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RESUMO

Corynebacterium pseudotuberculosis (Cp) € uma bactéria Gram-positiva e agente
etiolégico da Linfadenite Caseosa, uma doenga que causa grandes perdas econdmicas
para a ovinocaprinocultura mundial. Este patdégeno persiste por muito tempo dentro do
hospedeiro ou no ambiente externo, resistindo a condi¢gdes adversas. A ativagao
transiente dos fatores sigma da RNA polimerase fornece a adaptagdo necessaria a
variagbes ambientais. Um Unico fator sigma reconhece um conjunto especifico de
sequéncias promotoras no genoma bacteriano e pode ativar a expresséo de centenas
de genes fisiologicamente relacionados, permitindo que a célula bacteriana persista e
sobreviva. No presente estudo, a indugéo diferencial da proteina verde fluorescente
(GFP) foi avaliada, usando um citdmetro de fluxo e os promotores de diferentes
sequéncias codificantes do fator sigma. Para este propésito, os promotores dos genes
sigA, B, C, D, E, H, Ke M, em Cp, foram clonados a montante da sequéncia codificadora
de GFP presente no vetor pSM20 sem promotor. Todas as construgdes plasmidiais
foram obtidas utilizando a linhagem Top10 de Escherichia coli e confirmadas por
digestao, PCR e sequenciamento de DNA. Posteriormente, a linhagem 1002 de Cp foi
transformada com cada um dos plasmidios recombinantes. As linhagens resultantes
foram cultivadas até o inicio da fase de crescimento exponencial e submetidas aos
estresses oxidativo, osmatico e de superficie celular. O promotor PsigA foi ativado sob
alta osmolaridade e estresse de superficie celular induzido por SDS. PsigB foi induzido
apenas na presenga de SDS. O PsigD foi ativado apds exposi¢do a alta osmolaridade,
SDS e estresse oxidativo induzido por peroxido de hidrogénio. PsigE e PsigH foram
ativados por SDS, mas desativados sob estresse osmético e exposigdo a lisozima,
respectivamente. PsigC, PsigK e PsigM n&o foram induzidos por nenhuma das
condicbdes de estresse testadas neste estudo. Esses perfis de ativagao / desativagao
demonstram a capacidade de nossas construgdes plasmidiais fornecerem informagdes
relevantes sobre a atividade de fatores sigma, quando a Cp é submetida a varias
condicbes ambientais. Atualmente, condicbes ambientais adicionais estdo sendo
testadas, a fim de obter uma melhor compreenséo da regulagéo genética em Cp. Além
disso, o presente estudo possibilitara a avaliagdo a ativagdo dos fatores sigmas

intracelularmente, utilizando células de macréfagos murinos infectados in vitro.
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ABSTRACT

Corynebacterium pseudotuberculosis (Cp) is a Gram-positive bacterium and the
etiological agent of Caseous Lymphadenitis, a disease that causes great economic
losses in the sheep and goat industries worldwide. This pathogen persists for a long time
within the host or in the external environment, resisting adverse conditions. The transient
activation of the RNA polymerase sigma factors provides the adaptation to environmental
variations. A single sigma factor recognizes a specific set of promoter sequences in the
bacterial genome and may activate the expression of up to hundreds of physiologically
related genes, allowing the bacterial cell to persist and survive. In the present study, the
differential induction of the Green Fluorescent Protein (GFP) was evaluated, using a flow
cytometer and the promoters from different sigma factor-encoding sequences. For this
purpose, promoters from the genes sigA, B, C, D, E, H, K, and M, in Cp, were cloned
upstream the GFP-encoding sequence present in the promoterless pSM20 vector. All
plasmid constructs were obtained using the strain Top10 of Escherichia coli and
confirmed through digestion, PCR and DNA sequencing. Subsequently, the strain 1002
of Cp was transformed with each of the recombinant plasmids. The resulting strains were
cultured until the beginning of the exponential growth phase and submitted to oxidative,
osmotic and cell surface stresses. The promoter Pgga was activated under high
osmolarity and cell surface stress, induced by SDS. Pgg was induced only in the
presence of SDS. PsigD was activated following exposure to high osmolarity, SDS and
oxidative stress, induced by hydrogen peroxide. Psige and P were activated by SDS,
but deactivated under osmotic stress and exposure to lysozyme, respectively. Psige, Psigk
and Psgu were not induced by any of the stress conditions tested in this study. These
activation/ deactivation profiles demonstrate the capacity of our plasmid constructs to
provide relevant information on the activity of sigma factors, when Cp is submitted to
various environmental conditions. Currently, additional environmental conditions are
being tested, in order to achieve a better understanding of the genetic regulation in Cp.
Also, the present study raises the possibility to assess intracellular sigma factor

activation, using murine macrophage cells infected in vitro.
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1. Introducgao
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1.1 Linfadenite Caseosa

Linfadenite Caseosa (LC) é uma doenga de grande importancia veterinaria
causada pela bactéria patogénica Corynebacterium pseudotuberculosis. Essa doenca
infectocontagiosa acomete, principalmente, ovinos e caprinos, entretanto, C.
pseudotuberculosis também ja foi isolada de outros animais como cavalos, camelos,
bufalos, suinos e bovinos (BAIRD; FONTAINE, 2007). Aproximadamente cerca de 30
casos de infeccdo em humanos foram reportados pela literatura, o que caracteriza a LC
como uma doenga de potencial zoonético, colocando em risco criadores de rebanhos e
veterinarios que de alguma maneira entram em contato direto com animais acometidos
(BASTOS, 2012; HEGGELUND et al., 2015).

A LC pode causar perda de peso, redugdo da produgao de leite e 13, além da
condenagao das carcagas de animais infectados, trazendo grandes prejuizos para a
ovinocaprinocultura mundial (UMER et al., 2017). Essas perdas econémicas sao
significativas, principalmente, em paises onde a ovinocaprinocultura € intensa, como
Brasil, Inglaterra, Franga, Espanha, Estados Unidos, Canada e Australia (ALVAREZ et
al., 2017; BAIRD; FONTAINE, 2007; KUMAR et al., 2012).

O Brasil detém cerca de 3% do rebanho mundial de ovinos e caprinos
(EMBRAPA Semi-Arido, 2008) e apresenta ocorréncia variavel da doenga no pais.
Estudos mostraram que na regido nordeste cerca de 41,6% dos animais em rebanhos
apresentaram abscessos superficiais palpaveis (UNANIAN; FELICIANO SILVA; PANT,
1985). Ainda na regido nordeste, um estudo realizado com rebanhos ovinos
provenientes dos estados da Paraiba, Pernambuco e Bahia detectou lesdes similares a
da LC em 15,9% dos animais, sendo C. pseudotuberculosis isolada desses abcessos
em 74,5% dos casos (SOUZA et al., 2011). Outros estudos indicaram que a doenca
também apresenta grande prevaléncia na regiao sudeste, onde ha uma prevaléncia de
75,8% em ovinos e 79,8% em caprinos em Minas Gerais, estado que tem tido grande
crescimento no campo da ovinocaprinocultura (GUIMARAES et al., 2009; SEYFFERT
et al., 2010).

Essa doenga pode se apresentar de duas formas principais: externa ou interna.
Na forma externa, a mais frequente da doencga, ocorre a formagcao de abcessos nos
nodulos linfaticos superficiais de ovinos e caprinos. Ja na forma interna da doencga, os
abcessos se desenvolvem em ndédulos linfaticos viscerais ou 6rgaos como figado,
pulmao, bago e rim, podendo causar a morte do animal acometido (BAIRD; FONTAINE,
2007; WILLIAMSON, 2001). As duas formas da doenga podem se desenvolver
concomitantemente no mesmo animal (MERCHANT & PACKER, 1967).
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A infecgao por C. pseudotuberculosis se inicia, geralmente, através de lesdes na
pele, e se espalha rapidamente para o linfonodo mais préoximo (JONES, 2000). O
estabelecimento da infeccdo deve-se a capacidade desta bactéria sobreviver a
fagocitose por macréfagos, ocorrendo repetidos ciclos de (1) replicagdo, (2) lise das
células fagociticas e (3) reinfeccao de novos macrofagos (BOGDAN; NEWLANDS-
MONTEITH; ELLIS, 1997). Quando fagocitada, C. pseudotuberculosis ndo € capaz de
impedir a fusdo de fagolisossomos a lisossomos, 0 que cria um ambiente acido e rico
em proteases, lisozima, espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de
nitrogénio (RNS) (BOGDAN; NEWLANDS-MONTEITH; ELLIS, 1997; ROHDE et al,,
2007), demonstrando a grande capacidade adaptativa dessa bactéria a condigbes

hostis.

A transmissao da LC pode ser direta ou indireta. Praticas comuns de manejo em
rebanhos como a castragcao, marcacao e tosa podem contribuir para a disseminagéo da
doencga, ja que esses procedimentos ocasionam ferimentos na pele dos animais,
facilitando a transmissao cuténea (ALVES; PINHEIRO, 1997). Além disso, também ha
indicios de que essa doenga seja transmitida por via aérea, através de secregdes
expelidas no ar por animais com abcessos pulmonares (DORELLA et al., 2006; KURIA
et al., 2001). O controle da doenca é realizado, principalmente, pela remogédo dos
animais infectados do rebanho. Além disso, outras medidas profilaticas importantes
impedem a disseminagdo da bactéria, como a esterilizagdo de instrumentos de uso
comunitario utilizados para tosa e marcagao, bem como a higienizagao das instalagoes
(ALVES; PINHEIRO, 1997).

Apesar de C. pseudotuberculosis ser susceptivel a uma variedade de antibidticos
em ensaios in vitro, quando os mesmos s&o administrados nos animais portadores da
doenca, a bactéria persiste ao tratamento devido a forma de manifestagdo da doenga.
O depdsito de camadas concéntricas de tecido fibroso promovem formacdo dos
abcessos caseosos, impedindo a agdo dos antibidticos no local de infeccéo
(WILLIAMSON, 2001). Apesar de vacinagdes serem realizadas nos rebanhos, a doenga
ainda persiste, pois as vacinas atualmente licenciadas nao promovem protegao eficiente
contra a enfermidade (LACASTA et al., 2015).

As estratégias utilizadas em vacinas para o combate a LC envolvem formulag¢des
contendo bactérias inativadas, sobrenadantes de cultura bacteriana, proteinas
recombinantes, antigenos de parede bacteriana, vacinas de DNA e/ou combinagdes
desses componentes (CAMERON et al., 1972; EGGLETON et al., 1991; FONTAINE et
al., 2006; HODGSON et al., 1992, 1999; PIONTKOWSKI; SHIVVERS, 1998). A protecédo
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conferida por essas vacinas sao variadas, e também dependem da espécie do animal
em questdo (WILLIAMSON, 2001).

As principais vacinas comercialmente disponiveis sdo baseadas no principal
fator de viruléncia descrito para C. pseudotuberculosis, a fosfolipase D (PLD). A vacina
Glanvac™, amplamente utilizada na Australia, foi inicialmente comercializada em 1984
e possui uma formulagdo composta de toxdides para o combate de C.
pseudotuberculosis e outros patégenos como Clostridium tetani, C. perfringens, C.
septicum, C. novyi e C. chauvoei (DORELLA et al., 2006; HODGSON et al., 1994;
WINDSOR; BUSH, 2016). Em 2006, Fontaine e colaboradores demonstraram que a
vacina combinada de bactérias inativadas e PLD recombinante promovem maior

protecao do que esses componentes administrados individualmente.

Linhagens atenuadas também tém sido utilizadas na tentativa de desenvolver
vacinas eficazes. Como exemplo, uma linhagem deficiente para aquisi¢do de ferro
demonstrou conferir protecdo de 80% apos desafio com linhagem virulenta de C.
pseudotuberculosis (RIBEIRO et al., 2014). Uma vacina de DNA, consistindo de um
vetor de expressao contendo o gene hsp60 de C. pseudotuberculosis que codifica uma
proteina de choque térmico, demonstrou induzir resposta imune, porém nao foi capaz
de prevenir a infecgdo (COSTA et al., 2011).

Outro candidato ao desenvolvimento de vacinas é o antigeno CP40, uma
proteina imunogénica capaz de promover elevada protecdo contra LC induzida
experimentalmente (WALKER et al.,, 1994). Em 2016, DROPPA-ALMEIDA et al.
demonstraram que a proteina recombinante CP40 de C. pseudotuberculosis foi capaz
de induzir resposta imune e conferir 100 % de protecdo apds desafio com linhagem
virulenta em modelo murino. Apesar disso, vacinas comercialmente disponiveis ainda
ndo conferem protegdo total contra a LC, e a busca de novos alvos tem sido uma
prioridade (GALVAO et al., 2017; SANTANA-JORGE et al., 2016; SANTOS et al., 2016).

1.2. Corynebacterium pseudotuberculosis

1.2.1. Aspectos microbiolégicos gerais

Corynebacterium pseudotuberculosis € uma actinobacteria, Gram-positiva,
pertencente ao grupo CMNR, composto pelos géneros Corynebacterium,
Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus (SONGER et al., 1988). Apesar de ser um

grupo heterogéneo, as bactérias do CMNR compartiiham algumas caracteristicas
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importantes, como genoma com conteudo G+C de aproximadamente 50% e uma
parede celular organizada em um grande complexo polimérico de arabinogalactano,
peptideoglicano e acidos micolicos (COLLINS; GOODFELLOW; MINNIKIN, 1982;
GARG, 1985). Bactérias desse grupo se destacam tanto por seu potencial
biotecnolégico — como C. glutamicum, utilizada na produgcdo de aminoacidos para a
industria — como por sua importancia médica e veterinaria — como Mycobacterium
tuberculosis, causadora de tuberculose em humanos, e a préopria C. pseudotuberculosis,

causadora da LC.

C. pseudotuberculosis € uma bactéria pleomorfica, imével, possui fimbrias e ndo
€ capaz de formar capsula ou esporos (BERNARD, 2012). C. pseudotuberculosis
apresenta crescimento bacteriano 6timo a 37°C e pH entre 7,0 e 7,2, desenvolve-se em
depdsitos granulares em meio liquido, e se organiza em colénias opacas, concéntricas

e de coloragao creme alaranjado em superficie sélida (agar) (DORELLA et al., 2006).

Propriedades bioquimicas de C. pseudotuberculosis podem variar muito,
principalmente em relagéo a fermentagéo, que pode se dar a partir de diversas fontes
de carbono como glicose, frutose, maltose, manose e sacarose (HOLT et al., 1994). C.
pseudotuberculosis é beta-hemolitica, oxidase negativa, fosfolipase e catalase positiva
(DORELLA et al., 2006; MUCKLE; GYLES, 1982), e pode ser diferenciada em dois
biovaris de acordo com sua capacidade de reduzir nitrato: biovar equi — isolada,
preferencialmente, de equinos e bovinos, nitrato positiva, e biovar ovis — isolada de

ovinos e caprinos, nitrato negativa (BATEY, 1986).

1.2.2. Determinantes de viruléncia

Apesar do processo de infeccao causado por C. pseudotuberculosis ser bem
compreendido, pouco se sabe sobre os mecanismos genéticos e moleculares
relacionados a viruléncia e patogenicidade dessa bactéria, bem como sobre o controle
da sua expressdo génica. Bactérias patogénicas, como C. pseudotuberculosis,
enfrentam diversas condigbes hostis ao longo de sua vida, desde sua sobrevivéncia no
meio ambiente até sua adaptacao a resposta do sistema imune do hospedeiro durante
o estabelecimento da infeccdo. Genes que permitem a sobrevivéncia da bactéria na
transicdo dessas etapas, bem como genes responsaveis por causar a doenga em si,
sdo denominados determinantes de viruléncia (SCHUMANN, 2007).

Dentre os determinantes de viruléncia de C. pseudotuberculosis destacam-se,

principalmente, os lipideos toxicos da parede celular e a fosfolipase D (PLD), ambos
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bem caracterizados e descritos pela literatura. Os lipideos de parede celular,
especialmente os acidos micdlicos de cadeia curta, representam uma protegéo contra a
acdo de enzimas degradativas do fagolisossomo durante o processo de infecgéo
(RADOSTITS et al., 2002). Jolly (1965) demonstrou que linhagens mais virulentas de C.
pseudotuberculosis possuem mais lipideos na membrana do que linhagens atenuadas,
sugerindo a relacao direta entre a quantidade de lipideos na parede celular e a viruléncia
das linhagens. Além disso, foi observada a indugédo de necrose hemorragica em cobaias
apos injecao intradérmica de material lipidico extraido, demonstrando sua agéo téxica
(MUCKLE; GYLES, 1982). Os lipideos presentes na parede celular também contribuem
para a manutencéo e sobrevivéncia da bactéria por longos periodos de tempo no meio
ambiente, que pode chegar a até oito meses (BAIRD; FONTAINE, 2007).

A PLD, uma potente exotoxina com atividade esfingomielinase, também foi
descrita como auxiliadora do estabelecimento da bactéria no hospedeiro, e é
considerada o principal determinante de viruléncia de C. pseudotuberculosis
(HODGSON et al., 1999). Um estudo com uma linhagem mutante para o gene pld
causou danos minimos ao hospedeiro e a bactéria foi incapaz de se disseminar do sitio
inicial de infecgao para os linfonodos e de induzir o desenvolvimento da linfadenite
caseosa (HODGSON et al.,, 1999; MCNAMARA; BRADLEY; SONGER, 1994). Isso
porqué essa exotoxina possui acdo dermonecrotica e danifica células endoteliais, o que
altera a permeabilidade dos vasos sanguineos e promove o extravasamento da bactéria
para os vasos linfaticos dando, consequentemente, acesso aos linfonodos (EGEN et al.,
1989; SONGER, 1997). Além disso, estudos recentes demonstraram que a expressao
desse gene aumenta de forma significativa quando a bactéria infecta macréfagos
(MCKEAN; DAVIES; MOORE, 2007).

Outros candidatos a determinantes de viruléncia de C. pseudotuberculosis
também foram descritos. Foi demonstrado que um conjunto de genes presentes no
operon fagABC e o gene fagD codificam um sistema de permease de ferro, e, portanto,
tém um papel na viruléncia de C. pseudotuberculosis (BILLINGTON et al., 2002).
Considerando que essa bactéria é intracelular facultativa, € necessario que ela tenha
desenvolvido mecanismos para adquirir ferro onde esse nutriente € escasso. Uma
linhagem mutante para o gene fagB(C) apresentou diminui¢cdo na habilidade de persistir
e causar abcessos em experimentos com caprinos (BILLINGTON et al., 2002). Outro
estudo demonstrou que camundongos infectados com uma linhagem de C.
pseudotuberculosis mutante para o sistema de aquisigdo de ferro apresentaram 80% de
protecado apos desafio, revelando que o sistema de captagéo de ferro é essencial para
a sobrevivéncia da bactéria dentro do hospedeiro (RIBEIRO et al., 2014).
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Um estudo de Mckean et al. (2005) demonstrou que os genes que codificam para
uma subunidade da enzima propionil-CoA-carboxilase e uma sintetase peptidica ndo-
ribossOmica sdo ativados apenas durante infeccdo em macrofagos, podendo ser
importantes determinantes de viruléncia de C. pseudotuberculosis. Estudos com a
protease CP40, originalmente descrita por (WALKER et al., 1994) como antigeno
essencial na infecgdo causada por C. pseudotuberculosis, demonstraram que essa
proteina confere protecdo apos desafio com linhagem altamente virulenta em modelo
murino (DROPPA-ALMEIDA et al., 2016).

1.3. Fatores sigma bacterianos

1.3.1. Propriedades gerais

A modulagdo da expressao génica bacteriana também tem um papel essencial
para a resposta adaptativa as mudancas rapidas do ambiente, sendo, portanto, crucial
para o sucesso da infeccdo. A manutengdo da homeostase bacteriana em ambientes
adversos deve-se, principalmente, a sua capacidade de regular, de maneira
coordenada, a transcrigdo de seus genes. Assim, estudos buscando novos
determinantes de viruléncia de bactérias patogénicas, como C. pseudotuberculosis, tem
se concentrado em identificar proteinas reguladoras de genes associados a resposta a
modificagbes ambientais (KAZMIERCZAK; WIEDMANN; BOOR, 2005).

