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1. Abreviaturas

Bcc — Complexo Burkholderia cepacia, BCESM — Estirpe epidémica de Burkholderia
cepacia, cci — ilha de Burkholderia cenocepacia, c.f.u.- unidades formadoras de
coldnias, CFTR — Regulador de condutancia transmembranar de fibrose quistica, CGD —
doenca granulomatosa, DAPI - 4'6-diamidino-2-fenillindole, DNA - d4cido
dexosiribonucleico, dNTP — desoxinucledsidos trifosfatados, EPS — exopolisacarideos,
FQ- fibrose quistica, LB - Luria-Bertani, LPS — Lipopolisacariedos, PCR — reaccdo em
cadeia da polimerase, pb- pares de bases, RNA- acido ribonucleico, mRNA — acido
ribonucleico mensageiro, rRNA — 4cido ribonucleico ribossomal, tRNA — &cido

ribonucleico transferéncia, RT-PCR - reac¢do em cadeia da polimerase em tempo real.




2. Sumario

Algumas espécies bacterianas pertencentes ao Complexo Burkholderia cepacia
(Bcc) sdo patogénicos oportunistas de humanos com o sistema imunitdrio
comprometido e em especial de pacientes com fibrose quistica (FQ). O ambiente
pulmonar destes doentes permite a estas bactérias uma colonizacdo eficaz criando
infeccbes capazes de conduzir a morte de pacientes. A variedade de potenciais
factores e mecanismos de viruléncia destes organismos tém sido objecto de varios
estudos. Neste trabalho avaliamos o papel da RNase R, uma exoribonuclease 3’-5’, na
viruléncia de Burkholderia cenocepacia K56-2, uma espécie pertencente a linhagem
epidémica de Edimburgo-Toronto (ET)-12. Este microrganismo apresenta uma elevada
capacidade de resposta a alteracGes das condi¢cdes ambientais e a remodelacdo da sua
expressao genética é um processo fundamental nesta resposta. Neste sentido o estudo
da maquinaria de degradacdo do RNA e principalmente as RNases é fundamental. A
RNase R ndo sé tem vindo a ser implicada na viruléncia em vdarios organismos
patogénicos para o Homem como também estd descrita como uma importante
proteina de resposta a stresse.

Neste trabalho é demonstrado um papel fundamental da RNase R para o
funcionamento correcto do ciclo celular. A auséncia desta proteina leva a septacao
incompleta das células e diminui a viabilidade celular neste microrganismo. Comprova-
se ainda, in vivo no modelo Galleria mellonella, que a proteina RNase R é importante
na viruléncia de B.cenocepacia e que a expressao deste gene aparece aumentada em
stresses ambientais como por exemplo a resposta ao choque do frio.

Este estudo é o primeiro efectuado acerca do papel das RNases, em particular a
RNase R, no metabolismo e viruléncia de B. cenocepacia. Demonstramos a importancia
desta proteina, principalmente na viruléncia e na divisdo celular e por isso deverd ser
de futuro uma proteina de eleicdo para estudos mais detalhados em Burkholderia e
noutros organismos patogénicos.

Palavras-Chave: Burkholderia cenocepacia, fibrose quistica, RNase R, viruléncia, ciclo

celular




3. Abstract

Some of the members of Burkholdeira cepacia complex (Bcc) are opportunistic
pathogens to immunocompromised patients, especially those with Cystic Fibrosis. The
specific environment existent in the lungs of these patients allows an efficient bacterial
colonization, giving rise to infections capable of leading to the death of the human
host. The variety of potential factors and virulence mechanisms in these species have
been highly explored. In this work, the role of RNase R, an exoribonuclease 3’-5’, in the
virulence of Burkholderia cenocepacia K56-2 belonging to the epidemic lineage
Edinburgh-Toronto (ET-12) is assessed. This microorganism has a great ability to
quickly adapt to environmental changes and the remodel of their genetic expression
profiles is a fundamental step in this response. Therefore, the study of the cellular
machinery for RNA degradation, with RNases at the top, is fundamental to understand
these mechanisms. RNase R not only has already been associated with virulence in
human pathogens but has also been described as an important protein in stress
responses.

In this work, it is shown the role of RNase R for a proper progress of the
bacteria cell cycle. The absence of this protein leads to an incomplete septation and a
decrease in the cell viability in this microorganism. It is also show, in vivo in the Galleria
mellonella model, that RNase R is important to the virulence of B. cenocepacia K56-2
and also that the expression of the encoding gene is increased in response to
environmental stresse, as an example to the cold shock response.

This study is the first regarding RNases, particularly RNase R, and their influence in
the metabolism and virulence of B. cenocepacia. It is demonstrated here the
importance of this protein in the cell division and virulence factor and it should be seen
as another selected target for future studies in Burkholderia and another pathogenic

microorganisms.

Keywords: Burkholderia cenocepacia, Cystic Fibrosis, RNase R, virulence, cell cycle
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4. Introdugao




4.1 Taxonomia de Burkholderia e o Complexo Burkholderia cepacia

O género Burkholderia refere-se a um grupo de bactérias gram negativas muito
versatil que ocupa um elevado numero de diferentes nichos ecolégicos (Coenye &
LiPuma, 2003). Desde que o interesse no estudo das bactérias do género Burkholderia
aumentou, um elevado numero de possiveis espécies foram isoladas e descritas.
Actualmente, mais de 60 espécies e candidatos a espécies estdo assinalados (LiPuma,
2010). O primeiro isolado de Burkholderia foi descrito pelo investigador Burkholer nos
anos 40 como bactérias fitopatogénicas capazes de causar podriddo dos bolbos de
cebolas (Burkholder, 1950). Estes isolados, chamados de cepacia, foram incluidos no
género Pseudomonas durante muitos anos devido as suas caracteristicas fenotipicas
(Burkholder, 1950). Em 1992, com o recurso a taxonomia molecular varias espécies do
género Pseudomonas foram transferidas para um novo género, o género Burkholderia
em que a Burkholderia cepacia foi considerada a espécie tipo (Yabuuchi et al., 1992).

Um estudo em 1997, de base bioquimica, envolvendo a caracterizacdo de
bactérias Burkholderia cepacia, demonstrou que estas poderiam pertencer a, pelo
menos, 5 espécies diferentes (Vandamme et al., 1997). O termo genomovar foi entdo
introduzido para denotar grupos de estirpes fenotipicamente semelhantes mas
genotipicamente distintas. A espécie até entdo designada de Burkholderia cepacia
consistia num conjunto de organismos préximos, embora geneticamente distintos que
constituem o designado Complexo Burkholderia cepacia (Bcc). Bactérias pertencentes
ao Bcc partilham um elevado grau de identidade nas sequéncias do gene que codifica
para a subunidade 16s do rRNA (98% a 100%) e ao gene recA (94% a 95%) e niveis
moderados de hibridagdo DNA-DNA (30% a 50%) (Coenye & LiPuma, 2003; Coenye et
al., 2001a; Coenye et al., 2001c; Vandamme et al., 1997; Vandamme et al., 2000;
Vandamme et al., 2002; Vandamme et al., 2003; Vermis et al., 2004).

Muitas das espécies do género Burkholderia sdo encontradas em ambiente
natural e ndo sdo patogénicas para o Homem (LiPuma, 2010). Contudo, algumas delas
sdo capazes de causar infec¢des crénicas e agudas em pessoas com determinado tipo
de patologias que serdo abordadas mais detalhadamente nos préximos sub-capitulos.
Muitas dessas espécies estdo incluidas no Bcc, que consiste actualmente em 17

espécies (Tabela 1).




Baseado na analise do gene recA, a espécie B.cenocepacia foi subdividida em 4
subgrupos, denominados de A, B, C e D. O subgrupo A contem as estirpes epidémicas
da linhagem de Edimburgo-Toronto (ET)-12 (Vandamme et al., 2003), onde se engloba
a Burkholderia cenocepacia 12315 e a Burkholderia cenocepacia K56-2, que estao na
base deste trabalho.

Muitos dos projectos de sequenciagdao do genoma permitiram que actualmente
existam sequéncias completas e incompletas do genoma de muitas espécies. As
sequéncias dos genomas mostram que todas as espécies Burkholderia contém mais de
um cromossoma de elevadas dimensdes e os seus genomas variam entre 6 a 9Mpb,
um dos maiores genomas observados entre bactérias gram negativas
(http://www.bacterio.cict.fr/b/burkholderia.html; http://www.burkholderia.com/;
Mahenthiralingam et al., 2005b).

Tabela 1. Complexo Burkholderia cepacia adaptado de Lipuma et al., 2010

Espécie Ano de identificagdo Referéncia
B. cepacia 1950 (Vandamme et al., 1997)
B.multivorans 1997 (Vandamme et al., 1997)
B.cenocepacia 1997 (Vandamme et al., 2003)
B.stabilis 1997 (Vandamme et al., 1997)
B. vietnamiensis 1995 (Vandamme et al., 1997)
B.dolosa 2001 (Vermis et al., 2004)
B.ambifaria 2001 (Coenye et al., 2001b)
B.anthina 2002 (Vandamme et al., 2002)
B.pyrrocinia 2002 (Vandamme et al., 2002)
B.ubonensis 2000 (Vanlaere et al., 2008)
B.latens 2008 (Vanlaere et al., 2008)
B.diffusa 2008 (Vanlaere et al., 2008)
B.arboris 2008 (Vanlaere et al., 2008)
B.seminalis 2008 (Vanlaere et al., 2008)
B.metallica 2008 (Vanlaere et al., 2008)
B.contaminans 2009 (Vanlaere et al., 2009)

B.lata 2009 (Vanlaere et al., 2009)




4.1.1 Ecologia e diversidade no meio ambiente

As espécies bacterianas pertencentes ao Complexo B.cepacia tém a capacidade
de colonizar uma variedade de ambientes naturais, sendo frequentemente isoladas da
agua e solo, onde sdo particularmente abundantes na rizosfera (O'Sullivan &
Mahenthiralingam, 2005). O aumento de interesse no Bcc comegou a partir do
momento que se reconheceu o seu papel como patogénico oportunista e pelo seu
elevado potencial de aplicacdo em processos biotecnolégicos.

Apesar de inicialmente descrito como fitopatogénico actualmente existem
casos descritos da sua ac¢cdo na promocdo do crescimento de diversas espécies
vegetais. Estas bactérias podem ter um importante papel na agricultura, protegendo
muitas culturas importantes de pragas, pela sua habilidade em produzir vérios
compostos anti-microbianos e fungicos (Chiarini et al., 2006). Podem ainda promover o
crescimento de plantas pela sua capacidade de fixacdo de nitrogénio em simbiose com
varias plantas (Caballero-Mellado et al., 2007; Martinez-Aguilar et al., 2008). Além
disso tem vindo a ser demonstrado que estas bactérias sdo capazes de degradar
compostos poluentes tais como, herbicidas, solventes clorados, tolueno e outros
derivados de gasolina (Coenye & Vandamme, 2003; O'Sullivan & Mahenthiralingam,
2005).

A prevaléncia de espécies do género Burkholderia na rizosfera parece resultar
da sua versatilidade nutricional e resisténcia a antibidticos produzidos por outras
espécies competidoras. Acresce a demonstrada capacidade de sintese de enzima
pectoliticas, Uteis na invasdo dos tecidos vegetais, e a producdo de antibidticos
capazes de suprimir outros microrganismos, conferindo-lhe vantagens competitivas
(Parke & Gurian-Sherman, 2001). Contudo algumas espécies, em particular as que
constituem o Bcc, sdo patogénicos oportunistas de humanos com o sistema imunitario
comprometido e em especial de pacientes com fibrose quistica (FQ) e com a doenca
granulomatosa crénica (DGC) (Mahenthiralingam et al., 2005b) . Em doentes com FQ e
DGC este patégeno conduz ao declinio das fungdes pulmonares, conduzindo a necrose
do tecido pulmonar e frequentemente septicemia fatal, estado clinico vulgarmente
denominado de sindrome da cepacia. Outros exemplos da sua capacidade patogénica

sdo as espécies Burkholderia mallei e Burkholderia pseudomallei reconhecidos como os




agentes causadores de mormo e meliodose, respectivamente, e registadas como
agentes de bioterrorismo (Godoy et al., 2003).

A base da notavel diversidade ecoldgica apresentada pelo Bcc parece residir
nos seus invulgares genomas, raros no tamanho e na organizagdo, permitindo a estas
bactérias crescer numa grande variedade de substratos, utilizar diferentes fontes de
carbono e sobreviver nas mais diversas condicdes de stress (O'Sullivan &

Mahenthiralingam, 2005).

4.1.2 Burkholderia como patogénico oportunista

O Complexo Burkholderia cepacia é um grupo de bactérias patogénicas que nao
se limita a populagdo com FQ mas também é um agente etioldgico de infeccbes em
doentes com granulomatose crénica (DGC) e doentes imunocomprometidos. No que
diz respeito a individuos imunocomprometidos, as estirpes do Bcc tém vindo a ser
recolhidas em pacientes com HIV, com bronquite aguda e bronquiectasia e ainda de
doentes oncoldgicos, conduzindo a estados de pneumonia aguda e fatal (Pegues et al.,
1993).

Os individuos com DGC tém uma alteracdo genética que impede a producao do
anido radical superdxido o que os torna mais susceptiveis a determinadas infec¢bes
bacterianas e flngicas. Foi também demonstrado que os leucdcitos isolados de
pacientes com DGC eram incapazes de eliminar bactérias do Bcc e que a infecgao
causada por estas bactérias era a maior causa de morte em pacientes DGC devido a
sepsis e pneumonia (Johnston, 2001; O'Neil et al., 1986; Speert, 2001).

