UNIVERSIDADE DE LISBOA
FACULDADE DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA VEGETAL

UTILIZACAO DE LISINAS DE BACTERIOFAGOS NO CONTROLO
DE BACTERIAS PATOGENICAS GRAM-POSITIVAS

Ana Sofia Conceicao Fernandes

MESTRADO EM MICROBIOLOGIA APLICADA
2009






UNIVERSIDADE DE LISBOA
FACULDADE DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA VEGETAL

UTILIZACAO DE LISINAS DE BACTERIOFAGOS NO CONTROLO

DE BACTERIAS PATOGENICAS GRAM-POSITIVAS

Ana Sofia Conceicao Fernandes

Dissertacdo de estagio orientada pelo: Doutor €&#n José

Orientador interno: Prof. Doutor Mario Santos

MESTRADO EM MICROBIOLOGIA APLICADA
2009






Utilizagao de lisinas de bacteriéfagos no controlo de bactérias patogénicas Gram-positivas.

AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer a todas as pessoas que de alguma forma me ajudaram a realizar este
trabalho, em particular:

Ao Doutor Carlos Séo-José, meu orientador, pela excelente orientacdo, confianca, dedicacdo e
disponibilidade que sempre manifestou, incentivando-me sempre, mesmo nos momentos mais
complicados.

Ao Professor Doutor Miguel Garcia e a TechnoPhage, S. A., por me terem possibilitado a
integracdo num projecto de investigagdo muito aliciante e todas as condigBes necessarias a
realizagdo do mesmo.

A Professora Doutora Madalena Pimental e a Doutora Sofia Cérte-Real pelo interesse e
disponibilidade demonstradas, importantes para a realizacao desta tese.

A Daniela Proenca, pela amizade sincera que demonstrou e pelos bons momentos de trabalho que
tivemos ao longo deste ano.

As minhas colegas de laboratério Catia Cantante, Clara Leandro, Filipa Silva, Sara Lourenco e pela
colaboragdo e partilha de conhecimentos e também, pelo excelente ambiente de trabalho e boa
disposicéo.

Aos elementos da K2BTeam, Ana Mafalda Cavaleiro, André Grilo e Paulo Fernandes pelos
momentos de boa disposicdo e paciéncia que sempre tiveram comigo, mesmo nos momentos mais
dificeis.

A todos os meus amigos em geral pelo apoio e estimulacdo tornando possivel a realizacdo desta
dissertacéo.

Por fim, aos meus pais, irmd e cunhado pelo constante incentivo, apoio e compreensdo que

demonstraram nao s6 neste ano, como em todas as etapas da minha vida.



Utilizagao de lisinas de bacteriéfagos no controlo de bactérias patogénicas Gram-positivas.

ABREVIATURAS

Ala  alanina

APS persulfato de aménia

ATCC American Type Culture Collection

DNA &cido desoxirribonucleico (acrénimo do inglés deoxyribonucleic acid)
DO densidade 6ptica

EDTA &cido tetra acético de etileno diamino

Gly (glicina

hrs  horas

IPTG isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido

kb quilobase

kDa quilodalton

mg  miligrama

min  minuto/os

ml mililitro

mM  milimolar

nm nandémetro

ORF grelha de leitura aberta (acrénimo do inglés open reading frame)
pbs pares de bases

PBS solucéo salina tamponada por fosfatos

PCR reaccao de polimerizagdo em cadeia

PEG polietileno glicol

RNA &cido ribonucleico (acrénimo do inglés ribonucleic acid)
R-Oxa resisténcia a oxacilina

rpm  rotagbes por minuto

SDS-PAGE electroforese em gel de poliacrilamida dodecilsulfato de s6dio (acrénimo do inglés sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

S-Oxa sensibilidade & oxacilina

TEMED N,N,N’,N’ — Tetrametiletileno-diamina

Tris  tris(hidroximetil)Jaminometano

Tween 20 monolaurato de polioxietileno - sorbitano

U  Unidades

ufc unidade formadora de coldnias

Hg micrograma

Ml microlitro



Utilizagao de lisinas de bacteriéfagos no controlo de bactérias patogénicas Gram-positivas.

RESUMO

As endolisinas ou, simplesmente, lisinas s&o hidrolases da parede celular bacteriana, sintetizadas
na fase final do ciclo litico de fagos de DNA de cadeia dupla, cuja accdo permite a libertagdo da
progenia viral. Diversos estudos recentes demonstraram que as lisinas quando aplicadas
exogenamente a bactérias Gram-positivas, como proteinas recombinantes purificadas, tém a
capacidade de degradar o peptidoglicano da parede celular, causando a lise rapida da célula
bacteriana.

Com este trabalho pretendeu-se inicialmente caracterizar, clonar e expressar lisinas activas contra
Staphylococcus aureus e Propionibacterium acnes. Para aumentar a solubilidade destas enzimas
produziram-se proteinas truncadas, contendo apenas o dominio catalitico e, lisinas quiméricas em
gue se conjugaram diferentes dominios cataliticos e motivos de ligagdo a parede celular de origem
heteréloga.

As lisinas que demonstraram melhor solubilidade e actividade litica foram purificadas por
cromatografia de afinidade. Estas foram uma lisina truncada (Lys161) contendo apenas o dominio de
endopeptidase CHAP da lisina Lys87, especifica para S. aureus, e duas lisinas quiméricas (Lys168-
87 e Lys170-87) contendo, respectivamente, os dominios cataliticos endopeptidase CHAP e de
Amidase-2 de lisinas de Enterococcus sp., fundidos ao dominio C-terminal de Lys87 que apresenta
0s motivos de ligagdo ao peptidoglicano.

A avaliacdo da actividade litica das lisinas em isolados bacterianos de meios hospitalares e da
comunidade evidenciou um elevado potencial litico das lisinas quiméricas em mais de 90% das
estirpes de S. aureus testadas, incluindo uma elevada fracgdo destas com resisténcia a meticilina.
Estas quimeras demonstraram também capacidade de lise em estirpes de Enterococcus spp.,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus saprophyticus,
Streptococcus pyogenes, Micrococcus luteus e Bacillus spp. A lisina truncada Lys161,
comparativamente, apresentou menor actividade litica, com reducao do espectro litico.

Os resultados obtidos demonstram o potencial das lisinas quiméricas produzidas na eliminagdo de

bactérias patogénicas, incluindo estirpes de S. aureus resistentes a meticilina.
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ABSTRACT

Endolysins, or simply lysins, are bacterial cell wall hydrolysing enzymes that are produced at the
end of the lytic cycle of double stranded DNA phages, to allow the release of viral progeny. Many
recent studies have shown that when applied externally to Gram-positive bacteria, as purified
recombinant proteins, lysins are capable of degrading the cell wall peptidoglycan, resulting in a rapid
bacterial cell lyses.

This study initially aimed the characterization, cloning and expression of lysins targeting
Staphylococcus aureus and Propionibacterium acnes. To increase their solubility the enzymes were
produced in the form of truncated proteins, which exclusively carried the catalytic domain, and
chimerical polypeptides where different catalytic and cell wall binding domains of heterologous origin
were fused.

The lysins that exhibited higher solubility and lIytic activity were purified by affinity chromatography.
Specifically, these were a truncated derivative of Lys87 (Lys161), containing only a CHAP peptidase
domain acting on S. aureus, and two chimerical lysins (Lys168-87 and Lys170-87) comprising,
respectively, the functional CHAP peptidase and amidase-2 domains of Enterococcus sp. lysins fused
to the cell wall targeting domain of the S. aureus lysin Lys87.

The evaluation of lysin bacteriolytic activity on bacterial clinical isolates from hospital and community
samples showed a high Iytic potential of chimerical lysins, which were able to lyse more than 90% of
the tested S. aureus strains, including a high fraction of methicillin-resistant isolates. These chimeras
also displayed lytic activity against strains of Enterococcus spp., Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus pyogenes, Micrococcus
luteus and Bacillus spp. Truncated lysin Lys161 showed less lytic activity and a narrow spectrum
when compared to the chimerical endolysins.

Our results demonstrate the potential of chimerical lysins to eliminate pathogenic bacteria, including
methicillin-resistant S. aureus strains.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Bacteri6fagos
1.1.1. Ciclo de vida dos bacteriéfagos

91
)[ 1

Os bacteriéfagos (fagos), independentemente descobertos por Frederick Twort (1915 e Felix

d"Herelle (1917) 57 infectam especificamente bactérias e constituem o maior grupo de virus, com um
numero estimado de 10°! elementos, sendo essencialmente ubiquos'® %!,

Os fagos, de acordo com o seu ciclo de vida, podem convencionalmente ser divididos em dois
tipos, os fagos virulentos (liticos) que seguem exclusivamente a via litica e os fagos temperados que
podem seguir adicionalmente o ciclo Iisogénico[49].

Ambos os ciclos se iniciam do mesmo modo, com adsorgdo do fago a célula bacteriana através da
interaccdo com receptores especificos na superficie celular e injecgdo do acido nucleico para o

citoplasma bacteriano®®®

. No ciclo litico, os fagos como o KVP20 e os do tipo-T, apds estes passos,
utilizam de imediato a maquinaria celular para a replicagao do genoma fagico e sintese das proteinas
funcionais e estruturais do fago. Segue-se a montagem dos componentes estruturais, morfogénese
dos virides e lise do hospedeiro, com consequente libertacdo da progenia viral*®!. Contrariamente, os
fagos temperados (ex., ®MR11 e A) podem multiplicar-se usando adicionalmente o ciclo lisogénico,
no qual o genoma fagico é integrado no cromossoma do hospedeiro, pouco tempo depois da sua
entrada na célula bacteriana. Quando isto ocorre o fago passa a ser denominado de profago, replica-
se juntamente com o cromossoma da célula hospedeira e € transmitido as células filhas,
permanecendo num estado quiescente. As estirpes bacterianas transportando o profago sé&o
designadas de lisogénicas e, quando sujeitas a determinados estimulos, ha activacdo do profago
seguida da multiplicacao fagica, tal como nos fagos virulentos, culminando na libertacdo da progenia

viral que ocorre apés a lise do hospedeiro® *%.

1.1.2. Lise bacteriana mediada pelos fagos

A capacidade de induzirem lise bacteriana € um dos principais factores motivadores para a
aplicacdo dos fagos como agentes antibacterianos, mas € essencialmente vital para a sua estratégia
de sobrevivéncia e fithess ecol(’)gico[79]. Ao contrario do que se verifica nos fagos filamentosos, como
0 M13, em que a saida da progenia fagica é feita por mecanismos relacionado com a secre¢cdo, sem
lise da célula hospedeira, os fagos sdo normalmente de natureza bacteriolitical™®.

Funcionalmente, a lise bacteriana no fim do ciclo vegetativo dos fagos ocorre de dois modos
distintos. Os fagos com genoma de cadeia simples de DNA como o ®X174 ou de RNA como o0 MS2,
codificam um proteina Unica (E e L, respectivamente) que inibe a sintese da parede celular e induz a

lise indirectamente, de um modo semelhante ao que ocorre com a acc¢éo da penicilina[57]

. Nos fagos
com genoma de DNA de cadeia dupla (ex., A e T4), a lise bacteriana deve-se a ac¢éo concertada de
pelo menos duas proteinas fagicas, uma endolisina (lisina) e uma holina (Fig. 1.1)[79]. A lisina é uma

hidrolase do peptidoglicano, capaz de degradar a parede celular, que se acumula inicialmente no
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citoplasma bacteriano; alguns fagos codificam lisinas com uma sequéncia sinal que permite a sua
exportacao para a parede celular através do sistema geral de secrecao (sistema sec) do hospedeiro,
contudo ambas estdio num estado inactivo®® As holinas s3o pequenas proteinas hidrofdbicas,
codificadas na forma de mondmeros que a um tempo geneticamente programando e apds um evento
especifico (concentracdo critica do efector da holina e despolarizacdo parcial da membrana)
organizam-se rapidamente em oligémeros formando lesdes (poros) nha membrana celular™ %!, Apbs
este evento da-se a passagem das lisinas do citoplasma para o compartimento da parede celular. No
caso das lisinas pré-exportadas pensa-se que estas adquirem uma conformacdo activa apos a
despolarizagdo da membrana citoplasmatica mediada pela holina. Nos dois cenarios o resultado final
€ a lise rapida da célula bacteriana® %! Muitas vezes a bacterilise é controlada por proteinas como a

antiholina que regula a actividade da holina ou potenciada pelas proteinas tipo Rz/R,,"® ™.

oM
W
.
o o oligonmerization periplasm
u7lﬁl
uﬂn . memhranzu X )
o e = cytoplasm
S holin ™ lesion

R endolysin

Fig. 1.1 Sistema representativo dos eventos que levam a lise celular bacteriana pelo sistema holina-
endolisina do fago A. A holina S acumula-se e oligomeriza na membrana citoplasmatca enquanto que
a lisina R se acumula no citoplasma. A um tempo geneticamente programado os oligémeros S
rapidamente formam lesGes na membrana através das quais passa a lisina R. Esta ataca a parede
celular causando a lise bacteriana e saida do contetdo citoplasmatico, juntamente com a progenia
fagica. OM (outer membrane), membrana externa; CW (cell wall), parede celular; IM (inner
membrane), membrana interna ou citoplasmatica. (adaptado de Bernhardt et al.[gl).

1.2. Lisinas fagicas
1.2.1. Modo de accéo das lisinas

As lisinas séo produzidas na fase final do ciclo litico e tém como principal fungdo a degradacao da
parede celular bacteriana, o que permite a libertagdo da progenia fagica para o exterior, garantindo a
realizagc&do de novos ciclos infecciosos®®* 14,

As lisinas tém como substrato o peptidoglicano, constituinte principal da parede celular bacteriana.
Esta protege a célula da injuria mecéanica e ruptura osmatica, sendo essencial a a sua viabilidade. O
peptidoglicano é composto por polimeros repetidos de residuos de N-acetilglucosamina (NAG) e
acido N-acetilmurédmico (NAM) unidos por ligacBes glicosidicas B-1,4 e cadeias laterais de
tetrapéptidos ligados ao grupo lactil do NAM por uma ligagdo amida. Os tetrapétidos estdo ligados
entre si por uma ligagcdo interpéptidica (nas Gram-negativas) ou ponte interpéptidica (nas Gram-
positivas). A parede celular das bactérias Gram-positivas € composta por varias camadas de
peptidoglicano associado a &cidos teicdicos, com uma espessura entre 15-80nm, enquanto que as
Gram-negativas possuem apenas uma camada de peptidoglicano (10nm), rodeado por uma

membrana external®®.
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Dependendo da sua especificidade enzimatica as lisinas podem ser classificadas como N-

acetilmuramidases (lizosimas), N-acetiimuramil-L-alanina amidases (NAM-amidases), endo-B-N-

acetilglucosaminidases (glucosaminidases), endopeptidases e transglicosilases litica® %> 1% (Fig.

1.2). Destas, as amidases e muramidases parecem ser as mais frequentemente produzidas pelos

fagos®®?.

(a) &) TA

o &
.
Anrcal | oo e
N-acetylmuramayl-L-alanine amidase GalhiAc ‘ro LAla n,.sﬁ/uys D-Ala

M-acetyl-fD-muramidase GelNA:

GG
I

H-acetyl-}}-D-glucosaminidase

Lisinas < ‘5‘\ D-Ala  Llys DHGIn L-ala

interpeptide bridge endopeptidase

~
NAC S
A J
L-alanoyl-D-glutamate endopeptidase z >

L . Transglycosylase ]

Figura 1.2 Lisinas fagicas. (a) ldentificacdo nominal e esquemaética das diferentes lisinas. (b)
representacédo esquematica do peptidoglicano de Streptococcus pneumoniae, com indicacao (através
das setas) dos locais alvo das lisinas indicadas em a. GIcNAc, N-acetilglucosamina; MurNAc, acido
N-acetiimuramico; TA, &cido teicdico; X indica o local de unido entre as unidades de pentassacaridos
e os residuos de NAM. PC, fosforilcolina (adaptado de Hermoso et al.[sg]).

Tipicamente cada lisina possui apenas um tipo de actividade litica, contudo estao também descritas
lisinas bifuncionais, isto €, enzimas que possuem dois dominios -cataliticos independentes,
catalisando a clivagem de mais do que uma ligagcdo no peptidoglicano. Nomeadamente as lisinas dos
fagos B30 (muramidase e endopeptidase)[75] e NCTC11261 (endopeptidase e lisozima) 20 de
Streptococcus agalactiae, do fago ®11 (endopeptidase e NAM-amidase) ©4 de Staphylococcus
aureus e do fago PWM1 (endopeptidase e NAM-amidase) [ ge Staphylococcus warneri M.