Em procariotos, a transcricdo génica € iniciada a partir da ligagdo ao DNA da
holoenzima da RNA polimerase, unidade que é constituida por cinco subunidades (02,
B, B’ e w) e um fator sigma (o) (Figura 1.1.A). Fatores sigma sdo subunidades de RNA
que se associam transientemente ao cerne da RNA polimerase bacteriana para a
formagdo de um complexo que possui afinidade pelo DNA e que promove o
reconhecimento de sequéncias promotoras especificas, possibilitando o inicio da
transcricdo coordenada de conjuntos génicos (ou regulons) fisiologicamente
relacionados (KAZMIERCZAK; WIEDMANN; BOOR, 2005). Regulons controlados por
um unico fator sigma podem compreender centenas de genes, sendo eficientes no

controle da expresséo simultanea de diversos genes (PAGET; HELMANN, 2003).
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Figura 1.1 Etapas necessarias para iniciagdo da transcrigao génica bacteriana. A

- O cerne da RNA polimerase associado ao fator sigma confere especificidade no
reconhecimento de sequencias consensos -10 e -35 dos promotores génicos. B-
Primeiramente, a holoenzima da RNAP reconhece o promotor e se liga ao DNA
formando o complexo fechado. C- Em seguida, mudangas conformacionais permitem o
desenrolar da dupla fita de DNA formando o complexo aberto. D- A RNA polimerase
transcreve varios RNAs pequenos (complexo ternario). E - Finalmente, o fator sigma é
liberado e a RNAP inicia a transcrigdo da molécula de RNA. Adaptado: (TANIGUCHI,
2016).

Os fatores sigma podem ser divididos em duas familias filogeneticamente

distintas: familia 07° e familia g%*. Fatores sigma da familia 6%* sdo relativamente raros e

ndo sao encontrados em bactérias Gram-positivas dos géneros Mycobacterium e

24



Corynebacterium (SACHDEVA et al.,, 2010). Além disso, eles sdo estruturalmente

distintos da familia 079, apresentando baixa ou nenhuma similaridade (WOSTEN, 1998).

A familia 07° pode possuir até quatro dominios conservados (regides 1, 2, 3 e 4),
os quais podem ser divididas em sub-regides (Figura 1.2.B). Na por¢do amino-terminal
se localiza a regido 1, a qual foi associada com a inibigdo da ligagado de fatores o livres
ao DNA; a porgédo 2 compreende quatro sub-regides, sendo a 2.4 necessaria para o
reconhecimento da sequéncia consenso -10; na por¢do 3, a sub-regido 3.0 esta
envolvida no reconhecimento da regido -10 estendida de algumas bactérias; e na porgéo
4, a sub-regido 4.2 compreende o dominio -35 da regido promotora (PAGET;
HELMANN, 2003).

Pelo menos um fator sigma primario, pertencente a familia 07°, esta presente em
todas as espécies de eubactérias e sdo responsaveis pela transcricdo de genes
essenciais (housekeeping genes) para o metabolismo da célula e crescimento
exponencial em condigbes otimas de cultivo em meio minimo (KAZMIERCZAK;
WIEDMANN; BOOR, 2005). Fatores sigma primarios possuem todas as quatro regides
conservadas, e sdo pertencentes ao grupo 1. Por outro lado, fatores o alternativos
regulam a transcricio de genes ndo essenciais para o metabolismo, estando
relacionados a resposta a estimulos ambientais (HELMANN, 2002). Dessa forma, a
ativacdo transiente de fatores o especificos permitem a transcricdo de genes em
resposta aos estresses, garantindo a manutencdo da homeostase da célula e a
adaptagcdo necessaria durante o curso de infecgdo por bactérias patogénicas
(MANGANELLI, 2014; NESVERA; MIROSLAV, 2008).

Os fatores o alternativos diferem dos fatores o do grupo 1 pela completa
auséncia da regiao 1 e presenca variavel da regido 3, e podem ser subdivididos em
outros trés grupos principais: (2) o ativadores de respostas gerais ao estresse, que sdo
estruturalmente similares ao grupo 1, exceto pela auséncia da regiao 1; (3) o envolvidos,
principalmente, nas alteragées morfoldgicas do organismo (ndo possuem a regido 1 e
podem conter ou ndo a regido 3); e (4) o ECF (do inglés, Extracitoplasmatic function),
que estdo envolvidos na resposta e adaptacao a estimulos e mudangas no ambiente
externo (CAMPAGNE; ALLAIN; VORHOLT, 2015; KAZMIERCZAK; WIEDMANN;
BOOR, 2005). Esta ultima classe, c ECF, compreendem a mais numerosa e variavel
classe de fatores o alternativos, contendo somente as regides conservadas 2 e 4 (Figura
1.2.B) (RODRIGUE et al., 2006).
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Figura 1.2 Organizacgao estrutural dos dominios da familia 70. A. Organizagdo das
regides conservadas 1, 2, 3 e 4 com seus principais elementos consenso dos
promotores génicos. A transcrigao é iniciada em +1. A regido nao conservada (NCR) é
variavel em tamanho e estrutura entre os fatores sigma primarios. B. Representagéo
estrutural dos fatores sigma primarios — contendo as regides conservadas 1,2,3 e 4, e
dos fatores sigma de fungéo extracitoplasmatica (ECF) — contendo apenas as regides
conservadas 2 e 4.

Adaptado: (FEKLISTOV et al., 2014; PAGET, 2015).

1.3.2. Fungodes e implicagao na viruléncia

Bactérias patogénicas possuem tanto genes de viruléncia, cujos produtos sao
essenciais para o estabelecimento da infecgdo bacteriana, quanto genes associados a
viruléncia, cujas fungbes contribuem para a disseminagéo ou sobrevivéncia da bactéria
dentro do hospedeiro (KAZMIERCZAK; WIEDMANN; BOOR, 2005). Fatores sigma
alternativos, a partir de estimulos ambientais particulares, podem regular a expressao
tanto de genes de viruléncia quanto de genes associados a viruléncia, contribuindo
direta ou indiretamente para a patogenicidade bacteriana (CHATURONGAKUL et al.,
2008; KAZMIERCZAK; WIEDMANN; BOOR, 2005).
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Dos fatores sigma alternativos pertencentes ao grupo 2, um dos mais bem
estudados é o o® (também conhecido como 6%8) de Escherichia coli. Ele é responsavel
pela sobrevivéncia da bactéria durante a fase estacionaria e atua na resposta geral ao
estresse, influenciando a expressao de aproximadamente 500 genes quando a bactéria
€ exposta a diferentes condigdes ambientais (BATTESTI; MAJDALANI; GOTTESMAN,
2011; IHSSEN; EGLI, 2004). Em bactérias Gram-positivas, o 68 de Bacillus subtillis foi
associado a regulagdo de pelo menos 127 genes relacionados a diversas fungdes,
destacando-se aqueles que promovem resisténcia a acidez, altas temperaturas e ao
etanol (KAZMIERCZAK; WIEDMANN; BOOR, 2005). Além disso, o fator o®foi apontado
como sendo responsavel pela resposta geral ao estresse em Corynebacterium
glutamicum, na qual ele é expresso, principalmente, durante a transicdo da fase
exponencial para a estacionaria (NESVERA; MIROSLAYV, 2008).

Os fatores sigma pertencentes ao grupo 3 estao envolvidos, principalmente, em
alteragdes morfoldgicas do organismo, como formacgao de flagelos e esporos. Em E. coli
a biossintese de flagelos é controlada pelo o2 (FliA), fator sigma estruturalmente similar
ao de outras bactérias, incluindo Gram-positivas (PAGET, 2015). De fato, o ortélogo o®
de Bacillus. subtilis € capaz de complementar o mutante para fliA de E. coli
comprovando que suas sequéncias e fungbes sdo conservadas (CHEN; HELMANN,
1992). Ainda em B. subtilis, a formagado de esporos é dependente de quatro fatores
sigma pertencentes ao grupo 2, sendo eles of, 6%, 6% e oX (HILBERT; PIGGOT, 2004).

Dentre os fatores o alternativos destacam-se o do grupo 4, de fungéo
extracitoplasmatica, pois estes sdo responsaveis pela regulagao de genes relacionados
a sintese de proteinas de envelope celular, proteases extracelulares e sistemas de
influxo/efluxo de ferro, sendo essenciais na infeccdo por bactérias patogénicas
(HELMANN, 2002; JORDAN; HUTCHINGS; MASCHER, 2007). A utilizagédo de bancos
de dados para a comparagao de sequéncias de diferentes genomas bacterianos revelou
uma grande variedade no numero de genes codificadores de o ECF entre diversos
microrganismos, desde 0 em Mycoplasma, 2 em E. coli, 7 em B. subtillis, 10 em M.
tuberculosis, até 83 em Sorangium cellulosum (HELMANN, 2002), podendo ser esse
numero correlacionado a variedade de habitats nos quais o0 microrganismo se encontra
durante seu ciclo de vida (SACHDEVA et al., 2010).

M. tuberculosis, bactéria de grande importancia médica, possui dez fatores
sigma de funcdo extracitoplasmatica, sendo eles o€, o, of, 0%, o, d', 0/, oX, ot e oM
(MANGANELLI, 2014; MANGANELLI et al., 1999). Dentre estes, foi sugerido que os

fatores sigma o€, oP, oF, e ot tem papel importante na regulagédo de genes associados
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a viruléncia (SOUZA et al., 2014). Estudos com uma linhagem mutante para o fator of
de M. tuberculosis demonstraram que essa bactéria € mais susceptivel aos estresses
oxidativo, térmico e de superficie induzido por dodecil sulfato de sédio (SDS) e também
altamente atenuada em infec¢des experimentais com camundongos (MANGANELLI et
al., 2001, 2004). Apesar do papel do fator oX de M. tuberculosis nao ter sido elucidado,
sabe-se que em M. bovis esse fator sigma controla a expresséo de proteinas altamente
imunogénicas, e que linhagens dessa espécie contendo mutagdes na regiao promotora
do gene sigK apresentam viruléncia reduzida (CHARLET et al., 2005; FORRELLAD et
al., 2013). A corinebactéria de interesse biotecnologico C. glutamicum n&o possui o ok,
sugerindo que esse fator transcricional possa estar envolvido em algum mecanismo de

viruléncia de bactérias patogénicas.

1.3.3. Fatores sigma em Corinebactérias

C. glutamicum, bactéria nao-patogénica e de alto potencial biotecnoldgico,
possui 5 fatores o de fungao extracitoplasmatica: o¢, o®, o, 6" e oM, sendo que apenas
os trés ultimos foram estudados mais detalhadamente. lkeda et al. (2009) sugeriram
que aP contribui para a sobrevivéncia da bactéria em condi¢cdes de baixa concentragido
de oxigénio. Outro estudo demonstrou que uma linhagem de C. glutamicum mutante
para o of se tornou mais susceptivel a estresses de superficie celular causados por

lisozima ou SDS e ao estresse térmico (PARK et al., 2008).

Um estudo interessante sugeriu que o o" parece exercer um papel essencial na
rede reguladora global de C. glutamicum, pois além de controlar a expressao de genes
em resposta ao estresse oxidativo e térmico, esse fator sigma também esta envolvido
na transcrigdo dos genes sigB, sigE e sigM (PATEK; NESVERA, 2011; SOUZA et al.,
2014). Finalmente, o o™ de C. glutamicum esta relacionado a regulagdo de genes
codificadores de proteinas envolvidas na resposta ao estresse oxidativo e ao estresse
térmico (NAKUNST et al., 2007).

Apos o sequenciamento completo do genoma de C. pseudotuberculosis, agente
causador da LC, foram identificadas através de analises comparativas uma sequéncia
para o fator sigma primario o* e sete sequéncias de genes codificadores de fatores
sigma alternativos, sendo eles o 6B de resposta geral ao estresse e os sigmas o°, a®,
of, o, oX e oM de fungdo extracitoplasmatica (PACHECO, 2010). Apesar de
identificados, os papéis dos fatores sigma de C. pseudotuberculosis ainda ndo foram

profundamente elucidados, existindo poucos estudos na area.
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Alguns estudos realizados por nosso grupo buscaram compreender o impacto
desses fatores transcricionais na regulagdo génica global de C. pseudotuberculosis,
principalmente em resposta a condicoes adversas de estresse. Castro (2009) realizou
ensaios de estresse oxidativo para avaliar a expressao diferencial dos fatores sigma de
C. pseudotuberculosis utilizando a técnica de RT-PCR e observou um possivel
envolvimento dos fatores o€ e ok em resposta a esse estresse. Além disso, foi sugerido
gue o o' desencadeia uma cascata de ativagao de fatores o sob essa condigdo, sendo
sua transcri¢cdo seguida pela indugdo da transcrigao dos fatores M e oB. Como citado
anteriormente, em C. glutamicum o o também é responsavel pela ativagdo de outros
fatores sigma, o que sugere que o o também pode estar associado a uma complexa
rede de regulagdo em C. pseudotuberculosis, podendo ser responsavel pela expressao
de diversos genes em resposta a condigbes de estresse (CASTRO, 2009).

Outro estudo de nosso grupo observou que linhagens mutantes para os fatores
oC e o' apresentaram maior susceptibilidade ao estresse oxidativo quando comparadas
a linhagem selvagem, sugerindo que eles possuem papel essencial na adaptagao a
esse estresse (CASTRO, 2013). Além disso, a linhagem mutante para o o€ demonstrou
ser bem mais atenuada em comparagdo a linhagem selvagem em um modelo de
infeccdo com o nematédeo Caenorhabditis elegans, sugerindo que o o® pode estar
associado a viruléncia de C. pseudotuberculosis (CASTRO, 2013).

Pinto et al. (2014 ) realizou um estudo em larga escala de genes diferencialmente
expressos em C. pseudotuberculosis sob condicdes de estresses abidticos. Apods
exposicao ao estresse osmoético (NaCl 2M) foi observado um aumento na expressao
dos genes sigA e sigM, apods estresse acido (pH 5.5) houve indugéo da expresséo dos
genes sigB, sigE e sigH, e os genes sigA e sigM foram diferencialmente expressos apds
exposi¢ao ao estresse térmico (50°C) (PINTO et al., 2014). Por fim, um estudo com uma
linhagem de C. pseudotuberculosis mutante para o fator of mostrou maior
susceptibilidade aos estresses nitrosativo, acido e de superficie induzido com SDS
(PACHECO, 2010). Os mecanismos de resposta a esses estresses podem ser os
mesmos ativados para o estabelecimento da bactéria durante a infecgao, o que sugere
uma possivel relagdo entre esse fator sigma e a resposta adaptativa dessa bactéria
(PACHECO, 2010). A Tabela 1.1 mostra os fatores sigmas e suas respectivas fungdes
para duas espécies do género Corynebacterium.

29



Tabela 1.1 Fatores sigma de Corynebacterium e suas respectivas fungoes.

Espécie o Gene Funcgoes Referéncia
. . Patek & Nesvera,
o€ sigC A ser elucidado
2011
o® sigD Resposta a condi¢cdes microaerdbicas Ikeda et al., 2009
Resposta a estresses nutricionais e de Ikeda et al. 2009:
superficie celular, choque térmico, Brockmann-
ok SigE deficiéncia de magnésio, exposi¢ao Gretza, 2006;
C. glutamicum . i . .
g prolongada a acido lactico e condigdes Park et al. 2008;
microaerdbicas Jakob et al., 2007
Resposta ao choque térmico e estresse Patek e Nesvera,
ot sigH o
oxidativo 2011
) Resposta a estresses de alta e baixa
oM sigM o Nakunst, 2009
temperatura e oxidativos
c . Possivelmente envolvido na resposta ao Castro, 2009,
(o) sigC S
estresse oxidativo 2013
D , . . S A Carvalho et al,
(o) sigD Possivelmente envolvido na viruléncia 2013
Resposta aos estresses causados por SDS, Pacheco et al,
of SigE lisozima, acido, 6xido nitrico e 6xido 2012; Pinto et al,
C. nitrico/peroxido 2014
pseudotuberculosis
oH sigH Possivelmente envolvu.jO na resposta ao Castro, 2013
estresse oxidativo
oX sigK Ainda néao determinado -
oM sigh Possivelmente envolvido na resposta ao Pinto et al, 2014

estresse osmotico

Traduzido e Adaptado: SOUZA et al., 2014
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1.4 C. pseudotuberculosis e sua susceptibilidade aos estresses

Ao longo de sua vida, bactérias enfrentam condi¢cdes abidticas e bidticas do
ambiente na qual estdo inseridas. Dentre os fatores abioticos (fisicos e quimicos),
estresses como alteragées bruscas na temperatura, alteracdes de pH e salinidade,
disponibilidade de nutrientes, dentre outros, sdo comuns (STAROSTA et al., 2014).
Além disso, bactérias patogénicas também interagem com componentes da resposta
imune do hospedeiro durante o curso de infecgao (RIBET; COSSART, 2015).

Geralmente, genes cujos produtos estdo associados a resposta as condigdes
abidticas ou a patogenicidade ndo sdo expressos de forma constitutiva e possuem
regulagéo transiente. Dessa forma, estimulos especificos, celulares ou ambientais, s&o
capazes de ativar fatores regulatérios capazes de ativar ou inibir a transcrigdo, ou
influenciar algum outro evento que interfira na expressdo génica de forma que os
produtos sintetizados na célula promovam a adaptacdo bioquimica e/ou fisica
necessaria (GOTTESMAN, 2017).

Como discutido anteriormente, os fatores sigma, primarios ou alternativos,
promovem a regulagao coordenada da expressao de diversos genes de acordo com a
necessidade celular. Assim sendo, esses fatores regulatérios sdo essenciais para a
manutencado da homeostase da bactéria em resposta a diversas condigdes ambientais,
o que reflete diretamente em sua sobrevivéncia e proliferagdo no ambiente e/ou
hospedeiro (KAZMIERCZAK; WIEDMANN; BOOR, 2005).

1.4.1 Estresse osmoético

Todos organismos necessitam manter um turgor celular que seja compativel com
diversos processos como metabolismo, crescimento e divisdo celular. Flutuacbes
osmoticas alteram a pressao do turgor celular, podendo prejudicar o enovelamento de
proteinas e, consequentemente, a atividade metabdlica (SLEATOR; HILL, 2002). Na
presenca de meio hipertdnico a desidratagdo do citoplasma pode ocasionar plasmdlise
celular; ja meios com baixa osmolaridade podem levar a lise celular caso haja entrada
excessiva de agua. Os organismos sao capazes de neutralizar essas mudancgas
osmoticas pela expulsdo ou acumulagdo compensatoria de solutos compativeis,
restaurando assim o equilibrio celular (CSONKA, 1989; HATZIOS et al., 2013).

Microrganismos colonizam varios ambientes e precisam ser capazes de
responder de forma rapida aos choques osmaticos ocasionados pelas transigdes entre

diferentes ambientes de crescimento. A expressao de fatores de viruléncia de bactérias
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patogénicas ja foi associada ao aumento da osmolaridade do meio (CHOWDHURY;
SAHU; DAS, 1996). Foi observado que em Shigella flexneri condigbes de alta
osmolaridade provocam a indugdo da expressédo de genes responsaveis pela invaséao
de células epiteliais (BERNARDINI; FONTAINE; SANSONETTI, 1990).

Em bactérias, duas estratégias principais foram descritas para a adaptagao a
alta osmolaridade: acumulo de altas concentragdes de sal no citoplasma e o0 acumulo
de osmoprotetores. O primeiro processo é utilizado por organismos que toleram
altissimas concentragdes salinas como as halobactérias, que habitam ambientes
extremos (CIULLA, 1999; OREN, 2008). Por outro lado, o acumulo de moléculas
osmoprotetoras auxiliam na manutengao do turgor celular pois s&o altamente soluveis,
ndo possuem carga em pH fisiolégico e ndo interagem com proteinas citoplasmaticas,

nao perturbando, portanto, os processos celulares basicos (TRUPER, 1994).

C. pseudotuberculosis € capaz de se adaptar as oscilagbes osmoticas que
enfrenta tanto no ambiente externo, quanto durante seu curso de infecgdo no
hospedeiro, onde persiste as transigbes que ocorrem entre o epitélio, os macréfagos, a
invasdo dos vasos linfaticos, e finalmente ao estabelecimento das lesdes nos linfonodos
caseosos (BOGDAN; NEWLANDS-MONTEITH; ELLIS, 1997; EGEN et al., 1989;
SONGER, 1997), o que demonstra a sua habilidade de contornar as mudancgas bruscas

de osmolaridade entre esses ambientes.

1.4.2 Estresse oxidativo

Em organismos aerébios o oxigénio molecular (O.) é utilizado como aceptor final
de elétrons durante o metabolismo celular, e a redugéo parcial do O, por enzimas da
cadeia respiratoria pode promover a formagdo subprodutos denominados espécies
reativas de oxigénio (ROS) como anion superoxido (Oz -), perdxido de oxigénio (H20-)
e radical reativo de hidroxila (OH") (LUSHCHAK, 2014). Em procariotos a maioria das
ROS intracelulares sdo produtos da respiragao, o que foi observado, por exemplo, em
E. coli, no qual um estudo demonstrou que cerca de 87% do H.O; é gerado pela cadeia
respiratoria (GONZALEZ-FLECHA; DEMPLE, 1995).