A infeccdo por bactérias do Bcc em doentes com FQ pode variar desde a
colonizacdo assintomatica e declinio gradual do estado geral do doente até ao
agravamento rapido da funcdo pulmonar levando a morte (Frangolias et al., 1999).
Estima-se que a colonizacdo pulmonar por bactérias Bcc em doentes com FQ reduza
significativamente a sua sobrevivéncia e que cerca de 20 a 30% dos doentes atinjam o
estadio de sindrome de cepacia (Govan & Deretic, 1996). Acresce a este caracter
patogénico das estirpes Bcc a sua multiresisténcia intrinseca a antibidticos e a sua

facilidade de transmissibilidade e persisténcia entre doentes com FQ.




4.1.3 Aspectos genéticos e epidemioldgicos da Fibrose Quistica

“ Sou um rapaz doente, com uma doenca cronica
degenerativa, sei que tenho que viver com esta minha
doenga até ao resto da minha vida”. Bruno, 30 anos

A fibrose quistica, descrita pela primeira vez em 1938, é uma doenca genética
grave de transmissdao autossOmica recessiva (Collins, 1992). A FQ é causada por
mutagbes que ocorrem num gene com 250 Kilobases (Kb), identificado em 1989 no
braco longo do cromossoma 7 humano (Kerem et al.,, 1989; Riordan et al., 1989;
Rommens et al.,, 1989). Este gene codifica uma proteina com 1480 aminodcidos
denominada regulador de condutancia transmembranar de fibrose quistica
(denominado a partir de agora com as siglas CFTR do inglés Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator), um canal do ido cloreto, localizado na

membrana apical das células epiteliais (Hyde et al., 1990).

A FQ surge com frequéncia variavel nos diversos grupos étnicos, verificando-se
uma maior incidéncia nos Caucasianos, na qual se estima que 1 em cada 2500 recém-
nascidos seja afectado e 1 em cada 25 individuos seja portador do alelo mutado
(Collins, 1992). Em Portugal, estima-se que a incidéncia da FQ seja da ordem de 1 em
cada 400 recém-nascidos (Loureiro et al., 1994). Segundo dados da Cystic Fibrosis
Foundation existem 70000 individuos no mundo com esta patologia, com uma
esperanca média de vida de 37 anos e uma idade média de morte de 24 anos. A cada
ano registam-se aproximadamente 1000 novos casos (Cystic Fibrosis Foundation,

2010).

4.1.4 Patofisiologia da fibrose quistica

“(...) mas a pior altura foi (...) e que poderd néo
aguentar os 30 medicamentos didrios que tomdmos depois
do transplante (...)” Bruno, 30 anos

O estado clinico de doentes com FQ caracteriza-se, em parte, por altera¢cées do

perfil electrofisiolégico. Sabe-se actualmente que a proteina CFTR interactua com




varias proteinas do citoesqueleto e que regula outros mecanismos do transporte
idnico, por exemplo existem evidéncias experimentais que sugerem um papel
modulador/regulador da proteina CFTR na secrec¢do de iBes bicarbonato (HCO3),
nomeadamente a nivel do intestino (Lyczak et al., 2002). A proteina CFTR ndo funcional
condiciona o transporte electrolitico na superficie apical das células epiteliais ou nas
glandulas submucosas. Este estado conduz, de forma secundaria, a uma diminui¢ao do
conteudo hidrico das secrecdes e, consequentemente, a obstrucdo de ductos. As
manifestacdes da doenca ocorrem nos orgados onde existe expressdo da proteina CFTR
anormal: glandulas sudoriparas, pulmdes, pancreas, intestino, figado e tracto
reprodutivo (Welsh & Smith, 1993).

O funcionamento anémalo das glandulas sudoriparas resulta da incapacidade
de excretar fluido e conservar ides sodio e cloreto. Deste facto resulta um elevado teor
de sais nas secrecdes exdcrinas dos doentes com FQ (Govan & Deretic, 1996) .

No pancreas, a diminuicdo do fluido ductal pancreatico conduz a retencdo e
activacdo prematura de enzimas, levando a destruicao progressiva dos tecidos e a sua
auto-digestao (Lyczak et al., 2002). A absor¢cdo de nutrientes, nomeadamente de
gorduras,fica comprometida. A md nutricdo resultante condiciona a obtencdo dos
elevados niveis de energia exigidos pelo estado hipermetabdlico associado a infecgao
das vias respiratdrias (Ratjen & Doring, 2003).

Outras caracteristicas de doentes com FQ nao estdo relacionadas com o papel
regulador da proteina CFTR na secrecdo de fluido. Por exemplo, a relacdo entre as
mutagdes no gene cftr e a auséncia bilateral congénita dos canais deferentes a nivel do
aparelho reprodutor masculino é pouco clara embora se verifique esterilidade em 98%
dos doentes do sexo masculino (Ratjen & Doring, 2003). No sexo feminino, a
diminuicdo da fertilidade pode ocorrer devido a desidratacdo do muco cervical (Welsh
& Smith, 1993).

A ineficacia das vias de defesa aérea associada as secre¢des espessas € a
resposta inflamatoria pronunciada do tracto respiratdrio do doente com FQ fazem do
pulmdo um nicho ecoldgico Unico para a colonizag¢do e infecgdo por microrganismos
(Planells-Cases & Jentsch, 2009). As secrec¢Oes desidratadas dificultam a limpeza

mucociliar e os elevados teores de sal inactivam a actuacdo das B-defensinas 1 e 2,




proteinas relacionadas com a resposta imunitdria inata, aumentando a
susceptibilidade a infec¢Oes respiratérias (Govan & Deretic, 1996).

Estudos recentes sugerem também um papel importante da proteina CFTR
funcional na acidificagdo dos organelos celulares, que por sua vez, é determinada no
processo de glicosilagdo das proteinas. A alcalinizacdo caracteristica dos
compartimentos celulares de FQ tem como consequéncia a produgdo de glicoproteinas
com um padrdo de glicolisacdo alterado (Lyczak et al., 2002).

A resposta imunitaria per se é um problema. A producdo de anticorpos e de
imunocomplexos desencadeia um processo inflamatdrio que se caracteriza por um
aumento do fluxo de neutrdfilos aos pulmdes, pela producdo de proteases
leucocitarias e de radicais livres, que sdao os principais responsdveis pelas lesdes
tecidulares a nivel broncopulmonar. A infeccdo e a respectiva resposta inflamatdria
sdo os responsaveis directos pela destruicdo pulmonar progressiva, culminando em
falha respiratdria (Freitas & Costa, 1997).

No que diz respeito a infeccdo por bactérias do Bcc e em particular, as
diferencas nos niveis de severidade da infeccdo, muito ainda existe por esclarecer.
Apesar de poder resultar de diferencas nos factores de viruléncia expressos, varidveis
de estirpe para estirpe (Darling et al., 1998), pensa-se que a idade e factores genéticos
inerentes ao hospedeiro e a co-colonizagdao com outros patogénicos, terao certamente
um papel determinante na evolucdo clinica dos doentes (LiPuma et al., 2001). Sabe-se,
no entanto, que todas as estirpes Bcc aparentam possuir a capacidade de causar
doencgas severas e mortes, dependendo do estado clinico dos doentes e da

predisposicdo (Frangolias et al., 1999; Govan et al., 1993).

4.1.5 Aquisicao e transmissao de bactérias do género Burkholderia

A identificacdo de estirpes epidémicas sugere que algumas estirpes bacterianas
estdo particularmente adaptadas a infeccdo humana, com uma capacidade de
transmissao entre pacientes (LiPuma, 2010; Sanger et al.) e um exemplo claro sdo as

estirpes que constituem a linhagem ET-12.




A demonstracdo de que doentes infectados com uma estirpe do Bcc, podiam
adquirir uma segunda estirpe por contacto com outros doentes veio reforgar a
necessidade de, em determinadas situagdes, se aplicar medidas de isolamento mesmo
entre doentes ja infectados. Algumas estirpes sdo altamente transmissiveis, podendo
disseminar-se rapidamente entre doentes com FQ e serem responsaveis por 40% das
infeccdes num Unico centro de tratamento (Govan & Deretic, 1996). Existem
numerosos estudos que demonstram que a partilha de aerosséis respiratdrios,
solucdes salinas e anestésicas, aguas destiladas, cateteres urindrios entre uma
diversidade de equipamento hospitalar, podem significar riscos de contaminacdo
(LiPuma, 2010).

Um estudo de Baldwin e colaboradores (2007), demonstrou que multiplos
isolados clinicos de B. cepacia, B. multivorans, B. cenocepacia, B. stabilis, B.
vietnamiensis and B. ambifaria foram também identificados em fontes ambientais
(Baldwin et al., 2007). Recorrendo a analise de sequéncias multilocus, demonstrou-se
que mais de 20% dos 381 isolados de doentes FQ eram indistinguiveis de estirpes
recolhidas do ambiente (Baldwin et al., 2007).

Os dados epidemioldgicos mais recentes sobre as principais espécies que
infectam doentes FQ, demonstraram que B.multivorans, B.gladioli e B.cenopacia
contribuem, em conjunto, para mais de metade da populacdo com FQ infectada nos
Estados Unidos da América (Figura 1). E importante referir que Burkholderia gladioli,
apesar de ndo pertencer ao complexo, na actualidade contribui para uma significante
proporcdo de infeccGes de doentes com fibrose quistica (FQ). As espécies
B.multivorans e B. cenocepacia sdo as mais frequentes, contribuindo em conjunto para
mais de 60% de pacientes infectados. Contudo ha que referir que em alguns paises da
Europa a proporc¢do de pacientes infectados com B.cenocepacia é maior (Agodi et al.,
2001; LiPuma, 2010). Torna-se importante e curioso referir que B.gladioli e
B.cenopacia sao reconhecidas também como espécies fitopatogénicas, B. ambifaria
pode ser recolhida da rizosfera de plantas e também B.multivorans, menos

frequentemente, tem vindo a ser recolhida de habitats naturais (LiPuma, 2010).




B 8. multivorans B B.cenocepacia B B.gladioli
B B.vietnamiensis B.dolosa B Indeterminate
B 8.cepacia Other Bcc species

Figura 1.Distribuicdo de espécies do género Burkholderia entres pacientes
FQ nos Estados Unidos da América. Os dados sdo baseados em 2024
pacientes FQ. Adaptado de Lipuma et a/ 2010.

A possivel existéncia de reservatdrios ambientais significa um risco para os
doentes com FQ. Entre os diversos estudos com o objectivo de analisar a distincao
entre isolados clinicos e ambientais comprova-se que as barreiras que os separam sao
muito ténues. Por esta razdo, existe uma preocupacao e riscos acrescidos associados
ao uso deste grupo de bactérias em processos benéficos como o biocontrolo e a
biorremediacdo (Mahenthiralingam et al., 2008). E de salientar que um organismo com
tanta plasticidade e versatilidade gendmica dificilmente poderd ser utilizado no seu
todo como um recurso uma vez que O seu sucesso evolutivo como patogénico

oportunista representara sempre uma ameaca.

4.2 Factores e Mecanismos de Patogenicidade

A patogenicidade das bactérias do Bcc é multifactorial. Estes organismos sao
capazes de suportar os efeitos bactericidas dos componentes do sistema imunitdrio
inato como os péptidos antimicrobianos, lisozimas, lactoferrina e a fosfolipase A2,
entre outros (Baird et al., 1999). Adicionalmente, as infec¢des do trato respiratdrio sdo
de dificil tratamento devido ndo sé a sua resisténcia intrinseca a um elevado espectro

de compostos antimicrobianos utilizados em hospitais (Aaron et al., 2000) mas
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também a sua habilidade na producdo de uma variedade de potenciais factores e

mecanismos de viruléncia.

4.2.1 Llipopolissacarideos

Lipopolissacariedos (LPS) sdao conhecidos como factores de viruléncia em
muitas bactérias gram negativas. No caso especifico do Bcc, os LPS tém uma
composi¢dao que difere em parte de outras bactérias gram negativas, o que os torna
peculiares do ponto de vista estrutural. As caracteristicas particulares destes LPS
permitem neutralizar a carga idnica na superficie celular e parecem estar envolvidos
nos mecanismos de resisténcia aos antibidticos, como as polimixinas e péptidos
antimicrobianos catidnicos (Albrecht et al., 2002).

Estudos estruturais demonstram uma grande diversidade de LPS entre estirpes
do Bcc e por isso as tentativas de desenvolver uma vacina eficiente contra LPS do Bcc
tem-se demonstrado muito dificil. O anti-soro produzido contra os LPS de uma estirpe
do Bcc é usualmente incapaz de reagir com os LPS de outras estirpes (Nelson et al.,
1993; Rabkin et al., 1989).

O LPS do Bcc é também capaz de estimular os neutréfilos humanos e aumentar
a expressdao de CD11b na sua superficie, estimulando a fagocitose da bactéria mas
resulta na libertacdo de espécies reactivas de oxigénio e as enzimas dos neutrofilos

induzem danos nos tecidos pulmonares (Hughes et al., 1997).