Outras lisinas sdo capazes de afectar a célula bacteriana utilizando mecanismos diferentes dos
relacionados com a sua actividade enzimatica, como a lisina do fago T4 e a Lys1521 (de Bacillus
amyloliquefaciens) que possuem na sua regido C-terminal sequéncias adicionais semelhantes as

apresentadas por péptidos catiénicos™” .

1.2.2. Estrutura das lisinas

As lisinas possuem uma estrutura modular tipica, com pelo menos dois médulos (dominios)
funcionais separados por uma regido de ligacao (linker), o dominio catalitico na regido N-terminal e o
dominio de ligacdo a parede celular (DLPC) na regido C-terminal®®” (Fig. 1.3). A comparacéao de
sequéncias entre enzimas da mesma classe enzimatica demonstrou que o dominio catalitico € uma
regido conservada, enquanto que a regido C-terminal é bastante mais variavel, ndo apresentando por

vezes sequéncias conservadas.

Dominio catalitico Dominio de ligagdo a
parede celular

—_— -
" N -

Figura 1.3 Imagem representativa de uma lisina tipica de um fago. L representa a regido linker entre
os dois dominios funcionais: catalitico e de ligacéo a parede celular (adaptado de Fischetti et al. ).
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A variabilidade verificada no modulo DLPC podera dever-se a selecgdo, efectuada ao longo da
evolucdo, de modo a que as lisinas reconhecessem nédo s6 componentes Unicos da parede celular
mas também aqueles que séo essenciais a viabilidade da célula hospedeira, garantindo a libertacéo

efectiva da progenia viral. Deste modo é também minimizada a ocorréncia de resisténcias por parte

[33, 34]

da célula infectada . Por outro lado a existéncia de ligacdes no peptidoglicano que sdo comuns

em varias espécies bacterianas, podera ser a explicacdo para a similaridade entre as sequéncias de

aminodcidos no dominio catalitico das principais classes de lisinas, como as amidases® %4,

Curiosamente, embora o DLPC seja responsavel pelo direccionamento da lisina para a parede

7

celular alguns estudos parecem indicar que este nem sempre € indispensavel para a actividade
bacteriolitica. Na lisina Mur, do fago LL-H de Lactobacillus delbrueckii®®, quando foi eliminada parte

desta regido a actividade bacteriolitica manteve-se e em lisinas como a PlysL do profago K Ba02 de

[55]

Bacillus anthracis™ e Ply511 do fago A511 de Listeria monocytogenesml esta foi superior a registada

na lisina intacta. Outras lisinas, no entanto, precisam de ambos os dominios para manter a actividade
litica nos niveis 6ptimos®®® *,

A estrutura modular das lisinas parece ser bastante vantajosa para o fago permitindo-o alterar a
sua especificidade e actividade enzimatica de um modo independente, através da substituicdo de um

dominio pelo dominio correspondente de outra enzima®* 8¢,

1.2.3. Uso das lisinas na terapéutica antibacterian a

Apéds anos de uso quase exclusivo de antibiéticos no tratamento de doencas infecciosas causadas
por bactérias patogénicas, a emergéncia de estirpes bacterianas multirresistentes aliado ao
abrandamento na descoberta de novas classes de antibiéticos criou a necessidade de se

desenvolverem novas estratégias, que garantam a eliminacdo de bactérias patogénicas,

especialmente as resistentes aos antibioticos [5. 73, 85, 97)

Quando em 2001, Nelson et al., demonstraram pela primeira vez que na auséncia de fagos o uso

de lisinas recombinantes purificadas era eficiente na eliminacdo de bactérias patogénicas, estas

passaram a se consideradas como uma possivel alternativa ou complemento a terapia antibiotica®.

Em particular, as lisinas usam receptores e modos de actuacdo diferentes dos utilizados pelos

antibiéticos, conseguindo induzir a morte bacteriana independentemente do seu status de resisténcia

[67, 101]

aos antibiéticos Geralmente, possuem um espectro litico reduzido, restrito as espécies

[84, 103]

bacterianas infectadas pelo fago do qual derivaram , existindo no entanto, algumas excepcdes

como a lisina PlyV12 do fago ®11, de Enterococcus faecalis, que é activa também em Enterococcus

faecium, Streptococcus pyogenes, do Grupo B, C e Staphylococcus aureus™®?.

1.2.3.1 Aplica¢gBes na medicina e biotecnologia

Apesar das lisinas terem sido evolutivamente desenhadas para actuar a partir do interior da célula

infectada (lysis from within), estdo hoje documentados inimeros exemplos sua aplicacdo exdgena
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(lysis from without), especialmente em bactérias Gram-positivas, com consequente eliminagéo
destas, i.e., bacteridlise.

Destacam-se em seguida as principais aplicacdes das lisinas na terapéutica antibacteriana, no
campo da medicina e biotecnologia.

Prevencéo de infeccBes bacterianas . A primeira lisina a ser testada teve como principal objectivo
evitar a colonizacé@o do epitélio respiratorio superior por Streptococcus pneumoniae[ﬁs]. Os resultados
deste estudo e de outros realizados in vivo demonstraram que apés a aplicacdo de lisinas nas
mucosas membranares de ratinhos havia um decréscimo das ufc/ml e a manutencdo da

[51, 65]

sobrevivéncia destes . Nos humanos as membranas das mucosas séo locais colonizados por

diferentes espécies bacterianas, algumas potencialmente patogénicas, e que constituem muitas

vezes o ponto de partida da infecgaol® 3% %4

[48, 66]

contribuindo para a transmissdo de bactérias
patogénicas na comunidade . Estando a sua eliminacdo normalmente dependente do uso de
diferentes combinacbes de antibidticos, o que favorece o aparecimento de estirpes bacterianas
resistentes e danos para o paciente, o uso de lisinas como agente profilatico nestas situacdes seria
sem dudvida uma mais valia.

Tratamento de infec¢Bes bacterianas . Adicionalmente ao uso profilatico, os resultados obtidos
com lisinas aplicadas sistemicamente em ratinhos (in vivo), previamente infectados com estirpes

patogénicas, sdo igualmente satisfatorios®® % & 101

Por exemplo, quando se aplicou
intravenosamente uma Unica dose da lisina Cpl-1 em ratinhos, ap6s 10hrs de infecgdo, com S.
pneumoniae, verificou-se uma sobrevivéncia de 100% destes comparativamente com os 20%
observados no grupo controlo!*?. Esta também demonstrado que a eficiéncia das lisinas pode ser
futuramente potenciada utilizando-se conjuntamente antibidticos ou lisinas de diferentes classes

funcionais e igual especificidade®® “* Y,

Nestas combinagcbes as lisinas parecem actuar
sinergeticamente na parede celular.
Biocontrolo de bactérias em alimentos . Para este objectivo pode ser aplicado directamente nos

alimentos as lisinas purificadas!®

ou utilizar a especificidade caracteristica das lisinas, como num
estudo de Gaeng et al., em que juntaram Lactococcus lactis recombinantes (a expressar a lisina
Ply511) e Listeria monocytogenes em meio liquido, observando-se ao longo do tempo um decréscimo
acentuado destas ultimas®®.

Proteccdo de plantas contra bactérias fitopatogénic as. Neste caso a estratégia utilizada até a
data tem sido a criagcao de plantas transgénicas que expressam lisinas, garantindo a eliminacédo das

[29] [41]

bactérias nos estadios iniciais da infecgdo*™ ou a aplicacao directa da lisina a superficie da planta

Deteccdo . Mais uma vez pode-se tirar partido da especificidade de cada lisina utilizando-as no

desenvolvimento de métodos de deteccéo rapida de bactérias, como B. anthracis!®.

1.2.3.2. Possiveis limitagGes na terapéutica com li  sinas
A utilizac&o de lisinas em humanos carece ainda da realizacdo de variados estudo. Actualmente as

principais preocupagfes relativas ao uso destas como terapéutica antibacteriana incluem o possivel

desenvolvimento de uma resposta imunoldgica ou resisténcia bacteriana.
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As lisinas, ao contrario dos antibidticos séo proteinas e como tal poderdo induzir resposta imunitaria
celular e humoral. Caso isto ocorra ap0s a sua administragdo nas mucosas ou sistemicamente,
poderia levar a reducdo ou inibicdo completa da actividade antibacteriana quando aplicadas
repetidamente em infeccfes cronicas™. Todavia, a exposicdo intravenosa de ratinhos a lisina Cpl-1
ndo diminuiu significativamente a eficacia da terapia in vivo e o soro de um coelho previamente

[50]

hiperimunizado apresentou uma actividade inibitéria bastante fraca sobre esta lisina™". Igualmente,

anticorpos contra lisinas de fagos de S. pneumoniae, isolados de coelhos, ndo demonstraram

[50]

capacidade neutralizante™ . Relativamente ao aparecimento de estirpes resistentes as lisinas, esta

(3. 34 81 Tal como

indicado até ao momento que a probabilidade disto ocorrer é bastante baixa
indicado anteriormente as lisinas reconhecem normalmente moléculas do invélucro bacteriano que
séo essenciais a sobrevivéncia da célula, assim, mesmo a aplicacdo continua de lisinas ndo devera
favorecer o aparecimento de estirpes resistentes!®”.

Outro factor a ter em conta é a resposta do individuo aos inidmeros compostos pré-inflamatérios,
como o LPS e acidos teicoicos ou lipoteicdicos que, quando libertados lise bacteriana poderao induzir
no individuo um choque anafilatico e em dltimo caso a morte®®. Contudo até ao momento os dados
disponiveis ndo comprovam o aparecimento destes sintomas apds a ocorréncia de bacteriolise!*% %,
As lisina parecem ndo apresentar igualmente sinais de toxicidade quando aplicadas em grandes

guantidades para o tratamento de infecces cutaneas ou sistémicas™ ®°.

1.2.3.3. Aplicacdo das lisinas em  Staphylococcus aureus e Propionibacterium

acnes

O uso das lisinas fagicas é considerado essencialmente para o tratamento de infec¢cdes causadas
por bactérias Gram-positivas, como as espécies alvo deste estudo: Staphylococcus aureus e
Propionibacterium acnes. Nestas bactérias a parede celular esta facilmente acessivel a ac¢ao externa
das lisinas, contrariamente ao que ocorre nas Gram-negativas, onde a membrana externa impede o
seu acesso aquele compartimento celular.

As bactérias da espécie S. aureus sdo cocos, anaerébios facultativos'®

[18]

, que colonizam a pele e

mucosas humanas Constituem a principal espécie patogénica do género Staphylococcus,

associado a inumeras manifestagdes clinicas como infec¢des cuténeas e dos tecidos moles (celulite e

)[911 [68] [60]

impetigo)” ™, infeccbes nos ossos e articulagbes™ ', endocardite™, sindroma da pele escaldada e

sindroma do choque toxico®. S. aureus apresenta uma taxa conjunta de morbilidade e mortalidade
de 64%, variavel de acordo com o local de infeccdo e a susceptibilidade particular da estirpe, sendo
um importante agente de infeccfes nosocomiais'*.

O aparecimento de inimeros descrigfes de estirpes de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA,

Bl uma das Gltimas linhas

methicilin-resistant Staphylococcus aureus)“ol e ultimamente a vancomicina
de defesa disponiveis contra as infeccdes provocadas por esta bactéria, suscitou uma intensa

pesquisa de agente antibacterianos alternativos aos antibioticos.
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Relativamente a lisinas especificas contra S. aureus e com capacidade de lisar células viaveis
encontram-se até ao momento descritas as lisinas LysK, LytA (do fago ®11), MV-L e LysH5[28' 67,69, 76]
A nivel médico, a Unica enzima com actividade litica no peptidoglicano e utilizada com sucesso contra
S. aureus foi a lisostafina (endopeptidase produzida por Staphylococcus simulans)[szl. Esta enzima
tem sido usada no tratamento de endocardite, ao nivel da valvula aértica, provocada por estirpes S.

aureus resistentes a vancomicinal’®.

As bactérias da espécie P. acnes sdo anaerbbias, de crescimento lento e constituem o principal
constituinte da flora residente da pele de adolescentes e adultos, especialmente nas zonas ricas em

sebo (cabeca, face e costas), com um elevado nimero de foliculos pilossebéceos[3l' %8 p. acnes esta

B 131 tendo sido descrito como

[2, 15,

fortemente associado ao processo que leva a acne inflamatoria
patogénio oportunista envolvido em infec¢des nas articulagdes, 0sso, dentes e Ulceras cérneas

41 Encontra-se igualmente associado a infecgcBes no sistema nervoso central via instrumentos

médicos P,

Considerando as diferentes patologias potencialmente relacionadas com a presenca de P. acnes na
pele, a acne vulgaris é a mais preocupante afectando mais de cinquenta milh8es de pessoas s6 nos
Estados Unidos da América, 0 que origina graves problemas psicolégicos entre a populagéo
adolescente®™. O tratamento com antibiéticos ndo deve ser normalmente considerando uma vez que
a sua aplicacdo tdpica ao eliminar parte da microflora residente da pele pode contribuir para um

[23, 70]

aumento da sintomatologia e favorecer o aparecimento de estirpes resistentes Embora se

[54, 97]

encontrem descritos diversos fagos especificos para P. acnes , hdo se encontram ainda, dados

relativos a aplicacéo de lisinas recombinantes purificadas com actividade litica em P. acnes.

1.3.Objectivos

O principal objectivo deste trabalho foi a producdo de lisinas recombinantes especificas para S.
aureus e P. acnes, de modo a avaliar a sua actividade bacteriolitica quando aplicadas exogenamente
a estirpes destas duas espécies, isoladas de meios hospitalares e da comunidade, incluindo estirpes
resistentes a antibi6ticos.

Na producéo de lisinas especificas para S. aureus, utilizou-se uma lisina ja identificada, Lys87,
isolada do fago F87 que infecta S. aureus, e tentou-se melhorar a sua solubilidade. Para isso,
seguiram-se duas estratégias em que numa se procedeu a deleccéo da regido C-terminal de Lys87 e
noutra em que se produziram lisinas quiméricas compostas pelo dominio catalitico de lisinas de fagos
de Enterococcus sp. e o dominio de ligacéo a parede celular (DLPC) de Lys87.

Para produzir lisinas com actividade litica contra P. acnes primeiro identificaram-se nos genomas
de bacteriéfagos que infectam P. acnes, os genes que codificam para as respectivas lisinas,
utilizando ferramentas bioinformaticas. Depois procedeu-se a clonagem do gene lysl5 para
expressdo heterdloga e purificacdo da lisina Lys15. Adicionalmente e antecipando potenciais
problemas de solubilidade na producéo desta lisina, fundiu-se a regido contendo o DLPC de Lys15
com a regido contendo o dominio catalitico de lisinas de Enterococcus sp., obtendo-se de igual modo

lisinas quiméricas.
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2. MATERIAIS e METODOS
2.1. Estirpes bacterianas, plasmideos e condicdes d e crescimento

As estirpes de Escherichia coli (E. coli), vectores e plasmideos recombinantes usados neste
trabalho estd@o descritos na tabela 2.1.
O crescimento das diferentes estirpes de E. coli ocorreu em meio Luria-Bertani””! (LB), a 37°C, em

ambiente de aerobiose e com agitacdo, exceptuando a estirpe CcG61P &

e derivadas que foram
crescidas a 28°C. As estirpes transportando vectores e plasmideos recombinantes foram
seleccionadas em meio suplementado com ampicilina (amp) e/ou canamicina (can), nas

concentracdes finais de 100ug/ml e 30ug/ml, respectivamente.