Diversos componentes celulares — como DNA e proteinas — sdo vulneraveis a
acao das ROS. As ROS podem causar oxidacdo na estrutura do cromossomo
bacteriano, levando a mudancas no DNA que, se nao reparadas, resultam no mau
pareamento de bases nucleotidicas durante a replicagdo e, consequentemente,
mutagdes nas células-filhas (BRUNER; NORMAN; VERDINE, 2000; COOKE et al.,
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2003). O exemplo mais comum de alteragdo no DNA devido as ROS ¢é a oxidagéo da
guanina, que origina a 8-oxo-desoxiguanina. Diferente da guanina, que apresenta alta
afinidade pela citosina (C), a 8-oxo-desoxoguanina se liga com mais facilidade a adenina
(A), o que pode levar a uma mutacao do tipo transversao (C — A) durante a replicagao
(NEELEY; ESSIGMANN, 2006).

Apesar das ROS serem geradas de forma enddgena durante o metabolismo
celular, esses subprodutos também podem ser encontrados no ambiente extracelular.
Bactérias patogénicas, por exemplo, sdo expostas ao estresse oxidativo presente no
ambiente fagossomal, onde as ROS atuam como importante mecanismo de defesa de
macrofagos (WEISS; SCHAIBLE, 2015). Em resposta a esse estresse, a ativacao de
mecanismos de detoxificagdo e reparagdo aos danos celulares sdo cruciais para a
sobrevivéncia e persisténcia bacteriana. Considerando que C. pseudotuberculosis € um
patégeno intracelular facultativo, pode-se supor que o sucesso na infecgdo da mesma
se deve a presenca redes regulatérias que permitem a manutengdo da integridade

celular diante do estresse oxidativo.

1.4.3 Estresse de superficie celular

Os microrganismos podem entrar em contato com diversas substancias toxicas
elou deteriorantes que podem causar danos a sua estrutura celular, tanto no meio
externo, quanto nas interagdes célula-hospedeiro. Durante a infecgdo, componentes
imunomodulatérios e de defesa podem ser ativados pelo hospedeiro em resposta ao

patégeno invasor na tentativa de impedir o estabelecimento da doenca.

Células fagociticas, como os macrofagos, geram um ambiente intracelular hostil
para o organismo invasor que precisa resistir a muitos estresses como alta atividade
enzimatica, (ROHDE et al., 2007). Uma enzima muito importante encontrada no
ambiente fagossdbmico € a lisozima, molécula que apresenta alta atividade
antimicrobiana devido a sua habilidade de hidrolisar componentes da camada de

peptidoglicano, este presente na membrana celular bacteriana (HANNIG et al., 2005).

A acgdo enzimatica da lisozima €& degradativa e gera o aumento da
permeabilidade da membrana celular, ocasionando desequilibrio eletrolitico e
mudangas na osmolaridade (HANNIG et al., 2005). No curso de infecgdo, C.
pseudotuberculosis € capaz de repetir ciclos de infeccdo, lise e reinfeccdo de
macrofagos (BOGDAN; NEWLANDS-MONTEITH; ELLIS, 1997), mostrando sua

resisténcia e capacidade de adaptacao a esse estresse.
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1.4.4 Agao de surfactantes

Surfactantes sao conjuntos de macromoléculas de complexos lipoproteicos que
podem variar em composic¢ao, estrutura e fungdo. Eles sao formados de fosfolipideos
(90%) e proteinas (10%), das quais predominam as proteinas surfactantes (SP)
hidrofébicas SP-B e SP-C e as proteinas hidrofilicas SP-A e SP-D (PASTVA; WRIGHT;
WILLIAMS, 2007). A principal fungdo dos surfactantes € reduzir a tensédo superficial
dentro do alvéolo pulmonar formada pela interface entre o liquido e o ar, impedindo seu
colapso durante a respiragdo (SORENSEN, 2018).

Apesar de ter sido originalmente descrito como detentor de fungdo pulmonar,
estudos recentes indicaram que algumas proteinas surfactantes também regulam a
resposta imune do hospedeiro (ZHANG et al., 2015). Estudos mostraram que apenas a
proteina SP-B é necessaria para a fungéo de redugdo de tensao de superficie, e que a
proteina SP-C, por outro lado, foi associada a ligagao ao Lipopolissacarideos (LPS) que
€ um componente da membrana bacteriana (PASTVA; WRIGHT; WILLIAMS, 2007).
Além disso, a defesa do hospedeiro € mediada pelas proteinas SP-A e SP-D, duas
colectinas que ajudam no reconhecimento de padrdes moleculares de particulas
exogenas e aumentam a fagocitose bacteriana por células imunes como macréfagos e
neutroéfilos (PASTVA; WRIGHT; WILLIAMS, 2007).

A proteina SP-D ja foi localizada tanto no pulmao, quanto em outros tecidos
como digestivo, glandular, trato reprodutivo, epitélio vascular e glandulas (SORENSEN,
2018). Um estudo recente demonstrou que a proteina SP-D tem efeito protetivo na
ceratite (inflamagédo da coérnea) causada por Staphylococcus aureus, pois diminui a

invas&o bacteriana das células epiteliais (ZHANG et al., 2015).

M. tuberculosis, bactéria filogeneticamente relacionada a C. pseudotuberculosis,
tem contato direto com surfactantes nas células pulmonares durante a infeccao. Ensaios
utilizando o SDS, um surfactante aniénico, demonstraram a ativagao de alguns fatores
sigma de M. tuberculosis, indicando que esse composto interfere na regulagdo génica
dessa bactéria em resposta a esse estresse (MANGANELLI, 1999). C.
pseudotuberculosis causa, principalmente, lesées nos linfonodos superficiais, porém, a
forma visceral da doenga também pode atingir 6rgdos como o pulméao (BATEY, 1986;
HEGGELUND et al., 2015), o que sugere que essa bactéria possui a capacidade de
sobreviver em ambientes com alta concentragdo de surfactantes. Além disso, como
discutido anteriormente, os surfactantes também possuem atividade imunomodulatoria,
podendo atuar como agente de estresse durante a infecgdo causada por C.

pseudotuberculosis em outros 6rgaos.
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1.6. Justificativa

A Linfadenite Caseosa € uma doenga de distribuicdo mundial que causa grandes
prejuizos econdmicos para a ovinocaprinocultura (UMER et al., 2017). O processo
infeccioso causado por C. pseudotuberculosis, agente etioldgico da enfermidade, € bem
compreendido, porém existem poucos relatos sobre os mecanismos de regulagéao

génica envolvidos na viruléncia e patogenicidade.

C. pseudotuberculosis pode enfrentar diversas condigdes hostis tanto no meio
ambiente quanto nas etapas do seu estabelecimento no hospedeiro. Os mecanismos
envolvidos na habilidade desse patégeno de se adaptar e manter a homeostase diante
de diversos estresses estdo relacionados a ativacdo de fatores transcricionais
especificos, como os fatores sigma. Os fatores sigma sdo capazes de promover
especificidade no reconhecimento de promotores para o inicio da transcrigido génica e
permitir o controle da expressdo de genes possivelmente envolvidos na resposta a
estresses ambientais ou associados a viruléncia (KAZMIERCZAK; WIEDMANN; BOOR,
2005).

McKean et al (2005, 2007) realizaram estudos da regulagédo génica de C.
pseudotuberculosis através de IDF, utilizando o gene repoérter GFP presente no vetor
plasmidial pSM20 sem regido promotora (promoterless). Esse vetor é uma ferramenta
util para o estudo genético de C. pseudotuberculosis, uma vez que sequéncias génicas
promotoras podem ser clonadas a montate da regido codificadora de GFP, de modo que
se torne possivel a avaliagdo da produgdo desta proteina através da metodologia de
citometria de fluxo (MCKEAN; DAVIES; MOORE, 2007, 2005). A avaliagédo da indugéo
de GFP, sob o controle dos promotores génicos dos fatores o*, o8, 6 o® of ot oK e oM
de C. pseudotuberculosis, constitui um método promissor para o estudo das funcbes

desses reguladores transcricionais em resposta a estresses ambientais especificos.

Neste contexto, o presente trabalho visa avaliar a indugédo da produgéo de GFP
sob o controle das regides promotoras dos fatores sigma de C. pseudotuberculosis em
resposta aos estresses osmotico, oxidativo e de superficie celular induzido por lisozima
e pelo surfactante SDS para melhor compreender os papéis desses fatores
transcricionais na regulagao génica de C. pseudotuberculosis em resposta a condi¢cdes

adversas.
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2. Objetivos
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2.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade dos promotores dos genes que codificam fatores sigma de C.

pseudotuberculosis em resposta a varias condigdes de estresse ambiental.

2.2. Objetivos especificos

e Identificar e isolar as regiées promotoras dos genes codificadores dos o#, o8, o,

oP, of, o, oX e oM de C. pseudotuberculosis;

e Clonar as regides promotoras no plasmidio comercial pCR-Blunt;

e Clonar as regibes promotoras a montante do gene gfp do plasmidio pSM20 por

meio de subclonagem ou da estratégia Gibson Assembly;

e Confirmar as construgdes através das técnicas de PCR, digestdo enzimatica e

sequenciamento;

e Obter linhagens recombinantes de C. pseudotuberculosis 1002 contendo as

construgdes pSM20::Psjy transformadas individualmente;

e Padronizar as condi¢Oes ideais para a ativagdo dos promotores dos fatores

sigma por meio de citometria de fluxo;
¢ |dentificar promotores de fatores sigma que séo ativados, diferencialmente, em

C. pseudotuberculosis em resposta aos estresses osmotico, oxidativo e de

superficie celular induzido por lisozima e SDS.
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3. Materias e Métodos
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3.1. Equipamentos utilizados

e Agitador magnético de solugbes “Speedlab” (TradelLab)

e Agitador tipo vortex (Scientific Industries)

¢ Analisador de amostras “NanoDrop™ 2000” (Thermo Fisher Scientific)
e Aparato para eletroforese “Horizon® 58” (Gibco®)

e Autoclave (Phoenix)

e Balanca eletronica (Shimadzu)

e Banho-maria (Precision)

e Capela de manipulagédo “DNA Workstation” (Loccus Biotecnologia)
e Capela de exaustao quimica (Permution®)

e Centrifuga “5417C” (Eppendorf)

e Centrifuga refrigerada “MR 23i” (Jouan)

e Cubeta de eletroporagéo (BioRad)

e Destilador de agua “Direct-Q® 3” (MilliporeTM)

e Eletroporador (BioRad)

e Espectrofotdmetro (BEL Engineering)

e Estufa Incubadora de Bancada Refrigerada CT-712R (CIENTEC)
o Estufa de secagem e esterilizagado (Fanem®)

e Fluxo laminar classe Il (Esco)

e Fonte para eletroforese (GSR 200STD Power Supply)

e Forno Microondas (Brastemp)

e Freezer -20°C (Electrolux)

e Freezer -80°C (Sanyo)

e Geladeira (Brastemp)

¢ Incubadora do tipo shaker (Nova ética)

¢ Micropipetas “Pipetman®” (Gilson) / “Finnipipette® F3” (Thermo Fisher Scientific)
e Sequenciador de DNA NGS (lllumina, San Diego, Ca, USA)

e Termociclador (MyGene Series Peltier MG96+)

e Transiluminador UV (DNR Transilluminator 101-0-00)
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3.2. Reagentes utilizados

e Agarose padrao (Agargen)

o Agua destilada esterilizada em autoclave

o Agua mili-Q esterilizada em autoclave

e Azul de Bromofenol (PlusOne)

e Brometo de Etidio (EurobioTM)

e Brain Heart Infusion (BHI) (HiMedia)

e EDTA (Acido etilenodiaminotetraacético, Vetec®)
e Etanol (Synth®)

e Extrato de Levedura (Kasvi)

e Lisozima (Sigma®)

¢ NaCl (Synth®)

e Peptona (Kasvi)

e Peroxido de hidrogénio 32% (Synth®)

e Tris-base (Promega)

¢ Tween® 80 (Monooleato de Sorbitan Etoxilado 20 EO, Sigma Aldrich®)

3.3. Kits de Biologia Molecular

e 1 kb Plus DNA LadderTM (InvitrogenTM)

e BamHI-HF® | NEB

e Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB)

e Plasmid DNA Purification Kit QIAGEN®

e Platinum® Taq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific)
e Sphl-HF® | NEB

e T4 DNA Ligase (NEB)

e Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)

e Zero Blunt® PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific)
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3.4. Preparacgao de solugoes e meios de cultura

e Brometo de Etidio: estocar a 5 mg/ml; utilizar a 0,1-0,5 pug/ml. Conservar ao
abrigo da luz.

e Dodecil sulfato de sédio (SDS) 0,1%: Dissolver 1 g em 100 mL de agua

destilada. Armazenar em vidro ambar.

e Etanol 70%: diluir 70 mL de etanol em 30 mL de agua destilada. Armazenar em

tubos de 50 mL estéreis e manter resfriado para utilizagdo como reagente.

e Glicerol 10%: diluir 100 mL de glicerol em 900 mL de agua destilada. Esterilizar

a mistura em autoclave por 20 min a 1,05 kg/cm2.
e Lisozima 10 mg/mL: dissolver 20 mg em agua mili-Q. Utilizar imediatamente.

e Meio Luria-Bertani (LB) e placas LB agar: adicionar 10 g Peptona, 5 g NaCl e
5 g Extrato de Levedura 1 litro de agua destilada; Esterilizar o meio por 20 min
em autoclave a 1,05 kg/cm2. Preparar meio LB sdlido adicionando agar
bacteriolégico (Acumedia) ao caldo LB, a concentracdo de 1,5%. Apods a
esterilizagdo em autoclave, resfriar a mistura a 60°C e derrama-la em placas de
petri, deixando estas entreabertas em capela de fluxo laminar até a solidificacdo

do meio.

e Meio “Infusdo Cérebro-Coracao” (Brain Heart Infusion) e placas BHI agar:
adicionar 37 g de BHI em p6 (HiMedia) a 1 litro de agua destilada; apés
homogeneizar, acertar o pH da mistura para 7,4. Esterilizar o meio por 20 min
em autoclave a 1,05 kg/cm2. Preparar meio BHI sdlido adicionando agar

bacteriologico (Acumedia) e proceder como explicado anteriormente.

e Salina 0,9%: dissolver 4,5 g de NaCl em 500 mL de agua destilada. Esterilizar

a mistura em autoclave por 20 min a 1,05 kg/cm2.

e Tampao de Amostra (5X): glicerol a 50%, azul de bromofenol a 0,20% e
solvente TBE a 2,5X. Estocar a 4°C.

e TBE 5X (4 litros): misturar: 216 g de Tris-base; 110 g de acido bérico; 80 ml de
EDTA (0,5 M; pH 8,0); completar com agua destilada para 4.000 ml.
Homogeneizar e aferir o pH (entre 8,0 e 8,5). Diluir 10X para utilizagdo em

eletroforese.
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3.5. Linhagens bacterianas e condi¢goes de cultivo

Foram utilizadas duas linhagens para o desenvolvimento desse trabalho. A
linhagem Escherichia coli Top10 (Invitrogen) foi utilizada para todos os procedimentos
de clonagem. Esta linhagem foi cultivada em meio de cultura Luria-Bertani (LB), sob
agitacédo ou LB 1,5% agar. Para ambos os casos a incubagéo foi feita a 37°C durante
18 horas. Para as linhagens recombinantes foi usado o antibiético Canamicina
adicionado ao meio de cultura na concentragao 25ug/mL (SAMBROOK; RUSSELL,
20086).

A linhagem selvagem de Corynebacterium pseudotuberculosis 1002, isolada de
caprino e cedida pela Universidade Federal da Bahia, foi utilizada para os ensaios de
estresse aqui descritos. Esta linhagem foi cultivada sob agitagdo em Brain Heart Infusion
(BHI) caldo ou em placas BHI 1,5% agar, e incubada a 37°C por 48 horas. Com o intuito
de se evitar a formagédo de grumos em cultivo liquido e permitir o monitoramento do
crescimento de C. pseudotuberculosis pela leitura de densidade otica (obtida em
espectrofotdbmetro), adiciona-se ao caldo BHI o tensoativo hidrofilico Tween® 80 a
concentracao final de 0,05%. O antibidtico Canamicina (25ug/mL) foi adicionado ao

meio de cultura para as linhagens recombinantes.

3.6. Técnicas de transformacao de DNA

3.6.1. Preparacao de células eletrocompetentes e transformagao em E. coli

Para a preparacao de células eletrocompetentes de E. coli, foi feito pré-indculo
da linhagem Top10 em meio LB e a cultura foi incubada por 16 horas a 37°C sob
agitacédo de 150 rpm. Apo6s o crescimento, a cultura foi diluida 1/100 em novo meio de
cultura LB e incubada a 37°C sob agitagdo. O crescimento bacteriano foi monitorado
com auxilio de espectrofotdbmetro (BEL Engineering) até atingir a densidade optica
(DOeoonm) entre 0,2 e 0,4.

Em seguida, a cultura foi resfriada em gelo durante 30 minutos e centrifugada
por 15 minutos a 13.000 rpm, 4°C. Em seguida, foi repetido por 5 vezes o processo de
lavagem das células, no qual os precipitados foram suspendidos em glicerol 10%
gelado, centrifugadas por 10 minutos a 13.000 rpm, 4°C, e mantidas em gelo quando
possivel. O pellet resultante foi ressuspendido em 1-2 mL de glicerol 10% e aliquotas

de 100 pl foram imediatamente congeladas a -80 °C.
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Para eletroporagéo foram adicionados 10-100 ng de DNA plasmidial a uma
aliquota descongelada de células eletrocompetentes. A mistura foi transferida para uma
cubeta de eletroporacao fria de 0,2 cm (BioRad) e depois eletroporada usando um
BioRad GenePulser fixado em capacitancia de 25 uF, 2,5 kVolts e 200 Q. Apods a
eletroporagao, foi adicionado 1 ml de caldo LB as células e a suspenséao bacteriana foi
incubada durante 1 hora a 37 ° C. Aliquotas das células foram entdo plaqueadas em
agar LB contendo Canamicina (25ug/mL) (SAMBROOK; RUSSELL, 2006).

3.6.2. Preparagao de células eletrocompetentes e transformagdao em C.

pseudotuberculosis

Para preparacado de células eletrocompetentes de C. pseudotuberculosis, foi
realizado pré-indculo em meio de cultura BHI e, entao, diluigao (1:50) em meio de cultura

fresco, o qual foi mantido a 37°C sob agitagéo até atingir a DOgoonm = 0,4.

Em seguida, a cultura foi resfriada em gelo durante 30 minutos e centrifugada
por 15 minutos a 13.000 rpm, 4°C. Em seguida, foi repetido por 5 vezes o processo de
lavagem das células, no qual os precipitados foram suspendidos em glicerol 10%
gelado, centrifugadas por 10 minutos a 13.000 rpm, 4°C, e mantidas em gelo quando
possivel. O pellet resultante foi ressuspendido em 1-2 mL de glicerol 10% e aliquotas

de 100 pl foram imediatamente congeladas a -80 °C.

Para eletroporacao foi utilizado o protocolo descrito por Dorella et al (2006),
sendo adicionados 1ug de DNA plasmidial a uma aliquota descongelada de células
eletrocompetentes. A mistura foi transferida para uma cubeta de eletroporagao fria de
0,2 cm (BioRad) e depois eletroporada usando um BioRad GenePulser fixado em
capacitancia de 25 pF, 2,5 kVolts e 400 Q. Apos a eletroporacgao, foi adicionado 1 ml de
caldo BHI as células e a suspensao bacteriana foi incubada com agitagdo durante 1
hora a 37 ° C. Aliquotas das células foram entdo plaqueadas em agar BHI contendo
Canamicina (25ug/mL).
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3.7. Manipulagao de DNA

3.7.1. Amplificagcao de DNA por PCR (Polymerase chain reaction)

Q5 High-Fidelity NEB

Para amplificagdo dos fragmentos de DNA a serem clonados, foi utilizada a DNA
polimerase de alta fidelidade Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB). As reagdes de
PCR foram realizadas em um volume de 25 pL, contendo 5 pyL do tampao de
amplificagdo 5X Q5, 0,5 yL de dNTP 10 yM, 1,25 pL do primer foward (F) e 1,25 uL do
primer reverse (R), ambos na concentragdo de 100pmol/uL, 1 yL (20 ng/ L) de amostra
de DNA, 0,25 pL da enzima DNA polimerase Q5 High-Fidelity 2,0 U/uL (NEB) e 15,75
ML de agua ultrapura estéril. Para controle negativo da reagéo, foi adicionada agua

ultrapura estéril ao invés de DNA.
Ludwig Biotec

Para amplificagbes de fragmentos de DNA para confirmagdes de linhagens
recombinantes, foi utilizada a Taq polimerase Ludwig (Biotec, Brasil). As reacdes de
PCR foram realizadas em um volume de 25 pL, contendo 2,5 yL do tampao de
amplificagdo 10X Ludwig, 0,5 yL de dNTP 10 uM, 1,25 yL do primer foward (F) e 1,25
pL do primer reverse (R), ambos na concentragdo de 100pmol/uL, 1 pL (20 ng/ pL) de
amostra de DNA ou colbnia bacteriana adicionada diretamente a reacgao, 0,125 yL da
enzima DNA polimerase Ludwig 5,0 U/uL (Biotec, Brasil) e agua ultrapura estéril para
completar o volume de 25 pL. Para controle negativo da reagao, foi adicionada agua

ultrapura estéril ao invés de DNA.