4.2.2 Pili e adesina 22KDa

Os pili sdo apéndices filiformes existentes na superficie das bactérias e tém
vindo a ser associados a patogenicidade. Alguns estudos in vitro demonstram a
capacidade citotdxica dos pili, conduzindo a apoptose em linhas celulares epiteliais de
pulmdo (Chung & Speert, 2007) e demonstrando a capacidade de se ligarem a uma
outra variedade de células epiteliais como as da cavidade bucal humana, epitélio das
vias aéreas, pneumdcitos do tipo I, traqueia, entre outras (Cervin et al., 1994; Krivan

et al., 1988; Saiman et al., 1990; Sajjan & Forstner, 1993; Sajjan et al., 2000).
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A ligagao dos pili as células epiteliais é mediada pela adesina 22 KDa sendo
ambos necessdrios para uma ligacdo eficaz a proteina CK13 (Urban et al., 2005). A
proteina CK13 é responsavel pela ligacdo de bactérias do Bcc as células epiteliais,
guando mediado pelo pili. Foi demonstrado existir um aumento da expressdao da CK13
em vias aéreas de doentes com FQ, principalmente no epitélio bronquiolar e
respiratério (Sajjan et al., 2000), facilitando a infec¢do por estes organismos.
Aparentemente, estirpes que apresentam quer os pili quer esta adesina 22 KDa
apresentam um maior potencial para causar infec¢des, sendo que, até ao momento
apenas as estirpes B.cenocepacia da linhagem ET12 estdo descritas como capazes de

apresentar ambos (Sajjan et al., 2000).

4.2.3 Adesinas triméricas de autotransporte

As adesinas bacterianas medeiam um passo critico e precoce da patogénese na
maioria de infecgbes bacterianas. Um estudo de Mil-Homens e seus colaboradores
(2010) identificou um agregado de adesinas correlacionadas com a viruléncia, estrito a
linhagem epidémica de B.cenocepacia ET-12. Este agregado de adesinas possui
aproximadamente 24 Kpb e estd aparentemente organizado em quatro adesinas
(BCAMO0219, 0223, 0224 e 0225), uma proteina da membrana externa BCAM0220, uma
cinase sensora de histidinas no locus BCAMO0218 e dois reguladores de resposta
denominados BCAMO0221 e 0222. Aparentemente a cinase sensora de histidinas é
responsavel por detectar o estimulo e os dois reguladores de resposta regulam dois
conjuntos de genes de viruléncia, a adesina BCAMO0219 e a proteina da membrana
externa BCAMZ220 e ou outro conjuntos constituido pelas adesinas de autotransporte
BCAMO0223, BCAMO0224 e BCAMO0225 (Mil-Homens et al., 2010). Este agregado de
adesinas encontra-se a montante da ilha cci de B.cenocepacia, que codifica para um
largo numero de genes ligados a viruléncia e ao metabolismo e inclui o marcador
epidemioldgico de viruléncia BCESM para as estirpes de B.cenocepacia descrito
anteriormente (Baldwin et al., 2004). Este agregado é parte da regido gendmica de
142Kpb e fazem parte da extensdo a montante e a jusante da ilha cci (Mil-Homens et

al., 2010). Neste estudo, Mil-Homens e colaboradores (2010) demonstraram que a
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auséncia da adesina trimérica de autotransporte (TAA) BCAMO0224 conduz uma
reducao de 90% da viruléncia em B.cenocepacia K56-2 e que a expressao do gene
BCAMO0224 é aumentada em 8 vezes em condi¢cBes ambientais que mimetizam o
ambiente pulmonar de doentes com FQ. Esta adesina é fundamental para a infecgao,
na medida em que, promove a aderéncia bacteriana a proteina colagénio do tipo | da

matriz extracelular (Mil-Homens et al., 2010).

4.2.4 Flagelo

O flagelo é um apéndice filiforme fundamental para a mobilidade. E
considerado um importante factor na patogenicidade estando envolvido na
disseminacdo da bactéria do local de infeccdo para outros orgdos. Aparentemente
estdo envolvidos na invasdo de células epiteliais, formacdo de biofilmes e inducdo da
resposta do hospedeiro (Eaves-Pyles et al.,, 2001). O flagelo é capaz de ligar-se e
interagir com o receptor TLR5 do hospedeiro, que reconhece padrdes moleculares de
microrganismos e inicia a resposta imunitdria inata. Contudo a activacdo do sistema
imunitario contribui para o aumento da inflamacao e dos danos nos pulmdes (Lyczak et
al., 2002).

Os resultados de alguns estudos in vitro confirmam que a mobilidade é
fundamental para a invasdo de células epiteliais (Tomich et al., 2002) uma vez que
mutantes de B.cenocepacia k56-2 com o flagelo bloqueado demonstram uma reducdo

de 40% na morte de ratinhos C57BL/6j (Urban et al., 2004).

4.2.5 Proteinas extracelulares

A secrecdo de proteinas é um importante mecanismo pelo qual as bactérias sao
capazes de libertar proteinas para o ambiente e para as células do hospedeiro e por
isso crucial para a viruléncia de patégenos e sobrevivéncia no interior dos hospedeiros.
No caso de estirpes do Bcc varios sistemas de transporte tém vindo a ser implicados na
secrecao de muitos factores de viruléncia como as proteases, hemolisinas, adesinas
entre outros. Por exemplo um estudo de Hutchison e seus colaboradores (1998)

caracterizou a haemolisina de B. cenocepacia 12315, observando que quando presente
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em baixas concentrac¢des é capaz de induzir degradacdo nucleosomal, consistente com
a apoptose em neutroéfilos humanos (Hutchison et al., 1998).

Duas proteases extracelulares, a ZmpA e a ZmpB tém vindo a ser caracterizadas
em varias espécies do Bcc e sdo capazes de actuar numa diversidade de substratos. Por
exemplo, a ZmpA degrada o interferdo y e ZmpB degrada transferrina, lactoferrina e
imunogloulinas humanas (Gingues et al., 2005; Kooi et al., 2006). Estas duas proteinas
parecem actuar no nivel de integridade do tecido do hospedeiro e ao nivel da defesa
imunitdria, resultando no aumento da inflamacdo (Corbett et al., 2003; Kooi et al.,
2006).

Os sistemas de secrecdo de proteinas sdao outros factores de viruléncia. Estes
dispositivos de exportacdo sdo encontrados numa variedade de bactérias gram
negativas envolvidas na translocacdo de proteinas efectoras através da membrana das
células do hospedeiro até aos seus citoplasmas. De entre os sistemas de secre¢do
proteica conhecidos o tipo Ill, IV, V e VI aparentam ter um importante papel na
viruléncia do Bcc (Aubert et al., 2008; Dautin & Bernstein, 2007; Juhas et al., 2007;
Warawa & Woods, 2005).

4.2.6 Siderofdros

Os pulmdes sdo um ambiente restrito a ferro o que pode representar um
desafio para a infec¢do e colonizagao de patogénicos bacterianos de doentes com FQ.
Assim, algumas estirpes do Bcc apresentam varios mecanismos que lhes permitem a
obtencdo de ferro a partir do ambiente. Uma dessas estratégias é a producdo de
sideréforos, moléculas de baixo peso molecular quelantes de ferro, nomeadamente
piochelina, ornibactina e cepaciachelina (Thomas, 2007). Recentemente alguns
estudos mostram a importancia de producdo de sideréforos para a patogenicidade do
Bcc em mamiferos, em Caenorhabditis elegans e em Galleria mellonella (Uehlinger et

al., 2009).
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4.2.7 Exopolissacarideos

Os exopolisacarideos (EPS) sdo sugeridos como factores de viruléncia em
muitas bactérias. A produc¢dao de EPS é uma caracteristica comum entre os isolados
clinicos do Bcc (Cunha et al., 2004; Herasimenka et al., 2007; Richau et al., 2000;
Zlosnik et al., 2008). O EPS mais comum no Complexo Burkholderia cepacia é
designado de cepaciano, mas sdo produzidos mais 3 tipos diferentes (Cérantola &
Montrozier, 1997; Cescutti et al., 2003; Chiarini et al., 2004; Herasimenka et al., 2007).
Os estudos demonstram que os EPS parecem estar envolvidos na persisténcia das
bactérias nos pulmdes (Conway et al., 2004). Foi demonstrado recentemente que o
fendtipo mucoso, resultante de grandes produgdes de EPS conduzem a capacidade da
persisténcia das bactérias conduzindo a infecgdes crénicas (Zlosnik et al., 2008).

Parece ainda haver um papel dos EPS na interaccdo com péptidos
antimicrobianos (Herasimenka et al., 2005) e na formacdo de biofilmes (Cunha et al.,,
2004). Além disto tém ainda a capacidade de sequestrar espécies reactivas de oxigénio
e interferir com a quimiotaxia dos neutréfilos, uma resposta fundamental da defesa

pulmonar do hospedeiro (Bylund et al., 2006).

4.2.8 Quorum sensing

O quorum sensing (QS) consiste num processo de comunicacdo quimica que
permite as células modular a sua expressdao genética em funcao das células vizinhas,
pela sintese e deteccao de moléculas QS (Barnard & Salmond, 2004).

O QS providéncia mecanismos pelos quais as bactérias podem rapidamente
adaptar-se ao ambiente e tém-se demonstrado fundamental na viruléncia de
Burkholderia (Lazdunski et al., 2004), sendo responsdavel pela producdo de toxinas,
proteases, lipases e sideréforos e formacao de biofilmes (Venturi et al., 2004).

Desde que o QS foi demonstrado ser importante na viruléncia bacteriana,
muitos estudos estdo actualmente focados em encontrar compostos inibitérios do QS
pelo seu potencial terapéutico. Até agora muitos inibidores QS tem sido descritos e um
crescente numeros de estudos demonstram a sua habilidade na prevencao de

formacdo de biofilmes, assim como a sua ruptura, diminuindo a producdo de factores
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de viruléncia e as dificuldades de resposta ao stress oxidativo a que estdo sujeitas,
permitindo o aumentando da ac¢dao dos neutrofilos (Brackman et al., 2009; Hoffmann
et al., 2007; Rasmussen et al., 2005a; Rasmussen et al., 2005b; Rasmussen & Givskov,
2006).

Contudo, ndo podemos deixar de considerar a capacidade das bactérias do Bcc
em degradar compostos, nos quais os inibidores de moléculas QS nado sdo excepgao

(Riedel et al., 2006).

4.2.9 Biofilmes

A maior parte da actividade bacteriana na natureza ocorre com as bactérias
organizadas em biofilmes. Esses biofilmes sdo constituidos por uma comunidade
estruturada de células aderentes a uma superficie embebidas numa matriz (Dunne,
2002). A associacdo de organismos em biofilmes permite-lhes proteccdo de muitos
factores ambientais devido as limitagdes de difusao de compostos e inactivagdao pela
matriz do biofilme (Dunne, 2002).

A formacdo de biofilmes tem por base uma série de estddios temporais
subsequentes, resumidos na Figura 2 (Conway et al., 2002). As bactérias em
locomogao livre, ou seja na forma planctdnica, aderem irreversivelmente a uma
superficie (bidtica ou abidtica) e a complexidade do biofilme aumenta a medida que as
células se dividem e formam uma microcolénia. As microcoldnias diferenciam-se em
biofilmes maduros onde as células s3ao embebidas por um forte matriz de

exopolissacarideos (Dunne, 2002).

Células Biofilme maduro
Planctonicas
celular
l Microcolinia

—l S — T —

Figura 2. Modelo de desenvolvimento de uma biofilme. Adaptado de Costerton et al 1999.
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A matriz na qual as células estdo embebidas é denominada de glicocalix, sendo
constituida por exopolissacarideos e por substancias exdgenas retidas no ambiente
local (Costerton et al., 1999). Na maioria das espécies capazes de formar biofilmes, o
glicocalix é predominantemente aniénico, criando uma barreira de retencdo e
concentracdo de nutrientes e minerais do ambiente circundante, protegendo ainda as
células contra algumas ameagas ambientais, incluindo biocidas, antibidticos,
anticorpos, tensioactivos e células efectoras de combate do hospedeiro como por

exemplo os leucécitos (Dunne, 2002; Xavier et al., 2005).

4.2.10 Resisténcia a antibioticos

A habilidade do Bcc para resistir a varios antibidticos e compostos
antimicrobianos torna-o sem duvida um importante e preocupante patogénico
oportunista. Do ponto de vista clinico, a resisténcia a antibidticos por parte do
Complexo B.cepacia é problematico no tratamento de pacientes tornando o controlo
da infecgdo dificil.

A alteragdo de permeabilidade da membrana foi classificada como o
mecanismo de defesa mais importante contra agentes antimicrobianos, devido a
existéncia de LPS modificados, bombas de efluxo, porinas e a habilidade de produzir
EPS e/ou formar biofilmes (Fux et al., 2005). Alguns estudos demonstraram que a
expressao controlada de porinas em conjunto com propriedades intrinsecas, podem
bloquear o acesso a varias moléculas antimicrobianas ao periplasma. Em somatério a
presenca de varias bombas de efluxo de antibidticos tém um importante papel na
resisténcia a antibidticos (Mahenthiralingam et al., 2005a). A estrutura peculiar do LPS
do Bcc, responsavel pela neutralizacdo da carga anidnica das células, foi demonstrada
ser determinante na resisténcia a varios antibidticos (Rajyaguru & Muszynski, 1997).