Tabela 2.1 Estirpes de E. coli, plasmideos e vectores recombinantes, usados neste estudo

Gendtipo/caracteristicas relevantes Uso no estudo F  onte/referéncia

Estirpes de E. coli
XLIBlue- MRF’ A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endAl, Estirpe de clonagem Stratagene, USA
SUpE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl, lac
[F'proABlaclqZAM15 Tn10 (Tetr)]

BL21(DE3) F—, dcm, ompT, hsdS (rB—mB-), gal A(DE3) Estirpe de expressédo Stratagene, USA
CG61 Derivada da BL21 transformada com o pGP1-2 Estirpe de expressédo 80, 88

CC4 Derivada da BL21(DE3) transformada com Producao de Lys87 C. Cantante (néo

ApET87 publicado)

SF166 Derivada da BL21 (DE3) transformada com pSF166 Producao de Lys166 Este trabalho
SF1661 Derivada da BL21 (DE3) transformada com pSF161 Producéo de Lys161 Este trabalho
SF148 Derivada da BL21 (DE3) transformada com pSF148 Produgéo de Lys148 Este trabalho
SF168-87 Derivada da CG61 transformada com pSF168-87 Producéo de Lys168-87 Este trabalho
SF170-87 Derivada da CG61 transformada com pSF170-87 Producéo de Lys170-87 Este trabalho
SF15 Derivada da CG61 transformada com pSF15 Producao de Lys15 Este trabalho
SF168-15 Derivada da CG61 transformada com pSF168-15 Producao de Lys168-15 Este trabalho
SF170-15 Derivada da CG61 transformada com pSF170-15 Producéo de Lys170-15 Este trabalho

Vectores e plasmideos
recombinantes

pIVEX 2.3d 3560pbs, PT7-MCS-his6-T7T, Amp' Vector de expressao Roche Applied
Science
pGP1-2 7200pbs, PL-gene 1 T7; Pi,-CI857, Can' Producéo da RNA polimerase do 80
fago T7 ap6s termoinducéo
ApET87 pET29a(+)::lys87; lys87 sob controlo do PT7, AS- Base para construgao de C. Cantante (ndo
tag, Can’ mutantes de delecgdo de Lys87  publicado)
pSF166 pET29a(+)::lys166, lys166 sob controlo PT7 Expresséo de lys166 Este trabalho
pSF161 pET29a(+)::lys161, lys161 sob controlo PT7 Expresséo de lys161 Este trabalho
pSF148 pET29a(+)::lys148, lys148 sob controlo PT7 Expresséo de lys148 Este trabalho
pSF168-87 pIVEX2.3d::lys168-87, lys168-87 sob controlo PT7  Expresséo de lys168-87 Este trabalho
pSF170-87 pIVEX2.3d::lys170-87, lys170-87 sob controlo PT7  Expresséo de lys170-87 Este trabalho
pSF15 pIVEX2.3d::lys15, lys15 sob controlo PT7 Expresséo de lys15 Este trabalho
pSF168-15 pIVEX2.3d::lys168-15, lys168-15 sob controlo PT7  Expresséo de lys168-15 Este trabalho
pSF170-15 pIVEX2.3d::lys170-15, lys170-15 sob controlo PT7  Expresséo de lys170-15 Este trabalho

Amp', gene de resisténcia a ampicilina; Can', gene de resisténcia a canamicina; Pr7, Promotor do fago T7; Tt
Terminador do fago T7; Hise-Tag, sequéncia codificante de uma extenséo de 6 histidinas, adicionada a regido 3’
dos genes clonados.

As bactérias utilizadas no estudo da actividade litica das lisinas recombinantes estdo indicadas na
tabela 2.2. Os meios de cultura usados para o seu crescimento pertencem a Biokar Diagnostics
(Allone). O meio de cultura Brain-Heart Infusion (BHI) foi utilizado para o crescimento de
Staphylococcus spp., Enterococcus spp e Micrococcus luteus. As estirpes de S. pyogenes foram
crescidas em meio Todd-Hewitt suplementado com 2% de extracto de levedura (THY), E. coli. e
Bacillus spp. foram crescidos em meio LB. As culturas ocorreram a temperatura de 37°C, em

ambiente de aerobiose e com agitacdo, exceptuando Enterococcus spp. que cresceu sem agitacao.
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As estirpes de P. acnes foram cultivadas em meio Triptone Yeast Glucose (TYG) a 37°C, sem
agitacdo e em condicbes de anaerobiose. Para o crescimento das estirpes bacterianas em meio

sélido (caixa de Petri) suplementou-se cada meio com 1.5% de agar.

Tabela 2.2 Estirpes bacterianas usadas para determinar o espectro litico das lisinas purificadas

ID da estirpe  Espécie Tipo de amostra Estirpe Obser vagdes
626/07 Propionibacterium acnes Exsudado cutaneo PA hospitalar -
919/05 Staphylococcus aureus Exsudado purulento STA hospitalar -
964/05 Staphylococcus aureus Exsudado do dreno STA hospitalar -
1011/05 Staphylococcus aureus Exsudado de ferida STA hospitalar MRSA
1013/05 Staphylococcus aureus Ponta de cateter STA hospitalar -
1018/05 Staphylococcus aureus Exsudado de ferida STA hospitalar MRSA
1133/05 Staphylococcus aureus Exsudado de cateter de dialise STA hospitalar -
1152/05 Staphylococcus aureus Exsudado purulento STA hospitalar -
1154/05 Staphylococcus aureus Cateter STA hospitalar -
1275/05 Staphylococcus aureus Pus de escara STA hospitalar MRSA
1319/05 Staphylococcus aureus Exsudado lesdo cutanea STA hospitalar -
1390/05 Staphylococcus aureus Exsudado de escara STA hospitalar -
1463/05 Staphylococcus aureus Exsudado cutaneo STA hospitalar MRSA
1538/05 Staphylococcus aureus Exsudado STA ambulatério  MSSA
1623/05 Staphylococcus aureus Exsudado cutaneo STA hospitalar MSSA
1627/05 Staphylococcus aureus Exsudado ombro STA hospitalar -
1641/05 Staphylococcus aureus Exsudado de escara STA hospitalar MRSA
1644/05 Staphylococcus aureus Exsudado de ferida STA hospitalar MRSA
1745/05 Staphylococcus aureus Exsudado umbilical STA ambulatério  MSSA
1862/05 Staphylococcus aureus Exsudado de escara STA hospitalar MRSA
1872/05 Staphylococcus aureus Ponta de cateter STA hospitalar -
1976/05 Staphylococcus aureus Exsudado de escara STA ambulatério  MSSA
2121/05 Staphylococcus aureus Exsudado STA ambulatério  MRSA
124/06 Staphylococcus aureus Exsudado de ferida STA hospitalar MRSA
351/06 Staphylococcus aureus Exsudado cutaneo STA hospitalar -
399/06 Staphylococcus aureus Exsudado umbilical STA ambulatério  MSSA
400/06 Staphylococcus aureus Pus STA ambulatério  MSSA
623/06 Staphylococcus aureus Pus do fleim&o STA hospitalar MRSA
644/06 Staphylococcus aureus Exsudado do pé STA hospitalar MRSA
746/06 Staphylococcus aureus Exsudado de Ulcera STA hospitalar MRSA
748/06 Staphylococcus aureus Exsudado STA hospitalar MRSA
815/06 Staphylococcus aureus Exsudado STA hospitalar MRSA
920/06 Staphylococcus aureus Exsudado STA ambulatério  MSSA
1035/06 Staphylococcus aureus Exsudado STA hospitalar MRSA
1037/06 Staphylococcus aureus Exsudado de ferida STA hospitalar MRSA
1038/06 Staphylococcus aureus Exsudado STA hospitalar MSSA
1039/06 Staphylococcus aureus Exsudado STA hospitalar MSSA
1076/06 Staphylococcus aureus Exsudado de ferida STA hospitalar MRSA
1077/06 Staphylococcus aureus Exsudado STA hospitalar MRSA
1102/06 Staphylococcus aureus Exsudado de ferida STA ambulatério  MRSA
1149/06 Staphylococcus aureus Exsudado STA hospitalar MRSA
1156/06 Staphylococcus aureus Exsudado celulite STA ambulatério  MSSA
1157/06 Staphylococcus aureus Exsudado de ferida - MRSA
1159/06 Staphylococcus aureus Exsudado STA hospitalar MSSA
1201/06 Staphylococcus aureus Exsudado fistula STA hospitalar MRSA
1203/06 Staphylococcus aureus Exsudado STA hospitalar MSSA
1204/06 Staphylococcus aureus Exsudado de ferida STA hospitalar MRSA
1209/06 Staphylococcus aureus Exsudado de ferida - MSSA
84/07 Staphylococcus aureus Exsudado STA hospitalar MRSA
161/07 Staphylococcus aureus Exsudado purulento STA hospitalar MRSA
86/07 Staphylococcus aureus Exsudado STA ambulatério  MRSA
163/07 Staphylococcus aureus Exsudado de ferida STA ambulatério  MRSA
166/07 Staphylococcus aureus Exsudado purulento STA hospitalar MRSA
196/07 Staphylococcus aureus Exsudado de ferida STA hospitalar -
214/07 Staphylococcus aureus Exsudado de ferida STA hospitalar MSSA
224/07 Staphylococcus aureus Exsudado STA hospitalar MSSA
400/07 Staphylococcus aureus Exsudado STA hospitalar MRSA
463/07 Staphylococcus aureus Exsudado STA hospitalar MSSA
464/07 Staphylococcus aureus Exsudado STA hospitalar MSSA
545/07 Staphylococcus aureus Exsudado umbilical STA hospitalar -
547/07 Staphylococcus aureus Exsudado STA hospitalar -
565/07 Staphylococcus aureus Exsudado faringeo STA hospitalar -
566/07 Staphylococcus aureus Exsudado faringeo STA hospitalar -
567/07 Staphylococcus aureus Exsudado faringeo STA hospitalar -
662/07 Staphylococcus aureus Exsudado STA hospitalar MSSA
171/07 Staphylococcus aureus Exsudado da llcera STA ambulatério  MSSA
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223/07 Staphylococcus aureus Exsudado STA ambulatério  MSSA
546/07 Staphylococcus aureus Exsudado STA ambulatério -
578/07 Staphylococcus aureus Exsudado de escara STA ambulatério -
586/07 Staphylococcus aureus Exsudado STA ambulatério  MSSA
594/07 Staphylococcus aureus Exsudado STA ambulatério -
663/07 Staphylococcus aureus Exsudado STA ambulatério  MSSA
322/07 Staphylococcus aureus Exsudado - MRSA
325/07 Staphylococcus aureus Exsudado - MSSA
743/06 Staphylococcus aureus Exsudado STA hospitalar -
162/07 Staphylococcus aureus Pus STA hospitalar MRSA
465/07 Staphylococcus aureus Pus (zaragatoa) STA hospitalar MRSA
466/07 Staphylococcus aureus Pus (zaragatoa) STA hospitalar MSSA
590/07 Staphylococcus aureus Pus STA hospitalar MRSA
53/08 Staphylococcus aureus Exsudado STA hospitalar MSSA
55/08 Staphylococcus aureus Exsudado STA hospitalar MSSA
56/08 Staphylococcus aureus Exsudado STA hospitalar MSSA
97/08 Staphylococcus aureus Exsudado de escara STA hospitalar MRSA
129/08 Staphylococcus aureus Exsudado STA hospitalar MSSA
130/08 Staphylococcus aureus Exsudado umbilical STA hospitalar MSSA
1020/05 Staphylococcus aureus Liquido sinovial STA hospitalar -
941/05 Staphylococcus aureus Hemocultura STA hospitalar -
965/05 Staphylococcus aureus Hemocultura STA hospitalar MRSA
1094/05 Staphylococcus aureus Hemocultura STA hospitalar Oxa R
2013/05 Staphylococcus aureus Hemocultura STA hospitalar MRSA
793/06 Staphylococcus aureus Hemocultura STA hospitalar -
862/06 Staphylococcus aureus Hemocultura STA hospitalar MRSA
455/05 Staphylococcus aureus Urina STA ambulatério -
755/05 Staphylococcus aureus Urina STA ambulatério -
1389/05 Staphylococcus aureus Urina STA hospitalar -
1649/05 Staphylococcus aureus Urina STA hospitalar -
2030/05 Staphylococcus aureus Urina STA ambulatério  MRSA
2144/05 Staphylococcus aureus Urina STA ambulatério -
541/06 Staphylococcus aureus Urina STA hospitalar -
1007/06 Staphylococcus aureus Urina STA ambulatério  MRSA
1211/06 Staphylococcus aureus Urina STA ambulatério  MRSA
1736/05 Staphylococcus epidermidis Exsudado do cateter SCN hospitalar -
107/08 Staphylococcus epidermidis Exsudado face SCN ambulatério -
114/08 Staphylococcus epidermidis Exsudado tronco SCN ambulatério -
546/06 Staphylococcus epidermidis Urina SCN hospitalar -
158/08 Staphylococcus epidermidis Exsudado do local do implantofix SCN hospitalar -
1930/05 Staphylococcus haemolyticus Ponta de cateter SCN hospitalar -
05/06 Staphylococcus haemolyticus Hemocultura SCN hospitalar -
06/06 Staphylococcus haemolyticus Urina SCN ambulatério -
1908/05 Staphylococcus saprophyticus Urina SCN hospitalar Multiresistente
1909/05 Staphylococcus saprophyticus Urina SCN hospitalar Multiresistente
110/08 Staphylococcus saprophyticus Urina SCN hospitalar -
1518/05 Enterococcus sp. Pus EN hospitalar -
926/05 Enterococcus sp. Hemocultura EN hospitalar -
46/06 Enterococcus faecalis Pus peritoneal EFS hospitalar -
188/06 Enterococcus faecium Hemocultura EFM hospitalar -
12/08 Streptococcus pyogenes Exsudado tronco STR hospitalar -
13/08 Streptococcus pyogenes Exsudado tronco STR hospitalar -
575/07 Micrococcus luteus ATCC ATCC -
01/09 Bacillus licheniformes ATCC ATCC -
02/09 Bacillus subtilis ATCC ATCC -
35/08 Escherichia coli Urina ECO hospitalar -
44/08 Escherichia coli Urina ECO ambulatério -

ID, ldentificacdo; PA- Propionibacterium acnes; STA- Staphylococcus aureus; SCN- Staphylococcus
coagulase negativo; EN-Enterococcus sp; EFS- Enterococcus faecalis; EFM- Enterococcus faecium;
STR- Streptococcus pyogenes; ATCC- American Type Culture Collection; ECO- Escherichia coli;
MRSA- Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MSSA- Staphylococcus aureus sensivel a
meticilina; Oxa R-resisténte a oxacilina.

2.2. Métodos e técnicas gerais de biologia molecula r
2.2.1. Amplificacao por PCR e Clonagem

As estratégias de clonagem usadas neste trabalho foram efectuadas de acordo com protocolos

padronizadosm]. As reaccbes de amplificacdo de DNA (PCR, Polymerase Chain Reaction) ocorreram
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num termociclador Piko Thermal Cycle (Finnzymes, Keilaranta), cujas condi¢cdes foram determinados
tendo em consideragdo a temperatura de emparelhamento dos oligonucleétidos (primers) (Tabela

2.3), tamanho do produto a amplificar e as instrucdes dos fabricantes para cada polimerase de DNA.

Tabela 2.3 Oligonucledétidos (primers) usados nas reacc¢des de amplificagdo

Primers Sequéncia (5" — 3’)

87Xho-F GTGAAAGAAGTGTTTCTCGAG

166Xho-R CAGATTTCTCGAGTGCTTTTTGAGCAGGTGGTT

161Xho-R CTTTTTGCTCGAGTGGTTTAACTTTATTTGTGATC

148Xho-R TCATTAACTCGAGACTTTTATACTTAGGTCTAATAAAG

168Nco-F GATTCATCCATGGTTAAATTAAATGATGTACTTAGC

DJ168-87 GCTTTTTGAGCAGGTGGTTTAACTTTTTGTCCTAGATTTGGTTTATCTGGTTTTGGTGCAGGTGGTTTAGGCTT
170Nco-F GTTTAATCCATGGCAGGAGAAGTATTTAGTAGCTTG

DJ170-87 GCTTTTTGAGCAGGTGGTTTAACTTTTGGCTCCGGCTTAACTGCATTGTTAGAGC

87DLPC AAAGTTAAACCACCTGCTCAAAAAGC

87Xma-R GGTGGTGCCCGGGAAACACTTCTTTCACAATCAATCT
15Nco-F TGGTGGTCCATGGTGAGGTTTATTCCTGCAGC
15Xma-R CAAACCACCCGGGCTTTTCCAAACCATTAACAGC
15DLPC TCGGATCATGACGATCCTGG

DJ168-15 ACCACGGCCCAGGATCGTCATGATCCGATTGTCCTAGATTTGGTTTATCTGGTTTTGGTGCAGGTGGTTTAGGCTT
DJ170-15 ACCACGGCCCAGGATCGTCATGATCCGATGGCTCCGGCTTAACTGCATTGTTAGAGC

T7Promoter TAATACGACTCACTATAGGG

T7Terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG

®As sequéncias sublinhadas indicam locais de reconhecimento de enzimas de restricido, CTCGAG,
Xhol; CCATGG, Ncol; CCCGGG, Xmal. Todos os primers foram adquiridos a Invitrogen (Carslbad).

Os produtos amplificados foram purificados com o kit comercial High Pure PCR Product Purification
Kit (Roche, Manheim) e clivados com enzimas especificas para o local de restricdo adicionado pelos
primers, seguido de inactivagcao enzimatica (20min, a 80°C) e nova purificagdo de DNA. Os vectores
plasmidicos foram extraidos com o kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) e os plasmideos selecionados
com as construcdes pretendidas foram extraidos pelo método de lise alcalina™, Ap6s clivagem com
as enzimas de restricdo adequadas procedeu-se igualmente a inactivacdo enzimética e purificacao
por discos de didlise com 0.025um de tamanho de poro (Millipore, Irlanda). Os produtos das

digestbes foram ligados por ac¢éo da enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs, Frankfurt).
2.2.2. Transformacéo, sequenciacao e andlise de DNA

Os plasmideos recombinantes pretendidos foram inicialmente isolados na estirpe de clonagem, E.

coli XL1Blue-MRF’, usando o protocolo de transformacdo descrito por Chung et al.,’?2.