As amplificagbes foram realizadas em um aparelho termociclador (MyGene
Series Peltier Thermal Cycler MG96+), sob as condi¢gdes apresentadas na Tabela 3.1.
Ao final da reagao de PCR, o produto da reacgéo foi resolvido em gel de agarose a 1%

para visualizacao e a banda de DNA de interesse foi purificada quando necessario.
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Tabela 3.1 Condigoes de amplificagdo de DNA por PCR

Q5 High-Fidelity Ludwig
Ciclos Passo
Temperatura Tempo Temperatura Tempo
1 ciclo Desnaturacao Inicial 98°C 30” 94°C 5
Desnaturacao 98°C 10” 94°C 10”
30
_ Anelamento 55-60°C 30” 55-60°C 30”
ciclos
Extensao 72°C 1°20” 72°C 1'20”
1 ciclo Extenséo final 72°C 2 72°C 7
oo Armazenamento 4°C Até uso 4°C Até uso

3.7.2. Digestao enzimatica

Em geral, as reagdes de digestao foram realizadas de acordo com as instrugbes
do fabricante, utilizando-se entre 1-2 unidades de enzima para 1 yg de plasmidio, em
reacoes de volume final de 10 pul. As reagdes foram incubadas a 37°C durante 1-2 horas,

e as enzimas inativadas a 65°C por 20 minutos quando necessario.

Digestéo Parcial

Quando necessario, foi realizada digestdo parcial dos fragmentos, ou seja,
digestdo incompleta dos sitios de enzima, necessaria para posterior visualizagdo de
fragmentos especificos. Para isso utilizou-se entre 1-2 unidades de enzima para 1 ug
de plasmidio, em reacdes de volume final de 10 ul. As reagdes foram incubadas a 16°C

durante 15 minutos, e as enzimas inativadas a 65°C por 20 minutos.
Digestao in silico

Analises de digestdes in silico das sequéncias de DNA foram realizadas com
auxilio do programa NEBcutter V2.0 (NEB, disponivel em
http://nc2.neb.com/NEBcutter2).
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3.7.3. Resolugéo eletroforética em gel de agarose 1%

A técnica de eletroforese em gel de agarose foi utilizada para separar fragmentos
de DNA e permitir a visualizacdo do peso molecular e da quantidade dos plasmidios e
produtos de PCR. O gel foi feito com 1% de Agarose dissolvida em TBE 0,5X (45mM
Tris, 45mM acido bérico e 1mM EDTA) e adi¢do de 3,5ul/100mL de brometo de etidio
para visualizagdo do DNA sob luz UV. Tampao de amostra 5X foi adicionado as
amostras e padrao molecular adequado foi aplicado em conjunto com as amostras para
permitir a estimativa do peso molecular dos fragmentos (1 Kb Plus DNA Ladder -
Invitrogen). A eletroforese foi conduzida durante 40-50 minutos a 100V em aparelho de
eletroforese (GSR 200STD Power Supply), e o DNA foi visualizado em Transluminador
UV (DNR Transilluminator 101-0-00). As imagens foram capturadas utilizando camera

de celular.

3.7.4. Purificagao de DNA a partir de gel de agarose

Apos eletroforese em gel de agarose, as bandas dos fragmentos de DNA de
interesse foram visualizadas em Transluminador UV e foram excisadas com ajuda de
l&mina bisturi estéril. A purificagdo foi feita utilizando o Kit Gel Purification System
segundo as especificacdes do fabricante (Qiagen).

3.7.5. Ligagoes de fragmentos de DNA a partir da enzima T4 DNA ligase

Em geral, as ligagbes foram realizadas com 10-100 ng DNA plasmidial com
proporcoes entre 1:3 e 1:10 de inserto, de acordo com as recomendagdes do fabricante
(T4 DNA Ligase NEB) num volume de reacao de 10 pl. As reagdes foram incubadas a
temperatura ambiente durante 3-4 horas e depois transformadas em E. coli ou C.

pseudotuberculosis.

3.7.6. Extracao plasmidial de E. coli

Colbnias recombinantes confirmadas por PCR foram cultivadas em meio LB
liquido a 37°C sob agitagdo 150 rpm por 16 horas, e a extragao plasmidial foi realizada
utilizando o Kit Plasmid DNA Purification Kit QIAGEN® de acordo com as especificagdes
do fabricante. A qualidade e quantidade das amostras de DNA plasmidial purificadas

foram avaliadas com auxilio do aparelho NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific).
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3.8. Construcao dos plasmidios

3.8.1. Identificagcdo de regidbes promotoras dos genes codificadores dos

fatores sigma

Apés o0 sequenciamento do genoma da linhagem 1002 de C.
pseudotuberculosis, nosso grupo de pesquisa realizou a montagem e anotagado do
mesmo, que foi depositado no National Center for Biotechnology Information (NCBI) e

pode ser acessado pelo niumero de referéncia NZ_CP012837.1.

Com a ajuda do programa ARTEMIS®, desenvolvido pelo instituto Sanger, foi
possivel visualizar as sequéncias de DNA da linhagem 1002 de C. pseudotuberculosis
e sequéncias de aproximadamente 1000 pb a montante dos genes sigA, sigB, sigC,
sigD, sigE, sigH, sigK e sigM foram analisadas. As regides promotoras dos genes
codificadores dos fatores sigma de C. pseudotuberculosis foram identificadas com o
auxilio do Software BPROM (SoftBerry) (SOLOVYEV; SALAMOQV, 2011) e selecionadas
para posterior clonagem. A Figura 3.1 mostra um exemplo da predicdo promotora
realizada pelo Software BPROM. Apéds a analise da sequéncia, o programa € capaz de
identificar as possiveis sequéncias consenso -35 e -10, regibes de ligagdo do fator

transcricional e suas respectivas posigdes em pares de base.

Sequéncia de teste
Comprimento da sequéncia: 913
Numero de promotores previstos: 2
Posi¢do de Promotor: 600
-10 caixa na posigdo 585 tcctaaaat
-35 caixa na posigdo 567 ttctag
Posigdo de Promotor: 107
-10 caixa na posigdo 92 gcgtaacat
-35 caixa na posigdo 73 ttacca

Oligonucleotideos de sitios de ligagdo conhecidos para fatores
transcricionais:
Para o promotor em 600:
crp: ATCACAAA na posigao 549
arcA: TCACAAAA na posi¢do 550
rpoD18: TTGCTTTT na posigdao 597
rpoD16: GCTTTTTA na posi¢do 599
Para promoter em 107:
fis: AATTATTT na posigdo 67

Figura 3.1. Exemplo de analise feita pelo Software BPROM (SoftBerry). Informagbes
sobre o nimero de promotores previstos, as posi¢cdes das sequéncias consenso -35 e -
10 e dos possiveis sitios de ligagdo para fatores transcricionais sdo fornecidos.
Traduzido e adaptado: http://www.softberry.com
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3.8.2. Oligonucleotideos confeccionados

Apos a predigado da regido promotora, os oligonucleotideos iniciadores (Tabela
3.2) foram confeccionados baseando-se na sequéncia da linhagem 1002 de C.
pseudotuberculosis. A ferramenta de bioinformatica Oligo Analyzer v3.1 (Integrated
DNA Technologies®) foi utilizada para avaliar as probabilidades de formagao de
grampos, homodimeros e heterodimeros. Aproximadamente 1000 pb a montante das
sequéncias dos genes codificadores dos fatores sigma ¢*, o8, o€, a®, of, o, oXe ocMde

C. pseudotuberculosis foram amplificadas por PCR (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados, seus alvos e tamanhos dos

produtos amplificados esperados.

Iniciador Sequéncia Alvo Amplicon
M13 F 5TGTAAAACGACGGCCAGT-3
pCR:Blunt  Variavel

M13 R 5'- CAGGAAACAGCTATGACC-3'
sigA_F 5-AGCATGCTCCGGAATCAAGTAGCACTTTC-3’

SigA 927
sigA_R 5-AGGATCCGTACGCCCTTTCGATTGGATG-3'
sigB_F 5-AGCATGCCTCACCCCATCGATTCCTATGTC-3

sigB 1007
sigB_R 5-AGGATCCCATGACCTCCTCAAGTCGGCGCTTC-3
sigC_F  5-CGGCGCATGCGATATGCCTCGCCTCGCGATGATGGTCGG-3

5-ATACTCCTGTTAAATGAGAGAACTAAGGA sigC 948
sigC_R
CTTTACCACCTAAACTAAAGTTG-3

sigD_F 5-AGCATGCACGCTAAGGTCGGCGTCAAC-3’

sigD 1024
sigD_R 5-AGGATCCTTAGAATCGGACCGTCTAAG-3'
sigE_F 5-AGCATGCCAAATTAGTCCCGGTGGCGTGGTTG-3

SigE 932
sigE_R 5-AGGATCCGAAAGGTATTTTGCCCGACTCTTC-3’
sigH_F 5-AGCATGCGTGCCGCCTTTGCTTCTCGACGCTG-3

sigH 912
sigH_R 5-AGGATCCTGATCTCCTTAGAATTGGACACTATC-3
sigk_F 5-AGCATGCAGAGCAAAAATGAGCAGTGGAAG-3'

sigK 881
sigk_R 5-AGGATCCTAGAGGTCAGTGCTCCTTATACAAG-3’
sigM_F 5-AGCATGCAACCCCGCAATACTCCGGGCTTTG-3'

sigM 1014
sigM_R 5-AGGATCCTATTTCCCCCCATAGTGTTGCGGTG-3'
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3.8.3. Clonagem no pCR-Blunt

Os produtos amplificados por PCR para os promotores dos genes sigA, sigB,
sigD, sigE, sigH, sigK e sigM foram clonados no plasmidio pCR-Blunt (Figura 3.2A), de
acordo com as especificagdes do Kit de clonagem Zero Blunt® Cloning® pCR™-Blunt
(ThermoFisher Scientific), e transformados em células eletrocompetentes de E. coli
Top10. Para selegao de clones transformantes positivos, as bactérias foram plaqueadas

em meio LB contendo Canamicina (25ug/pl).

Para confirmacéao dos transformantes, uma PCR de colbnia foi realizada com os
primers universais M13, que se anelam nas regides proximas ao sitio multiplo de
clonagem do plasmidio pCR-Blunt, para a detec¢do dos insertos no plasmidio. Apos
confirmagao, colbnias positivas selecionadas foram cultivadas em meio LB liquido
contendo Canamicina (25ug/ul) e as culturas foram submetidas a extragéo plasmidial
(Plasmid MiniPrep System - Promega). Os plasmidios extraidos foram digeridos pelas
enzimas de restricdo BamHI e Sphl, e os fragmentos liberados foram visualizados em
resolucéo eletroforética em gel de agarose 1%. A banda correspondente ao fragmento

foi excisada e purificada.

3.8.4. Subclonagem no vetor pSM20

Os fragmentos recuperados das constru¢gdes pCR-Blunt::Ps;y (promotor de fator
sigma) foram subclonados no plasmidio promoterless pSM20 (Figura 3.2B). Para a
clonagem dos fragmentos de cada regido promotora nesse vetor, o mesmo foi
linearizado pela digestdo com as enzimas de restricdo, BamHI e Sphl, e os insertos
subclonados a montante do gene gfp. Os plasmidios construidos foram transformados
em E. coli Top10. Semelhante ao processo de clonagem no pCR-Blunt, os
transformantes foram confirmados por PCR de colénia e os plasmidios extraidos
confirmados por digestao com as enzimas de restricdo BamHI e Sphl.
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Figura 3.2. Mapas dos vetores plasmidiais utilizados nesse estudo. A- pCR-Blunt:
clonagem de produto de PCR bloqueia transcricdo do gene letal ccdB fusionado ao
lacZa, permitindo somente o crescimento de recombinantes positivos apoés
transformagédo. B- pSM20: gfp codifica a proteina GFP; repA necessario para a
replicagdo em C. pseudotuberculosis € E. coli. Ambos plasmidios possuem o gene de
resisténcia a Canamicina (kan). C- Sequéncia de DNA do sitio multiplo de clonagem
(MCS), sitio de ligacédo ao ribossomo (RB) e inicio da sequéncia codificadora do gene
gfp. Adaptado - Brenda Luz 2018 (UserGuide Zero Blunt® PCR Cloning Kit.; (MCKEAN
et al., 2005).

3.8.5. Clonagem com Gibson Assembly

Devido a dificuldade de clonagem da regido promotora do gene sigC no pCR-
Blunt, foi utilizada outra estratégia para realizar a construgdo pSM20::Psjgc. A regido
promotora desse fator sigma foi amplificada por PCR de acordo com a metodologia
Gibson Assembly, técnica que permite a jungdo de multiplos fragmentos de DNA em
uma mesma reagdo. Para isso, o plasmidio pSM20 foi linearizado por digestdo com a
enzima BamHI, e o fragmento inserido na regido desse sitio de restricao (Figura 3.3B).

A construgdo pSM20::Psgc foi transformada em E. coli Top10 e a selegdo de
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transformantes foi realizada através de plaqueamento em meio LB contendo
Canamicina 25ug/ul. Os transformantes positivos foram confirmados por PCR e
digestdo enzimatica. As construgdes obtidas foram sequenciadas e individualmente

transferidas para a linhagem C. pseudotuberculosis 1002.

A B
Sohl EcoRY  gamh Sohl i X
CGGCGCATGCGATATCGGATCCTCT CGGCGCATGCGATATCGCTCT
RB _gb RB g
GATTTAAGA GGAG TATACTATGA GATTTAAGA GGAG TATACTATGA
M S M S

Figura 3.3. Representacao esquematica da construgao do plasmidio pSM20::Pg;g4c.
A- Sequéncia de DNA original do sitio multiplo de clonagem do plasmidio pSM20
(promoterless). B- Sequéncia de DNA da regido do sitio multiplo de clonagem apés a
inser¢cdo da regido promotora do gene sigC pela metodologia Gibson Assembly e
consequente perda do sitio para a enzima de restricdo BamHI na constru¢cao pSM20::

P sigC-

3.8.6. Sequenciamento e montagem dos plasmidios

Os plasmidios obtidos foram sequenciados utilizando a tecnologia lllumina HiSeq
(llumina, San diego, CA, USA), a partir de bibliotecas paired-end (2x 150 pb) e
fragmento de aproximadamente 450 pb. As sequéncias de leituras foram inicialmente
avaliadas quanto a qualidade utilizando o programa FastQC (ANDREWS, 2010). Apos
a determinagdo da cobertura, 10.000 leituras foram amostradas utilizando o programa
Seqtk do SegKit (SHEN et al., 2016). A montagem de cada um dos plasmideos foi
realizada pela ferramenta Unicycler (WICK et al., 2017). Unicycler € um pipeline de
montagem ab initio (de novo) que utiliza SPAdes como montador para a construgéo de
um grafo De Bruijn testando varios K-mers. Como entrada, o Unicycler recebeu os
arquivos das leituras forward e reverse provenientes da amostragem feita dos dados
brutos e o programa foi entdo executado utilizando os parametros padrdo. Os mapas
genéticos dos plasmideos foram gerados utilizando o Software SnapGene (GSL

Biotech, disponivel em http://www.snapgene.com/).
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3.9. Avaliagao da ativagao diferencial de promotores de fatores sigma

em C. pseudotuberculosis por citometria de fluxo

3.9.1. Citometria de fluxo

Citometria de fluxo € uma técnica capaz de mensurar diversos parametros de
populacdes celulares ou mesmo particulas ndo bioldgicas em um sistema de detectores
fotbnicos (Sayes, 2016). O aparelho permite a analise de propriedades fisicas e/ou
quimicas da particula através do emprego de radiagao laser, 6ptica, fluxo hidrodinadmico
e substancias fluorescentes (BADGER et al., 2011). Ao ser injetada no citdbmetro, a
amostra em solugdo passa por um capilar capaz de ordenar a passagem das moléculas
de modo que apenas uma, por vez, seja interceptada por um laser. A emissao de luz
gerada a partir da excitagdo da particula pelo laser fornece informagdes sobre as

propriedades da molécula (Rahman, 2006).

O parémetro Side Scatter (SSC) fornece informagdes sobre a granulosidade
(complexidade) da particula, e o parametro Forward Scatter (FSC) sobre o tamanho. Os
aparelhos de citometria podem analisar de quatro até quatorze cores simultaneamente,
a depender de sua configuragédo. Atualmente, os fotorreceptores de fluorescéncia mais
comuns presentes nos aparelhos séo os FL-1, FL-2 e FL-3 que detectam a fluorescéncia
das particulas nos comprimentos de onda emitidos pelos fluorocromos FITC (verde), PE
(laranja) e Cy5 (vermelho), respectivamente. A velocidade, alta precisao e alta resolugao
da tecnologia permite que dados qualitativos e quantitativos sejam extraidos de
amostras de forma eficiente (Sayes, 2016). Dessa forma, essa técnica apresenta uma
ampla gama de aplicagdes tecnoldgicas e médicas, que incluem estudos imunolégicos,
analises de expressao génica, diagnodsticos de doencgas, entre outras (Badger, 2011;
Sayes, 2016).

A proteina GFP (Green Fluorescent Protein) tem sido amplamente utilizada na
comunidade cientifica como gene repérter para o estudo da regulagéo génica através
de citometria de fluxo. Estudos abordando Indugao Diferencial de Fluorescéncia (IDF)
para a detecgéo de genes diferencialmente expressos ja foram realizados para bactérias
dos géneros Salmonella, Mycobacterium e Corynebacterium (BARKER; BROOKS;
SMALL, 1998; MCKEAN; DAVIES; MOORE, 2007, 2005; VALDIVIA; FALKOW, 1996).
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3.9.2. Preparacao das amostras

Apds a construgdo dos plasmidios, eles foram, individualmente, transformados
na linhagem 1002 de C. pseudotuberculosis. A linhagem 1002 foi, rotineiramente,
cultivada em caldo BHI ou BHI 1,5% agar, a 37°C, por 48h, acrescida de Canamicina
25ug/mL para as linhagens recombinantes. Para a aplicagéo dos estresses in vitro, foi
feito pré-indculo de cada linhagem contendo seu respectivo plasmidio (1002 pSM20
promoterless ou pSM20::Ps4) em caldo BHI a 37°C entre 12-16h. Apds o crescimento,
foi feito novo inéculo em caldo fresco, sendo o crescimento bacteriano monitorado até
a cultura atingir a DOeoonm = 0,2. Nesse ponto, a cultura foi dividida em 4 réplicas
experimentais as quais foram, individualmente, submetidas por 15 minutos aos
estresses descritos na Tabela 3.3 para a avaliagao da indugéo da produgao da proteina
GFP (Figura 3.4).

Tabela 3.3 Condigoes de estresse aplicadas nos ensaios in vitro.