Para resolver este problema tem-se desenvolvido distintas abordagens pelas
comunidades hospitalares. Actualmente duas ou mais combina¢des de farmacos
podem permitir o controlo da infeccdo de estirpes Bcc, usando assim a vantagem do
efeito sinergético de drogas (Aaron et al., 2000; Manno et al., 2003). Contudo, a
existéncia inesperada de interac¢des antagdnicas entre compostos e a manifestagao

de efeitos secundarios associados aos antibidticos podem constituir outro problema.
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4.2.11 RNases como factores de viruléncia

O metabolismo do RNA é realizado pelas RNases, uma classe de enzimas
definida pela sua capacidade de clivar as ligagdes fosfodiéster do RNA (Jain, 2009).
Muitos organismos contém multiplas RNases e o papel crucial destas enzimas inclui
fun¢des como o processamento e maturagao de RNA, substituicdo de RNA(s) instaveis,
e degradacdo de RNA(s) errados (Condon, 2007; Jain, 2009). A degradacdo do RNA é
um dos maiores processos de controlo dos niveis de RNA e desempenha um papel
fundamental no metabolismo celular (Andrade et al., 2009).

As RNases dividem-se em duas grandes classes: endonucleases, proteinas que
clivam o RNA internamente e exoribonucleases que digerem um nucleétido de RNA de
cada vez a partir de uma extremidade (Andrade et al., 2009). A RNase R é uma enzima
activa em polinucledtidos sintéticos, mRNA, rRNA e tRNA (Cheng & Deutscher, 2002), e
gue tem vindo a ser sugerida como uma RNase envolvida na viruléncia de organismos
patogénicos. Estudos demonstraram que a RNase R esta envolvida na patogenicidade
de alguns organismos como Shigella flexneri, estirpes de E. Coli enteroinvasivas e ainda
de Aeromonas hydrophila, em que a auséncia desta proteina conduz a menor
viruléncia (Andrade et al., 2009; Tobe et al., 1992). Contudo em Brucella abortus ndo
existe um papel activo desta proteina na infeccdo (Miyoshi et al., 2007).
Aparentemente o papel da RNase na viruléncia parece variar de organismos para
organismo e o papel exacto desta proteina continua por se elucidar.

A RNAse R pertence a familia RNR (Zuo & Deutscher, 2001). As proteinas
pertencentes a esta familia RNR encontram-se largamente distribuidas entre as

bactérias e eucariotas sendo que,
RNase R

em muitos organismos, a familia =
RNR é apenas representada por m (502~ RNBCatayt] a

homc')logos de RNase R (ZUO & Figura 3. Representagdo esquemdtica dos dominios encontrados
nos membros da familia RNR. O primeiro esquema representa os

Deutscher, 2001). Estruturalmente dominios da RNase II: CSD1, CDS2, o centro catalitico RNB e S1.
Prevé-se que outros membros da familia RNR mostrem um motivo
a familia RNR em E.coli ¢é adicional de helix-turn-helix no N-terminal e um regido rica em lisina
e arginina no C-terminal, como é o caso da RNaseR. Adaptado de

caracterizada por trés dominios Andrade etal, 2009.

principais: S1- semelhante a um dominio de choque a frio no N-Terminal (Weber et al.,

2002), um dominio central semelhante a RNAse Il (Mian, 1997) e um dominio S-1 de
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ligacdo ao RNA no C-terminal (Ma et al., 1996) (Figura 3). A proteina RNase R produz
nucledsidos monofosfatados 5’ e assemelha-se, cataliticamente, a RNase Il (Barbas et
al., 2008).

Estudos realizados por Cheng e colaboradores (1998), sugerem que a RNase R e
a PNPase desempenham fung¢des essenciais em Escherichia coli que nao sao realizadas
por mais nenhuma das outras exoribonucleases celulares. As células com dupla
mutacdo para PNPase e RNase R sdo invidveis evidenciando a RNase R como essencial
no metabolismo do RNA, e a sua funcdo ndo pode ser substituida por nenhuma outra
exoribonuclease celular (Cheng et al., 1998). RNase R é a principal responsdvel pela
actividade exonucleotidia em estirpes de E.coli que sdao deficientes para a RNAse Il
(Cheng et al., 1998). Alguns estudos tém inclusive demonstrado que a RNase R é mais
eficaz do que a RNase Il contra estruturas de RNAs como os tRNAS (Cheng &
Deutscher, 2002) e caracterizada pelo controlo de qualidade de RNA ribossomal,
indicando um papel mais especifico na RNase R no metabolismo do RNA (Cairrdo et al.,
2003).

No que diz respeito as estirpes da linhagem ET-12, o putativo gene que codifica
para a RNase R (gene rnr) encontra-se no cromossoma longo 1 com 2475 pares de
base (pb), (1722010pb — 1724484pb), no locus BCAL 1553 (Welcome Trust Sanger

Institute B. cenocepacia sequencing project).

4.3 Controlo da expressao genética e a resposta ao stresse

A resisténcia ao stress e a viruléncia estdo intimamente ligados. Muitos
patogénicos bacterianos tém de resistir a ambientes dificeis durante o processo de
infeccdo (Andrade et al., 2009). Um tipo de resposta é a remodelacdo da sua expressao
genética com o objectivo de ajustar a fisiologia celular as exigéncias do ambiente
(Eriksson et al., 2002) e nesta resposta as RNases desempenham o papel principal.
Todas as moléculas sdo degradadas, desde os RNAs mensageiros instaveis aos mais
estaveis e até os RNAs ndo codificantes, como o rRNA e tRNA ou os pequenos RNA(s)
reguladores. A eliminacdo de transcritos desnecessarios inclui RNAs cuja expressao ja
ndo é necessaria no momento, mas também na remocdo de RNAs errados. Por

consequéncia, a degradacdo do RNA é um passo inerente aos mecanismos de
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qualidade e controlo de RNA. Além disto contribuem para a reciclagem do conjunto de
nucledtidos da célula (Andrade et al., 2009).

Varios estudos demonstram que os niveis de transcritos e/ou da proteina
RNase R aumentam em diversos estimulos o que atribui a esta enzima um papel
fundamental na sobrevivéncia de bactérias em condicdes de stresse (Andrade et al.,

2009).

4.3.1 RNase R em resposta a multiplas condi¢des de stresse

A habilidade para adaptacdo a alteracdes ambientais é fundamental para a
sobrevivéncia bacteriana. Por isto em resposta a condi¢Oes de stress as bactérias tém
de alterar rapidamente a sua expressdo genética e remodelar as suas bases de RNA.
Assim, deveremos ter em conta ndo s6 os novos transcritos como também a
degradacdo de RNA ja existente.

Os tipos de stresse aos quais as células vulgarmente estdo expostas sdo a
privacdao de nutrientes, alteragdes de temperatura e a exposi¢ao a agentes nocivos.
Nestas condi¢cOes esperam-se rapidas alteracdes na quantidade e estabilidade do
mRNA (Takayama & Kjelleberg, 2000). Por consequéncia, sera comum a observac¢do de
alteragdes ao nivel da estrutura dos ribossomas e na actividade das RNases (Chen &
Deutscher, 2005). A habilidade da RNase R em degradar rRNA, outras estruturas de
RNA e também sequéncias palendrémicas extragénicas repetitivas (Chen & Deutscher,
2005; Cheng & Deutscher, 2002), parece ser fundamental nas altera¢ées no RNA total

bacteriano no momento de responder ao stresse.

4.3.2 Niveis da RNase R durante o crescimento

Foi demonstrado que a actividade especifica da RNase R durante o crescimento
celular muda drasticamente (Chen & Deutscher, 2005). A actividade da RNase R que se
mantém constante durante a fase exponencial, aumenta 4 a 6 vezes a quando da
aproximacdo a fase estaciondria e um aumento adicional de 2 vezes durante a
extensdo da fase estacionaria (Chen & Deutscher, 2005). Por isto a RNase R parece ter
um papel importante no controlo da expressao genética das células em fase

estacionaria.
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As células na fase estaciondria tém de se tornar resistentes a uma série de
factores ambientais como o stress oxidativo, privacdo de nutrientes (Andrade et al.,
2009) e uma série de produtos téxicos acumulados, resultantes do seu préprio

metabolismo. A RNase R aparenta ter um papel importante nessa resisténcia.

4.3.3 Niveis da RNAse R em resposta ao choque por frio

Os niveis de expressdao da RNase R sdao fortemente regulados pela temperatura
e aparentemente muito contribui a estabilizacdo dos transcritos de rnr em resposta a
modificacGes de temperatura. Segundo o estudo de Cairrdo e colaboradores (2003) na
primeira hora de choque de frio, hd um aumento acentuado dos niveis basais de
transcritos rnr que podem contribuir para os niveis aumentados de proteina RNase R
detectados nestes estimulos (Cairrao et al., 2003). Uma pronunciada variagdo na
estabilidade de RNAs sdo tipicos em mRNAs que codificam para proteinas de resposta
ao choque de frio (Giangrossi et al., 2002). O estudo de Cairrdo e colaboradores
(2003), demonstra um aumento de sete vezes da proteina RNase R de culturas de 37°C
para 10°C. Em complementacao aos resultados deste estudo, Cheng e colaboradores
(2005) demonstrou que a passagem das células para 10°C leva a uma aumento de 10 a
12 vezes da actividade enzimatica desta proteina. Por outro lado, em contraste com o
forte aumento durante o choque a frio, o aumento em choque a quente é menos
acentuado quando as culturas sdo transferidas para 45°C, registando-se apenas um
aumento de 2 vezes na actividade enzimatica (Chen & Deutscher, 2005).

Tem sido sugerido que a RNase R desempenha um papel na matura¢do de RNAs
mensageiros e de transferéncia (tmRNA) durante o choque a frio (Cairrdo et al., 2003).
Contudo alguns autores defendem que isto é improvavel na medida que a natureza
degradativa da RNase R ndo torna a sua funcdo compativel como uma RNase de
maturacdo (Chen et al., 2005). Além disto em Caulobacter crescentus, a sua ac¢ao nos
precursores de tmRNAs maduros é degradativa, e ndo de maturacdo (Hong et al.,
2005). De facto ndo foi ainda comprovado o papel de RNase R na maturacdo de
qualquer tipo de molécula de RNA, todas as suas funcdes conhecidas sdo de

degradacdo de RNAs (Chen & Deutscher, 2005).
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Sabe-se que durante o choque a frio, uma significante porcdo de novos
ribossomas produzidos sdo desagrupados (Chen & Deutscher, 2005). Tendo este facto
em conta torna-se evidente o papel conhecido da RNase R o papel conhecido de
controlo de qualidade de rRNA. Na medida em que a PNPase é também conhecida por
participar no controlo de qualidade de rRNA, é interessante que esta enzima também

aumente durante o choque a frio (Chen & Deutscher, 2005).

Neste estudo avaliou-se a importancia da RNase R na viruléncia de
B.cenocepacia. Além disso, a analise funcional deste gene em resposta a varios
stresses sera também um assunto apresentado bem como a sua capacidade de

viruléncia no modelo biolégico Galleria mellonella.

4.4 Modelos para estudos de infec¢ao

As espécies do Bcc causam infeccdes numa grande diversidade de hospedeiros
incluindo humanos, mamiferos, insectos, nemdatodos, protozoarios e plantas
(Uehlinger et al., 2009). Existe uma variedade de mecanismos de patogenicidade e
factores de viruléncia que torna as espécies e até mesmo as estirpes do Bcc diferentes.
Estas diferencas permite-lhes a colonizacdo e sobrevivéncia na presenca de
mecanismos de defesa especificos dos variados hospedeiros. E também concebivel que
bactérias patogénicas oportunistas como as do Bcc usem factores de viruléncia
comuns para infectar diferentes organismos (Uehlinger et al., 2009). Os numerosos e
avancados estudos focados nos mecanismos de patogenicidade tém permitido a
compreensao da capacidade demonstrada por estes organismos em infectar os varios
hospedeiros.

Com o objectivo de investigar quer mecanismos conservados quer mecanismos
especificos de patogenicidade ao hospedeiro, uma variedade de modelos de infecgao
in vivo tem vindo a ser desenvolvidos. Alguns dos modelos bioldgicos que podemos
referir sdo o nematode Caenorhabditis elegans, o insecto Galleria mellonella, o

embrido do peixe-zebra e ratinhos. Estes modelos de infec¢gdo tém vindo ndo so a ser
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usados no estudo de factores de viruléncia do Bcc e na resposta imunitaria do
hospedeiro, mas também para testar novas terapias antimicrobianas.

De entre os modelos referidos é de destacar
as larvas de Galleria mellonella (Figura 3) que serdo
utilizadas neste trabalho. O sistema de defesa dos
insectos partilha um elevado grau de homologia
estrutural e funcional com a resposta do sistema
imunitario dos mamiferos, contudo limitado no que

respeita ao sistema imunitario adquirido. As larvas

sdo infectas com bactérias Bcc por injeccdo e a sua
Figura 4. Larvas de Galleria mellonella taxa de sobrevivéncia é avaliada durante o tempo.
As larvas podem ser mantidas a 37 C durante 72h e ndo precisam de ser alimentadas

durante o decorrer da anadlise da infec¢do (Seed & Dennis, 2008).
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5. Resultados e Discussao
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Clonagem e andlise computacional do gene e proteina RNaseR de Burkholderia

cenocepacia k56-2

1722010 1724633 1725486 1726451 1727409
1724484 1725376 1726358 1727146 1728145
250pb

b BCAL1553- Putativa RNaseR (2474pb)

L..| BCAL1554-Putativa metiltransferase tRNA/rRNA (743pb)

L. BCAL1555 -Putativa amidase M-acetilmuramoil-L-alanina (872pb)
Bl rpiA- Isomerase A ribose 5-fosfato (695pb)

B BCAL 1557- Proteina reguladora da familia GntR (716pb)

Figura 5. Organizagao do gene rnr no cromossoma 1 de B.cenocepacia. Os niUmeros apresentados na parte superior
e inferior indicam, respectivamente o inicio e o fim de cada um dos genes. Esta construgdo foi realizada tendo em
conta os dados disponiveis em Welcome Trust Sanger Institute B. cenocepacia sequencing project

Em Burkholderia cenocepacia J2315 o gene que codifica para a RNase R encontra-se no

cromossoma longo 1 e é composto por 2474 nucledtidos (1722010pb — 1724484pb -

locus BCAL 1553) (Welcome Trust Sanger Institute B. cenocepacia sequencing project).