19 A presenca e posicdo do

Seleccionaram-se os clones positivos e extraiu-se o DNA plasmidico
inserto, foi confirmada por PCR usando a polimerase de DNA GoTaq Flexi DNA Polymerase
(Promega, Madison) e primers especificos para o vector de expressao, T7Promoter e o T7Terminator.
Posteriormente, os plasmideos com o inserto na posicao e orientagdo correctos foram usados para
transformar as estirpes de expresséo indicadas.

A avaliacao da integridade do DNA plasmideo, restricdes enzimaticas, extracc¢des e purificacbes de
DNA foi feita por electroforese em géis de agarose (concentracédo entre 0,7% e 1%) com brometo de
etidio (0.5 pg/ml). Utilizou-se o tampéo de electroforese Tris-Borato EDTA 0.5x (45mM Tris, 45mM

acido bodrico, ImM EDTA, pH 8.0) e o marcador de pesos moleculares 1kb Plus DNA Ladder
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(Invitrogen). Fotografou-se os géis com camara digital acoplada ao software 1D versao 3.6 (Kodak)
sob exposicdo de luz ultravioleta.

Os plasmideos recombinantes usados para sequenciagéo foram extraidos com o kit QlAprep Spin
Miniprep (Qiagen). As construcdes usadas na expressdo de proteinas foram previamente
confirmadas por sequenciacdo automatica (Macrogen Inc., Seul).

Nos pontos 2.3 e 2.4 descrevo os passos diferenciais mais importantes que permitiram a

construcéo dos varios plasmideos recombinantes usados neste estudo.

2.3. Construcdo dos mutantes de delec¢do da lisina Lys87

Os mutantes de deleccao da endolisina do fago F87 de S. aureus, Lys87, resultaram da truncagem
do gene lys87 transportado no plasmideo ApET87 (gentiimente cedido por Cétia Cantante) (Fig.
2.1A). A construcéo dos derivados pSF166, pSF161 e pSF148 resultou de reacc¢des de amplificagdo
inversas do plasmideo molde ApET87, usando uma polimerase de DNA de alta fidelidade (High
Fidelity PCR Enzyme Mix, Fermentas) e o primer comum 87Xho-F combinado com os primers
166Xho-R, 161Xho-R, ou 148Xho-R, respectivamente (Fig. 2.1B). Os trés produtos de PCR foram
clivados com a enzima de restricdo Xhol (Fermentas) e as moléculas recircularizadas por acgdo da
T4 DNA ligase. Cada uma das construgdes codifica para oito aminoacidos adicionais na regido C-
terminal da proteina a expressar, a leucina (L) e o glutamato (E) devido a introducdo do sitio de
restricdo para a enzima Xhol e seis histidinas (H) usadas na sua imunodeteccéo e purificacdo por

cromatografia de afinidade.

lys 87 (1-757)

Xhol

87Xho-R
(739-753)

Hisg-Tag

ApPET87
5997 bps

— -
148Xho-F  166Xho-F

PT7 (414:3%) (1654409 TT7

4000

«—
161Xho-F
(453-432)

Fig. 2.1 Construcdo dos mutantes de deleccao de Lys87. (A) Representacdo esquematica do
plasmideo recombinante ApET87 (B) Detalhes da regido entre o promotor e terminador do fago T7,
com o gene lys87 clonado entre os locais de restricdo BamHI e Xhol. Os primers utilizados nas
reaccdes de amplificacdo estdo indicados por setas. Os nimeros entre parénteses indicam a posi¢ao
dos nucleétidos reconhecidos pelos primers.

As construcbes derivadas do plasmideo ApET87, i.e., pSF166, pSF161 e pSF148 foram usadas
para transformar a estirpe de expressdo E. coli BL21 (DE3). De modo a monitorizar a producéo de
lisina repicaram-se varios clones de cada construgéo para placas com LB sélido suplementado com
S. aureus autoclavados (0.2% massa/volume) (protocolo 2.7.1.1), can (40ug/ml), Triton-X 100 (0.1%)
e IPTG (1mM) (adaptado de 100). Como controlo repicou-se a estirpe CC4 e E. coli BL21
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(DE3)/pET29a(+). As placas foram colocadas a 37°C durante a noite e guardadas a 4°C. Os clones
gue apresentaram halos de lise em volta das coldnias (evidéncia de producédo de lisina activa) foram

seleccionados para producédo de enzima em meio liquido.

2.4. Construcao das lisinas quiméricas e da lisina Lys15

Para a construcdo de lisinas quiméricas compostas pelo dominio catalitico de lisinas de fagos de
Enterococcus sp. e o dominio de ligagdo a parede celular (DLPC) de Lys87 utilizou-se DNA purificado
dos fagos F168 e F170 de Enterococcus sp. e do fago F87 de S. aureus (gentilmente cedidos por
Clara Leandro e Filipa Silva, Technophage S.A.). Inicialmente realizaram-se trés reaccfes
independentes de PCR com amplificagcéo de trés fragmentos (Fig 2.2B). O primeiro foi amplificado a
partir da regido 5’ do gene lys168 (408pbs) utilizando os primers 168Nco-F e DJ168-87. O segundo
com 546 pbs foi amplificado a partir da regido 5 do gene lys170 com os primers 170Nco-F e DJ170-
87. Finalmente a partir da regido 3’ do gene lys87 foi amplificado um terceiro fragmento de 327pbs,
usando os primers 87DLPC e 87Xma-R. Em seguida realizaram-se duas novas reacc¢fes de PCR,
tendo como objectivo a fusdo dos fragmentos correspondentes as regides 5 dos genes lys168 e
lys170 com o fragmento 3" do gene lys87, anteriormente amplificados. Assim, para a amplificagcao de
lys168-87 usaram-se como DNA moldes os fragmentos de 408pbs e 327 pbs (de lys168 e lys87,
respectivamente) juntamente com o par de primers 168Nco-F e 87Xma-R. Para a amplificacdo de
lys170-87 combinaram-se os fragmentos de lys170 (546pbs) e lys87 e os primers 170Nco-F e
87Xma-R. A fuséo foi possivel devido a complementaridade entre as extremidades 3’e 5°das porcoes
de DNA a fundir, usando o método de OE-PCR[QQ](OverIap Extension PCR) e uma polimerase de DNA
de alta fidelidade (Fermentas). Seguidamente realizou-se uma digestdo dupla com as enzimas de
restricdo Ncol (Invitrogen) e Xmal (New England Biolabs) em tampdo NEbuffer 4 suplementado com
BSA (Bovine Serum Albumin). Os fragmentos resultantes foram clonados entre os locais Ncol e Xmal
do vector de expressao plVEX 2.3d (Fig. 2.2A) obtendo-se os plasmideos pSF168-87 e pSF170-87.

Utilizando o DNA purificado do fago F15 de Propionibacterium acnes (gentiimente cedido por Clara
Leandro e Filipa Silva) procedeu-se a construcdo de plasmideos recombinantes com os genes lys15,
lys168-15 ou lys170-15.

Para a construcdo do pSF15 amplificou-se um produto de 858pbs com os primers 15Nco-F e
15Xma-R, e clonou-se no vector pIVEX 2.3d, entre os locais Ncol e Xmal.

A metodologia seguida para a construcdo das lisinas quiméricas contendo o dominio catalitico de
lisinas de fagos de Enterococcus sp. (Lys168 e Lys170) fundido ao DLPC de Lys15, foi semelhante a
descrita anteriormente, com recurso a técnica de OE-PCR (Fig. 2.2B). Assim em paralelo procedeu-
se a amplificacdo de um fragmento de 409pbs a partir da regido 3’ de lys15 com os primers 15DLPC
e 15Xma-R e a amplificagdo dos fragmentos 5 dos genes lys168 e lys170 (562pbs e 617pbs,
respectivamente), com os respectivos pares de primers 168Nco-F /DJ168-15 e 170Nco-F/ DJ170-15.
A fusao dos fragmentos 5’ e 3’ resultantes foi feita noutra reaccao de PCR utilizando o par de primers
168Nco-F/15Xma-R para produzir lys168-15 e o par 170Nco-F/15Xma-R para o lys170-15.
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Seguidamente estes genes quiméricos foram clonados entre os locais Ncol e Xmal do vector de
expressao plVEX 2.3d, originando os plasmideos recombinantes pSF168-15 e pSF170-15.

As construcdes derivadas do vector de expressdo pIVEX2.3d, implicaram a adicdo de onze
aminoacidos na regido C-terminal da proteina a expressar, uma prolina (P), trés glicinas (G) e uma
serina (S), devido a introducao do sitio de restricdo para a enzima Xmal, presenca de uma regiao
linker e um tag de seis histidinas (H) (Fig. 2.2A), este Ultimo usado na imunodeteccao e purificacdo
por cromatografia de afinidade.

lys168 lys87

A Al b T7-Promoter (620-636) B
Apall (1) v ] / 910 (675683) lys170 lys15
//Ras;(see-ssn a ¢ ,
/s At (699-701)

3% //////.,Iﬂ 9-701) 5’ 3‘ 5 3
N\ /" MCS (698740} —  e—

AmpR 3 //5// Neol (6%%) “—

== l b\ l d

S j— 5 — 3

PCR1 \ / PCR2
) (743-769) 5 3

Apall (1995) \‘Zeum [e:>]

Bam Hi (314) PCR 1+2
T7-Teminator ©84-921)

Fig. 2.2 Construcdo das lisinas quiméricas. (A) Mapa do vector plVEX2.3d. (B) Representacao
esquematica do OE-PCR, de modo a obter o produto codificante de Lys168-87, Lys170-87, Lys168-
15 e Lys170-15. Os primers estdo indicados pelas letras a (168Nco-F, 170Nco-F e 15Nco-F), b
(DJ168-87, DJ170-87, DJ168-15 e DJ170-15), ¢ (15DLPC e 87DLPC) e d (87Xma-R e 15Xma-R). O
produto de amplificacdo do PCR 1+2 foi digerido pelas enzimas Ncol e Xmal e transformado no
vector pIVEX2.3d.

As construc8es derivadas do pIVEX2.3d (pSF168-87, pSF170-87, pSF15, pSF168-15 e pSF170-15)
foram usadas para transformar a estirpe de expressdo E. coli CG61, obtendo-se as respectivas
estirpes SF168-87, SF170-87, SF15, SF168-15 e SF170-15. Posteriormente repicaram-se varios
transformantes para placas de LB com 1% agarose, S. aureus autoclavados (no caso das estirpes
SF168-87 e SF170-87) ou P. acnes autoclavados (no caso das estirpes SF15, SF168-15 e SF170-
15), ambos a concentracéo final de 0.2% massa/volume, amp (100ug/ml) e/ou can (40ug/ml) e Triton-
X 100 (0.1%). Como controlo repicou-se a estirpe E. coli CG61/pIVEX2.3d. As placas foram
incubadas inicialmente a 28°C durante a noite e posteriormente a 37°C durante 16hrs, de modo a
induzir a producdo das lisinas, guardando-se depois a 4°C. No caso das estirpes SF15, SF168-15 e
SF170-15, antes, ap0s a indugdo da expressdo proteica, as placas foram sujeitas a vapores de
cloroférmio durante 2-5min, seguido de um periodo de incubagcdo de 5hrs novamente a 37°C e

posteriormente guardadas a 4°C, até ao aparecimento de halos de lise.

2.5. Producéo e purificacdo de lisinas recombinante s

2.5.1. CondicBes de expressao das lisinas recombina  ntes

Para tentar optimizar a producéo de lisina na forma sollvel, utilizaram-se duas abordagens para a

expressdo da lisinas recombinantes.
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No primeiro método, as culturas de E. coli transformadas com as constru¢des derivadas do ApET87
e pIVEX2.3d foram crescidas até a fase exponencial, DOggonm= 0.4-0.6 (Spectrometer UV4, Unicam),
em meio selectivo. A expressao de lisinas nas estirpes SF166, SF161, SF148 foi induzida pela adicao
de 0,5mM de IPTG, enquanto que nas estirpes SF168-87, SF170-87, SF168-15, SF170-15 e SF15 foi
por choque térmico (30min a 42°C, em banho humido com agitacdo). Seguiu-se um periodo de
incubacéao de 3hrs, a 37°C, com agitacao.

Na segunda abordagem, as culturas derivadas de E. coli BL21 (DE3) transformadas com as
construcbes pSF166, pSF161 e pSF148 e E. coli CG61 transformadas com os plasmideos
recombinantes pSF168-87, pSF170-87 e pSF15 foram crescidas até a DOgyonm= 0,8-1,0, em meio
selectivo. De seguida as culturas bacterianas foram colocadas a 20°C, durante 30min, com agitacao.
A inducdo da producdo das enzimas acorreu apés adicdo de 0,350mM de IPTG, para as estirpes
derivadas da BL21 (DE3) ou choque térmico, para as estirpes derivadas da CG61, seguido de
incubacédo a 16°C, durante 14hrs, com agitacao.

A producdo de lisinas foi avaliada por SDS-PAGE e Western Blot (protocolo 2.6), retirando-se
aliquotas de cada cultura bacteriana (entre 0,5-1 ml), antes e apos inducéo, correspondentes aos
tempos Ohrs (T,) e 3hrs ou l4hrs (T,), consoante a abordagem usada. Recolheram-se as células por
centrifugacdo (5000xg, durante 5min a 4°C) e ressuspenderam-se em tamp&o SDS 2x (4% SDS,
100mM Tris-HCL pH 6.8, 10% glicerol, 1,4% B-mercaptoetanol e 0,02% de azul de bromofenol). Os
extractos foram congelados a -20°C para posterior analise. Apds a inducdo centrifugou-se o volume

restante de cada cultura (10000xg, 20 min a 4°C) e guardou-se o sedimento celular (pellet) a -80°C.
2.5.2. Monitorizacdo da solubilidade das lisinasre ~ combinantes

Antes da purificacdo das lisinas recombinantes verificou-se a sua solubilidade nos extractos totais
produzidos nas diferentes condicdes e avaliou-se a sua potencial actividade litica. Os pellets obtidos
em 2.5.1 e guardados a -80 °C foram ressuspensos em 1-2 ml de tampao de lise A (20mM Hepes,
300mM NaCl, 10 mM MgCl,, 50 mM glucose, 1 mM DTT). Este tampao foi ajustado para pH 6,5 no
caso de Lys166, Lys161, Lys148, Lys168-87, Lys170-87, Lys15 e Lys170-15 ou pH 8 para Lys168-15.
Estes valores de pH garantiram uma diferenca de pelo menos uma unidade relativamente ao ponto
isoelétrico previsto bioinformaticamente para cada uma das lisinas recombinantes. Imediatamente
antes da sua utilizacdo o tampéo foi suplementado com benzonase a 25U/ml (Novagen) e uma
mistura de antiproteases (Complete™ EDTA-free, Roche Applied Science). A lise celular ocorreu num
sonicador com sonda (Vibra Cell MS2T, Sonic Materials) usando-se ciclos de pulsos descontinuos de
1min (amplitude 50, pulso 3, 30-40W) alternados com 1minuto de pausa, com a amostra sempre no
gelo, para evitar sobre aquecimento. A fraccao sollvel foi obtida por centrifugacdo (30000xg, 30 min,
a 4°C). A presenca das lisinas na fracgdo solivel foi confirmada por SDS-PAGE e Western Blot.

A possivel actividade litica presente nos extractos foi verificada pela adicdo de 5ul da fracgao
solivel em meio solido (1% agarose, 20mM Heppes pH 6.5 ou 8 e 20ul/ml de cloranfenicol),

suplementado com S. aureus autoclavados (para Lys166, Lys161, Lys148, Lys168-87 e Lys170-87)
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ou P. acnes autoclavados (para Lys15, Lys168-15 e Lys170-15), ambos a concentracao final de 0.2%

massa/volume. As placas foram a incubar a 37°C, durante a noite.
2.5.3. Purificagc&o por cromatografia de afinidade- FLPC

Apés analise da solubilidade e actividade litica das lisinas produzidas neste trabalho,
seleccionaram-se as melhores enzimas para purificacdo por cromatografia de afinidade, Fast Protein
Liquid Chromatography (FPLC).