Estresse Método Condicao
Meio BHI acrescido de H202 (perdxido 5mM
Estresse oxidativo ] )
de hidrogénio) 10mM
Meio BHI acrescido de NaCl (cloreto de 0,5M
Estresse osmético
sodio) 2M
Meio BHI acrescido de SDS (dodecil 0,01%
Estresse de superficie sulfato de sodio) 0,05%
celular 500 ug/mL
Meio BHI acrescido de lisozima
1 mg/mL

3.9.3. Parametros utilizados

Apos a aplicagéo do estresse, as amostras foram centrifugadas e suspendidas
em salina 0,9%. Em seguida foi feita a leitura de 30.000 eventos das amostras em
citbmetro BD Accuri™ C6. Os dados gerados pelo aparelho foram analisados no
Software FlowJo V10 (FlowJo®) e as informagdes sobre a frequéncia populacional e
intensidade média de fluorescéncia (IMF) foram extraidas (Figura 3.5).
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3.9.4. Analises

Para analisar estatisticamente a intensidade média de fluorescéncia (IMF) e a
frequéncia populacional das amostras foi usado o teste estatistico One-Way ANOVA,
seguido pelo pés-teste de Tukey para comparagdes multiplas no programa GraphPad
Prism versédo 6. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos de
acordo com o valor de p: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Figura 3.4. Representacao esquematica dos experimentos realizados para avaliagao

da indugdo diferencial de fluorescéncia pelas regidoes promotoras do genes

codificadores de fatores sigma de C. pseudotuberculosis. Apos diluicdo do pré-inéculo,

a DOegoonm da cultura foi regularmente monitorada com auxilio de espectrofotometro até

atingir 0,2. Nesse momento, a cultura foi dividida em varias aliquotas, sendo 4 para o

controle e 4 para cada estresse, nas quais foram adicionadas as quantidades necessarias

de cada agente causador de estresse. Apos 15 minutos de exposigdo ao estresse as

amostras foram centrifugadas e o pellet suspendido em salina 0,9% para leitura no

citbmetro de fluxo BD Accuri™ C86.
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Figura 3.5. Representagcao esquematica da estratégia utilizada para analise dos resultados de citometria de fluxo no Software FlowJo.
Foram construidos graficos de densidade de granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC) para selecionar a populagao de interesse através de
uma janela -“gate” (A). Construindo-se graficos de densidade de fluorescéncia GFP versus SSC foi possivel avaliar populagéo de bactéria sem
a produgédo de GFP (B) e com produgdo de GFP (C). As figuras D e E representam, em grafico de histograma, a intensidade média de
fluorescéncia das populagdes sem e com produgdo de GFP, respectivamente.
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4. Resultados e Discussao
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4.1. Obtencgao dos plasmidios recombinantes

4.1.1. Identificagcédo das regides promotoras

Os procariotos sao capazes de expressar seus genes de modo dinamico,
sintetizando produtos na quantidade e no momento adequado para a manutencgao da
homeostase celular (BROWNING; BUSBY, 2004). A transcri¢gdo bacteriana depende da
ligagdo da holoenzima da RNAP ao DNA e, neste processo, o fator sigma atua como
uma subunidade responsavel pelo reconhecimento da regido promotora especifica para
o inicio da transcrigdo génica (PAGET; HELMANN, 2003).

Devido a grande quantidade de material genético presente no genoma, existe
uma competicdo entre diferentes promotores pela ligagdo a RNAP. Por isso,
componentes moleculares como os fatores transcricionais € a sequéncia do DNA
permitem a regulagédo apropriada do inicio da transcrigdo de cada gene ((BROWNING;
BUSBY, 2004). O reconhecimento do promotor pela RNAP baseia-se em diferentes
elementos estruturais do DNA, sendo os principais as sequéncias consenso -35 e -10,
as quais estao localizadas a montante do sitio de inicio de transcrigdo do referido gene
(FEKLISTOV et al., 2014).

Os fatores sigma sdo amplamente distribuidos entre as bactérias, que podem ter
apenas um fator sigma primario, essencial para o metabolismo celular, até dezenas de
fatores sigma alternativos, sendo cada fator transcricional direcionado para a expressao
de um conjunto especifico de genes (KAZMIERCZAK; WIEDMANN; BOOR, 2005;
PAGET; HELMANN, 2003). A regulagcdo da expressédo de fatores sigma pode ser
complexa, ocorrendo em nivel de transcri¢do, tradugédo e pds-tradugao (DONA et al.,
2008). Em alguns casos, a expressdao de um fator sigma pode ser ativada pelo
reconhecimento de sua regiao promotora por outro fator sigma, ou pela presenga de um
fator anti-sigma, capaz de sequestrar o fator sigma cognato impedindo sua interagao
com a RNAP até que sua fungdo na célula seja requerida (BROWNING; BUSBY, 2004;
HUGHES; MATHEE, 1998).

Como diferentes fatores sigma reconhecem sequéncias promotoras de
conjuntos distintos de genes, existem diferentes mecanismos de ativagéo e regulagéo
destes reguladores transcricionais, a depender da necessidade da célula. Em M.
tuberculosis, por exemplo, foram identificadas trés regides promotoras pelas quais o
gene sigE pode ser transcrito a depender do estimulo ambiental, podendo ser ativado
por um sistema de dois-componentes em resposta aos estresses de superficie celular

e de pH alcalino, ou pelo fator o, em resposta aos estresses oxidativo e térmico (DONA
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et al., 2008). Além disso, diferentes sitios de iniciagdo presentes no mRNA podem

resultar em isoformas variadas do fator o€ apds a tradugéo (DONA et al., 2008).

Neste trabalho, foi utilizada a ferramenta de bioinformatica SoftBerry — BPROM
para identificar as possiveis regides promotoras presentes nas sequéncias de
aproximadamente 1000 pb localizadas a montante dos genes codificadores dos fatores
sigma de C. pseudotuberculosis. A partir da predicao feita pelo software foram
identificados 2 possiveis promotores para os genes codificadores dos fatores o?, ot e
oK, enquanto 3 possiveis promotores foram identificados para os genes codificadores
dos fatores oB, o, ao®, o' e oM (Figuras 4.1 e 4.2). Esses resultados sugerem que a
transcrigdo dos genes codificadores de fatores o em C. pseudotuberculosis é controlada
por varios promotores, 0os quais estao provavelmente envolvidos em uma complexa rede

de regulagéo.

59



A

TCCGGAATGAAGTAGCACTETCTGCCGCCAAGA'I'I'GACCAATCATGGATCAATGTFGATGHCAAAAAHAT-AGACGCTGGG
ACATCGCAGTGCTTAACGACGCCGATGCGGCGGGCATCGCCGAGGTAGCCTTCGGAGAAGATCAAGCTCGACGTGG

TTGCGCCATI'TTGCTCACTCTAGGCACTGGGATCGGTTCCGCT'I'l'CT'|'|'ATCAACGGGGTCTTATI'CCCCAACACCGAGTTAGGGCA
CATGATCGTAGAGGGAAAGGAAGCCGAGCATCTAGCTTCATCTGCAGCAAAAGATCGCGATGAGTTGAGCTATTCCAAATGGGCCA
AGCGCGTTTCTAAAGTCCTCAGCGAATACGAACGACTTTTTTGGCCAGACGTTTTTATCGTAGGCGGTGGTATCTCACGCAAAGCTG
ATAAATGGGTACCCAAACTCACTATCGATACGCCCGTCATACCTGCAAAACTACGTAATACCGCAGGTATCGTAGGAGCAGCAATGG
CGGCAGACCAAAATATCAGGCCTTAGCGCATCACAAAACTCACCGAAIBIAEAGGGGACGTTACTCCTAAAATCCGTTGCTTTTTA

CAAGTAACGCCCCCTCAAACCCCCGCAATCTCCTTAAATGTTTTATAATGGCGCTTTGTCCAAGTCGTAATTAGTAAAATGCCTGGGA
ACTTCCTCGTCCGACCTTCCAGTTCTCTCTGCGTCCTTCCGCCTGTTGCGCTTTATTCAAGTGCACATGTTAGGCAGGGGAACAATA
ATGAGGTTTTTGACGTTAAAGCTTCCATCGGGTCTAACACTCTTAGACTGATAAGACAACTTTGTTCTCCAAGTCTTAGTTGGCATAG

ATCTTTTTACGAGGAAACTCACTCATCCAATCGAAAGGGCGTAC

CTCACCCCATCGATTCCTATGTCGGAGATGAGATTCAAGAGCAT TTTEIBABABIGGAATGGCTTCGAAATAAAGACGCGGAGGCCA
TTTTAGATGCGCAGTATTATTTGCGCCCTGGTGTAGCCAAAGAAGATATTTCTACTACTGATATACAAGCAGGCATGGGTTTTGCATC
GACGGTGCTTCGTTTAACCCGAACCGATGGTTTACGCTTTAGCCACGAGGTGGATCAGCATATTGCTGCTATTATCGCCGGATTACA
TCCAGCGGGACTGTCTCTACGCGAAGTCGCAGAACTTTATGCTTTTAGCAATGGCCTTGAGGAGGATTCCCTCTATACGGAGCTCAT
CCAACCAATCGTCGCTCTCATCCAGCATGGGATCATCCTCCCOGCAGATATCACAACCGGTTGGTAATTAAATGCGCGCAGTTCTCA
GTAGGTGTAGGAAGAAACGACGCCCCTGATGCATGGAAGACAATGGCCCGAAAAATTGCGGAGCTTCGCATCCTCGAAGGAGAAA

AGAGTGTTTCCGACGCAAATGCTCCTGTTCTTCTAATTAGCCAGTTCACGCTCATGGGAGCTACTGCTAAAGGCCGGCGACCTTCAT
GGGTGGAAGCAGCTCCTGGAAAAGAAGCAGAACCCATCATTGAAAAAATTGCTGCAGCATTAAAGCAACGCGGAATACACGTGGAG
GAAGGCCAATTTGGGGCAACGATGGAGGTTEEETCTGTTAACCAAGGA BEMBABIG TGATAGTGGATTGTTGATTTACCCAAAAA
GGTTACCTAATTGCACGCTTTCGGGGCTGAAAGATAACCCCAAGTTAATTCATTGAAGGAAAACGGGAACTTTCTGAGAAGGTTTTC

CGTTGAGTTCCATAGAAGCGCCGACTTGAGGAGGTCATG

C

CCTCGCGATGATGGTCGGCATTCTTACCAGCCATCTCTTGAGCCTCAGCATCAGTAANBEIAIBEEAGCCCTGACGGGACTTAAAG
TGATACTTAACCCATACCGGCTTACCCTCCTCATTGATCCACTGGAAGGTGTGAGAACCAAAGCCATCCTGGTGGCGAGAAGTCTTA
GGGGTACCGCGATCACCCATGAGGTAGGTCACCTGGTGCGCAGACTCAGGAGTACGGGTCCAGAAGTCCCACTGCATATCCGCAT
CCCGGAGCCCATTACGGCCTAGACGCTTCTGAGAGTGGATGAAATCCGGGAACTTAATGGCGTCGCGCAGGAAGAAGGTGGGGGT
GTTGTTGCCCACGATGTCATHEIIBBEANCCTGGGTCCAGAAACGTAGAGCGAATCCGTGCACGTCACGCCAAGTATCCGGGGAGC
CCTGCTCGCCAGCCACCGTGGAGAATCGGATAGCCATCGGGGTGACAGTGCCCTTTTGGAAGAGCTTAGCCTTGGTGTATGCCGA
TACATCCTCAGTGATGTGCAGCTCACCAAAGGCGCCGTGGCCTTTAGCGTGGGGATTGCGCTCTGGGACGCGCTCGCGGTTGAAG
TGAGCGAGCTTCTCAATCAGGTGGAGGTCATTGAGAACATTAGCCCCCTGAGGTCCCGCAGTGATGGAGATGTTCTCGCTAGGAAC
CGGCTGGCCACCTTCGCGTGTTGTGTAAGCAACAGGTTCAGTGCGCTCTCCGGCGCCGAGAATGGGATCGACTGGTGAGTTCATG
AAAAATTCCCTCCTTTAAGGGCTGGCTTTGGAGTGGGTCTTAAGTTAAAAATAACCTTACATIIEHEEARETAAAACCTTGCAACAGATTT
TTATTGAGAGGTTCACCTTACAACTTTAGTTTAGGTGGTAAAGTCCTTAGTT

D

ACGCTAAGGTCGGCGTCAACGCTTTGGCCAATGCCTTGAGCAAGCCTGCTTATTGGATCGCCGACAACGCAGGTCTEBACEGTGE

AGTTGTGG TRIBIAREAI CGCTGATTTGCCTAACGGGGAAGGCTTCAACGCTGCAACTTTGGAGTACGGGAACCTGATTGAACAGG

GCATTATTGATCCTGTAAAGGTCACCCACTCTGCAGTGGTGAACGCAACCTCCGTTGCCCGGATGGTTCTGACCACCGAGGCATCT
GTTGTGGAGAAGCCTGTTGAGGCTAAGCCACAGGCTGGTGGGCATCACCACCACCATCACCACTAGAAAATGCAAAGAGTCCCGA

GCGTTGGTTTTCTGTCCATGCTCGGGACTTTTGCTATTCACGGCAATTGGATGATGGCTCTTTGAACAAGTTGTGGCTTAGCCGTAC

CTCCTCGATAGCATTGTTGCGCGTTCCGATTCGGAAAGACCTCCCCATATTCCATAAGGTTCAGCGTATTGGAGAGCATGTTGEETG
CAATTCCTCAGCACCEERBABRABGAACAAATTTCTTTTGCCTGGCGTTCACGGGACCGTCTAGCCAGACCCCGTTCGCCCTCGGG
GTGATAAAAAATTTCCGACTGGGTTCCCCTGCATGCTCCGTGCAATTGCCAATCCCATAACTGGGTTTGTGGAGCCGGTAATAGGTC
GGTGTTGTTCATATGAAGGGTAATTCCTTATATCAATGGTATGTGGTGGGTAGAAAAGCAGACTCTGAACATGAGGAAGCTGCGTTT

TTGATTGTGCGGGCGTGAAGTAAACAAGGCATGGACGCGGAGGGAAGAGAGGGAAAATTCTGGAAAAAATCGTCGATTCTTTCCAG
AACCGCCGCTACCACTAAAGTTGATAACTGAGGCTATGTCCCBEIMMENT TACTTTTTGTATCGTTGGACAATTCGGTAATTCTGA

TTCGGGCTGCAAGTACTGCCGATGATCGTGCTTAGACGGTCCGATTCTAA

Figura 4.1. Predicao das regioes promotoras de genes codificadores de fatores
sigma de C. pseudotuberculosis numa regidao de aproximadamente 1000 pb a
montante da ORF dos genes. Regides identificadas com o auxilio da ferramenta de
bioinformatica SoftBerry — BPROM. As regides consenso -35 e -10 estdo destacadas
em azul e rosa, respectivamente. A- Regido promotora do gene sigA; B- Regido
promotora do gene sigB; C- Regido promotora do gene sigC; D- Regido promotora do

gene sigD.
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A

CAAATTAGTCCCGGTGGCGTGGTTGTCGTAGGCAAAAACCAAGTGGTCTAAAAAGACCACACGACTGGGTGTGCGGCTCTACAAGA
CCACGCACCCHEIIIAGETTTTGGTCACCAACGTGATGCCAGCGCCTAATGGGAGACGCGCGACGATCACGTTATCAAGGGAAGA

AATGTACTCGTCTGCTTCCCTCGCTGCGACGGTGTCTCGATCCTTCCTAGTGGCGTCGGCAAGCGTGCCGTCGAGCAATGAATCCG
CGAGGACCAATACTCCGCCGGTGGATAGGAGGGGGAGAGCCGCGTCAGTGAAGGCTTTAAGGTCTACAGGCGAGACTTCCCCGTA
AACGATTTGATAAGAATCAGTGGCCAGCCGTCCCATAACATCGAGCGGACGACABBEBABEARTCGAATACGCGATGGGGAGTAA

CCTGCTTCGCGGAACGTGTGTTTCGCTCGTTTTTGATGCTCCGGTTCAGGATCAATACACGTTAAGATCCCAGAGTCACTCAAACCG
GCAAGAAGATGAAGCCCAACGACGCCGGCGGCAGGGGTAACTGCGATAGCCCCCTGCGCACGTGCGGTGGCCGCTAGCGTGGTT
AGGAGGGTGCCCGTCACCGTATCGGGGAGCGCAAGGCCAAACTCTTGTGCATCTTCGCAAGCGGCAGCGAGGACATCGCCTACGA
TGGCGGTCGACTCAATGTAATCGCGGAGATAATCGTTAGAAGCATTCACAGTGGCTAAGT T TRBBIARRAE G TCAGAGAAATAGCGC
ATAACGCGCAGGTTGTGACATCTGTGGCGCATGGGAATTGTTATCAGAAACTGTATTTGATCACGATTTGAGAAAGATTGAGTTTTGA
CAGCGTTTTTCCAGACTTCTAGCTGGTTTTCCCCAGAAGAGTCGGGCAAAATACCTTTC

GTGCCGCCTTTGCTTCTCGACGCTGCCTCATACCTTIGEACEGCTATTACGAG IGEBRIERIAAACAGCCTTATTGGATCACAACCG
GATCGGTAGTCTGGGTAGCTGGTCTTTGGGACTCCGGGGCGCAACAGTTATCGGCCACGATGATTACTACGGATTCGCGTCCGCCS

GTTAGACCGAGTGCATCATCGCATGCCACGCTTTCTATCGGAAGATGAGTTCACGATGTGGCTACAGGGAAGTCCAGATCAAGCAG
CCAGCCTGTTGATTCCGGGCGACGCCAGCGCTTTTTCCCTTACCCCCGCGGATAAGGCGGTGGGGAACATTCGAAACGATTACCC

GGAGCTAATCGGCTTGAACGTCGACAAGCTTCCCATCGACGAGTGACGCAAGCGATTCCGCGCTGAGTTCTACGTCTAAGCCGCGT
CGTCCCGCGGAAACAAAGATCGTGTCAAAAAGAATCGCGGTTTCATCAATAACGGTGGGCAGCACAGTTTTTTGTCCGAGGGGCGA
GATACCGCCGGGGATGTACCCGGAGGATTTTGAGGCGTCGTGAGGATCGGCCATCOTCGCTTTGGATGCGCCAAGAGCCGCGGE

GACCTTTTTTAAACTTAATTGGGAGGTGACAGGCACGCATGCCACCGCTAGTTGGCGCTTGGGTCCTTTCCCAGCAGTGAGATCAA

CAACTAGGGTTTTAAAGATGCGTTCGGGTTCCACTCCTAGTGCCGCTGCAGCATGATCGCCARAATGCTCGGTTCCACCTTCAAAAC
TAGAGACCTTATAGTCCACGTCGGATGAAGCCAGCACCGCCAGCGCGGGTGTTGCTGCCGAATGCTTCITETTACTCACGGGGTAC
CTCCIBBIABABITGATAGTGTCCAATTCTAAGGAGATCA

c

AGAGCAAAAATGAGCAGTGGAAGGCTTGEGECTATGGCAAACGCTACEEIBABBATCACCGTAGAAAGTCCAATATCGCCAGTTGC
GCCGGCAACCGTAATAGCTGCAAGAATCGGTCCCGCACATGGAACATACACAGCTCCCAGCGCTAGGCCAATAGCAAAGCCGCCT

TTATTACGCGCTTTGAGCTGTAGCGATGTTGGGCGCGGAATGCGGTTAAATGGTGCCTCGATCCACTCGCCGAGCTTAGGCACAAT
CATGCCTACGCCCACCAGGACCAGCAAGATAATGCCTCCCCATCGCAGCACATCCTTAGGCAATCCCAGCGCACCAAGGATCAGAG
TTCCCACCAAAGTAATAG TEEEREAGENAAGGGCCAGGCCAGAAATCACATGGGTAGGTTTACGGTCTACGGAAACCGCCAAAACG
ACCGGAAGAACCGGAAGAATACACGGAGATATACCGGTAACGATGCCACCGATAAGCCCGATCAAAATGAGTTCAAGCATGTGTGT
TCCTTTATGTGCTTTTATATTTCAGCTTTAACAATCTTTTGGGAGCACGGCACCTTCTGGTTGCAACCATGCGCGGCGGCTCCCTTCG
CACTCACGACGCAACAACAATGGCAGCAATGGTGCAGTGCACGAGCCGTTATTAAGAAGTACGGAACATAAGAAACTTTCAGATTG

GATAATCGCAATTACACAGGTAGAAACATTGGAACTGTTATCAAATCAATGAAATTCACAGTTG THIISIERITCCAATCCAACGCAC
ACAACAGCTCCGAAGTACTCAATAAGCGCGGAACATAAAACGCGCATTGCATCAGAAACTCAGTCTTGTATAAGGAGCACTGACCTC