O locus BCAL1553 encontra-se na vizinhanca de mais quatro genes o0s quais

apresentam o mesmo sentido de transcri¢ao (Figura 5).

Determinou-se a identidade e similaridade da sequéncia de aminodcidos da RNase
R de B.cenocepacia com a de outros organismos nos quais o papel da RNase R na
viruléncia tem sido foco de estudo (Tabela 2). Verificou-se que os organismos que
apresentam maior identidade e similaridade com B.cenocepacia sao Shigella flexneri,
Salmonella typhimurium e Escherichia coli. Recorreu-se ainda ao software ESyPred3D
para determinar a possivel estrutura da RNase R de Burkholderia cenocepacia,

apresentada na Figura 6.
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Tabela 2. Identidade e similaridade da sequéncia de aminoacidos da proteina RNase R de B.cenocepacia com
outros organismos. A identidade e similaridade foram obtidas recorrendo ao alinhamento de sequéncias no
software ClustalW2.

Identidade Similaridade
com com

B.cenocepacia B.cenocepacia
Aeromonas hydrophila 62,2% 75,4%
Brucela abortus 31,1% 46,5%
Caulobacter crescentus 31,5% 46,3%
Escherichia coli 99,8% 99,8%
Pseudomonas aeruginosa 47,5% 61,6%
Salmonella typhimurium 95,9% 98,9%
Shigella flexneri 100% 100%

Figura 6. Previsdao da estrutura da RNase R de B.cenocepacia.
O software ESyPred3D utilizou a estrutura resolvida de E.coli
para a RNase Il (Frazao et al., 2006). Esta cadeia partilha uma
identidade de 24,6% com a sequéncia da RNase R de
Burkholderia cenocepacia.

Com o intuito de analisar a funcdo do gene rnr em B.cenocepacia, foi desenhada
uma estratégia de clonagem para construir um mutante de B.cenocepacia K56-2 com
deleccdo do gene rnr. Apesar de todo o trabalho informatico se ter realizado com base
no gene de B.cenocepacia 12315 o trabalho experimental foi realizado em
B.cenocepacia K56-2 pelo facto de o seu manuseamento ser mais facil e promissor.
Posto isto amplificou-se um fragmento de 1672 pb a partir do DNA gendmico de
B.cenocepacia K56-2 recorrendo aos iniciadores de oligonucledtidos Fr1553Fwd e
Fr1553Rev (ver Tabela 4 do capitulo Material e Métodos). Este fragmento foi clonado
no vector suicida pDrive e posteriormente interrompido pela introdugao da cassete de

resisténcia ao antibidtico trimetropim. A transformacdo de B.cenocepacia k56-2 com
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esta construcdo permitiu obter a estirpe mutante, inicialmente seleccionados por
crescimento em LB sdélido suplementado com 150mg ml™ de trimetropim. O candidato
a mutante com insercdo foi posteriormente confirmado por PCR recorrendo aos
iniciadores de oligonucleétidos BCAL1553fwd e BCAL1553rev (Tabela 4), permitindo
identificar o clone mutante de B.cenocepacia k56-2, que serd denominado a partir de

agora de B.cenocepacia K56-2 Arnr.

A construcdo deste mutante permitiu uma série de analises funcionais do gene
e consequentemente o estudo da sua importancia no metabolismo e viruléncia de B.

cenocepacia, que apresentamos nos pontos seguintes.

Papel da RNase R no crescimento, na capacidade de formacdo de colénias em meio

soélido e na morfologia celular

Avaliou-se o crescimento a 37°C de B.cenocepacia K56-2 e B.cenocepacia K56-2
Arnr (Figura 7). Verifica-se que o crescimento das células é semelhante entre a estirpe

selvagem e a estirpe mutante.
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Figura 7. Representacdo grafica de crescimento de B .cenocepacia K56-2 e B .cenocepacia K56-2 Arnr a 372C. A)
18 Horas de crescimento. B) Crescimento na fase exponencial. A curva foi obtida com a realizagdo de 3 experiéncias
independentes. As barras verticais apresentadas em cada ponto representam o desvio padrdo. Os pontos nos quais
ndo sdo representadas as barras de desvio padrdo deve-se ao facto de serem valores muito baixos e dificeis de
visualizar na escala do eixo das abcissas. O espago com auséncia de linha tendéncia entre as nove e as 12 horas
deve-se 4 auséncia de medig¢Ges neste periodo.

Capacidade de formacao de colénias em meio de cultura sélido

Com o intuito de avaliar, para cada uma das estirpes em estudo, se ha uma
correspondéncia linear entre os valores de absorvancia registados ao longo do tempo
e o numero de células viaveis, procedeu a quantificacdo das unidades formadoras de
coldnia (c.f.u.) em meio sélido de crescimento (Figura 8). De forma surpreendente
constatou-se que a estirpe B. cenocepacia K56-2 Arnr apresenta sempre um numero
de c.f.u. inferiores que a estirpe selvagem, tornando-se esta diferenca mais acentuada
na fase estaciondria. Ao final de 18 horas de crescimento a estirpe selvagem consegue
atingir o valor 3,36x10* c.f.u. mL™" enquanto a estirpe mutante apenas regista

1,99x10" c.f.u. mL™.

1E+15 -
1E+14 -
1E+13 +
1E+12 -

1E+11 -
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1E+10 - == B. Cenocepacia K56-2
1E+09 - B. Cenocepacia K56-2 Arnr
1E+08 -
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1E+06 T T T 1
0 5 10 15 20

Tempo (Horas)

Figura 8. Unidades formadoras de coldnias de B. cenocepacia e B. cenocepacia K56-2 Arnr. Os valores de c.f.u.
registados foram obtidos por série de diluigdes 1074-10"9 e por contagens em triplicado. As barras apresentadas
em cada ponto representam o desvio padrdao. Os pontos nos quais ndo se representam a barra de desvio padrdo
deve-se ao facto de ser um valor muito baixo impossivel de vizualizar na escala do eixo abcissa.
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Verificou-se, através da observacdo a lupa, que as coldnias da estirpe selvagem
e mutante apresentavam varia¢dao colonial, sendo que as da estirpe selvagem eram
todas lisas e brilhantes enquanto as da estirpe mutante, eram, maioritariamente,
rugosas e bacas (Figura 9). Observou-se ainda, que o niumero de coldnias rugosas ao
fim de 4 horas de crescimento, em meio liquido, era superior ao nimero de coldnias
rugosas apos 18 horas de crescimento (dados ndo apresentados).

De seguida procedeu-se a observacdo microscopica das células de cada uma
das colénias e verificou-se que na estirpe mutante existe duas populacdes
fenotipicamente distintas (Figura 10). As observagbes originadas a partir de coldnias
rugosas demonstram que a populacdo celular que as constitui é de células
filamentosas longas, de morfologia muito distinta dos pequenos bastonetes
caracteristicos das coldnias lisas. Observou-se ainda que as células das coldnias
rugosas ddo sempre origem a coldnias rugosas e as coldnias lisas ddo sempre origem a
coldnias lisas (Figura 10A e 10C).

Analisou-se em mais detalhe as alteragdes morfoldgicas nas células devido a
eliminacdo do gene rnr (Figura 11). Na estirpe selvagem as células sdo em forma de
pequenos bastonetes e sempre iguais ao longo do tempo. Contudo, verificou-se que a
estirpe mutante apresenta longas cadeias de células filamentosas sem septacdo e por
isso juntas umas as outras (Figura 11[B]). Contudo, na fase estacionaria, observam-se
células individuais, de forma igual ao selvagem e as células unidas, com auséncia de
septacdo, sdo em menor numero e por isso formando cadeias de células menos longas
que na fase exponencial. (Figura 11[D]). A fim de confirmar que as estruturas longas e
de forma filamentosa sdo de facto células com auséncia de septacdo fez-se uma
marca¢dao de fluorescéncia com 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Figura 12).
Observou-se que existem um conjunto de nucledides individualizados, que confirmam

a auséncia de septacao nas células de B. cenocepacia K56-2 Arnr.
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Figura 9. Coldnias de B. cenocepacia k56-
2 e B. cenocepacia K56-2 Arnr a lupa. A)
Colénias de inéculo de B. cenocepacia
K56-2, crescido durante 4 horas em meio
liquido. B) Ampliagdo de coldnias
apresentadas na imagem A. C) Coldnias
de indculo B. cenocepacia K56-2 Arnr,
crescidos durante 4 horas em meio
liquido. D) Ampliagdo de uma das
coldnias apresentadas na imagem. E)
Colénias de inoculo de B. cenocepacia
k56-2, crescido durante 18 horas em
meio liquido. F) Ampliagdo de uma das
coldnias apresentadas na imagem E. G)
Coldnias de indculo B. cenocepacia K56-2
Arnr, crescidos durante 18 horas em meio
liquido. H) Ampliagdio de uma das
coldnias apresentadas na imagem. As
imagens A,C,E,G encontram-se 6,5 vezes
ampliadas e as imagens B,D,F, H com uma
ampliagdo de 25 vezes.
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Figura 10. Isolados de coldnias e células de B. cenocepacia
k56-2 e B. cenocepacia K56-2 Arnr. A) Riscado em placa de
coldnia lisa de B. cenocepacia K56-2 Arnr B) Observagdo
microscépica de células que compdes as coldnias lisas. C)
Riscado em placa de coldnia rugosa de B. cenocepacia K56-2
Arnr D) Observagdo microscopica de células que compde as
coldnias rugosas. Ampliagdo de 6,5 vezes a lupa dos riscados. A
ampliagdo total das imagens de microscépio é de 1000x

Figura 11. Células B .cenocepacia
K56-2 e B .cenocepacia K56-2 Arnr.
A) Estirpe selvagem ao final de 4
horas de crescimento B) Estirpe
mutante ao final de 4 horas de
crescimento C) Estirpe selvagem ao
final de 18 horas de crescimento D)
Estirpe mutante ao final de 18
horas de crescimento. A ampliagdo
total de todas as imagens é de
1000x.

31




o S

A

DAP

por DAPI. A

32



Esta descrito para o microrganismo E.coli uma série de redes complexas que
regulam a sua divisdo celular. Uma das proteinas que integra uma dessas redes e que é
importante referir € a RNase E. Esta proteina estd descrita como uma enzima
importante no metabolismo do mRNA bem como na maturagdo e processamento de
uma variedade de pequenos RNAs cataliticos, incluindo ssrA, o M1 RNA (subunidade
da RNase P), 5s rRNA, 16sRNA e tRNA (Tamura et al., 2006). A ac¢do da RNase E é
essencial para a divisdo celular de E.coli e a inactivacdo desta enzima resulta na
producdo de estruturas filamentosas alongadas consistente com multiplos corpos
celulares em ligacdo e incapacidade de formar colénias em meio sélido (Tamura et al.,
2006). Esta observacdo é semelhante ao obtido pela eliminacdo do gene rnr em
Burkholderia cenocepacia k56-2. Se a ac¢do destas duas enzimas fosse exactamente
igual nestes dois organismos seria de esperar o assegurar da morfologia tipica destas
células na auséncia de um ou outro gene. Aparentemente este facto ndo se verifica o
gue pode significar que, quer a RNase R quer a RNase E, apresentam substratos
especificos e fundamentais na divisdao celular. Assim, a fungdo da RNase R na divisdao
celular pode eventualmente ser compensada, mas ndo na sua totalidade. O estudo de
Tamura e seus colaboradores (2006) demonstrou ainda que as dificuldades de divisao
celular sdo resultado do aumento da proteina FtsA e decréscimo da proteina FtsZ
(Tamura et al., 2006). O gene ftsZ é um gene muito conservado entre procariotas e
tem um papel essencial no processo de divisdao celular. Durante este processo a
proteina FtsZ, uma homaélogo estrutural da tubulina, polimeriza e forma um esqueleto
para o emparelhamento de proteinas na divisdo celular (Buddelmeijer & Beckwith,
2002). A proteina FtsZ em E.coli é codificada por um transcrito policistrénico, que
produz outros dois tipos de proteinas a FtsA e FtsQ (Tamura et al., 2006). A proteina
RNase E cliva os transcritos ftsQAZ e esta clivagem afecta a abundancia dos segmentos
de mRNA codificantes de FtsA e FtsZ. A RNase E nado funcional diminui a razdo de
transcritos dos genes ftsZ e ftsA e esta perturbagdo da razdo FtsZ/FtsA pode afectar a
divisdo celular (Tamura et al., 2006). E de notar que, também em Burkholderia
cenocepacia este transcrito é policistronio e parece provavel que a RNase R também
possa ter um papel na manutencdo da razdo FtsZ/FtsA, pela semelhanca com o

descrito para a acgao da RNase E nestes transcritos e na progressao do ciclo celular.
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E ainda importante referir que a perda de capacidade de formagdo de coldnias
em mutantes com elimina¢cdo da RNase E pode ser revertivel pela superexpressdo da
RNase G e que a relagdo entre estas duas proteinas é elevada (Lee et al., 2002; Tamura
et al., 2006) evidenciando-se, assim, a caracteristica redundante de algumas RNases.
Neste sentido sera importante o estudo da capacidade de outras RNases na reposi¢ao
da capacidade de c.f.u. e da divisao celular correcta, em B. cenocepacia K56-2 Arnr e
compreender de que forma estas RNases se complementam e qual o papel Unico de
cada uma.