A inducédo da expresséo de Lys166, Lys161, Lys168-87 e Lys170-87 a partir das estirpes SF166,
SF161, SF168-87 e SF170-87, respectivamente, foi realizada de acordo com o protocolo 2.5.1,
durante 14hrs a 16 °C, num volume de 200 ml de cultura. As células foram recolhidas por
centrifugacdo (20000xg, 30min a 4°C) e ressuspendidas em 5 ml de tampé&o de lise B (20mM Hepes
pH 6.5, 500mM NaCl, 1% glicerol, ImM DTT e 20mM Imidazol), suplementado com cocktail de
antiproteases. A lise celular e obtencdo da frac¢do solUvel ocorreu como descrito em 2.5.2. Os
extractos solUveis contendo as lisinas fundidas a uma cauda de Hisg foram filtrados por uma
membrana de poro de 0.22um e passadas por uma coluna HisTrap™ HP (GE Healthcare), com
matriz de sefarose e niquel (Ni**), acoplada a um sistema de FPLC (AKTAprime™ plus, GE
Healthcare). A coluna foi primeiro lavada com cerca de 10 a 15 ml de tampé&o B e depois a mesma
quantidade tampé&o B mais 6% de tampédo C (20 mM Hepes, pH 6.5, 500 mM NacCl, 1% glicerol, 1 mM
DTT e 500 mM imidazol), a um fluxo de 1 ml/min. A concentracdo final de imidazol nesta segunda
lavagem foi de Ca 50mM. Apos a adigdo de 100% de tampédo C deu-se a eluigdo da lisina num dnico
passo. Seguidamente, as frac¢des contendo a lisina purificada foram passadas através de uma
coluna HiTrap™ Desalting (GE Healthcare) com matriz de sefadex G-25 superfina, também associada
ao sistema de FPLC, ocorrendo a transferéncia das lisinas para o tampéo D (50 mM Pho-Na, pH 6.5,
500 mM NacCl, 25% glicerol, 1 mM DTT) num processo semelhante ao da cromatografia por exclusdo
molecular. Analisaram-se todas estas etapas de purificacdo por SDS-PAGE, recolhendo-se uma
amostra da fraccao soluvel antes da purificacdo, das proteinas que néo se ligaram a coluna de niquel
(flowrhrough), das fracgdes obtidas apoOs purificacdo e das fracgBes puras de lisina em tampéo D
(ap6s desalting).

Quando necessario as frac¢des contendo as lisinas foram concentradas numa cassete Vivapore
10/20 com um tamanho de poro de 7500 MWCO (Sigma-Aldrich, Germany).

2.5.4. Quantificacao das proteinas recombinantes pu rificadas
A concentracdo de proteina total purificada existente em solucéo foi determinada pelo método de
Bradford'®, seguindo as instru¢Bes indicadas no kit comercial Bio-Rad Protein Assay Standard Il (Bio-

Rad). Construiu-se a recta padrdo usando amostras de albumina bovina a concentracdes entre 1 a 20

pg/mil.
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2.6. Andlise das lisinas por electroforese emgeld e SDS-PAGE e por Western Blot

Os géis de poliacrilamida-dodecilsulfato de sdédio (SDS-PAGE) indicados neste trabalho foram
constituidos por um gel de resolugdo a 15% produzidos a partir de solugdes concentradas Protogel
(National Diagnostics) e suplementados com 5% de sacarose para aumentar a sua plasticidade apds
polimerizacdo. As amostras proteicas a analisar foram suplementadas com tampao SDS 5x e fervidas
a 100°C, durante 10min. O marcador de peso molecular utilizado foi o PageRuler™ Prestained
Protein Ladder (Fermentas). A electroforese ocorreu no sistema Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad).
Apé6s a electroforese, os géis foram imersos numa solucdo corante de azul de Coomassie (0,25%
azul brilhante Coomassie R250, 50% metanol, 10% acido acético) durante 1h, a temperatura
ambiente. Os géis foram seguidamente imersos numa solucao de descoloracéo (10% acido acético e

30% metanol) até obtencdo do contraste pretendido.

Para a realizacdo da imunodeteccdo por Western Blot, transferiram-se as proteinas do gel de SDS-
PAGE para uma membrana de nitrocelulose Hybond C (GE Healthcare, Munique), durante 1h, a 200
mA, usando o sistema de transferéncia Mini Transblot Module (Bio-Rad). Apds a transferéncia
colocou-se a membrana a 4°C, durante a noite, numa solu¢do de bloqueio PBS 1x/ Tween20 (137
mM NaCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM Na2HPO4.7H20, 1,4 mM KH2PO4, pH 7,3 e 0.2% Tween20)
suplementado com 5% leite em p6 (Nestlé). Lavou-se a membrana com a solucéo PBS 1x/Tween20 e
incubou-se durante 1h, a temperatura ambiente, em PBS1x/Tween20 com 1% de leite em p6 e o
anticorpo anti-Hisg diluido de 1:5000 (Roche). Os complexos lisina/anti-Hisg foram revelados com o kit
comercial ECL™Plus Western Blotting Detection System (GE Healthcare) e com a impressdo de
chapas fotograficas Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare), cuja revelacdo foi efectuada em

camara escura num aparelho automatico AGFA Curix 60.
2.7. Estudo da actividade litica das lisinas recomb  inantes
2.7.1. Ensaio em meio solido
2.7.1.1. Actividade litica sobre células bacteriana s autoclavadas

As estirpes de S. aureus 1020/05 e de P. acnes 626/07 (Tabela 2.2) crescidas durante a noite, nas
condicbes descritas em 2.1, foram diluidas 1:100 em meio fresco e crescidas até DOggpnm= 0.7-0.8.
As células foram recolhidas por centrifugagcdo (10000x g, 15 min, 4°C; Beckman J2-21M). Os pellets
celulares foram lavados uma vez com PBS 1x frio e depois com agua miliQ estéril, seguido de uma
nova centrifugacédo. Determinou-se o peso fresco do pellet celular e ressuspendeu-se em agua miliQ
estéril de modo a obter 3% massa/volume antes de se autoclavar (15min, a 121°C). Estas células

autoclavadas foram utilizadas nos protocolos descritos em 2.3, 2.4 e 2.5.2.
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2.7.1.2. Actividade litica sobre células bacteriana s viaveis

As diferentes espécies bacterianas listadas na tabela 2.2, a excepcéo da estirpe de P. acnes, foram
crescidas em 5ml dos meios apropriados. Ap6és incubacéo durante a noite diluiram-se as culturas de
1:100 em meio fresco (50ml), seguindo-se o seu crescimento até a DOggonm= 0.8-1.0. Recolheram-se
as células por centrifugacdo (5000xg, 35min a 4°C) e concentraram-se 100x em meio fresco.
Retiraram-se 100ul desta suspensdo bacteriana para 10ml de tamp&o de incorporagdo (25 mM
tampéo fosfato de sodio pH 6.5, 250 mM NaCl, 0.7% agar) e espalhou-se em caixa de Petri.

As proteinas purificadas foram diluidas em tampéao D (ver 2.5.3) e aplicaram-se nas placas com as
varias estirpes a testar 5 ul de cinco diluicées: 2 pug/ul (10ug), 1ug/ ul (5ug), 0,2ug/ ul (1ug) e 0.04 ug/
Ml (0,2ug) no caso de Lys168-87 e Lys170-87 e de duas diluicdes: 1ug/ul (5ug) 0.5ug/ pl (2,5ug), no
caso de Lys161. Como controlo aplicaram-se 10 ul de tampéo D e 5 ul de lisostafina a 2 pg/ul (10ug).

2.7.2. Ensaio em meio liquido

No ensaio em meio liquido seleccionou-se a estirpe 566/07 de S. aureus e monitorizou-se 0 seu
crescimento em meio fresco até a DOgoonm= 0,3-0,4. Recolheram-se as células por centrifugagao
(5000xg, durante 35 min, a 4°C) e concentrou-se 2x em tampao de incorporacdo liquido ou BHI de
modo a obter uma DOggonm= 0,6-0,8. Distribuiu-se 1ml destas suspensdes celulares por cuvetes e
aplicou-se em separado 5ul de cada lisina purificada a uma concentracao de 10ug/ml (Lys168-87 e
Lys170-87) ou 5ug/ml (Lys161). Como controlo aplicou-se 5ul de tampado D. Realizaram-se leituras
periddicas da absorvéncia a 600nm, antes e apo6s a aplicacéo das lisinas.

Para testar a viabilidade celular fizeram-se diluicbes seriadas em BHI das misturas acima
descritas obtidas antes e apés os 65min da aplicagao das lisinas ou tampéo D. Plaquearam-se 100l

destas diluicBes para caixas de BHI e incubou-se durante a noite a 37°C. Determinaram-se as ufc/ml.

2.8. Andlise bioinformatica

As sequéncias de DNA e proteinas foram analisadas com os softwares Sci Ed Central (versao
1.3.0) e Genne Runner (versao 3.05).

Inicialmente identificou-se no DNA fagico as grelhas de leitura (ORFs, Open Reading Frames) que
codificassem potenciais lisinas fagicas, comparando as homologias destas com as sequéncias de
lisinas presentes nas bases de dados bioinformaticas (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ).
Determinou-se a familia de cada lisina com o programa Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/ ). Os
alinhamentos das sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos foram realizados com o programa
CLUSTALW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html ). O programa bioinformatico DLP-

SVM (http://www.tuat.ac.jp/~domserv/cgi-bin/DLP-SVM.cgi ) permitiu a localizagdo das possiveis

regides linker em cada lisina, possibilitando a construcdo das lisinas quiméricas e mutantes de
deleccao da Lys87. A estrutura secundaria de cada proteina foi determinada com o programa
PSIPRED Protein Structure Prediction Server (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ ).
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3. RESULTADOS
3.1. Identificacé@o e analise das sequéncias das lis  inas fagicas

Neste trabalho utilizou-se o DNA genémico do fago F87 da estirpe S. aureus 1020/05 (C. Cantante,
em publicacdo), dos fagos F168 e F170 das estirpes de Enterococcus sp. 1518/05 e 926/05,
respectivamente, e do fago F15 da estirpe P. acnes 626/07 (C. Leandro e F. Silva, ndo publicado)
(Tabela 2.2). Apo6s sequenciacdo destes genomas e andlise com as ferramentas BLAST,
identificaram-se as orfs codificantes das potenciais lisinas fagicas, por homologia com sequéncias
aminoacidicas de lisinas fagicas ja descritas. Os produtos destas orfs denominaram-se de Lys87 (C.
Cantante, em publicacéo), Lys168, Lys170 (D. Proenca, nao publicado) e Lys15, respectivamente.

A andlise das sequéncias de aminoacidos destas potenciais lisinas revelou tratarem-se de enzimas
modulares, com a estrutura tipica das lisinas fagicas, ou seja, um dominio conservado na regido N-
terminal, responsavel pela actividade litica e um dominio ndo conservado na regido C-terminal,
presumivelmente envolvido no reconhecimento da parede celular bacteriana, separados por uma
regido flexivel (linker). As lisinas Lys168 (237 aas) e Lys87 (251 aas) pertencem ambas a familia
CHAP (Cysteine Histidine-dependent Amidohydrolases/Peptidases) com actividade prevista de
peptidase. Andlises in silico revelaram a presenga do dominio CHAP entre as posi¢fes 12 e 137 para
aLysl68 e 12 e 133 para a Lys87. As lisinas Lys15 (286 aas) e Lys170 (289 aas) pertencem a familia
das Amidases do tipo 2, com actividade prevista de N-acetiimuramil-L-alanina amidase presente em

N-terminal, entre os aminoacidos 7 e 181 para a Lys15 e 17 e 162 para a Lys170.
3.2. Caracterizacdo e expressdo das lisinas recombi  nantes
3.2.1. Lisinas derivadas de Lys87

Resultados prévios demonstraram que Lys87 quando superproduzida em E. coli, em condicdes
especificas, encontrava-se maioritariamente na fraccao insollvel na forma de corpos de inclusao
inactivos. Verificou-se igualmente que a recuperacdo de lisina a partir destes corpos de inclusédo
seguido da sua renaturacdo era um processo pouco eficiente™”. Tendo como objectivo optimizar a
producdo de lisinas sollveis, na conformacéo activa, elevado grau de pureza e activas contra S.
aureus, utilizou-se o gene lys87 como molde em duas estratégias de clonagem distintas (protocolos
2.3e24).

Estando a producdo de proteinas unimodulares descrita como uma boa estratégia para 0 uso
terapéutico de lisinas, minimizando n&o sé problemas de solubilidade como uma potencial resposta

imunogénica”!

, neste trabalho a partir do plasmideo ApET87, construiram-se os plasmideos
recombinantes pSF166, pSF161 e pSF148, codificantes para lisinas unimodulares. Os produtos
destes plasmideos possuem o dominio catalitico CHAP de Lys87 intacto e diferem entre si apenas na
extensdo da regido linker (Fig. 3.1A). A seleccao dos aminoacidos a eliminar na regido linker de

Lys87 foi feita com base em andlises bioinformaticas e nos resultados descritos por Horgan et al.,
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para a LysK[41], tendo-se eliminando completamente a regido correspondente ao DLPC. Foram
igualmente tidos em consideracdo os resultados obtidos noutros estudos, em que lisinas sem este
dominio na regi&o C-terminal mantinham a sua actividade litica®®* %!,

Num trabalho desenvolvido no laboratério, verificou-se que lisinas de fagos de Enterococcus sp.
(Lys168 e Lys170) tinham elevada solubilidade quando superproduzidas em E. coli. Tendo em
consideracdo a estrutura modular tipica das lisinas, a outra estratégia passou pela producédo de
lisinas quiméricas. Nestas, a regido C-terminal de Lys87 foi adicionado o dominio catalitico CHAP de
Lys168 ou Amidase-2 de Lys170, presentes na regido N-terminal, obtendo-se as lisinas Lys168-87 e
Lys170-87. Em ambas as construcdes foi mantida parte da regido linker das proteinas parentais (fig.

3.1B).

A Possivel B Possivel
259 12 133 251
————— pl 9.33; Mw= 30.3 KDa
Lys87-His m—'_ pLPC W pi 9.33; Mw=30.3 kDa Lys87-His __ DLPC_!
166 12 137 275
Lys166His [ [NOEAD pl 9.11; Mw=19.4 KDa |ys16857-His [ IIT——_ _Dl-P_C_l pl 8.83; Mw= 30.4 KDa
161
Lys161His [ ISR pl 8.90; Mw= 18.9 KDa v w 207
- Lys17087-His [ IITE . pLPC_[llp! 7.73; Mw=32.1 KDa
Lys148His | |NOAE pl 8.15; Mw= 17.4 KDa

Figura 3.1 Representacfes esquematicas das lisinas recombinantes derivadas de Lys87. (A) Lys87 e
respectivos mutantes de deleccdo da regido C-terminal: Lys166, Lys161 e Lys148. O dominio
catalitico CHAP encontra-se representado a cheio (cinzento). (B) Lisinas quiméricas compostas pela
regido N-terminal de Lys168 (azul) ou Lys170 (roxo) fundida a regido C-terminal de Lys87 (tracejado
cinzento). Tracos a azul, roxo e cinzento, representam partes das regifes linker das lisinas parentais.
A localizacdo, em aminoacidos, de cada dominio esté indicada no topo destes (segundo ferramenta
pfam). O rectangulo preto representa o Tag adicionado pelo vector plasmideo, 8 aminoacidos em (A)
e 11 aminoacidos em (B). O pl (ponto isoelétrico) tedrico e o Mw (peso molecular) de cada lisina
recombinante foi determinado pelo programa Sci Ed Central.

Os clones das estirpes seleccionadas para a producao das lisinas Lys166, Lys161, Lys148, Lys168-
87 e Lys170-87 apresentaram todas halos de lise em placas com S. aureus autoclavados (protocolos
2.3 e 2.4) (Fig. 3.2A), sendo estes bastante semelhantes entre si e ao apresentado pela estirpe CC4,
que expressa Lys87 na forma nativa (Fig. 3.2B). Como seria de esperar os controlos negativos, E. coli
CG61/pET29a(+) e BL21 (DE3)/pIVEX2.3d ndo apresentaram halos de lise. Temporalmente as
estirpes SF168-87 e SF170-87 foram as primeiras a evidenciar halos de lise, que apareceram ao fim
de 24hrs, enquanto que nas estirpes transformadas com as construcfes derivadas do vector ApET87

estes sO surgiram apos permanéncia das placas durante 48hrs, a 4°C.

Controlo

__negativo B Cc4

SF166 SF161 SF148 SF168-87SF170-87

Figura 3.2 Actividade litica em placa com S. aureus autoclavados, pelas estirpes de E. coli
transformadas com as construcdes derivadas de Lys87 (A) e Lys87 na forma nativa (B).

Adicionalmente a estratégia de clonagem utilizaram-se duas abordagens para minimizar a formacao
de corpos de inclusdo em E. coli e optimizar a recolha das lisinas derivadas de Lys87 na fraccéo

solavel (protocolo 2.5.1). O resultado de cada procedimento foi monitorizado por SDS-PAGE e

20



Utilizagao de lisinas de bacteriéfagos no controlo de bactérias patogénicas Gram-positivas.

Western Blot, analisando-se a quantidade de lisina presente no extracto proteico total e na fraccao

solavel, recolhidos ao tempo 1 (T1) apés induc@o da expresséo proteica, que decorreu hum periodo

de 3hrs, a 37°C ou de 14hrs, a temperatura de 16°C.