D

AACCCCGCAATACTCCGGGCTTTGGTAGCGCTGGTTTTAGCAACATCAGCCGTGCAATTATTGCCATAGCTGTGGC NETIAIIEE TG
TCTCCGTCGCTTTGATTACTGGTTATATCACTAGTCTGTTTGGCAGTAGCCACGGTCAGACTCCTCTAAATAGCGATCCCATTGTTCA
CTCCAGGCCCTCTGATGCATCAGAGGTTCCTAGCATTGTTGCCCCTATAAAAAGCGCTACTGCATGGTCACCTAGCGGCACAATTCC
CAATCGCGAATCCACGTCTACTGCACAGCTAGCTATTGATCCAGATAAATCTAGTGCTTGGTCCACCGGGCCGCTAGCAAAGGGEC
AGGGGGCTGGTCTCCTCATTACACTTGCTCAGCCGCACCAAGCTAGCTCGGTTGTAGTAGAGAGCAATGGTATCCCGGCAAAGGTG
TCTATCTACCAAGTAGAAGATCCACATCTTTCTTCCCTGGATTCTGCTCAACTGTTAGAAGAACAAAAGGTTTCTTCTATGCAGACCC
GGATTCCTCTAGATAACGAGCCGTTAGTCACCTCCATTCTGGTGTGGGTCACGGGGACCCCCGACAATGCTTCTATGAAGGTGCAC
AACGTCACGGTGGTAGCTACTTCTTAGGCGTACTACGCAAAACTGTGGTGGGAAAGAATGATCTATTCTTTCCCACCACAGTTTTCTT

CCGCAATTATCACTTTTATGCAGAACCTCACCTCTTCAGCTCCTTGTATATGCGTTTTCGCGTATATCCATAGC
GGTTTTGTGGGCTACTAAAGTCACACCAAAAGCCATAAACCCACTTTTATACAGGTCAGAACATTAAAATTCTTCTTTCTGCATATCTG
TAACATCCAATTCATTGGGCAAAAAGAACATCTTGCCCACGCGATTTCTTAGTCAAGATTAGACGGGAGAATTAAAGAATCACCGTGT
CGCTACAAAACGACACCGCAACACTATGGGGGGAAATA

Figura 4.2. Predigao das possiveis regides promotoras de genes codificadores de
fatores sigma de C. pseudotuberculosis numa regiao de aproximadamente 1000
pb a montante da ORF dos genes. Regides identificadas com o auxilio da ferramenta
de bioinformatica SoftBerry — BPROM. As regides consenso -35 e -10 estao destacadas
em azul e rosa, respectivamente. A- Regido promotora do gene sigE; B- Regido
promotora do gene sigH; C- Regido promotora do gene sigK; D- Regido promotora do

gene sigM.
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4.1.2. Clonagens no vetor pCR-Blunt

Os fragmentos englobando as regides promotoras dos genes codificadores dos
fatores o*, 0B, oP, of, o™, oX, e oM de C. pseudotuberculosis foram amplificados com
sucesso por PCR, utilizando DNA genbémico da linhagem 1002 como molde. Na
visualizagao por eletroforese representada na Figura 4.3, podemos observar bandas no
tamanho de, aproximadamente, 1000 pb, demonstrando a amplificagdo da regido
promotora dos genes sigA, sigB, sigD, sigE, sigH, sigK e sigM.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 4.3. Resolugao eletroforética dos produtos de PCR obtidos com o uso de
oligonucleotideos iniciadores especificos para as regides promotoras dos genes
codificadores de fatores sigma na linhagem 1002 de C. pseudotuberculosis. As
bandas amplificadas apresentam o tamanho esperado de aproximadamente 1000pb.
Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta
2: Controle negativo da reagéo do sigA; Canaleta 3: Regido promotora do sigA; Canaleta
4: Controle negativo da reagao do sigB; Canaleta 5: Regiao promotora do sigB; Canaleta
6: Controle negativo da reagcdo do sigD; Canaleta 7: Regido promotora do sigD;
Canaleta 8: Controle negativo da reagao do sigE; Canaleta 9: Regiao promotora do sigE;
Canaleta 10: Controle negativo da reag&o do sigH; Canaleta 11: Regido promotora do
sigH; Canaleta 12: Controle negativo da reagao do sigK; Canaleta 13: Regido promotora
do sigK; Canaleta 14: Controle negativo da reagao do sigM; Canaleta 15: Regido
promotora do sigM; Canaleta 16: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder

(Invitrogen).
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Analises in silico realizadas com o auxilio do Software ARTEMIS® permitiram a
visualizagao das regides promotoras que foram amplificadas por PCR, e suas
respectivas regides flanqueadoras no genoma da linhagem 1002 de C.

pseudotuberculosis (Figuras 4.4 e 4.5).
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Figura 4.4. Regides promotoras amplificadas e suas respectivas regioes
flanqueadoras no genoma de C. pseudotuberculosis. A — Regiao promotora do gene
SigA; B — Regido promotora do gene sigB; C — Regido promotora do gene sigC; D —
Regido promotora do gene sigD; Regido promotora: vermelho; Gene codificador de fator

o: verde; Outros genes: azul.
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Figura 4.5. Regi6es promotoras amplificadas e suas respectivas regides
flanqueadoras no genoma de C. pseudotuberculosis. A — Regiao promotora do gene
SigE; B — Regido promotora do gene sigH; C — Regiao promotora do gene sigK; D —
Regido promotora do gene sigM; Regiao promotora: vermelho; Gene codificador de fator

o: verde; Outros genes: azul.
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Apds a amplificagdo dos fragmentos por PCR e purificagdo das bandas
correspondentes, foi realizada a ligagao dos fragmentos no plasmidio pCR-Blunt e
posteriormente a transformagdo em E. coli Top10 (Invitrogen). Os recombinantes
positivos foram selecionados com sucesso por PCR de colbnia, utilizando
oligonucleotideos iniciadores que se anelam as sequéncias do fago M13 presentes

nesse plasmidio.

Uma colbnia de cada construcao foi selecionada e cultivada em meio LB para
posterior purificagdo de DNA plasmidial (3.7.6). Na Figura 4.6 podemos observar as
bandas amplificadas por PCR com os oligonucleotideos iniciadores M13 no tamanho
de, aproximadamente, 1000 pb para as construgdes pCR-Blunt::Pgga, pCR-Blunt::Psigs,
pCR-Blunt::Pgsjgp, pCR-Blunt::Psige, pCR-Blunt::Psig, pPCR-Blunt::Psigk, € pCR-Blunt::Psigu.

1000pb ——

Figura 4.6. Resolugao eletroforética mostrando fragmentos de DNA gerados por
PCR realizada com oligonucleotideos iniciadores complementares as sequéncias
do fago M13 presentes nas construgcdées pCR-Blunt::Ps;y, para confirmagao das
clonagens. As bandas amplificadas apresentam tamanhos esperados de
aproximadamente 1000pb. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Controle negativo; Canaleta 3: pCR-Blunt: Psjga;
Canaleta 4: pCR-Blunt: Psigs; Canaleta 5: pCR-Blunt: Psigp; Canaleta 6: pCR-Blunt: Psige;
Canaleta 7: pCR-Blunt: Psign; Canaleta 8: pCR-Blunt: Psigk; Canaleta 9: pCR-Blunt: Psigm.
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4.1.2.1. Digestoes com as endonucleases de restrigao BamHI e Sphl

Apos a confirmagao por PCR das construgbes baseadas no plasmidio pCR-Blunt
contendo as regiées promotoras dos genes 0%, 68, a®, of, o™, oK, e oM, foram realizadas
digestbes dos insertos com as endonucleases de restricio BamHI e Sphl, para

subclonagens no vetor pSM20.

A resolugéo eletroforética (Figura 4.7) dos produtos das digestdes revelou a
presenga de bandas de aproximadamente 1000 pb para as construgdes pCR-
Blunt::Psiga, pCR-Blunt::Psjgs, pCR-Blunt::Psige, pCR-Blunt::Pggx, € pCR-Blunt::Pggu, €
outras duas bandas nos tamanhos de 2042 pb e 1385 pb, respectivamente, apds
digestao completa (3.7.2) com as endonucleases de restricdo BamHI e Sphl. A banda
de aproximadamente 1000 pb confirma a liberagdo do fragmento correspondente a
regido promotora de fator sigma clonada, enquanto as outras duas bandas visualizadas
resultam da digestdo de um segundo sitio para a endonuclease de restricao Sphl,
presente dentro do gene kan do plasmidio pCR-Blunt, que possui 3500 pb. Os
fragmentos dos tamanhos de aproximadamente 1000 pb correspondentes a cada regido
promotora foram isolados e purificados para posterior clonagem no plasmidio pSM20
(3.7.4).

Andlises in silico confirmaram a presenga de um sitio da endonuclease de
restricdo Sphl na regido promotora do gene sigD e dois sitios da mesma endonuclease
de restricdo na regido promotora do gene sigH de C. pseudotuberculosis. Para clonar
as regides promotoras dos genes sigD e sigH no vetor pSM20, foram realizadas
digestdes enzimaticas parciais (3.7.2) das constru¢gdes pCR-Blunt::Psigp € pCR-
Blunt::Psigv para que os fragmentos correspondentes pudessem ser recuperados de
forma integra. Como consequéncia dessa digestdo parcial, diversas bandas
correspondentes a fragmentos de diferentes tamanhos foram visualizadas apods a
resolugdo eletroforética (Figura 4.7). Os fragmentos completos dos tamanhos
esperados de 1024 pb e 912 pb correspondente as regibes promotoras dos genes
codificadores dos fatores oP e o', respectivamente, foram isolados e purificados para

posterior clonagem no plasmidio pSM20.
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Figura 4.7. Resolugao eletroforética dos produtos das reagdes de digestao
realizadas utilizando diferentes construgcoes pCR-Blunt::Ps;; € endonucleases de
restricio BamHI e Sphl. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Controle negativo (plasmidio n&o digerido); Canaleta 3:
pCR-Blunt: Psiga; Canaleta 4: pCR-Blunt: Psigs; Canaleta 5: pCR-Blunt: Psigp; Canaleta 6:
pCR-Blunt: Psige; Canaleta 7: pCR-Blunt: Psigr; Canaleta 8: pCR-Blunt: Pgigx; Canaleta 9:
pCR-Blunt: Psgu € Canaleta 10: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen). Os retangulos destacam os fragmentos de aproximadamente 1000pb
liberados apds as digestdes. As construgdes pCR-Blunt: Psigp (5) € pCR-Blunt: Psigr (7)
possuem sitio adicional para a enzima de restricdo Sphl na regiao promotora.

Na Figura 4.8 podemos observar digestéo in silico realizada com o Software
NEBcutter V2.0 (3.7.2) e também a digestdo completa (3.7.2) das construgdes pCR-
Blunt::Psigp € pCR-Blunt::Psgy, confirmando a presenca dos sitios extras da
endonuclease de restricdo Sphl nas regides promotoras dos genes sigD e sigH. Ambas
digestdes realizadas com a construgdo pCR-Blunt::Psjga foram utilizadas como controle

positivo para fins de comparagéo.

A Figura 4.9 representa, de forma geral, o mapa genético das construgbes pCR-
Blunt::Psiga, pCR-Blunt::Psigs, pCR-Blunt::Psige, pCR-Blunt::Psigk, € pCR-Blunt::Psign, € a
Figura 4.10 mostra o mapa genético das construgdes pCR-Blunt::Psgp e pCR-
Blunt::Psign, incluindo os sitios reconhecidos pelas endonucleases de restricdo BamHI e
Sphl e suas posigdes dentro do plasmidio.
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Figura 4.8 Digestoes realizadas com as endonucleases de restrigao BamHI e Sphl.
A- Digestao in silico: Canaleta 1 - Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder;
Canaleta 2 - pCR-Blunt::Psiga; Canaleta 3 - pCR-Blunt::Psigp; Canaleta 4 - pCR-
Blunt::Psign. B- Digestdo completa: Canaleta 1 - Marcador de peso molecular 1 Kb Plus
DNA Ladder; Canaleta 2 - pCR-Blunt::Psjga; Canaleta 3 - pCR-Blunt::Pggp; Canaleta 4 -
pCR-Blunt::Psigh.
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Figura 4.9 Representagio esquematica das construgées pCR-Blunt::Psiga, pCR-
Blunt::Psjgs, pCR-Blunt::Psise, pCR-Blunt::Psigk, € pCR-Blunt::Psjgn. Somente a
regido promotora, representada em azul, difere entre esses plasmidios. As regides das
sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores universais M13 e os sitios das

endonucleases de restricdo BamHI e Sphl estao representados. (SnapGene)
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Figura 4.10 Mapa genético das construgées pCR-Blunt::Psi;p € pCR-Blunt::Psigv. Como pode ser observado nos mapas circulares, existem

um sitio reconhecido pela endonuclease de restricdo Sphl na regido promotora do gene sigD e dois sitios reconhecidos pela mesma enzima na

regido promotora do gene sigH. As regides das sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores universais M13 e os sitios da endonuclease de

restricdo BamHI também estao representados. (SnapGene)
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4.1.3 Subclonagens no vetor pSM20

Para realizagdo de subclonagem, o plasmidio pSM20 promoterless foi
linearizado por digestdo completa (3.7.2) realizada com as endonucleases de restricao
BamHI e Sphl, e os fragmentos de DNA liberados apés as digestdes com as mesmas
endonucleases de restrigdo das construgdes pCR-Blunt::Psiga, pPCR-Blunt::Psigs, pPCR-
Blunt::Psigp, pCR-Blunt::Psige, pCR-Blunt::Psign, pCR-Blunt::Psigx, € pCR-Blunt::Psigu
foram ligados (ltem da metodologia) a montante da sequéncia codificadora do gene gfp.
Os produtos das ligacdes foram transformados em E. coli Top10 (Invitrogen) como

explicado no item 3.6.1.

Os clones bacterianos recombinantes foram selecionados com sucesso por PCR
de colbnia, e uma colbnia de cada construgao foi selecionada e cultivada em meio LB
para posterior purificacgdo de DNA plasmidial (3.7.6) Na resolugao eletroforética
mostrada na Figura 4.11 podemos observar o produto da reacdo de PCR realizada com
os oligonucleotideos iniciadores especificos para cada regido promotora. As bandas de
DNA no tamanho de, aproximadamente, 1000 pb, confirmam a presenc¢a dos fragmentos
correspondentes as regides promotoras dos genes codificadores dos fatores g#, o&, a®,

of, o, oK, e oM.

Assim como foi feito para as constru¢des pCR-Blunt::Pgj, foi realizada a digestéo
dos insertos clonados nas construgdes pSM20::Ps; com as endonucleases de restricdo
BamHI e Sphl. Na resolugdo eletroforética dos produtos das digestbes realizadas
(Figura 4.12), podemos observar duas bandas de DNA, uma de 4210 pb e uma de,
aproximadamente, 1000pb para as construgbes pSM20::Psga, pSM20::Psigs,
pSM20::Psigp,  pSM20::Psige,  pSM20::Psign,  pSM20::Psigx € pSM20::Psigu,

correspondentes aos fragmentos liberados de cada regido promotora.

Para as construgbes pSM20::Psigp € pSM20::Psign € possivel observar outras
bandas de DNA, pois ambas regides promotoras apresentam sitios extras para a
endonuclease de restricao Sphl. Diferentemente do vetor pCR::Blunt, o vetor pSM20
contém apenas um sitio para Sphl em seu arcabougo (Figura 4.13), o que explica os

perfis diferentes de bandas apds as digestdes enzimaticas.
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Figura 4.11. Resolugao eletroforética dos produtos de PCR obtidos utilizando
oligonucleotideos iniciadores especificos para cada regiao promotora e
plasmidios referentes as construgées pSM20::Psi;, para a confirmagado de
clonagens. As bandas amplificadas apresentam o tamanho esperado de
aproximadamente 1000pb. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Controle negativo sigA; Canaleta 3: pSM20::Psiga;
Canaleta 4: Controle negativo sigB; Canaleta 5: pSMZ20::Ps4s; Canaleta 6: Controle
negativo sigD; Canaleta 7: pSM20::Psigp; Canaleta 8: Controle negativo sigE; Canaleta
9: pSM20::Psige; Canaleta 10: Controle negativo sigH; Canaleta 11: pSM20::PsjgH;
Canaleta 12: Controle negativo sigK; Canaleta 13: pSM20::Ps;g«;, Canaleta 14: Controle
negativo sigM; Canaleta 15: pSM20::Psign,; Canaleta 16: Marcador de peso molecular 1
Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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Figura 4.12 Resolugado eletroforética das digestoes realizadas utilizando as
endonucleases de restricio BamHI e Sphl e os plasmidios referentes as
construgées pSM20::Ps,, para confirmacdo das clonagens dos fragmentos.
Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta
2: Controle negativo (plasmidio ndo digerido); Canaleta 3: pSM20::Psjga; Canaleta 4:
pSM20::Psigs; Canaleta 5: pSM20::Psgp; Canaleta 6: pSM20:: Psge; Canaleta 7:
pPSM20::Psig; Canaleta 8: pSM20::Psigk; Canaleta 9: pSM20::Psgw e Canaleta 10:
Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Os retangulos
destacam os fragmentos de aproximadamente 1000pb liberados apés a digestdo. Para
as construgdes pCR-Blunt: Psjp (5) € pCR-Blunt: Psig (7) € possivel observar outras
bandas devido a presenga de um sitio adicional para a enzima de restricdo Sphl na

regido promotora.
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Figura 4.13 Representacao esquematica das construgées pSM20::Ps;;. Somente a
regido promotora, representada em azul, difere entre os plasmidios. As regides das
sequéncias dos genes gfp, kan e repA, assim como os sitios reconhecidos pelas
endonucleases de restricdo BamHl e Sphl, estdo representadas. Existem sitios
adicionais para Sphl nas regides promotoras dos genes sigD e sigH (dados nao

mostrados na figura). (SnapGene)
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4.1.4 Clonagem no vetor pSM20 utilizando Gibson Assembly

A construgdo do plasmidio pSM20 contendo a regi&o promotora do gene
codificador do fator o¢ foi realizada utilizando o método de clonagem conhecido por
Gibson Assembly (3.8.5). Este método foi utilizado devido a dificuldade para
amplificarmos, inicialmente, o fragmento correspondente a regidao promotora do gene
sigC, para realizagdo da clonagem utilizando o método tradicional baseado no uso de
DNA ligase. Apesar de obtermos um fragmento do tamanho esperado
(aproximadamente 1000pb), utilizando os iniciadores confeccionados paralelamente
aos iniciadores usados nas constru¢des para as demais regides promotoras, a digestao
deste fragmento purificado ou clonado no plasmidio pCR-Blunt, utilizando a
endonuclease de restricdo Sphl, resultou em um perfil de bandeamento diferente do
esperado e similar ao que seria obtido caso houvesse um sitio reconhecido por Sphl
dentro da regido promotora (dados ndo mostrados). No entanto, analises de
bioinformatica mostraram que a sequéncia de Pgjyc, diferentemente de Pgigp € Psign, N80
apresenta sitios para esta endonuclease de restricdo. Nesse contexto, confeccionamos
novos oligonucleotideos iniciadores que, além de se anelarem a sequéncias diferentes
das selecionadas anteriormente, sdo apropriados para a clonagem no vetor pSM20

utilizando o método de Gibson Assembly.

Apoés a linearizagdo do plasmidio pSM20 com BamH| e a sua ligagao ao
fragmento amplificado e purificado referente a regido de Psgc, 0O sitio para essa
endonuclease de restricdo foi perdido (Figura 3.3). O mapa genético do plasmidio
pSM20::Psigc pode ser visualizado na Figura 4.14. Para confirmar a clonagem da regido
promotora do gene sigC, foram realizadas digestdes utilizando as endonucleases de
restricdo EcoRV e BamHI, ambas presentes no multiplo sitio de clonagem do plasmidio
pSM20.
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Figura 4.14 Representagdo esquematica da construgao pSM20::Psjgc. A regido
promotora do gene sigC se encontra a montante da sequéncia codificadora da proteina
fluorescente GFP. Os sitios reconhecidos pelas endonucleases de restricao BamHI e

EcoRYV estao representados. (SnapGene)

A Figura 4.15 mostra a eletroforese das digestbes realizadas com a enzima de
restricdo EcoRV para os plasmidios pSM20 (controle promoterless) e pSM20::Psigc.
Nota-se que o fragmento de DNA referente ao plasmidio pSM20::Psyc linearizado
apresenta tamanho maior do que o plasmidio pSM20 promoterless linearizado. Este
resultado é esperado devido a inclusdo da regido promotora do gene sigC,
correspondente a 948 pb, no plasmidio pSM20::Psgc. Além disso, ndo houve
linearizagéo do plasmidio pSM20::Psigc ap0s a realizagéo da reagéo de digestdo com a
endonuclease de restricdo BamHI, o que confirma a perda do sitio para essa enzima

apos a realizagao da clonagem pelo método Gibson Assembly.
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Figura 4.15. Resolucado eletroforética dos produtos de PCR e das digestoes
realizadas para a construgdo do plasmidio pSM20::Psisc. A- PCR realizada com
oligonucleotideos especificos para a regido promotora do gene sigC - Canaleta 1:
Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Controle
negativo da reagcédo de PCR; Canaleta 3: Genoma de 1002; Canaleta 4: pSM20::Psjgc.
B- Digestodes realizadas com a construgdo pSM20::Psjyc - Canaleta 1: Marcador de peso
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Controle negativo (plasmidio
nao digerido); Canaleta 3: pSM20 (promoterless) digerido com a enzima EcoRV;
Canaleta 4: pSM20::Psjsc digerido com a enzima EcoRV; Canaleta 5: pSM20::Psjgc
digerido com a enzima BamHI; Canaleta 6: Controle positivo pSM20::Psjga digerido com
a enzima BamHI. A linha representada facilita a visualizagdo da posigdo das bandas no

gel apds a digestao dos plasmidios.

