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Resumo

O patogéneo humano Staphylococcus aureus possui uma elevada capacidade de infecdo gracas as
inlmeras estratégias de que dispBe para sobreviver no interior de células fagocitarias do sistema
imunitario inato. Dentro do hospedeiro, S. aureus € sujeito a concentracdes elevadas de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e de azoto (ERA) que danificam componentes celulares vitais para a
sobrevivéncia da bactéria. Contudo S. aureus dispde de varias proteinas que permitem eliminar estas
espeécies reativas e reparar 0s danos sofridos durante a exposicao a estes compostos. A Ric (repair of
iron centers) de S. aureus é uma das proteinas cujo gene tem uma expressao aumentada durante a
exposicdo das células de S. aureus a peroxido de hidrogénio (H,O,) e éxido nitrico (NO). Em estudos
bioguimicos, foi mostrado que esta proteina é capaz de reparar centros de ferro-enxofre oxidados ou
nitrosilados.

Neste estudo pretendeu-se estabelecer que sistemas de regulagdo controlam a expressdo do gene ric
em S. aureus. Um dos candidatos é o sistema de regulagdo SrrAB, que se encontra descrito como
estando associado a expressdo de genes induzidos por NO. Para investigar se SrrAB controla a
expressao do gene ric tentou-se gerar uma estirpe de S. aureus mutada no operdo srrAB. Para tal varias
metodologias foram utilizadas, contudo a mutagdo ndo foi alcancada. O papel dos reguladores globais
Fur e PerR, envolvidos na homeostase do ferro e nas respostas ao stress oxidativo, respetivamente, foi
também avaliado. Para tal determinou-se, por ensaios semiquantitativos de RT-PCR, os niveis de
transcricdo do gene ric em mutantes de S. aureus Afur e AperR. Deste modo, mostrou-se que em S.

aureus os reguladores Fur e PerR controlam positivamente a transcri¢édo do gene ric.

Palavras-Chave:
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Abstract

Staphylococcus aureus is a Gram-positive coccus that can cause life-threatening diseases when
invades de human body. Inside the host, this pathogen can easily evade the innate immune response
thanks, in part, to is sophisticated systems which eliminate oxidative and nitrosative species and
promote the repair of the damages inflicted. The S. aureus Ric (repair of iron centers) is one of the
proteins whose gene is up-regulated when S. aureus cells are exposed to hydrogen peroxide (H,0,)
and nitric oxide (NO). It has been shown that this protein as the ability to restore iron-sulfur clusters
damaged by oxidation and nitrosylation. The goal of this study is to understand which transcription
factors of S. aureus control the expression of ric gene. The two-component regulatory system SrrAB,
which has been implicated in the control of genes induced by NO, is one of the regulators that may be
involved in the ric expression. To address this question, the generation of a S. aureus strain with a
silent srrAB operon was attempted through different methodologies. However, the successful mutation
could not be achieved. The role of S. aureus Fur and PerR in ric expression was also investigated.
These two proteins are well known transcription factors that control iron-homeostasis and inducible
peroxide-defense genes, respectively. In this study, we performed RT-PCR semi-quantitative analyses
of ric transcription in the S. aureus Afur and AperR mutant strains and established that ric gene is

positively controlled by both Fur and PerR .
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1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é uma bactéria anaerdbia facultativa, Gram-positiva que coloniza
preferencialmente o corpo humano e esta associada a inUmeras patologias devido a sua elevada
viruléncia. O seu nome Staphylococcus deriva do termo Grego “staphyle” que se refere ao seu aspeto
esférico (com cerca de 1 um de didmetro) e da sua organizagdo em pares ou agrupado de um modo que
faz lembrar um cacho de uvas (Figura 1) [1]. J& o nome aureus provém do latim e significa ouro, uma

vez que, quando crescidas em meio sélido, as suas colonias possuem uma cor dourada [2].
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Figura 1: Imagem de microscopia eletronica de bactérias Staphylococcus aures. O seu aspeto
esférico e organizacdo em grupos é muitas vezes associado com um cacho de uvas. Imagem
retirada de Centers for Disease Control and Prevention's Public Health Image Library (PHIL)
#11157