Nos extractos proteicos totais recolhidos em ambas as abordagens verificou-se uma quantidade
semelhante de Lys166, Lys161 e Lys148, indicando uma produgéo equivalente destas (Fig. 3.3). No
entanto, na fraccao soluvel (Fs) a maior quantidade de lisina solGvel foi recolhida quando a expresséo
proteica ocorreu a 16°C mas, mesmo nestas condi¢cdes, ha um decréscimo de cerca de 5x na
quantidade de lisina relativamente ao que é observado no extracto proteico total (Fig. 3.3, C e D). As
lisinas Lys166 e Lys161 foram as que apresentaram melhor expressao proteica e maior quantidade
na fracgdo solivel comparativamente a Lys148 (Fig. 3.3D). Mais importante, observou-se uma
melhoria na solubilidade, dos mutantes de delec¢do de Lys87 em relacédo a lisina parental, que nédo
foi recolhida em quantidades significativas na forma sol(vel apds indugéo a 37°C ou a 16°C (Fig. 3.3,
CeD).

A Lys166 Lys161 Lys148 B Lys166 Lys161 Lys148
M T, T, F T T, ks T, T1 F To Ty Fs To T1 Fs To T1 Fs
KD2 100  w o — : .
70 -- —_ _— - - :
55  — ‘: _ & ’. g
« - 5 2NN
e ¥ e
25 - - i
> e
15— "4 -— <
- s -
10 — . - L — |
C Lys87 Lys166  Lysl161 Lys148 D
Lys87 Lys166 Lys161 Lys148
M T, T, Fs To Ts Fs T, Tu F T, T1 F
KDa o ToTi Fs To T, F ToT: Fe ToT1 Fs
100
o
55 W
40 --'!
—
35 .
>
251 W
15

Figura 3.3 Andlise da producdo de Lys166, Lys161 e Lys148, por SDS-PAGE, apés coloracdo com
Coomassie blue (A e C) e por Western Blot usando o anticorpo anti-Hisg (B e D). Painel superior,

expressdo proteica a 37°C, durante 3hrs. Painel inferior, expressao proteica a 16°C, durantel4hrs. M,
marcador de peso molecular; T, extracto proteico total recolhido antes da indugdo; T,, extracto

proteico total recolhido ap6s inducéo (diluido de 1/5); Fs, fraccéo soltvel. » assinala a localizacdo de
cada lisina.

As lisinas quimeéricas Lys168-87 e Lys170-87 foram igualmente detectadas em maior quantidade na
fraccéo soltvel recolhida apds inducéo das estirpes SF168-87 e SF170-87 durante 14hrs a 16°C (Fig.
3.4). H4& semelhanca do que se verificou para os mutantes de deleccao de Lys87, quando a
expressdo ocorreu a 37°C obteve-se pouca quantidade de lisina na forma solivel (dados nao

apresentados).
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A Lys168-87  Lys170-87 B |ys168-87 Lys170-87
TO T1 Fs

KDa To W R T T Fs
100
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55
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Figura 3.4 Analise da producdo de Lys168-87 e Lys170-87, por SDS-PAGE ap6s coloragcdo com
Coomassie blue (A) e por Western Blot usando o anticorpo anti-Hisg (B). M, marcador de peso

molecular; T, extracto proteico total recolhido antes da indugdo; T,, extracto proteico total recolhido
apos indugéo; Fs, fraccao soltvel. » assinala a localizacao de cada lisina.

Quando se aplicaram amostras das fraccBes soliveis em placas com S. aureus autoclavados
(protocolo 2.5.2), apenas as que resultaram da sintese proteica a 16°C é que produziram halos de lise
Obvios. Relativamente aos mutantes de deleccéo de Lys87, as lisinas Lys166 e Lys161 foram as que
apresentaram melhor actividade litica, enquanto que nas lisinas quiméricas foi a Lys170-87 (Fig. 3.5).
Os extractos solUveis com as lisinas quiméricas foram os que produziram maiores halos de lise.

Lys166 Lys161 Lys148 Lys168-87 Lys170-87

ENUVE

Figura 3.5 Actividade litica dos extractos sollveis, das diferentes lisinas recombinantes, em S. aureus
autoclavados. Os extractos sol(iveis aplicados foram produzidos pelas estirpes (esquerda para a
direita) SF166, SF161, SF148, SF168-87 e SF170-87, apo6s indugdo a 16°C, durante 14hrs.

3.2.2. Lisinas derivadas de Lys15

Posteriormente expressaram-se trés lisinas recombinantes com possivel actividade litica contra P.
acnes. Inicialmente produziu-se a lisina Lys15 na forma nativa e antecipando potenciais problemas de
solubilidade fundiu-se a regido contendo o DLPC de Lys1l5 com a regido contendo o dominio
catalitico de Lys168 ou Lys170 (D. Proenca, ndo publicado), obtendo-se as respectivas lisinas
qguiméricas, Lys168-15 e Lys170-15 (Fig. 3.6A). Ha semelhanca do que foi realizado para as estirpes
produtoras das lisinas derivadas de Lys87, as estirpes SF15, SF168-15 e SF170-15 foram repicadas
para caixas com P. acnes autoclavados, tendo-se verificado apenas um ligeiro halo de lise a volta da
estirpe SF15, apds trés semanas a 4°C (dados nao apresentados).

Para determinar se a auséncia ou fraca capacidade de lise se devia a uma deficiente producdo das
lisinas, a expressdo proteica foi primeiro avaliada a 37°C durante 3hrs. Curiosamente apesar de
Lys168-15 e Lys170-15 néo evidenciarem actividade litica contra as células alvo, quando se analisou
0 extracto proteico total, por SDS-PAGE, verificou-se que a sua producdo em E. coli foi superior a de
Lys15, sendo Lys170-15 inclusivamente detectada na fraccédo solivel (Fig. 3.6B e C). Isto parece
indicar que a auséncia de lise ndo pode ser explicada pela auséncia de proteina. A aplicacdo das
fraccBes sollveis em placas com P. acnes autoclavados ndo produziu halos de lise (dados ndo

apresentados)
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B Lys15 Lys168-15 Lys170-15 c Lys15 Lys168-15 Lys170-15
M T, T, Fs T, T, Fs T, T, Fs ToT, Fs T, T, Fs T, T, Fs

R
Figura 3.6 (A) Representacfes esquematicas de Lys15 nativa e das lisinas quiméricas, Lys168-15 e
Lys170-15, com a regido N-terminal de Lys168 (azul) ou Lys170 (roxo) conjugada com a regido C-
terminal de Lys15 (tracejado). Os tracos a azul, roxo e verde, sdo partes regido linker das lisinas
parentais, que foram mantidos nas novas construcdes. As coordenadas, em aminoacidos, de cada
dominio, estéo indicadas no topo destes (base de dados pfam). O rectangulo preto representa o Tag
de 11 aminoacidos adicionado pelo vector plasmidico. O pl (ponto isoelétrico) teérico e 0 Mw (peso
molecular) foi determinado pelo programa Sci Ed Central. (B) Analise da producao de Lys15, Lys168-
15 e Lys170-15, por SDS-PAGE ap06s coloracdo com Coomassie blue e por Western Blot (C), usando

0 anticorpo anti-Hisg. O extracto proteico total (T,) e fraccao solivel (Fs) foram obtidos ap6s indugéo

por choque térmico, seguido de expressédo proteica durante 3 hrs a 37°C. Tg, extracto proteico total
obtido antes da induc&o. M, marcador de peso molecular. » assinala a localizacdo de cada lisina.
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Como a lisina Lys15 foi a Unica que demonstrou alguma actividade litica, tentou-se optimizar a sua
recolha na fraccdo sollvel produzindo-se esta durante 14hrs, a 16°C. Observou-se uma pequena
quantidade desta lisina na forma sollvel, contudo quando se aplicou esta fraccdo em placas com P.

acnes autoclavados, nao houve novamente producao de halos de lise (dados nao apresentados).

3.3. Purificagéo das lisinas recombinantes por crom atografia de afinidade- FLPC

Apés a andlise dos resultados acima descritos optou-se por purificar apenas as lisinas Lys166,
Lys161, Lys168-87 e Lys170-87 pois foram as que apresentaram conjuntamente, boa actividade litica
e elevada solubilidade. Realizou-se uma purificagdo por cromatografia de afinidade, FPLC, no
sistema AKTAprime plus, em que estas lisinas recombinantes acopladas ao peptido Hisg na regido C-
terminal foram imobilizadas numa matriz de sefarose com niquel. Este processo de ligacao depende
essencialmente da variacdo da concentracdo de imidazol que, adicionado a baixas concentra¢cfes
(20mM a 50mM) minimiza a ocorréncia de ligagdes inespecificas a coluna de proteinas bacterianas,
maximizando a ligacdo especifica da lisina recombinante. Inversamente, quando se aumenta a
concentracdo de imidazol, at¢é um maximo de 500mM, este vai competir pela ligacdo aos ides de
niquel da coluna, promovendo a eluicédo das lisinas. Seguidamente foi necessario eliminar o imidazol
utilizando-se um processo semelhante ao da cromatografia por exclusdo molecular, denominado de
desalting (protocolo 2.5.3). Este processo permitiu paralelamente transferir as enzimas para um
tampédo fisioldgico a base de fosfato. Destes procedimentos obtiveram-se 0s respectivos
cromatogramas, com indicacdo da absorvéncia a 280nm em fun¢do do volume dos tampdes que
passaram pela coluna de afinidade e desalting.

Inicialmente purificou-se a lisina Lys166, usando-se extractos soluveis derivados de 200 e 800ml de
cultura bacteriana SF166, mas a quantidade de lisina e grau de pureza obtidos foram bastante

reduzidos (dados nao apresentados). Como nos testes preliminares Lysl161 demonstrou
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caracteristicas de solubilidade e actividade litica semelhantes a Lys166, tentou-se a purificagdo desta.
Assim, utilizaram-se dois extractos sol(iveis obtidos a partir de 400ml de cultura bacteriana SF161
que foram injectados sequencialmente na coluna de afinidade. No cromatograma desta purificacéo
(Fig. 3.7A) os dois primeiros picos (azul) correspondem as proteinas bacterianas ndo imobilizadas na
coluna, que se designou de flowthrough. Apos a lavagem da coluna com o tampéo de lise (tampéo B)
aumentou-se a concentracdo de imidazol (curva verde) para os 50mM, tendo-se verificado apenas
um ligeiro aumento da absorvéncia, indicativo da saida de algumas proteinas ligadas
inespecificamente a coluna. Apds a adicao de 100% de tampédo C (500mM de imidazol) verifica-se um
pico da absorvéncia, indicativo da eluicdo completa de Lys161, dividida pelas fraccbes 6 e 7.
Seguidamente, passaram-se as frac¢des 6 e 7 pela coluna de desalting, registando-se trés picos de
absorvéncia (Fig. 3.7B). A figura 3.7C correspondente a avaliacdo por SDS-PAGE de Lys161 nas
diferentes fraccfes obtidas no processo purificacdo, obtendo-se uma banda ténue na zona dos 18-
19KDa, o tamanho esperada para esta lisina (18,9KDa). Verificou-se igualmente a presenca de outras
proteinas no eluido resultante da purificacdo e desalting, indicativo de um baixo grau de pureza das
amostras. As fraccdes 1 e 2 recolhidas no tampéo D apds desalting foram concentradas 5x, ficando a
proteina total a uma concentragdo de 1.32ug/ul.

Apesar de se verificar um aumento da absorvéncia apos a elui¢cao das fracgbes 9 e 10 da coluna de
afinidade (Fig. 3.7A) e das fraccdes 5 e 6 da coluna de desalting (Fig. 3.7B) verificou-se que estas
nao continham a lisina de interesse, Lys161 (dado ndo apresentado).
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Figura 3.7 Purificacdo de Lys161. (A) Cromatograma da purificacdo em cromatografia de afinidade
(niquel). (B) Cromatograma da etapa de desalting. As curvas a azul representam as alteracdes da
absorvéncia a 280nm, a verde alteragBes na concentracdo de imidazol e a vermelho a condutividade.
Os nameros no cimo do eixo das abcissas indicam as frac¢Ges de 1ml recolhidas apds aumentos da
absorvéncia (C) Andlise por SDS-PAGE das fracg6es recolhidas em ambos os procedimentos. M,
marcador de peso molecular; Fs, fraccdo sollvel; F,, Flowthrough; Ps;, pool das fraccbes 6 e 7
obtidas apds a purificacdo pela coluna de afinidade; D3, frac¢des 1, 2 e 3 recolhidas ap6és desalting.
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As lisinas quiméricas Lys168-87 e Lys170-87 foram purificadas a partir de extractos sollveis,
derivados de 200ml das respectivas culturas bacterianas, SF168-87 e SF170-87.

O cromatograma representativo da purificacdo de Lys168-87 (Fig. 3.8A) apresenta um primeiro pico
(curva azul) indicativo do flowthrough que saiu apés passagem do extracto solGvel bacteriano. Apés a
adicdo do tampédo B e de 6% de tampao C (Concentracao final de imidazol: 50mM) ha apenas um
ligeiro aumento da absorvéncia e a semelhanca do que ocorreu com a Lys161, quando se aumentou
a concentracdo do imidazol para 500mM ocorreu a eluicdo da lisina recombinante. Contudo neste
caso obteve-se um pico de abrovéncia bem definido com um valor proximo ao obtido para o
flowthrough, indicando um rendimento superior na purificacdo de Lys168-87. Combinaram-se as trés
fraccdes representadas com os nimeros 12, 13 e 14 e procedeu-se a troca de tampao da lisina e
eliminagdo do imidazol, ap6s passagem na coluna de desalting (Fig. 3.8B). Ao contrario do que se
verifica na figura 3.7B, apenas se observa um Unico pico. A analise por SDS-PAGE (Fig. 3.8C)
revelou uma elevada quantidade de proteina na regido dos 30-31KDa, que é compativel com o peso
molecular estimado de Lys168-87 (30,4KDa) e um elevado grau de pureza das amostras. Das
fraccdes 1, 2 e 3 recolhidas no tampdo D apds desalting, quantificou-se apenas a proteina total
presente nas fracgbes 1 e 2, tendo-se obtido respectivamente, uma concentracdo de 7,93ug/ul e

1,01pg/pl.
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Figura 3.8 Purificacdo de Lys168-87. (A) Cromatograma da purificagdo em cromatografia de
afinidade (niquel). (B) Cromatograma da etapa de desalting. As curvas a azul representam as
alteracdes da absorvéncia a 280nm, a verde alteracdes na concentracdo de imidazol e a vermelho a
condutividade. Os nimeros no cimo do eixo das abcissas indicam as frac¢Ges de 1ml recolhidas apés
aumentos da absorvéncia (C) Analise por SDS-PAGE das fracgdes recolhidas em ambos os
procedimentos. M, marcador de peso molecular; Fs, fraccao solavel; F, Flowthrough; P5.14, pool das
fraccdes 12, 13 e 14 obtidas apés purificacdo na coluna de afinidade e que foi depois passado na
coluna de desalting; D;.3, fracgBes 1, 2 e 3 recolhidas apés desalting.
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Os cromatogramas de purificacdo de Lys170-87 foram bastantes semelhantes aos obtidos para
Lys168-87 tendo-se obtido na forma soltvel uma grande quantidade de proteina e com elevado grau
de pureza (Fig. 3.9). As fraccbes 14, 15 e 16, recolhidas apés o aumento da absorvéncia e que
compdem o pico de afinidade (Fig. 3.9A) foram combinadas e passadas pela coluna de desalting,
obtendo-se as frac¢des D; a D; (Fig. 3.9B). Quantificou-se a proteina presente nas fraccdes 1, 2 e 3
no tampéo D, obtendo-se respectivamente uma concentracéo de 4,12ug/ul, 5,11ug/ul e 1,13ug/ul.
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Figura 3.9 Purificacdo de Lys170-87. (A) Cromatograma da purificagdo em cromatografia de
afinidade (niquel). (B) Cromatograma da etapa de desalting. As curvas a azul representam as
alteracdes da absorvéncia a 280nm, a verde altera¢cdes na concentracdo de imidazol e a vermelho a
condutividade. Os nimeros no cimo do eixo das abcissas indicam as frac¢Ges de 1ml recolhidas apés
aumentos da absorvéncia (C) Analise por SDS-PAGE das fracgdes recolhidas em ambos os
procedimentos. M, marcador de peso molecular; Fs, fraccao solavel; F, Flowthrough; P14.1¢, pool das
fraccbes 14, 15 e 16 obtidas apés purificagdo na coluna de afinidade e que foi depois passado na
coluna de desalting; D,.3, fraccBes 1, 2 e 3 recolhidas apds desalting.