As alteracdes morfoldgicas e a dificuldade de formacdo de c.f.u. registadas para
B. cenocepacia K56-2 Arnr, podem ainda resultar da necessidade da participacdo da
RNase R em outros mecanismos. Neste sentido ndo podemos deixar de referir um
possivel papel dos pequenos RNAs reguladores. Estas estruturas desempenham um
papel importante em inUmeros processos fisiolégicos, incluindo regulacdo da
expressao genética, remodelacdo e modificacdo da estrutura da cromatina, modulacdo
da actividade de proteinas, e controlo da tradugdo (Hong et al., 2005). Neste sentido é
importante referir o SsrA que é degradado pela RNase R em E.coli e outros organismos
procariotas, e estabilizado pela proteina SmpB (Karzai et al., 2000). SsrA é um pequeno
RNA também conhecido por mensageiro de transferéncia (tmRNA), ou 10SaRNA e é a
Unica molécula que apresentam a dupla funcdo como RNA de transferéncia (tRNA) e
RNA mensageiro (Hong et al., 2005). O papel especifico de SsrA é modificar proteinas
gue cuja biosintese parou ou foi interrompida. Estas proteinas incompletas sdo
marcadas para degradacao pela co-tradugdo de péptidos alvos a sua extremidade C-
terminal. Esta reaccdo é mediada pela ligacdo de SsrA e a sua proteina associada
SmpB. Este sistema desempenha um papel chave no controlo de qualidade do ciclo
celular e providencia mecanismo para “limpar” ribossomas presos ou obstruidos
(Karzai et al., 2000). A auséncia destes mRNAs capazes de marcar péptidos e de
libertar ribossomas representara claramente dois problemas. O primeiro é a libertagado
de ribossomas para sintetizar novos mRNAs. E ainda o potencial efeito deletério de
libertacdo parcial de proteinas, provavelmente com baixas propriedades de

solubilidade e actividades ndo reguladas no interior da célula (Karzai et al., 2000).
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Em Caulobacter crescentus, SsrA é fundamental para coordenar a progressao
do ciclo celular e quer a sua sintese de novo, quer a sua degradacdao parecem ser
rigorosamente controlados durante o ciclo celular (Hong et al., 2005).

Em alguns estudos com E.coli, a RNase R é co-purificada com o complexo SsrA-
SmpB mas o significado desta interac¢do é desconhecida (Karzai & Sauer, 2001). Foi
demonstrado por Hong e seus colaboradores (2005) que a RNase R é a nuclease
responsavel pela degradacdo de SsrA em diferentes fases do ciclo celular e que a
regulacdo desta degradacdo durante o ciclo celular é também regulada pela ligacdo de
SmpB ao SsrA. Aparentemente SmpB pode limitar o acesso da RNAse R a extremidade
3’ do SsrA e foi ainda demonstrado que a RNase R é requerida para o processamento
do pré-SsrA em E.coli em condi¢Ges de choque do frio (Cairrao et al., 2003).

Serd importante, no futuro, avaliar as alteracbes nos transcritos de SsrA e
SmpB, quer no frio, quer no crescimento a 37°Ce perceber as relagcdes com a RNase R
em B.cenocepacia.

Curiosamente, nos diferentes crescimentos de B. Cenocepacia K56-2 Arnr e
comprovado pela andlise das coldnias e observacdes microscopicas, a populacdo de
células mutantes é constituida por duas sub-populacdes. De alguma forma, algumas
células, conseguem compensar a auséncia da RNase R e desenvolverem-se
normalmente sem apresentarem dificuldades na divisdo celular, recuperando a sua
morfologia na totalidade. Além disto, parece que a capacidade de algumas em
compensar a falta de rnr se mantém nas geragdes seguintes, sem que nunca mais
tenha uma regressao do seu fendtipo, mantendo-se constante a forma de bastonete
simples e consequentemente coldnias lisas. Este facto parece evidenciar a selec¢do de
uma diferenga genotipica entre as bactérias que constituem a estirpe e que lhes
permite compensar a auséncia da RNase R. Serdo necessdarios mais estudos sobre o
genoma destas duas sub-populagdes para compreender o mecanismo por de tras

desta capacidade de compensacao.
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Importancia da RNase R na mobilidade celular

Dada a importancia da mobilidade para as células bacterianas, foram avaliados
dois tipos de movimento bacteriano, designados de swimming e swarming. O
swimming representa o movimento individual da célula em ambientes aquosos e semi-
sélidos, dependente do flagelo (Inoue et al., 2008). Por outro lado, o swarming é o
mecanismo de propagacdo de um grupo de células de forma coordenada em
superficies semi-sélidas dependente do flagelo e da producdo de determinado tipo de
compostos extracelulares que reduzem a tensdo da superficie e permitem a sua
mobilidade (Inoue et al., 2008).
Verificamos que o gene rnr é importante para os dois tipos de mobilidade. A estirpe
mutante apresenta uma redugdo de mobilidade swimming e swarming (Figura 13).
Contudo, esta diferenca foi apenas verificada em células da fase exponencial com 4
horas de crescimento. Neste caso, ao final de 24 horas registou-se a formacdo de um
didametro de 2,6 cm para o selvagem e 1,5 cm para o mutante no movimento de
swimming, sendo esta diferenca significativa (p<0,001). Também para o swarming se
verifica uma diferenca significativa com um didmetro de 2,1 para selvagem e 1,4 para

mutante (p<0,05).
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Figura 13. Mobilidade swimming e swarming de B. Cenocepacia K56-2 e B. Cenocepacia K56-2 Arnr. A) Diametros
obtidos pelo movimento swiming ao final de 24 horas de plagueamento de indculos liquidos com 4 e 18 horas de
crescimento B) Imagens representativas dos valores representados em A. C) Diametros obtidos pelo movimento
swarming ao final de 24 horas de plagueamento de indculos liquidos com 4 e 18 horas de crescimento B) Imagens
representativas dos valores representados em C. Os resultados sdo de 3 experiéncias independentes. As barras
indicam o desvio padrdo. As diferengas registadas para o plagueamento apds 4 horas de crescimento em meio
liquido sdo significativas quer para o swimming (p<0,001) quer para o swarming (p<0,05).

As células procariotas possuem varios mecanismos que medeiam o movimento
celular préprio (Jarrell & McBride, 2008). O movimento das células é fundamental para
0 sucesso da colonizacdo de bactérias oportunistas, permitindo-lhes o deslocamento

para zonas alvo. Neste sentido os resultados obtidos neste estudo sao importantes na

37




medida em que o movimento das células com eliminacdo do gene rnr fica afectado.
Esta reducdo na capacidade de movimento podera estar correlacionada com a
morfologia que adquirem, uma vez que ndo se registaram diferencas significativas
quando a morfologia entre ambas é mais semelhante.

A comunicacdo entre organismos é importante devido ao facto de muitos
comportamentos de cooperacao bacteriana poderem estar envolvidos na viruléncia
das bactérias (West et al., 2006). O swarming é um exemplo de modelo de
comportamento social bacteriano e o seu estudo pode ser importante neste sentido.
No caso de B. cenocepacia K56-2 Arnr este movimento é afectado e por isso podera
representar dificuldades na dispersdo e colonizacdo de determinado tipo de

ambientes, como por exemplo as vias respiratdrias de doentes com FQ.

Importancia da proteina RNase R na formacgao de biofilmes

A comunica¢do e cooperagao entre os microrganismos realizam-se com
variados tipos de comportamento além do movimento. Um outro exemplo é a
formacdo de biofilmes. Por isto, foi avaliada neste trabalho a capacidade do mutante
na formacdo de biofilmes (Figura 14). No que diz respeito as culturas com 4 horas de
crescimento inoculadas nas microplacas de poliestireno, os resultados obtidos
mostram que ao final de 24 horas de crescimento o mutante ainda ndo atingiu a
mesma quantidade de biofilme formado que a estirpe selvagem, havendo uma
diferenca de densidade dptica, de 0,2 valores (p<0,001). A estirpe selvagem e o
mutante so se igualam ao final de 48 horas de inocula¢do. Nas culturas com 18 horas
de crescimento, antes da inoculacdo, nao foram observadas diferencas na capacidade
de formacdo de biofilme. Contudo, a estirpe mutante apresenta, apds 48horas
apresenta uma maior formacdo de biofilme do que o selvagem, com uma diferenca

significativa de densidade de 6ptica de 0,15 (p<0,05).
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Figura 14. Formacao de biofilmes de B. cenocepacia K56-2 e B. cenocepacia K56-2 Arnr. Os valores de absorvancia
sdo dados pelo violeta de cristal retido pelas células com aderéncia a superficie das microplacas. Exponencial
significa células plagueadas com 4 horas de crescimento e estacionario representa células recolhidas com 18 horas
de crescimento. A formacgdo de biofilmes foi observada ao final de 24 horas e 48 horas pds-inoculagdo. As barras
indicam o desvio padrdo. As diferengas registadas para o plagueamento de células em fase exponencial (4 horas) ao
final de 24 horas e as diferengas registadas em crescimento estacionario (18 horas) ao final de 48 horas, sdo
significativas (p<0,001 e p<0,05, respectivamente).

A ligacdo inicial das células, a um dado suporte, depende de estruturas
expostas a superficie tais como as adesinas e pili. Por outro lado, a maturagdo dos
biofilmes requer genes que modulem a forma das células e a composi¢ao da superficie,
genes envolvidos na producdo de exopolissacarideos, biogenese e manutencdo da
integridade da membrana externa, genes fundamentais na comunica¢dao célula-a-
célula, e producdo de moléculas quorum sensing (Huber et al., 2001; O'Toole & Kolter,
1998; Watnick & Kolter, 2000). Além disto, as células localizadas em regides diferentes
do biofilme exibem diferentes padrdes de expressdao genética (Costerton et al., 1999).
Os resultados obtidos podem ser explicados ndo sé devido a morfologia adquirida
pelas células na divisdo celular durante a fase exponencial, como também podera ser
resposta a auséncia da RNase R noutros mecanismos de alteracdo de expressao
genética, necessarios a formacdo rapida dos biofilmes.

De futuro serd importante verificar como se comportam determinados genes
descritos como genes envolvidos na formagdo de biofilmes na estirpe selvagem e as

suas alteracdes na estirpe mutante, nomeadamente os em epigrafe referidos.
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A capacidade de formacdo de biofilmes é um assunto importante no que
respeita a doentes com FQ vez que a sua formagao contribui para a persisténcia da
infeccdo crénica (Hassett et al., 2009). Com isto, e tendo em conta os resultados
observados nas dificuldades de formagao do biofilme com a auséncia do gene rnr, este

ponto deverd ser um foco de estudo futuro.

Papel da RNase R na resposta ao stresse térmico para baixas temperaturas

O comportamento da RNase R como proteina de resposta ao choque do frio
ndo parece ser linear e apesar de estar descrita para muitos organismos como
importante na resposta a este tipo de stress, em C. crescentus, por exemplo, ndo é
uma proteina induzida pelo choque do frio (Hong et al., 2005). Assim, neste estudo foi
avaliada a resposta da RNase R no choque do frio induzido em Burkholderia
Cenocepacia k56-2. Recorrendo ao PCR em Tempo Real (RT-PCR) para avaliacdo das
diferencas de expressao foi verificado que, uma hora apds a transferéncia de culturas
para 15°C, foi observado um aumento de transcritos rnr de aproximadamente 8 vezes
comparativamente a culturas controlo, em crescimento continuo a 372C, mantendo-se

mais expresso até ao final de 2 horas (Figura 15).
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Figura 15. Aumento da expressdo do gene rnr em culturas transferidas de 37° para 15°C. A expressao do gene rnr
ao longo do tempo foi determinado recorrendo ao PCR em Tempo Real (RT-PCR) e avaliada pela aplicagdo do
método AACt. Culturas mantidas em crescimento a 37°C até ao inicio da fase exponencial, com uma densidade
Optica a 640nm de aproximadamente 0,5, foram transferidas para temperaturas de 15°C mantendo-se as restantes
condigBGes experimentais. Foi recolhido o RNA ao final de 1 -2 e 3 horas apds a transferéncia. As barras a preto
representam as culturas em crescimento continuo a 372C as barras a cinza representam as culturas que foram
transferidas dos 372C para os 152C. As barras apresentadas em cada ponto representam o desvio padrdo. Os
valores indicados em cima das barras sdo os aumentos de expressdo comparativamente ao calibrado.