S. aureus possui indmeros mecanismos de rapida adaptagdo a mudancas ambientais, facto que
contribui para a sua elevada resisténcia e capacidade de colonizar diversificados meios. Estas bactérias
sdo altamente resistentes a condi¢des consideradas hostis, de elevadas temperaturas (consegue resistir
a temperaturas até 60°C), salinidade (tolera 7,5-10% de NaCl) e baixa humidade [3].

Esta bactéria pode causar desde infecBes locais, facilmente trataveis, da pele, nariz, uretra, vagina e
trato gastrointestinal a doencas potencialmente fatais como Pneumonia, Meningite, Sindrome de
Choque Toxico, Endocardite, Gastroenterite Estafilocoocica, Sindrome de Pele Escaldade
Estafilocdcica, entre outras [4]. A pele e a membrana mucosa sdo excelentes barreiras contra a invasao
por S. aureus, contudo se alguma destas sofrer uma lesdo, quer por trauma ou cirurgia, este consegue
invadir os tecidos préximos desencadeando assim as complicacdes caracteristicas desta bactéria. O
excessivo uso de antibioticos na luta contra infe¢fes bacterianas levou ao aparecimento de estirpes
resistentes. O primeiro antibiético usado no tratamento de infecdes por S. aureus foi a penicilina no
inicio dos anos 40. Contudo, apenas 6 anos ap6s a introducdo de tratamentos com este antibidtico,
25% das estirpes hospitalares tinham ganho resisténcia [5]. Em 1961 foi introduzido o antibidtico

meticilina, um derivado da penicilina, mas no espaco de apenas um ano foi reportado o primeiro caso
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de resisténcia [6]. Apesar de ja ndo se usar antibiotico meticilina em tratamentos, continua-se a usar o
termo MRSA (methicillin-resistant S. aures strains) para caracterizar todas as estirpes resistentes a
penicilina e derivados. Desde os anos 70 as estirpes MRSA de S. aureus tornaram-se a maior causa de
infecOes desenvolvidas em ambiente hospitalar em todo o mundo. A vancomicina é o Unico antibidtico
alternativo eficiente até agora conhecido, contudo estirpes resistentes tém emergido, tendo o primeiro
caso sido reportado em 1997 [7]. O continuo decréscimo de antibiéticos eficazes disponiveis para
combater infe¢Bes por S. aureus leva a que seja cada vez mais importante perceber os mecanismos que
promovem a patogenicidade desta bactéria, uma vez que esses mecanismos poderdo representar alvos
para novas terapias. No Quadro 1 sdo caracterizadas algumas das estirpes de S. aureus cujos genomas
ja se encontram totalmente sequenciados.

Quadro 1: Estirpes de S. aureus cujos genomas se encontram totalmente sequenciados e respetivas
caracteristicas desse genoma (adaptado de [8]).

S. aureus Numero de Comprimento Proteinas RNAs Genes Caracteristicas
relevantes
NC_007795 2821361 2892 77 2969

MSSA476 NC_002953 2799802 2571 104 2715 MSSA
coL NC_002951 2809422 2612 72 2723 MRSA
MRSAA476 NC_002952 2902619 2650 101 2839 MRSA
MW?2 NC_003923 2820462 2624 80 2704 MRSA
N315 NC_002745 2814816 2583 79 2664 MRSA
Newman NC_009641 2878897 2614 73 2687 MRSA
JH1 NC_009632 2906507 2747 81 2870 VISA
JHY NC_009487 2906700 2697 81 2861 VISA
Mu3 NC_009782 2880168 2690 78 2768 VISA
Mu50 NC_002758 2878529 2696 77 2774 VISA
RF122 NC_007622 2742531 2509 76 2663 Patogénio de bovino
ED98 NC_013450 2324404 2661 82 2752 patogénio de Aves

MSSA: S. aureus sensivel a meticilina; MRSA: S. aureus resistente a meticilina; VISA: S. aureus intermediario vancomicina
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2. Proteinas de ferro-enxofre

Inimeras proteinas dependem de cofatores para o desempenho das suas fungdes. Em geral, estes sdo
compostos de baixa massa molecular que se ligam covalentemente ou ndo-covalentemente a motivos

conservados da cadeia polipeptidica.