3.4. Estudo da actividade litica das lisinas recomb inantes em células viaveis

3.4.1. Ensaio em meio sélido

A actividade litica das lisinas purificadas, Lys168-87 e Lys170-87, foi determinada em 122 estirpes
bacterianas distribuidas por 10 espécies de bactérias Gram positivas e uma espécie Gram negativa.
Diferentes quantidades de lisina, 10uyg, 5ug, 1lug e 0.2ug foram aplicadas sobre camadas
homogéneas de bactérias viaveis, as quais foram obtidas por incorporacao de suspensdes celulares
densas num tampao semi-sélido (protocolo 2.7.1.2). Como se obteve pouca quantidade de Lys161

purificada (Fig. 3.7) aplicou-se 2,5ug e 1ug de enzima em apenas 48 destas estirpes.
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Trabalhos prévios demonstraram que Lys87 tinha a capacidade de lisar um espectro alargado de
bactérias Gram positivas, que a excepcdo de S. pyogenes, incluia todas as espécies testadas neste
trabalho. Contrariamente, as lisinas parentais Lys168 e Lys170 dos fagos de Enterococcus sp. sO
apresentaram actividade litica contra bactérias do género Enterococcus. (D. Proenca, ndo publicado).
Neste ensaio observou-se que as lisinas quiméricas Lys168-87 e Lys170-87, apesar de possuirem
apenas o DLPC de Lys87, conseguiram lisar mais de 90% das estirpes de S. aureus testadas (Tabela
3.2) e diferentes estirpes das espécies de bactérias Gram-positivas testadas, incluindo S. pyogenes
(Tabela 3.1), independentemente da sua origem clinica (exsudado cutaneo, sangue ou urina), ano de
isolamento (2005-2009) ou resisténcia a antibioticos (Tabela 2.2). Lys161 comparativamente a Lys87
registou um decréscimo do espectro litico, ndo apresentando actividade litica contra S. saprophyticus
e M. luteus (Tabela 3.2). Tal como seria de esperar nenhuma das lisinas purificadas produziu halos
de lise em E. coli.

Nas 40 estirpes de S. aureus com resisténcia a meticilina (MRSA) (F. Silva, ndo publicado) que
foram testadas, apenas uma apresentou resisténcia a acg¢éo litica de Lys168-87 e duas para Lys170-
87, sendo uma destas resistente a ambas as lisinas. Curiosamente, de 10 estirpes que foram
resistentes a infeccao pelo fago F87 (F. Silva, ndo publicado) apenas a 455/05 é que ndo foi lisada

por nenhuma das lisinas quiméricas.

Tabela 3.1 Actividade litica relativa das lisinas Lys168-87 e Lys170-87, em 122 estirpes bacterianas

:?t'da Espécie bacteriana Actividade litica ?
stirpe
P Lys168-87 Lys170-87
Quantidade de lisina( pg) 10 5 1 0.2 | 10 5 1 0.2
919/05* Staphylococcus aureus +++ ++ + +H- | ++ + + +/-
964/05* Staphylococcus aureus +++ .+ + |+ + +/-
1011/05* Staphylococcus aureus (MRSA)  +++  ++ + +H- | ++ + + +/-
1013/05*  Staphylococcus aureus +++ ++ + +/- + + +- -
1018/05* Staphylococcus aureus (MRSA)  +++ +++  ++ + |+ +
1133/05* Staphylococcus aureus ++ + - - + +/- - -
1152/05* Staphylococcus aureus +++ ++t - - ++ + - -
1154/05*  Staphylococcus aureus ++ + - - + +/- - -
1275/05* Staphylococcus aureus (MRSA)  +++  + + - ++ + - -
1319/05* Staphylococcus aureus ++  +- - - +/- - - -
1390/05* Staphylococcus aureus +++ .+t + ++ + +/- -
1463/05* Staphylococcus aureus (MRSA) ++ + +/- - ++ + +/- -
1538/05*  Staphylococcus aureus +++ o+ +/- - ++ + - -
1623/05*  Staphylococcus aureus ++ + - - + - - -
1627/05* Staphylococcus aureus ++ + - - + - - -
1641/05* Staphylococcus aureus (MRSA) ++ + - - + - - -
1644/05* Staphylococcus aureus (MRSA) + + +/- - +- +- - -
1745/05*  Staphylococcus aureus ++ - - - + - - -
1862/05* Staphylococcus aureus (MRSA)  +++ ++  +/- - ++  +- - -
1872/05* Staphylococcus aureus +++ - - - - - -
1976/05 Staphylococcus aureus ++ + - - +/- - - -
2121/05 Staphylococcus aureus (MRSA) - - - - +/- - - -
124/06 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++  ++ + - + + +/- -
351/06 Staphylococcus aureus +++ ++ + - + +/- - -
399/06 Staphylococcus aureus +++ -+ + +- - -
400/06 Staphylococcus aureus +- -+ - - - - -
623/06 Staphylococcus aureus (MRSA) + - - - +/- - - -
644/06 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++ +++  + +/- + + +- +-
746/06 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++ ++  ++  +/- + +/- - -
748/06 Staphylococcus aureus (MRSA) + + +/- - + + - -
815/06 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++ +++  + +H- | ++ + + +
920/06 Staphylococcus aureus +++ + + + +/- - (++)
1035/06 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++ +++  ++ + ++ 4+ + +
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1037/06 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++  ++ + + |+ + +/-
1038/06 Staphylococcus aureus +++ ++ + +/- + +/- - -
1039/06 Staphylococcus aureus +++ + ++ + +/- -
1076/06 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++ +++ ++  ++ | ++  ++ + +/-
1077/06 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++ ++  ++ + + + +/- -
1102/06 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++  ++ + +H- | ++ + +/- -
1149/06 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++  +++  ++ + ++ + +/- -
1156/06 Staphylococcus aureus +++ + + +/- - -
1157/06 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++ +++ +++ +/- | ++ ++  ++  +/-
1159/06 Staphylococcus aureus ++  ++ + + + + +- 4
1201/06 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++ ++  ++  +/- + + +/- -
1203/06 Staphylococcus aureus +++ - + +/- - -
1204/06 Staphylococcus aureus (MRSA)  ++  ++  +/- - - - - -
1209/06 Staphylococcus aureus +++ ++ + - + +/- - -
84/07 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++ +++  ++ + ++  ++ + +/-
161/07 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++ +++  ++ + + + +/- -
86/07 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++  ++ + +/- + +/- - -
163/07 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++  ++ + + + + - -
166/07 Staphylococcus aureus (MRSA) + + +/- - + + - -
196/07 Staphylococcus aureus +++ .+t + + + + +
214/07 Staphylococcus aureus ++  ++ + +/- + +/- -
224/07 Staphylococcus aureus + + - H- | - H- - -
400/07 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++ +++  ++ + + + +/- -
463/07 Staphylococcus aureus +++ ++ + +/- + + +/- -
464/07 Staphylococcus aureus +++ ++ + - + + +/- -
545/07 Staphylococcus aureus +++ .+t + ++ + + +
547107 Staphylococcus aureus +H+ HH H+ - |+ + -
565/07 Staphylococcus aureus ++ o+ H- - + +/- - -
566/07 Staphylococcus aureus +H+ A+ |+t + +/-
567/07 Staphylococcus aureus +++ .+t + + + + +/-
662/07 Staphylococcus aureus ++  ++ + +- + +- - -
171/07 Staphylococcus aureus +++ ++ + +/- + +/- - -
223/07 Staphylococcus aureus ++ o+t + +H- | +- - - -
546/07 Staphylococcus aureus +++ + +/- + + + +/-
578/07 Staphylococcus aureus +++ - + + + -
586/07 Staphylococcus aureus +++ + |+ +
594/07 Staphylococcus aureus - - - - - - - -
663/07 Staphylococcus aureus +++ - ++ o+t + -
322/07 Staphylococcus aureus (MRSA) + + + - +- - - -
325/07 Staphylococcus aureus +++ - |+ + +/-
743/06 Staphylococcus aureus +++ + + + + +/-
162/07 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++ +++  ++ + + + + +
465/07 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++  ++ + - ++ o+t + -
466/07 Staphylococcus aureus +++ ++ + +H- | ++ + + -
590/07 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++  +++  ++  +/- | ++  ++ + +/-
53/08 Staphylococcus aureus +H+ HH H+ - |+ + +
55/08 Staphylococcus aureus +H+ .+ 4 + + +- -
56/08 Staphylococcus aureus ++ o+t + +/- + +/- - -
97/08 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++ +++  ++ - ++ + + +/-
129/08 Staphylococcus aureus +++ .+t + + + +
130/08 Staphylococcus aureus ++ o+ H- - + + + +/-
1020/05*  Staphylococcus aureus +++ ++ + + |+ + +
941/05 Staphylococcus aureus ++ + +/- - +/- - - -
965/05 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++  ++ + - +/- - - -
1094/05* Staphylococcus aureus +++ |+ + -
2013/05*  Staphylococcus aureus (MRSA)  +++  + +/- - + - - -
793/06 Staphylococcus aureus ++ o+t + +H- | - - - -
862/06 Staphylococcus aureus (MRSA) - - - - - - - -
455/05 Staphylococcus aureus - - - - - - - -
755/05* Staphylococcus aureus +++ .+t + ++ + +/- -
1389/05 Staphylococcus aureus +++ ++ + - ++ - - -
1649/05 Staphylococcus aureus +++ ++ + +H- | ++ + +/- -
2030/05 Staphylococcus aureus (MRSA) ++ + - - +/- - - -
2144/05 Staphylococcus aureus +++ + +/- + +/- - -
541/06 Staphylococcus aureus +++ - | - - - -
1007/06 Staphylococcus aureus (MRSA)  ++ + +/- - + +/- - -
1211/06 Staphylococcus aureus (MRSA)  +++ +++ +++ ++ + + + +/-
1736/05* Staphylococcus epidermidis ++ + - - + +/- - -
107/08* Staphylococcus epidermidis +++ ++ + +/- - - - -
114/08* Staphylococcus epidermidis ++ o+t + - +/- - - -
546/06* Staphylococcus epidermidis +++ ++ + H- |+ ++ 4 -
158/08* Staphylococcus epidermidis +H+ + + + - -
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1930/05* Staphylococcus haemolyticus ++ ++ + + ++ + + +
05/06* Staphylococcus haemolyticus +++ + + + + +/-
06/06* Staphylococcus haemolyticus +++ + + ++ o+t + +
1908/0*5  Staphylococcus saprophyticus - - - - - - - -
1909/05*  Staphylococcus saprophyticus ++ o+ o+ + + o+ o+ -
110/08* Staphylococcus saprophyticus ++ ++ + + ++ ++ + +
1518/05*”  Enterococcus sp. - 4 - S s
926/05*  Enterococcus sp. A+ A |
46/06* Enterococcus faecalis ++  ++ + +H- | A+ A+ +
188/06* Enterococcus faecium +/- - - - ++ + +/- -
12/08* Streptococcus pyogenes + + +/- - ++ o+t + -
13/08* Streptococcus pyogenes ++ + - - + +- - -
575/07* Micrococcus luteus + + + +- + + - +-
01/09* Bacillus licheniformes +++  +t++ ++ - L & = T S
02/09* Bacillus subtilis +++  ++ ++ + + + ++ +
35/08* Escherichia coli - - - - - - - -
44/08* Escherichia coli - - - - - - - -

YA sensibilidade de cada estirpe a accéo litica das enzimas quiméricas foi avaliada com base nas
caracteristicas dos halos de lise, numa escala relativa variavel entre opaco/pequeno (+/-) até
transllcido/grande (+++); a resisténcia a accao litica é indicado com (-). As imagens da direita sdo
sdo representativas destas caracteristicas dos halos de lise. b) Estirpe hospedeira do fago 168. °
Estirpe hospedeira do fago 170. Os nUumeros sublinhados representam as estirpes resistentes a
infeccdo pelo fago F87. * indica as estirpes testadas com a lisina Lys161. (MRSA) Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina.

A lisina Lys168-87 é a que apresenta capacidade litica superior, jA que com 0.2ug foi possivel
observar halos de lise em 59% das 101 estirpes de S. aures testadas, enquanto que Lys170-87 na
mesma quantidade lisou 30% das mesmas estirpes (Tabela 3.2). O didmetro do halo de lise para as
mesmas quantidades de lisina foi também, geralmente, superior no caso de Lys168-87.

Nas outras espécies bacterianas testadas, a actividade litica foi semelhante nas duas lisinas,
produzindo halos de lise de dimensdo aproximada. No entanto, na estirpe de Enterococcus sp.
926/05, hospedeiro do fago F170, Lys170-87 apresentou uma acc¢ao litica superior, produzindo halos
de lise maiores que a lisina Lys168-87. Curiosamente, quando se testou as lisinas Lys168 e Lys170
em diferentes estirpes de Enterococcus sp., num estudo analogo ao aqui descrito, a Lys170 foi a que
apresentou maior actividade enzimatica (D. Proenga, ndo publicado).

Quando se aplicou 2,5ug da lisina Lys16lobservou-se lise em apenas 54% das 26 estirpes de S.
aureus testadas, Enterococcus spp. e Bacillus subtilis (Tabela 3.2). Como a classificacdo desta lise

nao foi além de (+) omitiu-se a sua descricdo na tabela 3.1.

Tabela 3.2 Comparacdao da actividade litica das lisinas Lys168-87, Lys170-87 e Lys161

Espécies Actividade litica (%) ¥

bacterianas Lys168-87 (uQ) Lys170-87 ( Q) Lys161 ( pug)
(numero de estirpes

testadas) 10 5 1 0,2 10 5 1 0,2 2,5 1
S.aureus (101)e (26) 96 94 85 59 94 78 44 30 54 12
S. epidermidis (5) 100 100 80 60 80 60 20 0 1 1
S. haemolyticus (3) 100 100 100 100 100 100 100 100 1 0
S. saprophyticus (3) 67 67 67 67 67 67 67 33 0 0
Enterococcus spp. (4) 100 75 50 50 100 100 100 50 4 3
M. luteus (1) 100 100 100 100 100 100 100 100 0 0
Str pyogenes (2) 100 100 50 0 100 100 50 0 0 0
Bacillus spp. (2) 100 100 100 50 100 100 100 100 1 1
E. coli (2) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

a) Esta tabela indica a percentagem de estirpes de cada espécie bacteriana sensivel a accao litica de
diferentes quantidade de Lys168-87, Lys170-87 e Lys161.
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3.4.2. Ensaio em meio liquido

A actividade enzimatica de Lys168-87, Lys170-87 e Lys161 foi testada em meio liquido numa
cultura de S. aureus 566/07 em fase exponencial e ressuspensa em tampé&o de incorporacdo (Fig.
3.10A) ou em BHI (Fig. 3.10B), com 2,1x10° e 8,5x10" e ufc/ml, respectivamente. Monitorizou-se a

accao enzimatica durante 65min através de medic6es periddicas da DOgggnm-

Na figura 3.10A é possivel verificar-se um decréscimo bastante acentuado na DOggynm das culturas
bacterianas ao longo do tempo, apés a aplicacdo das lisinas quiméricas. Contudo, no ensaio
realizado em BHI esta diminuicdo ndo é observada, registando-se apenas uma perturbacdo no
crescimento das culturas, a qual é mais 6bvia no caso de Lys168-87 (Fig. 3.10B). Relativamente a
Lys161 ndo se observou actividade litica, tendo-se obtido curvas semelhantes a do controlo negativo
(Fig. 3.10), parecendo indicar auséncia de lise.

Quando se calcularam as ufc/ml, no ensaio em tampao confirmou-se a elevada actividade litica das
lisinas quiméricas em S. aureus, tendo a viabilidade celular diminuido em mais de 95% (Fig. 3.10A).
Curiosamente, a cultura celular sob o efeito de Lys161, que parecia ndo evidenciar acgao litica, teve
uma taxa de sobrevivéncia de apenas 11,5%, indicando uma possivel morte celular em resultado da
accao desta lisina. Paralelamente monitorizou-se a perda de viabilidade celular apés os 65min da
aplicacdo das lisinas em BHI (Fig. 3.10B) e, apesar de nédo ser evidente como no ensaio em tampao,
observou-se igualmente um decréscimo na viabilidade celular. No controlo negativo, apesar de se
verificar um decréscimo da DOggonm NO €nsaio em tampao, ndo se observou diminuicdo das ufc/ml,

tendo a cultura uma taxa de sobrevivéncia de 100%.
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Figura 3.10 Actividade litica das lisinas Lys168-87, Lys170-87 e Lys161 contra uma cultura de S.
aureus 566/07. As células foram crescidas até a fase exponencial, sendo depois concentradas até
uma DOggonm= 0,6 — 0,8, em tampao de incorporagéo (A) ou BHI (B) liquidos. Ao tempo zero aplicou-
se em separado tamp&o (controlo negativo) ou as lisinas purificadas a uma concentracdo de 10ug/ml
(Lys168-87 e Lys170-87) ou 5ug/ml (Lys161). Entre parénteses encontra-se a taxa de sobrevivéncia
da populacao celular ap6s 65min da aplicacao de tampéo D ou lisinas.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo pretendeu-se produzir lisinas recombinantes activas contra S. aureus e P. acnes,
avaliando-se a actividade bacteriolitica destas enzimas quando aplicadas exogenamente a estirpes
daquelas espécies, isoladas de meios hospitalares e da comunidade, incluindo estirpes resistentes a
antibiéticos. A primeira parte deste trabalho consistiu essencialmente na optimizacdo de protocolos
experimentais que garantissem a expressao heteréloga em E. coli de lisinas soluveis, em grandes
guantidades e na conformagdo activa. Neste trabalho a criacdo de lisinas quiméricas aliada a

condicdes de expressao a baixas temperaturas revelou-se a melhor opcéo.