4.1.5 Sequenciamento e montagem dos plasmidios

Apos o0 sequenciamento na plataforma Illumina, as sequéncias de DNA das
construgdes plasmidiais foram analisadas. As leituras obtidas apresentaram valor de
qualidade Phred acima de 30 e uma cobertura extremamente alta, com mais de 6
milhées de sequéncias (dados ndo mostrados). Devido ao excesso de dados obtidos,
uma amostragem das reads foi realizada com o auxilio da ferramenta Seqtk, e uma

amostra de 10.000 reads foi retirada dos dados brutos. O pipeline Unicycler realizou
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com sucesso a montagem plasmidial, e apenas um contig circularizado foi encontrado
para plasmidio sequenciado. Os mapas genéticos dos plasmidios foram gerados
utilizando o software SnapGene e as sequéncias das respectivas regides promotoras
de cada gene codificador de fator sigma foram localizadas (Apéndice 1 ao 8). O
alinhamento das sequéncias indicou 100% de cobertura e 100% identidade, indicando
que as regides promotoras foram clonadas com sucesso e sem mutagdes nucleotidicas

(dados nao mostrados).

Considerando-se todo o trabalho, foram geradas as seguintes construgdes
plasmidiais: pSM20::Psiga, pSM20::Psigs, pSM20::Psigc, pSM20::Psigp, pSM20::Psige,
pSM20::Psigr, pPSM20:: Psigk € pSM20:: Psign. Todas as construgdes foram individualmente

transformadas na linhagem 1002 de C. pseudotuberculosis (3.6.2).

4.2. Inducao das regidoes promotoras em resposta a estresses
abiéticos

Bactérias patogénicas, como C. pseudotuberculosis, enfrentam diversas
condicbes adversas no ambiente externo ou durante seu curso de infecgdo no
hospedeiro. Essas condigbes podem variar rapidamente, exigindo que a bactéria seja
capaz de se adaptar de forma eficiente ao estimulo presente. Esta adaptagao é possivel
através da alteragdo na atividade de fatores transcricionais. Os fatores sigma sao
capazes de atuar regulando a expressao de subconjuntos de genes especificos de
forma coordenada, devido ao seu papel essencial no reconhecimento do promotor no
DNA pela holoenzima da RNAP. Como citado anteriormente, todas bactérias possuem
pelo menos um fator sigma primario, que é essencial para o desempenho das fungdes
biolégicas basicas e metabolismo da célula. Além deste, as bactérias também possuem
fatores sigma alternativos, os quais sdo geralmente responsaveis pela resposta a

estimulos especificos proporcionados por estimulos ambientais.

O genoma de C. pseudotuberculosis possui oito genes codificadores de fatores
sigma. Dentre os fatores sigma encontrados nesta bactéria, o fator g*, presumidamente,
corresponde ao fator sigma principal e essencial a manutengao das fungdes fisioldgicas
na célula, enquanto que o fator alternativo o® esta provavelmente envolvido na ativacéo
de mecanismos gerais de resposta ao estresse. Os demais fatores sigma alternativos,
o, oP, of, o, ok e 6V, sdo similares a fatores sigma de fungao extracitoplasmatica (g&CF)

em outras bactérias filogeneticamente proximas (BRUIJN, 2016).
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Neste trabalho, foi utilizada a técnica de citometria de fluxo para avaliar a indugao
diferencial de fluorescéncia (IDF) referente a proteina GFP, expressa sob o controle das
regides promotoras selecionadas em resposta a estresses abiéticos. Inicialmente, cada
linhagem recombinante de C. psedutouberculosis, contendo, individualmente, plasmidio
com a regidao promotora de um fator sigma, foi cultivada em condigbes normalmente
utilizadas em laboratério, com acréscimo do antibiético Canamicina. Nestas condicoes,
cinco linhagens recombinantes derivadas da linhagem 1002, contendo as construgdes
pPSM20::Psiga, pSM20::Psigs, pSM20::Psigp, pSM20::Psige € pSM20::Pgigri, foram capazes
de sintetizar GFP. Entretanto, ndo foi detectada a produgédo de GFP pelas linhagens
contendo as construgdes pSM20::Psigc, pSM20::Psigk € pSM20::Psigm (Figura 4.16).
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Figura 4.16. A figura representa a ativagdao da producao de GFP pelas linhagens de C. pseudotuberculosis contendo as construgoes
pSM20::Psiy, em condigdes rotineiras de cultivo. A- 1002 pSM20 (promoterless); B- pSM20::PSigA; C- pSM20::PSigB; D- pSM20::PSigC; E-
pSM20::PSigD; F- pSM20::PSigE; G- pSM20::PSigH; H- pSM20::PSigK; I- pSM20::P SigM. Nao foi observada a producado de GFP pelas linhagens

contendo as regides promotoras dos genes sigC (D), sigK (H) e sigM(l).
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Em seguida, foram avaliados os perfis de ativagdo de GFP das linhagens
contendo as construgdes pSM20::Psiga, pSM20::Psigs, pSM20::Psigc, pSM20::Pgigp,
pSM20::Psige, pSM20::Psigrr, pPSM20::Psigk € pSM20::Psign, €m resposta aos estresses
oxidativo, osmdético e de superficie celular — este ultimo induzido pela exposicdo a
lisozima e ao surfactante SDS. Paralelamente, a linhagem 1002 pSM20 promoterless
foi utilizada como controle negativo para todas as condi¢gdes experimentais testadas.
Como esperado, ndo foram observadas alteragbes significativas nos niveis de
fluorescéncia para esse controle, entre as diferentes condigbes testadas, uma vez que
ndo ha sequéncia promotora capaz de induzir a expressao de GFP (Figura 4.17 A).
Entretanto, € possivel observar que a populagdo de células carreando o plasmidio
controle emite niveis basais de fluorescéncia, como foi também observado para
populagdes de células do tipo selvagem levadas ao citdbmetro de fluxo (dados nédo
mostrados). Além disso, a porcentagem de células que poderiam ter apresentado
inducao de GFP ¢ insignificante, em comparacdo com os resultados obtidos para as
linhagens portadoras dos plasmidios carreando promotores dos genes sigA, sigB, sigD,
sigE e sigH (Figuras 4.16 e 4.17 B).
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Figura 4.17. Valores de intensidade média de fluorescéncia (IMF) e frequéncia
populacional produtora de GFP apés exposi¢cao da linhagem 1002 pSM20
(promoterless) a diferentes condigées de estresse. A- IMF apds exposi¢cdo da
linhagem aos estresses; B- Frequéncia populacional produtora de GFP apds exposigéo
da linhagem aos estresses.
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4.2.1 Indugao da regiao promotora do gene sigA

Em C. pseudotuberculosis, o gene sigA codifica um fator transcricional
pertencente a familia o 70, presumivelmente essencial para o desempenho das fungdes
celulares basicas (Figura 1.3). Apesar de ser descrito como regulador de genes
housekeeping, o fator sigma primario também pode estar envolvido com a expressao de
genes de viruléncia. Em E. coli, o fator transcricional RpoD, similar ao fator o* em
bactérias Gram-positivas, ativa a maioria dos genes essenciais para o crescimento
exponencial dessa bactéria (PAGET; HELMANN, 2003). Entretanto, o gene rpoD
também pode ser ativado para regular a expresséo de genes envolvidos na resposta as
condigdes de estresse nutricional e choque térmico. Assim, este fator sigma esta
possivelmente relacionado a viruléncia dessa bactéria (TAYLOR et al.,, 1984). Na
bactéria patogénica M. tuberculosis, apesar do nivel de expressao do gene SigA se
manter constante diante de diversas condicdes de estresse ambiental, h4 um aumento

da sua atividade transcricional durante infecgdes em macrofagos (VOLPE et al., 2006).

Para a linhagem contendo o plasmidio com a regido promotora do gene sigA, foi
observado um aumento significativo da IMF na concentragdo de 2M de NaCl, em
comparagéo com a condi¢ao controle de crescimento, apesar de nao ter sido observada
diferenca significativa na frequéncia populacional produtora de GFP (Figura 4.18 A e B).
Pinto et al. (2014) observaram a indugdo da transcrigao do gene sigA apds a exposi¢ao
de C. pseudotuberculosis ao estresse osmoético, além de térmico. Ainda, a IMF
apresentou um aumento significativo apds a exposi¢do bacteriana ao surfactante SDS
nas concentragdes de 0,01% e 0,05% (Figura 4.18 A). A porcentagem de células
produtoras de GFP foi significativamente aumentada na concentragéo de 0,05% de SDS
(Figura 4.18 B). Estes resultados sugerem que, em resposta a determinadas condicdes
ambientais, o fator o” de C. pseudotuberculosis pode estar exercendo a fungéo de fator
sigma alternativo. Para os outros estresses, ndo foram observadas diferencas

significativas na IMF (Figura 4.18).
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Figura 4.18. Valores de intensidade média de fluorescéncia (IMF) e frequéncia de
células produtoras de GFP, apés submissdo da linhagem 1002 pSM20::Psiga as
condicoes de estresse. A- IMF apds exposicdo da linhagem aos estresses; B-
Frequéncia populacional produtora de GFP apos exposigao da linhagem aos estresses.
As diferengas sao significativas para: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 (One-
Way ANOVA e Tukey).
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4.2.2 Indugao da regiao promotora do gene sigB

Em B. subtillis, Price et al. (2001) demonstraram que o regulon de o® contém
pelo menos 127 genes, incluindo aqueles com fungdo de regulagédo transcricional,
transporte de membrana e resisténcia ao estresse. Outros estudos demonstraram que
0 gene sigB contribui para a viruléncia de diversos patégenos Gram-positivos
(KAZMIERCZAK; WIEDMANN; BOOR, 2005). Em L. monocytogenes, esse fator sigma
alternativo contribui para sua sobrevivéncia diante de diversas condigdes adversas,
incluindo os estresses acido, alcodlico, térmico e oxidativo (CHATURONGAKUL et al.,
2008; FERREIRA et al., 2003; FERREIRA; O'BYRNE; BOOR, 2001). Mutantes para o
0B nessa bactéria apresentam viruléncia reduzida em murinos e diminuigdo na sua
capacidade de invadir células epiteliais (GARNER et al., 2006; NADON et al., 2002). Em
S. aureus, um mutante para o fator o8 apresentou diminuigéo significativa na formacgao
de biofilme, que é uma matriz polimérica capaz de conferir protegdo bacteriana contra
alguns antibidticos e a resposta imune do hospedeiro. Além disso, o biofilme possui um
papel crucial na adaptagéo bacteriana a infecgbes crénicas (MITCHELL et al., 2010;
TUCHSCHERR et al., 2015).

Para a linhagem 1002 de C. pseudotuberculosis, contendo plasmidio com a
regido promotora do gene sigB, foram observadas diferengas significativas na IMF apds
o estresse induzido por SDS, nas concentragdes finais de 0,01% e 0,05%, em
comparagdo com a condicdo controle de cultivo (Figura 4.19A). A frequéncia
populacional produtora de GFP apresentou um aumento significativo (p<0,0001) apenas
na concentracédo de 0,05% do SDS (Figura 4.19B). Esse aumento significativo na
frequéncia populacional indica que esse estresse induziu a ativagdo de mais células

produtoras de GFP dentro da populagao.

Como o o® é considerado um fator sigma global de resposta geral ao estresse,
seria esperado que o mesmo fosse ativado em diferentes condi¢cdes experimentais
também em C. pseudotuberculosis. Apesar disso, estudos anteriores com essa bactéria
demonstraram que o gene codificador desse fator sigma sé teve maior taxa de
transcrigao diante do estresse acido (PINTO et al. 2014), condigdo que nao foi avaliada
nesse estudo. Em C. diphtheria, bactéria filogeneticamente proxima a C.
pseudotuberculosis, foi demonstrado que o numero de transcritos do gene codificador
do o® é elevado em resposta a condigbes como estresse acido, alcodlico, térmico e de
superficie celular (induzido por SDS). Entretanto, altas concentragées de NaCl e H;O,
ndo induzem a transcri¢gao do gene sigB nessa bactéria (ORAM; JACOBSON; HOLMES,
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2006). Similarmente, neste trabalho, a linhagem 1002 pSM20::Psgz ndo apresentou

alteragdes diante dos estresses osmotico e oxidativo (Figura 4.19).
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Figura 4.19. Valores de intensidade média de fluorescéncia (IMF) e frequéncia de
células produtoras de GFP, apés submissao da linhagem 1002 pSM20::Psiss as
condi¢cées de estresse. A- IMF apds exposicdo da linhagem aos estresses; B-
Frequéncia populacional produtora de GFP apds exposigao da linhagem aos estresses.
As diferencgas s&o significativas para: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 (One-
Way ANOVA e Tukey).
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4.2.3 Indugao da regiao promotora do gene sigD

Um estudo envolvendo o fator o® de M. tuberculosis indicou que uma linhagem
mutante para esse fator transcricional induz menor secre¢gao de TNF-a por macréfagos
cultivados in vitro, em comparagdo com a linhagem selvagem parental. Além disso, o
tempo de sobrevivéncia de camundongos infectados por este mutante é maior do que o
observado nas infec¢cdes com a linhagem selvagem (CALAMITA et al., 2005). Ainda
nesse estudo, foi identificado que o fator o® esta relacionado a indugédo da expressao
de genes associados com a sintese de unidades ribossomais e enzimas envolvidas na
biossintese de adenosina trisfosfato (ATP). Em C. glutamicum, |keda et al. (2009)
associaram esse fator transcricional com a expressdo de genes cujos produtos
respondem a condi¢des de hipdxia, uma vez que uma linhagem mutante para o fator o®

perdeu sua habilidade de crescer em baixas concentragcdes de oxigénio.

Um outro estudo avaliou, utilizando PCR em tempo real, a variagdo na expressao
dos genes sigA, sigB, sigC, sigD, sigE, sigH, sigK e sigM de C. pseudotuberculosis,
quando a bactéria é cultivada em meio BHI e em Soro Fetal Bovino (SFB). De forma
interessante, somente o gene sigD apresentou aumento significativo de expressao apos
o cultivo em SFB, meio que mimetiza fatores do hospedeiro. Este resultado sugere,
portanto, que o fator oP ativa mecanismos envolvidos na viruléncia de C.
pseudotuberculosis (CARVALHO et al., 2013).

Como pode ser observado na Figura 4.20A, os ensaios realizados com a
linhagem 1002 pSMZ20::Psgp resultaram em alteragdes significativas na IMF apds
exposi¢cao ao estresse osmotico na concentracdo de 2M, ao estresse de superficie
celular gerado por SDS na concentracdo de 0,05%, e ao estresse oxidativo nas
concentragdes de 5mM e 10mM de H.O,. Na frequéncia populacional produtora de GFP,
s6 foram observadas diferengas significativas apds exposi¢ao ao SDS, no qual houve
um aumento em ambas concentragdes de 0,01% e 0,05% (Figura 4.20B). Mais uma
vez, o estresse induzido por SDS foi capaz de promover a ativagdo de mais células
produtoras de GFP dentro da populagao.

Em 2014, Pinto et al. demonstraram que o gene sigD de C. pseudotuberculosis
tem sua expressao induzida apos exposigédo aos estresses osmotico — gerado por NaCl
2M — e térmico (50°C). Os resultados de ativagao promotora do gene sigD apresentados
neste trabalho corroboram o envolvimento do fator o® na resposta ao estresse osmético.
Além disso, os resultados também indicam a ativagéo da regido promotora do gene sigD
— e subsequente inducdo de GFP — apds exposi¢cdo a ambas concentracbes de H.O;

testadas. C. pseudotuberculosis € uma bactéria produtora de catalase e, portanto, é
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capaz de neutralizar altas concentragbes de H>O,, produzindo as moléculas atoxicas
H>O e O,. Esta habilidade é essencial para C. pseudotuberculosis manter, durante a
infecgdo, sua homeostase no ambiente intrafagossomal, que é rico em ROS (BAIRD;
FONTAINE, 2007). Entretanto, a exposigdo a ROS pode ocasionar danos a diversas
moléculas presentes na célula, incluindo o DNA cromossomal. Em M. Tuberculosis, o
fator o® foi associado a regulagcdo de genes envolvidos nos mecanismos de reparo do
DNA (RAMAN et al., 2004). Assim, é possivel que o fator oP esteja relacionado a
ativacdo de genes necessarios ao funcionamento da maquinaria de reparo do DNA em
C. pseudotuberculosis, apds a exposi¢cao ao H>O,. Ainda é importante ressaltar que, no
presente trabalho, a regidao promotora desse fator sigma foi ativada em trés das quatro
condicbes de estresse avaliadas, sugerindo a existéncia de um conjunto de genes

ativados por oP e envolvidos em diferentes mecanismos de resposta a estresses.
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Figura 4.20. Valores de intensidade média de fluorescéncia (IMF) e frequéncia de
células produtoras de GFP, apés submissao da linhagem 1002 pSM20::Psj;p as
condigcées de estresse. A- IMF apds exposi¢cdo da linhagem aos estresses; B-
Frequéncia populacional produtora de GFP apos exposigao da linhagem aos estresses.
As diferengas s&o significativas para: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 (One-
Way ANOVA e Tukey).
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4.2.4 Indugao da regiao promotora do gene sigE

O envolvimento do fator oF na resposta ao estresse ja foi relatado para diversas
bactérias patogénicas. Em E. coli, o gene codificador do fator of (rpoE) é modulado por
proteinas de superficie de membrana e esta envolvido com a resposta ao estresse de
alta temperatura (MECSAS et al., 1993). Ensaios com a bactéria Haemphilus influenzae
demonstraram que a expressao do gene rpoE aumenta mais de 100 vezes apés
fagocitose por macrofagos, e que mutantes para esse gene tém sobrevivéncia reduzida
dentro do ambiente fagocitico (CRAIG; NOBBS; HIGH, 2002). Outros trabalhos
envolvendo o fator f também foram realizados em actinobactérias. Em M. tuberculosis,
foi demonstrado que o gene sigE esta envolvido na resposta aos estresses térmico,
oxidativo e gerado por SDS. Em C. glutamicum, o fator of é ativado em resposta aos
estresses de superficie celular gerados por SDS e lisozima (MANGANELLI et al., 2001;
PARK et al., 2008).

No presente trabalho, a linhagem 1002 pSMZ20::Psge de C. pseudotuberculosis
apresentou uma diminuigdo significativa na IMF na concentragdo de 2M de NaCl,
condigdo na qual n&o foi observada variagao significativa na frequéncia populacional
produtora de GFP (Figura 4.21). Apds a exposi¢do ao estresse de superficie celular
gerado por SDS, foram observados aumentos significativos na IMF para as
concentragdes de 0,01% e 0,05%, além do aumento significativo na frequéncia

populacional produtora de GFP para as mesmas concentragdes (Figura 4.21).