Os centros de ferro-enxofre (Fe-S) sdo cofatores inorganicos com uma elevada versatilidade,
formados por atomos de ferro que se encontram ligados a &tomos de enxofre de residuos de cisteinas.
Apesar da coordenacdo com residuos de cisteina ser a mais comum, também se encontram centros
coordenados com residuos de aspartato, histidinas ou serinas [9, 10]. Os centros mais simples, as
rubredoxinas, sdo formados por apenas um ferro ligado a quatro atomos de enxofre. Outros centros
mais complexos incluem, para além dos atomos de enxofre dos residuos de cisteina a que estdo
ligados, &tomos de enxofre inorganicos. Sdo exemplo disso 0s centros tipo rdmbico [2Fe-2S], cuboidal
[3Fe-4S] ou cubano [4Fe-4S] (Figura 2). Os centros das proteinas de ferro-enxofre “Rieske” sdo do
tipo 2Fe-2S, contudo, ao contrério do tipo rémbico, este possui um dos ferros ligado a duas histidinas,
podendo deste modo ser descrito como [2Cys-Fe-2S-Fe-2His] [11, 12].

Cys
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/ . . liCys
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Figura 2: Estruturas de quatro tipos de centro de ferro-
enxofre. Fe — &tomos de ferro; S — 4&tomos de enxofre; Cys —
ligandos de cisteina.

Estas estruturas participam em diversos processos bioquimicos essenciais para a fungdo e
sobrevivéncia celular. Uma das fun¢Bes mais comuns das proteinas que contém centros de ferro-
enxofre, a transferéncia de eletrdes, baseia-se na facil conversdo entre os estados oxidativos +2 e +3 do
ferro, sendo que num envolvimento proteico adequado os centros Fe-S adotam potenciais redox entre -
500mV e +150mV [10, 13]. Deste modo, estes complexos funcionam como excelentes aceitadores e

dadores de eletrdes em processos como a respiragdo celular ou fotossintese.

5



Estudo do gene ric de Staphylococcus aureus

Outras funcgdes, diferentes da de natureza oxidoredutiva, tém sido atribuidas aos centros Fe-S. Por
exemplo, no enzima aconitase (também conhecido por aconitato hidratase), o centro de [4Fe-4S]
desempenha um papel crucial na sua atividade enzimatica, participando tanto na ligacdo do substrato
ao centro ativo como na sua metabolizagdo. Neste caso, trés dos ferros do centro estdo ligados a
residuos de cisteina, enquanto o quarto ferro esta exposto ao solvente. Este quarto ferro é essencial nas
reacOes de desidratacdo/hidratacdo que convertem o substrato citrato a isocitrato via cis-aconitato [14]
(Figura 3).

Citrate

H H o
-
[ b
S ]_!.v,f \
Cys hhj £ 0"
Fe -—!H i
|'1- —f— & A .
, f|"; f,-' | [: B
Cys—5 ) Fe

Figura 3: Centro de ferro-enxofre do enzima aconitase. Trés dos quatro ferros do centro de ferro-enxofre estdo ligados a
trés residuos de cisteina do enzima O quarto ferro liga-se ao substrato citrato. Deste modo, o centro de ferro-enxofre contribui
para o posicionamento do substrato no centro ativo do enzima assim como para a sua catalise (Adaptado de [14]).