Grande parte das lisinas descritas em fagos de S. aureus e com actividade litica em células viaveis,
como LysK, LytA (do fago ®11), MV-L e LysH5, partiiham a mesma organiza¢cdo multimodular com
dois dominios cataliticos: CHAP em N-terminal e amidase-2 na regido central e um dominio de

ligagdo a parede celular SH3b em C-terminal®® 64 67 69 76]

. De acordo com a analise in silico da
sequéncia aminoacidica de Lys87, esta s6 tem um dominio catalitco CHAP, com residuos
conservados presentes em dominios conhecidos como sendo de endopeptidases[ggl' Estes residuos
estao igualmente presentes no dominio CHAP de LytA e LysK, responsaveis pela hidrélise da ligagao
D-Ala-Gly no peptidoglicano”’ %1 Nestas o dominio central com actividade de amidase, responsavel
pela hidrélise das ligacdes NAM-L-Ala, revelou ndo ser essencial para a lise bacterianal” %, Quando
se testaram lisinas apenas com o dominio CHAP de Lys87, i.e., Lys166, Lys161 e Lys148, todas
apresentaram actividade litica contra células autoclavadas. Lys161, na forma purificada, registou
igualmente actividade litica em células de S. aureus viaveis, num total de 54% das estirpes testadas.
Na literatura, a necessidade do DLPC, para a actividade enzimética das lisinas fagicas, é algo
controversa, existindo resultados contraditérios para a mesma lisina. Por exemplo num estudo de
Horgan et al., uma lisina derivada de LysK, contendo apenas o dominio CHAP, demonstrou ser mais
activa contra células viaveis de S. aureus que a lisina natival*. Contrariamente Becker et al. afirmam
que a actividade do dominio CHAP é maximizada pela presenca do dominio SH3b. No entanto, os
autores referem que esta diferenca pode ndo ser intrinseca a lisina mas sim um efeito variavel,

determinado pelas condicbes experimentais utilizadas!”

. Existem igualmente outros estudos que
apresentam ambas as realidades, como com a lisina LytA?® 8 ply118 e Ply500°% que precisam do
SH3b na regido C-terminal para terem um maximo de actividade litica ou as lisinas B30®", PIyGBS[ZO]
e PIyL[SS] gue apresentam elevada actividade apenas com o dominio CHAP, sem o SH3b em C-
terminal. Relativamente a lisina Lys87, pode-se afirmar que o seu dominio catalitico sozinho, na
forma da proteina Lys161, é sollvel e apresenta actividade litica. Contudo, como nao foi possivel
obter Lys87 na forma sollvel e realizar um ensaio em paralelo com Lysl161, ndo foi possivel
determinar se a auséncia do DLPC potenciou ou minimizou a actividade enzimética.

A estrutura modular das lisinas em estudo, prevista in silico, foi igualmente aproveitada para a
producdo de novas lisinas quiméricas, em que se conjugaram dominios com especificidades de
ligacdo e actividade enzimatica diferentes. Neste caso, substituiu-se o dominio catalitico de Lys87 (de
S. aureus) e Lys15 (de P. acnes), pelo dominio CHAP de Lys168 ou de amidase-2 de Lys170, (de

Enterococcus spp.).
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Apesar de existirem alguns estudos sobre a producdo de proteinas quiméricas activas em S.

aureus!® 2" 5

, esta é a primeira vez que se descrevem quimeras resultantes da fusdo de dominios
funcionais provenientes de lisinas de fagos de S. aureus e Enterococcus sp., que tém ndo soO
actividade litica contra as células alvo como mantém o espectro litico das proteinas parentais.

Contrariamente, as lisinas quiméricas especificas para P. acnes, Lys168-15 e Lys170-15, apesar de
possuirem a mesma sequéncia aminoacidica no dominio catalitico, ndo apresentaram actividade
enzimatica contra P. acnes ou Enterococcus sp. autoclavados (dados nédo apresentados).
Adicionalmente verificou-se que a lisina Lys15 (produto do fago F15 de P. acnes) s6 apresentou halos
de lise em P. acnes, a partir de estirpes de E. coli produtoras desta lisina. Estes resultados
combinados parecem indicar uma fraca interaccao entre o DLPC de Lys15 e os ligandos a superficie
da parede celular de Enterococcus sp. e, por outro lado, a incapacidade dos dominios cataliticos
CHAP peptidase e Amidase-2, das respectivas lisinas Lys168 e Lys170, em clivarem o peptidoglicano
de P. acnes. Contudo sO sera possivel perceber quais os mecanismos moleculares envolvidos na
especificidade litica de Lys15, apés: i) determinar a estrutura de cada dominio, por cristalografia e ii)
examinar quais os aminodacidos envolvidos na ligagdo ao substrato e o grau de afinidade destes,
como num estudo de Loeffler et al., em que produziram diferentes polipéptidos a partir da regido C-
terminal das lisinas Plyl118 e Ply500 (de L. monocytogenes) e fundiram estes a GFP (green
fluorescent protein)[ssl. A auséncia de lise nas quimeras poderd ser devido a substituicdo do
aminodcido glicina (Gly) pelo acido glutamico (Glu) no tetrapéptido do peptidoglicano de P. acnes o8]
impedindo assim a accao da lisina Lys168-15. Outra explicacdo possivel € que, como os dominios
sdo determinados bioinformaticamente, podem-se ter eliminado regifes importantes para o
reconhecimento e clivagem do substrato. H& igualmente a possibilidade, de que a pequena fracgao
de proteinas que se obteve na forma solavel, ndo apresentarem o folding correcto e,
consequentemente, serem inactivas. Apos estes resultados nédo se procedeu a purificagcao das lisinas
especificas para P. acnes.

A formacao de corpos de inclusdo insolaveis e inactivos € um problema bastante comum na
expresséao de proteinas em E. coli, tal como ja havia sido observado para a lisina Ly587[17]. Muitas das
estratégias utilizadas na resolucdo desta situacdo (desnaturacdo e renaturacdo dos corpos de
inclusdo, co-expressdo de chaperons moleculares), revelam-se frequentemente pouco eficientes,
dispendiosas e/ou demoradas. Neste trabalho, também as lisinas produzidas Lys166, Lys161,
Lys148, Lys168-87, Lys170-87, Lys15, Lys168-15 e Lys170-15, quando expressas nas condi¢cdes
standard (37°C, durante 3hrs) apresentaram elevada insolubilidade, sendo este problema resolvido
pelo decréscimo da temperatura e prolongamento da expressédo proteica. Os resultados obtidos
indicam que a expressao de proteinas nas condi¢cdes sub-Gptimas € uma alternativa eficaz e, pela
sua simplicidade deve ser sempre tida em consideracdo numa primeira abordagem. No entanto,
mesmo nestas condices ndo se obteve Lys87 em quantidades significativas e na forma sollvel,
salientando-se a importancia de conjugar diferentes técnicas (genéticas e bioquimicas), de modo a

maximizar a quantidade de proteina sollvel, apds a expressao em E. coli.
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Os resultados preliminares obtidos para as lisinas Lys168-87, Lys170-87 e Lys161, revelaram-se
bastante promissores, constituindo o ponto de partida para o estudo do potencial terapéutico destas.
Estas lisinas foram purificadas por cromatografia de afinidade- FPLC, através de uma coluna com
afinidade para o péptido de 6 histidinas presente na regido C-terminal de cada lisina. Esta estratégia
revelou ser bastante eficaz, garantindo a obtencdo de grandes quantidades de lisinas quiméricas,
com elevado grau de pureza. Devido ao baixo peso molecular e reduzida carga, a cauda de histidinas
ndo tem normalmente efeitos na actividade da protel’na[l], aumentando nalguns casos a solubilidade
da mesma® ®4. A purificagdo de Lys161 apresentou no entanto, um rendimento e grau de pureza
bastante baixos. Neste caso, através de mecanismos de mutagénese dirigida poder-se-ia
eventualmente determinar experimentalmente quais os aminoacidos envolvidos na destabilizacdo da
proteina, para produzir uma lisina mais soltvel.

Antes de se determinar o espectro litico de cada lisina, fizeram-se alguns testes com tamp®es
(dados néo apresentados). Verificou-se que o tampao a base de fosfatos foi 0 que garantiu 0 maximo
de actividade litica nas células alvo sem causar danos nestas per si. O glicerol foi utilizado como
agente de crio-preservacao, a uma concentracdo de 25%, permitindo o armazenamento das amostras
proteicas a -20°C durante longos periodos de tempo, sem haver formacéo de agregados proteicos ou

interferéncia com a actividade enzimatica.

Para alcancar o objectivo inicialmente proposto as lisinas purificadas foram testadas contra um
elevado numero de estirpes de S. aureus (101 com as lisinas Lys168-87 e Lys170-87 e 26 com
Lys161), bem como outras espécies de bactérias Gram-positivas de interesse clinico.

Neste estudo, as lisinas quiméricas apresentaram um efeito litico bastante substancial, observando-
se actividade litica em mais de 90% das estirpes de S. aureus testadas, independentemente da sua
origem clinica (exsudado cutaneo, sangue ou urina), ano de isolamento (2005-2009). Adicionalmente,
verificou-se actividade enzimatica em mais de 95% das estirpes com resisténcia a meticilina.

Normalmente, o espectro litico das lisinas descritas é limitado a espécie ou estirpe, devido aos
ligandos associados ao peptidoglicano que servem como alvos de ligacdo das lisinas, frequentemente
hidratos de carbono, que estdo frequentemente distribuidos de acordo com o tipo de estirpe ou
espécie[35]. Neste estudo, no entanto, as lisinas quiméricas foram capazes de lisar outras estirpes de
Staphylococcus spp. (S. epidermidis, S. haemolyticus, S. saprophyticus), Enterococcus spp., S.
pyogenes, M. luteus e Bacillus spp. Este espectro litico sugere o reconhecimento de um epitopo
comum, na superficie da parede celular destas diferentes espécies bacteriana. A comparagédo da
intensidade litica das 3 lisinas purificadas revelou que Lys168-87 foi a mais activa contra um maior
nimero de estirpes, produzindo os halos de lise de maiores dimensdes, seguido pela Lys170-87. E
interessante verificar que num estudo analogo a lisina intacta Lys170 apresenta uma actividade litica
superior a de Lys168 contra Enterococcus sp. (D. Proenga, ndo publicado). Estes resultados indicam
gue a combinacdo de dominios funcionais com vista a obter lisinas com propriedades activas
diferentes, parece ser a melhor estratégia para alargar o espectro de accao de enzimas destes tipo e
aumentar a solubilidade das mesmas, ndo garantindo no entanto a manutencéo da especificidade da

actividade enzimatica. Possivelmente neste processo sao eliminados alguns aminoacidos na regiao
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C-terminal de Lys170, que estdo envolvidos na ligacao de alta afinidade das proteinas a superficie
bacteriana.

A lisina Lys161 foi a que apresentou um espectro de accdo mais estreito e halos de lise de
dimenséo inferior. Contudo como se estudou uma quantidade inferior (2,5ug) comparativamente a
das lisinas quiméricas (10ug), este efeito pode ser uma consequéncia da baixa quantidade de lisina
aplicada e ndo uma dependéncia do DLPC de Lys87 para um maximo de actividade litica. Outra
explicacdo podera ser a existéncia de diferentes aminoacidos nas pontes peptidicas do

peptidoglicano, entre as diferentes estirpes de S. aureus'®.,

As lisinas purificadas também foram testadas em estirpes de E. coli, ndo apresentando actividade
litica, o que seria de esperar devido a existéncia de uma membrana celular externa, a rodear a
parede celular, protegendo estas bactérias da accdo das lisinas quando adicionadas,

externamente®?.

No ensaio liquido, como se utilizou apenas uma estirpe, os resultados obtidos podem ndo ser
extensiveis a generalidade das estirpes testadas em meio solido. No entanto, ndo deixa de ser
importante a observacdo de um decréscimo em mais de 95% na taxa de sobrevivéncia celular apds a
aplicacdo das lisinas quiméricas. No ensaio em BHI estes efeitos na viabilidade celular ndo foram tao
acentuados, mas este meio pode conter na sua composi¢cao compostos que inibem a actividade litica
ou garantir um ambiente menos stressante para as bactérias. As lisinas estdo naturalmente
desenhadas para actuarem a partir do citoplasma, apés a dissipacdo do potencial de membrana pela
accao da holina®. Como em BHI as células se encontram num meio nutritivo, contrariamente ao que
acontece em tampao podera acontecer que as células e, particularmente, a parede celular de S.
aureus estejam em melhores condicdes para resistirem a ac¢ao das lisinas. As observagcfes em meio
liqguido mostraram igualmente que Lys161 ndo tem uma actividade litica significativa, no entanto, o
decréscimo observado na viabilidade celular, leva a crer que esta tem o potencial de induzir danos na
parede celular, tornando-a possivelmente mais permeavel. Deste modo seria interessante testar o
seu efeito sinergético com um antibiético, como realizado por Manoharadas et al., em que aplicaram a
lisina P16-17 especifica para S. aureus juntamente com um aminoglicosideo, observando um

decréscimo na viabilidade celular devido a accdo conjunta dos dois agenteslse]

. Outra estratégia
possivel para maximizar a actividade litica seria aplicar as lisinas quiméricas em simultaneo.

Tendo em consideracdo a importancia de S. aureus a nivel hospitalar, pela sua capacidade de
formar biofilmes em dispositivos médicos, como cateteres, seria importante testar a eficacia destas

lisinas em biofilmes®.

Como as lisinas purificadas demonstraram elevado potencial antibacteriano, seria importante

realizar testes in vivo, testando -se por exemplo o efeito terapéutico das lisinas em ratinhos infectados

com as espécies patogénicas alvo.
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5. CONCLUSOES

A realizacdo deste trabalho experimental garantiu a producdo de trés lisinas fagicas, Lys168-87,
Lys170-87 e Lysl161, activas contra S. aureus, sollveis, com um bom grau de pureza e na
conformacao activa. O sucesso deste trabalho dependeu da utilizacdo de um conjunto de diferentes
técnicas bioinforméticas, de biologia molecular (com deleccdo e combinacao de dominios funcionais),
da optimizacdo da expressdo e purificacdo das lisinas e, finalizando, de um teste da avaliacdo da
actividade antibacteriana em 120 estirpes de bactérias Gram-positivas, isoladas de meios

hospitalares e da comunidade, incluindo estirpes resistentes a antibioticos.

Purificaram-se pela primeira vez lisinas compostas por dominios funcionais de lisinas de fagos de
S. aureus e Enterococcus sp., activas contra um largo espectro de espécies bacterianas.
Especificamente, a lisina Lys168-87 e Lys170-87 apresentaram, respectivamente, actividade litica em
96% e 94% das estirpes de S. aureus testadas e em estirpes de S. epidermidis, S. haemolyticus, S.

saprophyticus, Enterococcus spp., S. pyogenes, M. luteus e Bacillus spp.

A combinagdo de dominios funcionais diferentes, com o intuito de produzir lisinas quiméricas,
parece constituir uma boa estratégia na obtencdo de espectros de lise mais alargados. Contudo

revelou-se ineficaz em lisinas especificas para P. acnes.

A deleccédo da regido C-terminal de uma lisina altamente insoltvel (Lys87), demonstrou ser eficaz
na melhoria da solubilidade da proteina, mas ndo houve manutencéo do espectro litico, apresentado
pela lisina parental. A lisina Lys161 foi activa em 54% das estirpes de S. aureus testadas e em S.
epidermidis, S. haemolyticus, Enterococcus spp., e Bacillus spp., demonstrando igualmente

capacidade para inibir o crescimento celular.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a eficiéncia das lisinas na eliminacdo de
bactérias patogénicas in vitro, comprovando a sua ac¢ao potencial como agentes antibacterianos e
sugerindo um futuro promissor para o desenvolvimento de uma terapia eficaz no combate a

emergéncia de estirpes de S. aureus resistentes a antibioticos.
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