As diferencas de expressdao registadas traduzem a possivel importancia da
proteina RNase R em resposta ao choque do frio em Burkholderia cenocepacia, e por
isso acompanhou-se o crescimento de B. cenocepacia e B. cenocepacia K56-2 Arnr a
15°C (Figura 16). Como esperado ambas as estirpes tiveram um crescimento muito
reduzido durante as 9 horas de crescimento acompanhado. Contudo, o crescimento do
mutante foi muito mais lento com valores de biomassa formada ao longo do tempo
muito mais reduzidos para todas as horas com significancia estatistica para todos os

pontos entre as 2 e as 9 horas (p<0,01).
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Figura 16. Representagdo grafica de crescimento de B. cenocepacia K56-2 e B. cenocepacia K56-2 Arnr a 15°C. A
curva foi obtida com a realizagdo de 3 experiéncias independentes. As barras apresentadas em cada ponto
representam o desvio padrdo. Os pontos nos quais ndo é representada a barra de desvio padrao deve-se ao facto de
ser um valor muito baixo de dificil visualizagdo na escala do eixo das abcissas. Para os pontos representados no
grafico no intervalo de tempo de 2h e 9h, as diferengas sdo significativas com valores de p<0,01.

Estudos realizados por Cairrdo e colaboradores (2003) indicam que a RNase R é

um novo membro de proteinas induzidas por choque de frio em E.coli. Neste estudo
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verificou-se que uma mudanca das culturas para um crescimento a 10°C induzia um
aumento gradual dos transcritos de rnr, registando-se um aumento total de 7 a 8 vezes
passadas 3 horas do choque induzido. Nos resultados deste trabalho, com
Burkholderia cenocepacia, a passagem para uma temperatura de 15°C leva a0 mesmo
aumento, mas logo ao final da primeira hora reduz, continuando a diminuir
gradualmente nas horas seguintes. Aparentemente, em Burkholderia cenocepacia, a
importancia da proteina na modulacdo da maquinaria para responder ao choque é
mais acentuada na primeira hora. De forma reduzida, existe uma resposta imediata
decaindo os seus niveis pouco depois, como é caracteristico de outras proteinas de
resposta ao choque por frio. Contudo, num crescimento continuo a 15°C, podemos
verificar que esta proteina desempenha um papel importante ja que a estirpe mutante
para a rnr ndo consegue acompanhar o crescimento da estirpe selvagem. Assim a
RNase R é a Unica exoribonuclease capaz de permitir uma resposta eficaz da bactéria
ao choque do frio, ndo sendo a sua fungdo assegurada por mais nenhuma proteina.

Encontra-se descrito para E.coli que em resposta ao choque por frio existe um
aumento da sintese de uma variedade de proteinas. O papel da RNase R podera ser o
de assegurar o controlo de qualidade do rRNA, assegurando a exigéncia da qualidade
destas proteinas, sintetizadas neste tipo de stresse, e que |he permita garantir a sua
sobrevivéncia.

Num estudo de Cheng e colaboradores (2005) foi demonstrado um aumento da
guantidade da proteina RNase R de 7 vezes na transferéncia de culturas de 372C para
109C. Em somatoério, este estudo demonstrou que a passagem das células para 109C
leva a um aumento de 10 a 12 vezes da sua actividade enzimatica, aumentando
durante trés horas apés a transferéncia e mantendo-se no nivel maximo ao longo de
seis horas pelo menos. Quer o estudo de Cairrdo quer este, demonstram que estes
aumentos sdo também resultado da estabilidade de mMRNA e da proteina,
respectivamente (Cairrdo et al., 2003; Chen & Deutscher, 2010).

No que diz respeito ao RNA, Cairrdo et al. (2003) propdem que na fase inicial
de aclimatizacdo ha uma proteccao dos transcritos da degradacgao, quer pelo aumento
da estabilidade de estruturas secundarias formadas sobre o choque de frio quer pela
accdo de proteinas de choque de frio (Cairrdo et al., 2003). Subsequentemente, nas

proximas horas da fase de aclimatizacdo, hd uma reducdo dessa proteccdo e o
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decaimento de transcritos é rapida. A enzima PNPase parece estar envolvida no
decaimento de transcritos de alguns mRNAs de resposta ao choque por frio, na fase
final da aclimatizacao e inclusive dos de rnr, como demonstrado por Cairrdo (Cairrdo et
al., 2003). Neste sentido serd importante avaliar o comportamento desta enzima
também em Burkholderia cenocepacia uma vez que parecem estar fortemente ligadas
em varias respostas metabdlicas a alteragcdes do meio ambiente.

Chen e Deutsher (2010) defendem que os processos regulatérios que
conduzem a elevacdo de RNase R durante o choque do frio e da entrada na fase
estaciondria sdo diferentes, ja que no choque de frio hd um aumento quer da proteina
qguer de RNA, e no caso da fase estaciondria tardia ha um decréscimo dos transcritos
em paralelo com um aumento da actividade e quantidade de proteina (Chen &
Deutscher, 2010). Sera importante de futuro avaliar a quantidade de transcritos em
B.cenocepacia k56-2 nestes dois procedimentos experimentais a fim de avaliar se este

facto também se comprova para este organismo.

Niveis de rnr na resposta ao stresse induzido pelo antibiético rifampicina

Com o intuito de perceber o comportamento da Burkholdeira cenocepacia na
transcricdo de rnr em resposta ao stresse induzido por antibidticos foi aplicado o
antibidtico rifampicina, um antibidtico cuja forma de actuacdo é ligar-se a RNA
polimerase. A sua aplicagao foi feita em diferentes condi¢cdes de crescimento das
culturas e avaliadas as alteracGes de expressdao do gene (Figura 17). Na cultura em
crescimento a 37°C, dez minutos apds a adicdo de rifampicina registou-se um ligeiro
aumento dos transcritos de rnr sendo este mais acentuado passados 90 minutos,
duplicando a expressdo existente comparativamente ao calibrador (amostra
correspondente ao momento inicial da adi¢cdo da rifampicina). Com o intuito de avaliar
o comportamento do gene em resposta a dois tipos de stress foi adicionada
rifampicina a culturas transferidas anteriormente para crescimento a frio (159C,
durante uma hora). Registou-se, nestas condi¢des, um aumento de expressdo do gene
rnr logo ao final de dez minutos, sendo este de quase 10 vezes apds os 90 minutos.
Verificou-se também, que na transicdo de culturas em crescimento a 152C para 372C

durante trinta minutos, existiu um decréscimo do transcrito de aproximadamente 4
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vezes ao final de 90 minutos. Este facto demonstra que o aumento registado a 152C,
comparado ao registado a 379C, é resposta cumulativa aos dois estimulos.
Estes resultados demonstram mais uma vez a importancia desta enzima na

resposta das células a estimulos ambientais.
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Figura 17. Aumento da expressdo do gene rnr apds adicao de rifampicina a diferentes condigGes de crescimento
de culturas. A expressdo do gene rnr, ao longo do tempo e em diferentes condi¢Ges de crescimento das culturas,
apods a adigdo de rifampicina (500ug ml'l), foi determinado recorrendo ao RT-PCR e avaliada pela aplicagdo do
método AACt. As culturas foram mantidas em crescimento a 372C, 152C e uma delas a 152C transferido para 372C
durante trinta minutos (cultura representada de 152C mais 372C). Os tempos assinalados representam o tempo
decorrido apds a adigdo da rifampicina. As barras apresentadas em cada ponto representam o desvio padrdo. Os
valores indicados em cima das barras sdo os aumentos de expressao comparativamente ao calibrador.

Niveis de rnr em condi¢gdes que mimetizam o ambiente pulmonar de doentes FQ

Avaliou-se os niveis de transcritos rnr em células crescidas num ambiente com
propriedades fisico-quimicas similares as encontradas nos pulmdes de doentes com
FQ. Este microambiente caracteriza-se por elevada osmolaridade, condig¢des limitantes
de oxigénio e stress oxidativo. Para nenhum dos tempos de crescimento em que se
avaliou a quantidade de transcritos de rnr se registou o seu aumento,
comparativamente a células crescidas nas designadas condi¢cbes normais de
crescimento da estirpe (Figura 18). E importante avaliar a expressdo do gene em
tempos mais intermédios, dado que tal resultado pode ser devido aos grandes

intervalos de tempo avaliados.
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Figura 18. Niveis do gene rnr em células crescidas em ambiente que mimetiza o pulmdo de doentes FQ. Os niveis
do gene rnr, foram determinados para diferentes tempos de crescimento e obtidos recorrendo ao RT-PCR e avaliada
pela aplicagdo do método AACt. As barras apresentadas em cada ponto representam o desvio padrdo. Os valores
indicados em cima das barras sdo os aumentos de expressdao comparativamente ao calibrador.

Papel da RNase R na viruléncia

Com o intuito de avaliar o papel da RNase R na viruléncia, determinou-se a
capacidade de B. cenocepacia K56-2 Arnr causar morte, comparativamente a B.
cenocepacia no modelo bioldgico Galleria mellonella (Figura 19). A taxa de
mortalidade nas larvas infectadas com a estirpe mutante estd reduzida em 30%
(p<0,001). Ao final de 24 horas de infeccao 30% das larvas infectadas com a estirpe
selvagem estdao mortas enquanto as larvas infectadas com a estirpe mutante estao

todas vivas tal como no grupo controlo injectado com o sulfato de magnésio (MgSQ0,).
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Figura 19. Curvas de sobrevivéncia
de Kaplan-Meyer para a infec¢do
de G.mellonella com estirpe
mutante e selvagem. A comparagao
das curvas de Kaplan-Meyer de B.
cenocepacia K56-2 e B. cenocepacia
K56-2 Arnr, pelo teste estatistico de
Log-Rank demonstram que as
diferengas sdo estatisticamente
significativas com p<0,0001. Foram
injectadas dez larvas com 10* cfu. e
avaliada a sua morte passadas 24
horas. As larvas foram consideradas
mortas quando deixam de se mover,
quando a coloragdo caracteristica
delas passa a castanho e quando
deixam de responder ao toque
cuidadoso com uma pinga. Os
resultados sdo a combinagdo de trés
experiéncias independentes.

Por ultimo, determinou-se a quantidade de transcritos de alguns genes ligados

a viruléncia em B. cenocepacia e B. cenocepacia K56-2 Arnr. Os genes eleitos para este

procedimento experimental foram alguns dos recentemente descritos por Mil-Homens

e seus colaboradores (2010), BCAMO0218, 0219, 0223 e 0224, e o marcador de estirpes

epidémicas de Burkholderia cepacia (BCESM). Para todos os genes do agregado de

adesinas, descrito anteriormente, a estirpe mutante apresenta os genes associados a

viruléncia subexpressos na estirpe mutante. O BCESM apresenta um aumento da

expressdo na estirpe mutante comparativamente a estirpe selvagem, no entanto, é de

referir o elevado desvio padrdo apresentado para esse ensaio que pode conduzir a um

falso aumento de expressdo registado.
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Figura 17. Expressdo de genes associados a viruléncia em B. cenocepacia K56-2 e B. cenocepacia K56-2 Arnr. Os
niveis do gene rnr, foram determinados recorrendo a iniciadores de oligonucleétidos especificos para cada gene,
apresentados na Tabela 4 do capitulo Material e Métodos e recorrendo ao RT-PCR, avaliado pela aplicagdo do
método AACt. As barras apresentadas em cada ponto representam o desvio padrao.

Alguns estudos demonstram que a RNase R estd envolvida na patogenicidade
de alguns organismos como S. flexneri, algumas estirpes de E. coli e em A. hydrophila.
Demonstrou-se neste estudo que a RNase R tem um papel importante na infeccdo de
B.cenocepacia.

O amplo espectro de doencas bacterianas é impressionante e pode ser
explicada pela habilidade dos patogénicos em modificar adequadamente a expressao
genética em resposta aos estimulo as ambientais e no controlo de factores de
viruléncia por reguladores transcricionais. A RNase R poderd eventualmente ser um
desses reguladores que pode modular a viruléncia bacteriana.

No que diz respeito ao conjunto de genes associados a viruléncia, estudados
neste trabalho, ndo é surpreendente que apresentem menor expressao na estirpe
mutante, ja que esta é menos virulenta. E possivel que a RNase R tenha uma funcdo de
controlo do mRNA destes genes. A importancia deste agregado na viruléncia parece
evidente e sem duvida que merecem uma forte atencdo a fim de compreender
detalhadamente a sua rede de ac¢do e o papel da RNase R nestes.

Serd importante no futuro avaliar a rede de genes virulentos sobre os quais a

RNase R possivelmente actua, de modo directo ou indirecto.
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6. Conclusoes
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As bactérias sdao colonizadoras ubiquas e estdo frequentemente sujeitas a
variados estimulos externos. Apesar disto, é claro o sucesso evolutivo destes
organismos e por isso a resposta adaptativa as variacdes ambientais constantes tem de
ser rapida e eficaz de forma a garantir a sua sobrevivéncia. Fica claro neste estudo, o
papel da RNase R nestes mecanismos de adaptacdo. Ndo é claro se o mecanismo de
resposta a diferentes condi¢Oes de stresse estudadas é Unico e portanto comum entre
todos ou se resulta de varios mecanismos distintos. Contudo, as diferengas na
guantidade de transcrito rnr entre cada uma das respostas sugere que serd uma
resposta multipla e devida a activacdo de varios mecanismos. Serd importante no
futuro compreender mais detalhadamente o mecanismo ou o0s mecanismos
subjacentes ao aumento de rnr a diferentes estimulos ambientais.

