéncia destacada pela cor

magenta corresponde a regido -10 e a sequéncia destacada pela cor azul representa a ORF do gene.

5.2 Anexo B- Regido promotora e ORF do gene pstS da cepa PA14

1 CTGTCACATT CCTTTCATAG AGTCTTCATG CGGCCTIGACG ATACTGGCCC
51 CCGTITCCATC CAACCCCATC CTGTCCAAGCE NEEEAGGCATI CAAACTCAAG
101 CGTTTGATGG CGGCCCTGAC GTTCGTCGCC GCAGGCGTAG GCGCCGCTTC
151 CGCGGTAGCC GCGATCGACC CGGCGCTGCC GGAATATCAG AAAGCCAGCG
201 GTGTGTICGGG CAACCTGTCG AGCGTCGGCT CCGACACTCT GGCCAACCTG
251 ATGACCATGT GGGCCGAGGA GTACAAGCGC CTCTATCCGA ACGTGAACAT
301 CCAGATCCAG GCTGCCGGCT CTTCTACCGC GCCGCCGGCC CTGACCGAAG
351 GCACCGCCAA CCTGGGCCCG ATGAGCCGCA AGATGAAGGA CGTCGAGCTG
401 CAGGCTTTCG AGCAGAAGTA CGGCTATAAG CCGACCGCCG TCCCGGTCGC
451 TGTCGACGCC CTGGCGATCT TCGTGCACAA GGACAACCCG ATCAAAGGCC
501 TGACCATGCA GCAGGTCGAT GCGATCTTCT CCGCTACCCG CCTGTGCGGC
551 AGCAAGCAGG ACGTGAAGAC CTGGGGCGAC CTGGGCCTGA CCGGTGACTG
601 GGCGAAGAAG CCGGTIGCAAC TGTTCGGCCG CAACTCGGTT TCCGGCACCT
651 ACGGCTACTT CAAGGAAGAA GCCCTGTGCA AAGGCGACTT CCGTCCGAAC
701 GTCAACGAGC AGCCGGGTTC GGCTTCCGTG GTGCAGTCGG TCAGCCAGTIC
751 GCTGAACGGC ATCGGCTACT CCGGTATCGG CTACAAGACC GCCAGCGTGA
801 AGACCGTGGC CCTGGCCAAG AAGGAAGGCG CTGCCTTCGT CGAGGACAAC
851 GAGCAGAACG CCCTGAACGG CACCTACCCG CTGTCGCGCT TCCTCTACGT
901 CTACGTGAAC AAGGCACCGA ACAAGCCGCT GGATCCGCTG GAGGCTCAGT
951 TCCTCAAGCT GGTCCTGTCC AAGACCGGCC AGCAGGTCGT GGTCAAGGAC

1001 GGCTACATCC CGCTGCCGGC CAAGGTGGCC GAGAAGGCGA TCAAGGAACT
1051 CCECETETAA °
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*A sequéncia destacada pela cor laranja representa a PHO-box, a sequéncia destacada pela cor ma-

genta corresponde a regido -10 e a sequéncia destacada pela cor azul representa a ORF do gene.
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