O dado de diminuigdo na IMF apds estresse osmotico (Figura 4.21) corrobora
outro dado da literatura, segundo o qual a exposigdo de C. pseudotuberculosis a
concentragcdo de 2M de NaCl ocasionou a diminuicdo da expressao do gene sigE
(PINTO et al, 2014). Estudos de Pacheco e colaboradores (2010) demonstraram que
uma linhagem de C. pseudotuberculosis mutante para o gene do GF se tornou mais
susceptivel ao estresse de superficie celular causado por lisozima e SDS. Entretanto,
nossos resultados apontam para a ativagao da regido promotora do gene sigE apenas
no estresse causado por SDS. Um estudo mostrou que C. glutamicum apresenta
elevada resisténcia a lisozima, fato que pode ser explicado pela presenga de acidos
micolicos na parede celular (HIRASAWA; WACHI; NAGAI, 2000). Considerando que C.
pseudotuberculosis também possui acidos micdlicos no envoltoério celular, € possivel
que seja necessaria uma exposi¢do mais prolongada da bactéria a lisozima para que os

efeitos causados por esta enzima ativem o fator oF.
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Figura 4.21. Valores de intensidade média de fluorescéncia (IMF) e frequéncia de
células produtoras de GFP, apés submissao da linhagem 1002 pSM20::Psj,= as
condigcées de estresse. A- IMF apds exposi¢cdo da linhagem aos estresses; B-
Frequéncia populacional produtora de GFP apds exposigao da linhagem aos estresses.
As diferengas sao significativas para: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 (One-
Way ANOVA e Tukey).
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4.2.5 Indugao da regiao promotora do gene sigH

O fator " desempenha um papel importante na resposta aos estresses oxidativo
e de alta temperatura em C. glutamicum e M. tuberculosis (PATEK; NESVERA, 2011;
SACHDEVA et al., 2010). Castro (2013) observou que, apés 15 minutos de exposicao
ao estresse oxidativo gerado por 40mM de H.O,, a expressdao do gene sigH de C.
pseudotuberculosis aumentou, sendo ainda mais acentuada apds 60 minutos. Contudo,
no presente trabalho, ndo foram observadas alteragdes significativas na ativagao da
regido promotora do gene sigH em C. pseudotuberculosis, apds exposi¢ao ao H,O; nas

concentragdes de 5 e 10mM (Figura 4.22).

Em C. pseudotuberculosis o gene rshA esta localizado a montante do gene
codificador do fator o, caracteristica que também é observada em M. tuberculosis.
Nesta ultima bactéria, a ativagdo do promotor do gene sigH ocorre apds a
desassociagdo do complexo formado entre o fator " e seu inibidor cognato, o RshA.
Em condigdes redutoras, o inibidor RshA se liga ao fator o™ inibindo a ativagao do préprio
promotor o' e dos genes o dependentes (SONG et al., 2003). O H.0- age como agente
oxidativo, porém, é possivel que as concentracdes utilizadas nesse estudo nao tenham
sido capazes de induzir a ativagdo promotora na construgdo pSM20::Psign em C.
pseudotuberculosis. Outros ensaios podem ser realizados no futuro para trazer mais
informacgdes sobre o papel do promotor do gene codificador do fator ot na resposta ao

estresse oxidativo em C. pseudotuberculosis.

Houve alteracdo nos niveis de IMF quando a linhagem 1002 contendo a
construgdo pSM20::Psig+ foi submetida a dois dos quatro estresse testados. O estresse
de superficie celular gerado por lisozima a 1 mg/mL ocasionou uma diminuigdo
significativa na IMF, ndo havendo alteragdes na frequéncia populacional produtora de
GFP para esse gerador de estresse (Figura 4.22). Estudos anteriores ndo haviam
relatado o envolvimento do gene sigH na resposta ao estresse gerado por lisozima em
C. pseudotuberculosis. Em M. tuberculosis, foi demonstrado que a PknB, proteina
quinase associada a regulagéo da sintese da parede celular, & capaz de fosforilar o fator
anti-o", e o proprio o, sugerindo uma relagéo entre a regulagdo da estrutura da parede
celular e esse fator sigma (PARK; KANG; HUSSON, 2008). A diminuigao da ativagédo
promotora do gene codificador do o apos estresse gerado por lisozima indica sua
relacdo na resposta a esse estresse em C. pseudotuberculosis. Como sua ativagao é
diminuida apds o estresse, € possivel que o gene sigH precise ser reprimido para que

outros genes possam atuar na resposta ao estresse causado pela lisozima.
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Para o estresse causado por SDS na concentragdo de 0,05%, foi observado
aumento significativo na IMF e na frequéncia populacional produtora de GFP (Figura
4.22). Esses dados indicam que houve um aumento no numero de células produtoras
de GFP, e a maior intensidade de fluorescéncia observada é resultado da indugao da
regiao promotora do gene sigH em resposta a esse estresse.
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Figura 4.22. Valores de intensidade média de fluorescéncia (IMF) e frequéncia de
células produtoras de GFP, apés submissao da linhagem 1002 pSM20::Psjgn as
condi¢cées de estresse. A- IMF apds exposicdo da linhagem aos estresses; B-
Frequéncia populacional produtora de GFP apds exposigéo da linhagem aos estresses.
As diferengas sao significativas para: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 (One-
Way ANOVA e Tukey).
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4.2.6 Indugao da regiao promotora do gene sigC, sigK e sigM

Para as linhagens contendo as construgdes pSM20::Psigc, pSM20::Psigk €
pSM20::Psign ndo foram observadas frequéncia populacional relevante referente a
producdo da proteina GFP em nenhuma das condigdes de estresse testadas neste
estudo (Figura 4.23). De toda populagédo bacteriana para essas construgbes, apenas
cerca de 0,2 % dos eventos se encontraram dentro do gate selecionado para populagéo
produtora de GFP. Esse resultado indica que esses estresses nao foram capazes de
ativar a regido promotora dos genes sigC, sigK e sigM, nao havendo, portanto, indugao
da produgdo dessa proteina. Outros ensaios serdo realizados com a linhagem 1002
contendo as construgdes pSM20::Psigc, pSM20::Psigk € pSM20::Pgign expostas a outras
condicbes de estresse, como estresse acido, alta e baixa temperatura, alcéolico,
escassez de nutrientes, entre outros, para avaliar o perfil de ativagdo da regido
promotora desses genes.

O papel dos fatores transcricionais o, oX e o™ na regulagdo génica de C.
pseudotuberculosis ainda nao foi completamente elucidado (Tabela 1.1). Em M.
tuberculosis, o fator o¢ esta relacionado a diversas fungdes como o crescimento
exponencial, resposta geral a estresses e também desempenha papel importante na
letalidade de camundongos infectados (MANGANELLI et al., 2004). Na bactéria C.
glutamicum o gene sigC aparenta ser essencial para a viabilidade celular, ja que a
tentativa de obtengdo de linhagens deficientes para o fator transcricinal o€ ndo teve
sucesso (YUKAWA et al., 2007).

Estudos em C. pseudotuberculosis demonstraram que o numero de transcritos
do gene sigC é aumentado apos exposicao aos estresses acido e oxidativo, e diminuido
apos exposicao aos estresses osmotico e térmico (CASTRO, 2013; PINTO et al. 2014).
Além disso, Dominguetti (2011) demonstrou que uma linhagem 1002 de C.
pseudotuberculosis mutante para o fator o€ & mais susceptivel aos estresses oxidativo,
térmico e osmoético, sugerindo que o fator o€ tenha envolvimento na resposta a esses
estresses ambientais nessa bactéria. Neste trabalho C. pseudotuberculosis foi exposta
as concentragdes de 5 mM e 10 mM de H;O;, diferente da concentragdo de 40 mM na
qual foi observado aumento da transcrigdo do gene sigC por Castro (2013). E possivel
que as concentragdes utilizadas neste estudo ndo tenham sido suficientes para a
ativagdo da regido promotora do gene sigC. Ensaios com a linhagem pSM20::Psigc
exposta as condi¢cdes de estresse acido e térmico serdo realizados no futuro para
observar a indugdo da regido promotora do gene codificador do o em resposta a esses

estresses.
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O fator transcricional oX esta relacionado com a expressdo de duas proteinas
antigénicas de M. tuberculosis, MPB70 e MPB73, cuja produgado € induzida apenas
durante infecgdes em macrofagos (SACHDEVA et al., 2010). Em M. bovis a expressao
dessas proteinas imunogénicas é reduzida em linhagens contendo mutag¢des no cédon
iniciador do gene sigK, o que leva a uma viruléncia reduzida dessas linhagens
(CHARLET et al., 2005). O papel do ok em corinebactérias ainda precisa ser elucidado,
porém, a auséncia desse fator transcricional na bactéria de importancia biotecnolégica
C. glutamicum sugere que ele possa estar envolvido na viruléncia de bactérias
patogénicas como C. pseudotuberculosis. No estudo de anadlise de expressao
diferencial de genes de C. pseudotuberculosis em resposta aos estresses osmotico,
acido e térmico realizados por Pinto et al. (2014), a taxa de expresséo do gene sigK ndo
foi alterada. No estudo de Castro (2013) foi observado que a transcrigcdo do gene sigk
€ aumentada apos 15 minutos de exposigao ao estresse gerado por 40 mM de H>O2 na
linhagem 1002 de C. pseudotuberculosis. Porém, nesse trabalho a regido promotora
desse gene nao foi ativada nas concentragdes de 5 mM e 10 mM. Outros estudos serédo

necessarios para o melhor entendimento do oX na regulagédo génica dessa bactéria.

Assim como para as linhagens contendo as regides promotoras dos genes sigC
e sigK, a linhagem 1002 pSM20::Psigundo apresentou indugdo da regiao promotora em
nenhuma das condigdes de estresse testadas (Figura 4.23). O oMfoi relacionado com a
resposta aos estresses de temperatura e oxidativo em algumas actinobactérias. Em C.
glutamicum, a ativagao do gene sigM foi observada na fase estacionaria de crescimento
apos estresse térmico e oxidativo (NAKUNST et al., 2007). Em M. tuberculosis o gene
codificador do fator transcricional g™ sé apresentou aumento significativo de expressao

diante do estresse térmico, também na fase estacionaria.

Em C. pseudotuberculosis Castro (2013) observou que na linhagem 1002 a
transcrigdo do gene sigM é ativada apos 270 minutos de exposigéo ao estresse oxidativo
gerado por H20; na concentragao de 40 mM. Os dados para a ativagdo do gene sigM
na literatura indicam que esse fator sigma possivelmente tenha papel na adaptagdo em
resposta a estresses em uma fase mais tardia de crescimento. E provavel que o
estresse aplicado em cultura no inicio da fase exponencial de C. pseudotuberculosis
ndo tenha induzido a regido promotora do gene sigM, e consequentemente nao foram
observadas diferengas na IMF dessa linhagem apds a exposi¢do ao estresse. Ensaios
futuros com diferentes concentragcdes de agentes estressores e tempos de exposicdo

distintos poderédo fornecer mais informagdes sobre a indugdo da regido promotora
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desses genes, o que trara um melhor entendimento do papel dos fatores transcricionais
sigma na resposta regulatéria de C. pseudotuberculosis diante estresses abioticos.
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Figura 4.23. Valores de frequéncia populacional produtora de GFP apés estresses
realizados com as linhagens 1002 pSM20::Psigc, 1002 pSM20::Psi;x e 1002
pPSM20::Psign. A- Frequéncia populacional produtora de GFP da linhagem 1002
pSM20::Psigc; B- Frequéncia populacional produtora de GFP da linhagem 1002
pSM20::Psigx; C- Frequéncia populacional produtora de GFP da linhagem 1002
pSM20::Psigm.
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A Figura 4.24 mostra um panorama geral de todos os resultados obtidos a partir
da avaliagdo da indugéo diferencial de GFP pelas regides promotoras dos genes
codificadores dos fatores o*, 08, o®, o, of, o", ok e oM de C. pseudotuberculosis em

resposta a condigbes adversas através de citometria de fluxo.

oh o8 ot ol oE oH ok cM

NaCla05M
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Figura 4.24. Panorama geral dos dados obtidos para indugao diferencial de GFP
pelas regides promotoras dos genes codificadores de fatores sigma. A indugao
diferencial da produgdo de GFP pelas regides promotoras dos genes codificadores de
fatores sigma de C. pseudotuberculosis diante diferentes condi¢gdes de estresse foram
dispostas nos quadrados, os quais foram preenchidos por cores representativas em
relacdo a condicao controle correspondente. A coloragdo verde indica indugdo da
producgao de GFP, enquanto que a cor vermelha indica diminuigdo da produgéo de GFP
sob o controle da regido promotora. Quadrados em cinza representam a auséncia de

variagao significativa da produgdo de GFP na condi¢do considerada.
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5. Conclusoes e Perspectivas
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O presente trabalho permitiu a identificacdo das possiveis regides promotoras
dos genes codificadores dos oito fatores sigma de C. pseudotuberculosis, o*, o8, o€, oP,
of, o, oK e oM, e as clonagens dessas regides a montante do gene gfp no plasmidio
reporter pSM20 foi realizada e confirmada com sucesso. Diferentes ensaios in vitro
foram realizados para a indugdo dos estresses osmotico, oxidativo e de superficie

celular induzido por lisozima e SDS em diferentes concentragdes.

A regido promotora de sigA (gene codificador do fator o*) foi ativada apds os
estresses osmotico e de superficie celular gerado por SDS. Apesar de ser descrito como
regulador de genes housekeeping, os resultados deste trabalho sugerem que, em
resposta a determinadas condigées ambientais, o fator o* de C. pseudotuberculosis
pode estar exercendo a fungado de fator sigma alternativo. Por outro lado, o fator o® é
considerado um fator sigma alternativo de resposta geral ao estresse. Porém, de forma
similar a estudos anteriores envolvendo C. pseudotuberculosis e outras bactérias
proximamente relacionadas, neste estudo somente o estresse gerado por SDS foi capaz
de induzir a producao de GFP, e outras condicbes de estresse como estresse acido,

alcodlico, térmico poderao ser avaliadas no futuro.

A regido promotora do gene sigD apresentou ativacao apos estresse osmdtico,
oxidativo e induzido por SDS, sugerindo a existéncia de um conjunto de genes ativados
por aP e envolvidos em diferentes mecanismos de resposta a estresses. Ambas regides
promotoras dos genes sigE e sigH foram induzidas por SDS, mas apresentaram redugao
de ativacdo apds os estresses osmético e induzido por lisozima, respectivamente. E
possivel que diante tais condigbes ambientais os genes precisem ser reprimidos para
que outros genes possam atuar na resposta a esses estresses. Para as regides
promotoras dos genes sigC, sigK e sigM nao foram observadas indugdo da produgao
da proteina GFP, indicando que os genes codificadores desses fatores sigma n&o séo

ativados nas condicdes de estresse testadas neste trabalho.

Os diferentes perfis de ativagédo da regidao promotora observados demonstraram
que as construcbes sao capazes de fornecer dados importantes sobre o possivel papel
dos fatores sigma de C. pseudotuberculosis em resposta a estresses ambientais.
Portanto, o uso do plasmidio repoérter pSM20 para avaliagao da producao de GFP por
citometria de fluxo € uma ferramenta util para o estudo da regulagdo génica dessa
bactéria, e podera fornecer mais informagdes sobre os mecanismos moleculares e de

patogenicidade de C. pseudotuberculosis.
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Algumas perspectivas resultantes da realizagdo desse trabalho sao:

e realizar outros ensaios de estresse in vitro, como estresse térmico, acido,

alcoolico, nitrosativo, de escassez de nutrientes;

e realizar ensaios de estresse in vitro com diferentes tempos de exposicéo e em
diferentes fases de crescimento, a fim de entender o papel de cada fator sigma

de C. pseudotuberculosis;

e realizar RT-PCR para avaliar os niveis transcricionais do gene gfp sob controle
das regides promotoras de cada fator sigma com as linhagens recombinantes

obtidas;

e realizar ensaios in vitro com culturas celulares de macrofagos para avaliar o perfil
de ativagao das regides promotoras dos fatores sigma de C. pseudotuberculosis

em contato com fatores do hospedeiro.
e realizar novas clonagens restringindo as regides promotoras encontradas a

montate dos genes codificadores dos fatores sigma de C. pseudotuberculosis e

avaliar o perfil de ativagao desses promotores individualmente.
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Apéndice A - Regiao promotora do gene sigA

Sequéncia do fragmento referente a regido promotora do gene sigA (rosa) e a
sequéncia codificadora do gene gfp (verde) no plasmidio pSM20::Pg;ga.

GATGGGGCGATTCAGGCCTGGTATGAGTCAGCAACACCTTCTTCACGAGGCAGACCTCAGCGCCCCCC
CCCCCCATGGTAAATCTGCGCAGACAGCCCTGTGCAGCTGACGTCTGCAGGCCCGCCTAATGAGCGGG

CTTTTTTTTCTTGCCGGCGCATG G GAATCAAGTAGCACTTICTGECGCCANCATTGACCARTOATS
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Apéndice B - Regiao promotora do gene sigB

Sequéncia do fragmento referente a regido promotora do gene sigB (rosa) e a
sequéncia codificadora do gene gfp (verde) no plasmidio pSM20::Pg;gs.

TCTGCAGGCCCGCCTAATGAGCGGGCTTTTTTTTCTTGCCGGCGCATGC RGN EATICIaIG

EAGEAGEIORIE G GATCCTCTAGATTTAAGAAGGAGATATA
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Apéndice C - Regidao promotora do gene sigC

@

Sequéncia do fragmento referente a regidao promotora do gene sigC (rosa) e a

sequéncia codificadora do gene gfp (verde) no plasmidio pSM20::Psjc.

CTCTCATCAACCGTGGCTCCCTCACTTTCTGGCTGGATGATGGGGCGATTCAGGCCTGGTATGAGTCAG
CAACACCTTCTTCACGAGGCAGACCTCAGCGCCCCCCCCCCCCATGGTAAATCTGCGCAGACAGCCCTG
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Apéndice D - Regiao promotora do gene sigD

@

Sequéncia do fragmento referente a regidao promotora do gene sigD (rosa) e a

sequéncia codificadora do gene gfp (verde) no plasmidio pSM20::Psgp.

@

ATGGGGCGATTCAGGCCTGGTATGAGTCAGCAACACCTTCTTCACGAGGCAGACCTCAGCGCCCCCC
CCCCCCATGGTAAATCTGCGCAGACAGCCCTGTGCAGCTGACGTCTGCAGGCCCGCCTAATGAGCGGG

CTTTTTTTTCTTGCCGGCGCATGCAEGOIAAGGICGEOGTOAACGOITGGCCAATGECTTGAGCARGE
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Apéndice E - Regiao promotora do gene sigE

Sequéncia do fragmento referente a regido promotora do gene sigE (rosa) e a
sequéncia codificadora do gene gfp (verde) no plasmidio pSM20::Pg;se.

GCTCTCATCAACCGTGGCTCCCTCACTTTCTGGCTGGATGATGGGGCGATTCAGGCCTGGTATGAGTCA
GCAACACCTTCTTCACGAGGCAGACCTCAGCGCCCCCCCCCCCCATGGTAAATCTGCGCAGACAGCCCT
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Apéndice F - Regiao promotora do gene sigH

Sequéncia do fragmento referente a regiao promotora do gene sigH (rosa)

@

a
sequéncia codificadora do gene gfp (verde) no plasmidio pSM20::Pgig.

GATGGGGCGATTCAGGCCTGGTATGAGTCAGCAACACCTTCTTCACGAGGCAGACCTCAGCGCCCCCC
CCCCCCATGGTAAATCTGCGCAGACAGCCCTGTGCAGCTGACGTCTGCAGGCCCGCCTAATGAGCGGG
CTTTTTTTTCTTGCCGGCGCATGC GO CON GGG ACGOIGOCICATACCI G GACG GO
AT CCARTICIARGEAGAIEA : GATCCTCTAGATTTAAGAAGGAGATATACTATGAGTAA
GATGAACTATACARATARACTAGTGGCGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCGATGGTAGTG
TGGGGTCTCCCCATGCGAGAGTAGGGAACTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAG
ACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAG
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Apéndice G - Regidao promotora do gene sigk

Sequéncia do fragmento referente a regido promotora do gene sigK (rosa) e
sequéncia codificadora do gene gfp (verde) no plasmidio pSM20::Pgjgk.

a

o
2
Q
:
>
3
5
:
8
5
>

3

2

2

GAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCGATGGTAGTGTGGGGTCTCCCCATGCGAGAGTAGGGAAC
TGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTC
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Apéndice H - Regido promotora do gene sigM

Sequéncia do fragmento referente a regido promotora do gene sigM (rosa) e a
sequéncia codificadora do gene gfp (verde) no plasmidio pSM20::Psjgu.

GATGGGGCGATTCAGGCCTGGTATGAGTCAGCAACACCTTCTTCACGAGGCAGACCTCAGCGCCCCCC
CCCCCCATGGTAAATCTGCGCAGACAGCCCTGTGCAGCTGACGTCTGCAGGCCCGCCTAATGAGCGGG

CTTTTTTTTCTTGCCGGCGCATGCAGEOCGCARTACTOCGGECTTTGOTAGCGCTGGITTTAGCAACAT

GGATCCTCTAGATTTAAGA

AGGAGATATA

CTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAATARACTAGTGGCGCCGAACTCAGAAGTGAAACG
CCGTAGCGCCGATGGTAGTGTGGGGTCTCCCCATGCGAGAGTAGGGAACTGCCAGGCATCAAATAAA
ACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAG
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