O problema crescente da resisténcia a antibiéticos em B.cenocepacia conduz a
uma necessidade de investigacdo de novos alvos terapéuticos. Este estudo demonstra
o potencial terapéutico da RNase R, ndo sé pela diminuicdo da viruléncia de
B.cencocepacia, na auséncia da proteina, como também pela sua importancia na
correcta divisdo celular. As proteinas com funcdes no ciclo celular sdo importantes
alvos para terapéuticos antibacterianos. As dificuldades de divisdo pela auséncia desta
proteina e a dificuldade de formacao de c.f.u., destaca a importancia desta proteina no
equilibrio metabdlico deste organismo. Contudo, é preciso mais estudos sobre as vias
de divisdo celular em que esta proteina intervém e compreender de que forma a
bactéria, aparentemente compensa a falta desta, retomando um ciclo celular normal.
Na Figura 18 encontra-se um resumo esquematico do envolvimento da RNase R em
diversos processos bioldgicos de B.cenocepacia.

Até a data ndo existe qualquer estudo da importancia das RNases em
B.cenocepacia, sendo este pioneiro nesta area, bem como no potencial terapéutico
desta proteina para o combate das infec¢des por Bcc, pela sua ac¢dao na viruléncia e

ciclo celular.
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Figura 17. Representagdo esquemadtica do envolvimento da RNase R em diversos processos bioldgicos de
B.cenocepacia. A RNase R esta implicada no controlo de qualidade do RNA e degradagdo de RNAs estruturais. O
papel da RNase R na maturagdo de SsrA/tmRNA e na maturagdo dos transcritos ftsQAZ, pode ser fundamental para
um correcto ciclo celular e para a capacidade de formagdo de coldnias. O papel de maturagdo neste transcritos
pode implicar, indirectamente, problemas na biogénese de ribossomas e libertagao de ribossomas bloqueados e,
consequentemente, problemas na tradugdo. A RNase R assume ainda importancia na resposta a diferentes stresses
como ao frio e a rifampicina. A RNase R desempenha também um importante papel na viruléncia, provavelmente
pela sua acgdo directa ou indirecta na expressao de genes de viruléncia. Este esquema tem por base um
anteriormente descrito por Cairrdo et al (2005).
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7. Materiais e Metodologias
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Sequéncias de acidos nucleicos e aminoacidos

A sequéncia do putativo gene codificante da proteina RNaseR de B.Cenocepacia
12315 foi recolhida do Welcome Trust Sanger Institute

(http://www.sanger.ac.uk/Projects/B _cenocepacia/). A sequéncia de aminoacidos

necessarias das espécies Shigella flexneri, Aeromonas hydrophila, Brucela abortus e
Caulobacter crescentus foi obtida a partir do banco de genes NCBI. A determinacao de
homologia entre sequéncias foi obtida com o recurso a programas BLAST. As
sequéncias de aminodacidos foram alinhadas recorrendo ao Clustal W disponivel na

internet na responsabilidade do Instituto da Bioinformatica Europeu.

Estirpes Bacterianas e condigGes de crescimento

As estirpes utilizadas foram B. cenocepacia K56-2 e E.coli XL1-Blue. As bactérias
foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB), com agitacao orbital de 250 r.p.m., a
37°C. Quando apropriado o meio foi suplementado com 150 ug. ml™ de ampicilina -
amp, (E.coli XL1-Blue) ou 150 pg.ml™ trimetropim - tp (B. cenocepacia K56-2 com
eliminacdo de rnr). Os ensaios que mimetizam o ambiente pulmonar foram realizados
em LB com 300mM de NaCl e 10mM H,0,, com uma agitacdo de 60 r.p.m. e em
condicdes de microaerofilia como descrito em Mil-Homens 2010 (Mil-Homens et al.,
2010). Nos ensaios de choque a frio as culturas foram transferidas de 372C para os

159C nos tempos descritos.

Plasmideos e oligonucleétidos

A lista de plasmideos usados e construidos durante este trabalho estdo
representados na Tabela 3 e a lista de Oligonucleotidos usados nas amplificagdes por
PCR e por RT-PCR sdo apresentadas na seguinte Tabela 4. Os iniciadores de
oligonucleétidos foram desenhados com base na sequencia gendmica de

B.cenocepacia J2315.
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Tabela 3. Plasmideos utilizados neste trabalho

Plasmideo Descricao Fonte
pUC-TP Derivado de pUC-GM com gene de resisténcia a Tp (Tp' -1,1Kb) (Sokol et al., 1999)
pDrive Vector de clonagem, Amp" Km* Qiagen

pDrive-rnr Vector de clonagem pDrive com o gene rnr Neste trabalho

pDrive-rnr/Tp  Vector de clonagem pDrive com o gene rnr interrompido pelo Tp' Neste trabalho

Tabela 4. Oligonucleétidos utilizados para a amplificagdo por PCR. Nesta tabelas as abreviaturas A,C,G,T significam
respectivamente Adenina, Citosina, Guanina e Timina.

Nome do
Sequéncia (5’ -3’)
Oligonucleétido

Fr1553Fwd (1) CGCGGATCCAGCAAATATCCGTACCCCATTCCG
Fr1553Rev (2) CCCAAGCTTTGAAGTGCGCGTATGCCTCGTA
Tp-EcoRI Fwd CCGGAATTCAGGTCGACTCTAGAGGATCTGGA
Tp-EcoRV Rev TTTTTGATATCACCATGATTACGCCAAGCTTGC
RT1553 Fwd CGACACGACCGAGACCTACA

RT1553 Rev GCATTCCTCGATCAGCTTGTG

RTBCESMFwd GGCACAACTGCGGAAAGTACA

RTBCESMRev TCGGAGTCGAGCACAAGCT

RT0218Fwd CGGCGATCTGAAGGTTGCA

RT0218Rev AGCGCTAGTGCTTCGATCGA

RT0219Fwd TCTCGGGTACGCGATTGAC

RT0219Rev TGTTATACAGCTGAAACGACCTTACG
RT0223Fwd GCAATCGGCCGGAACTC

RT0223Rev TCGTCTATGCCTCGGTCCAT

RT0224Fwd TCACGAGGCGAATTGTCAAC

RT0224Rev GAGACGTTCACGACATCCGTATC

RTSigAFwd GCGGATGCGTTTCGGTAT

RTSigARev GCGTGACGTCGAACTGCTT

BCAL1553Fwd TTGAGCAAATATCCGTACCCCA

BCAL1553Rev CGGCGTCTCTCGATACTGC
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Clonagem do gene rnr e constru¢dao do mutante

Um fragmento de 1672 pb do gene rnr foi amplificado a partir do DNA
gendmico de B.cenocepacia K56-2 e amplificado por PCR recorrendo aos iniciadores de
oligonucleétidos Fr1553Fwr e Fr1553Rev (Tabela 4), contendo os locais de restricdo
BamHI e Hindlll, respectivamente. Este fragmento foi clonado dentro do vector suicida
pDrive (Quiagen), denominado de pDrive-rnr. A cassete de resisténcia ao trimetropim
foi amplificada a partir do plasmideo pUC-Tp com Tp-EcoRIFwd e Tp-EcoRVRev e
clonado em pDrive-rnr com os locais de restricdo EcoRl e EcoRV originando o
plasmideo denominado de pDrive-rnr/Tp. Transformou-se B.cenocepacia com este
plasmideo e os transformantes foram seleccionados por crescimento em LB sélido
(agar) suplementados com 150m g ml-1 de trimetropin. Para distinguir entre mutantes
crossover simples ou duplo as coldnias foram inoculadas em réplica para sensibilidade
a canamicina. O candidato a mutante com insercdo foi posteriormente caracterizado
por PCR recorrendo aos iniciadores BCAL1553Fwd e BCAL1553Rev, permitindo
identificar o clone mutante de B.cenocepacia k56-2, denominado aqui de

B.cenocepacia k562-Arnr.

Analise estatistica

Os testes de significancia para os diversos procedimentos experimentais foram
realizados recorrendo a andlise da variancia (ANOVA). A validagdo dos pressupostos
gue o teste ANOVA implica foi efectuada com o recurso ao Teste de Kolmogorov-
Smirnov (andlise da distribuicdo normal) e pelo Teste de Levene (Analise da
homogeneidade da amostra). Um valor de P<0,05 foi considerado como significativo.
Todos estes testes foram realizados recorrendo ao programa informatico Minitab 15
(Minitab). As curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para as infeccGes de
G.mellonella foram realizadas recorrendo ao software XLSTAT-Life (Microsoft). A
comparacao das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier foram realizadas recorrendo

ao mesmo software e recorrendo ao teste estatistico Log-Rank.
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Manipulagao de DNA e técnicas associadas

O DNA total foi purificado usando o DNeasy Blood & Tissue Kit (Quiagen), de
acordo com o protocolo do fabricante. As reac¢des de amplificagdo por PCR foram
realizadas num volume de 50ul, cada uma contendo 100ng de DNA complementar, 0,2
mM de cada primer, 0,2mM de cada nucledtido trifosfato, 1,5mM MgS04, 2,5U de
DNA polimerase Taq citomed (Invitrogen), 1x de tampdo de amplificacdo. As
amplificagdes foram realizadas com desnaturagdo inicial a 952C durante 2 minutos
seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 952C para desnaturagdo, mais 30 segundos a
temperatura de emparelhamento 6ptimo dos oligonucleétidos e com o tempo de
extensdo adequado para cada produto, com mais uma extensdo final de 7 minutos a
72°C. As temperaturas de emparelhamento e os tempos de extensdo foram
optimizadas para cada conjunto de oligonucledtidos e fragmentos de DNA. O DNA
plasmidico foi extraido recorrendo a Quiaprep Spin Miniprep kit (QIAGEN), de acordo

com as instrucdes do fabricante.

Determinagao de unidades formadoras de coldnias

As unidades formadoras de colénias foram obtidas com diluicdes sucessivas de células
em crescimento em meio liquido e plaqueadas nas placas de LB adequadas e

contabilizadas passadas 48Horas.

Biofilmes

A formacdo de biofilmes foi obtida pelo inéculo de uma densidade 6ptica
(640nm) de 0,2 em microplacas de poliestireno, de pré-inéculos crescidos 4h e 17h.
Apds 24h e 48h de incubacgdo as células ndo aderentes foram removidas e as bactérias
aderentes foram fixadas em formaldeido durante 20 minutos e coradas com violeta de
cristal 1%(w/V) durante dez minutos. De seguida foram lavadas com TBS e o violeta
cristal fixado foi dissolvido em etanol a 95%. A absorvancia foi media a 595nm. A

experiéncia foi repetida 3 vezes de forma independente.
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Reacgdes de PCR em tempo-real

A estirpe mutante e selvagem foram crescidas em meio LB e o RNA total foi obtido, por
células em crescimento e recolhidas nos tempos pretendidos, recorrendo ao RNeasy
mini Kit (Qiagen) seguindo as instru¢ées do protocolo do fabricante. O cDNA foi
sintetizado a partir de 150ng de RNA em 10ml de mistura contendo 2,5mM de
hexameros aleatérios, tampao de amplificacdo de PCR, 500mM de desoxinucledtidos
trifosfatados, 0,4 unidades de inibidor de RNase por cada mL, 1,25 unidade de
transcriptase reversa por cada mL (Applied Biosystems, Roche). cDNA (25ng) foi
utilizado para realizar os ensaio de PCR quantitativo em tempo real como o sistema de
PCR em tempo real Applied Biosystems 7500 e utilizados a mistura de reagentes SYBR
green master como os diferentes oligonucledtidos assinalados com RT na Tabela 4. As
curvas de melting foram realizadas em triplicado para cada ensaio e para cada gene. O
gene enddgeno utilizado foi o factor sigma- sigA (BCAL0918). A quantificacdo relativa

doi utilizada recorrendo ao método AACt.

Fluorescéncia com DAPI

As células foram fixadas a chama e colocou-se uma gota de uma solucdo mae
de DAPI a 1mg/ml, diluida em 4dgua de 1:500. As observacgées foram feitas recorrendo a

um filtro de excitacdo e emissdo de radiacdo adequado a este fluorocromo.

Ensaio de mobilidade celular

A estirpe selvagem e mutante foram inoculadas (3 ul) em placas quadradas
contendo 50 ml de meio sélido Swimming e Swarming. As placas foram incubadas a
379C durante 24horas e os diametros foram medidos e fotografados. O meio sélido de
Swarming é constituido por LB suplementado com 0,5% (wt/v) de agar e 5g/L glucose.
O meio Swimming é constituido por 10g/L de triptona, 5g/L NaCl e 0,3% /wt/v) de

agar.
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Ensaios de infec¢do Galleria mellonella

As culturas de B. cenocepacia k56-2 e a estirpe mutante B. cenocepacia K56-2
Arnr cresceram 4horas a 372C com 250r.p.m., com uma densidade dptica inicial de 0,1.
As células foram depois recolhidas e diluidas sucessivamente numa razao 1:10 iniciada
em 1x10°° até obter 1x10™* células em 10mM MgS04 com 1,2 mg de ampicilina ml-1.
Um microdmetro foi adaptado para controlar o volume de injeccdo de uma
microseringa. Este aparelho foi usado para injectar aliquotas de 3,5ul no lado esquerdo
do ultimo segmento (sentido anteroposterior) de G.mellonella. O grupo controlo foi
injectado com a solucdo de MgS04 com ampicilina. Dada a injeccdo as larvas foram
guardadas em caixas de petri no escuro a 372C. A sobrevivéncia foi acompanhada em

intervalos de 24 horas até 72 horas.
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