Um outro papel importante que tem sido atribuido a centros de ferro-enxofre diz respeito a regulagdo
da expressdo génica. Os centros de ferro-enxofre podem ser eficientes sensores de mudancas nas
condicBes ambientais que os rodeiam, levando ao desencadear de respostas adequadas. Como exemplo
temos os fatores de transcricdo bacterianos FNR, SoxR. A proteina SoxR é capaz de detetar stress
oxidativo via oxidagdo do seu centro [2Fe-2S]**. Deste modo, déa-se a estimulagdo da expressdo da
proteina SoxS que por sua vez é responsavel por ativar a expressdo de inimeras enzimas de resposta
ao stress [12, 15]. A FNR (fumarate and nitrate reduction regulator) é uma proteina reguladora,
sensivel ao oxigénio, responsavel pela expressao de genes envolvidos na transicdo entre as vias de
respiracdo aerdbia e anaerdbia da Escherichia coli. Em condi¢es anaerdbias, o regulador FNR liga-se
ao DNA como um dimero, expressando genes responsaveis pela adaptacdo a condi¢fes de oxigenio
limitado. Contudo, esta forma dimérica so se forma entre dois mondmeros cujos centros estejam na
forma [4Fe-4S]**. Quando os niveis de oxigénio aumentam, o centro [4Fe-4S]** destes é oxidado e
converte-se num centro [2Fe-2S]*", levando uma alteragdo conformacional dos monémeros de FNR

que deste modo nédo consegue formar o dimero ativo (Figura 4) [16, 17].
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Figura 4: Mecanismo proposto para a oxidacdo e consequente conversdo do centro de ferro-enxofre do regulador
FNR. Quando o centro [4Fe-4S] dos mondmeros de FNR sdo expostos a oxigénio, estes sdo rapidamente oxidados e
convertidos na forma [2Fe-2S]. Acredita-se que esta conversdo ocorra por intermédio de um centro [3Fe-4S] instavel, que ao
perder um &tomo de Fe®* e dois 4tomos de S é convertido na forma de [2Fe-2S]. (Adaptado de [16])

Também podem ser encontrados exemplos de proteinas de ferro-enxofre que desempenham um papel
de regulacéo ao nivel pos-transcricional. Este é o caso da proteina reguladora de ferro de mamiferos,
IRP1. Em condicBes de abundancia de ferro, a proteina IRP1 possui um centro [4Fe-4S]** e funciona
como aconitase [18]. Em condigdes de privacdo de ferro a proteina perde um ferro e a sua atividade
enzimatica é altamente reduzida. Esta forma tem a capacidade de se ligar a estruturas stem-loop,
denominadas iron-responsive elements (IREs), em certos RNAs mensageiros de proteinas envolvidas
na captacgdo de ferro, armazenamento e distribui¢do na célula. A ligacéo da forma apo de IRP1, a IREs
localizados na extremidade 5°, leva a um bloqueio da tradugdo ao ndo permitir a leitura do coddo de
inicia¢do AUG pelo ribossoma. Por outro lado, se a ligacdo ocorre a IREs da extremidade 3°, 0o mRNA

fica protegido de degradacao, levando a um aumento nos niveis de traducdo [19, 20].

O papel exato dos centros de ferro-enxofre de diversas proteinas esta ainda por determinar, sendo que,
em muitos casos, seja possivel que estes tenham apenas um papel estrutural de estabilizacdo proteica
[21]. A grande versatilidade destes centros permite o diversificado nimero de fungdes que diferentes
proteinas de ferro-enxofre podem possuir na célula. Os exemplos acima mencionados constituem
apenas uma pequena amostra dos inimeros processos bioquimicos em que estas estruturas
desempenham um papel crucial na sobrevivéncia celular tanto de organismos procariotas como
eucariotas. No Quadro 2 encontra-se sumariado as diversas fungdes bioldgicas dos centros ferro-

enxofre, assim como exemplos de proteinas associadas com cada funcao.
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Quadro 2: Fungdo biologica de alguns centros de ferro-enxofre. (Adaptado de [12])

Tipo de Centro

Funcéo Exemplos

Fe-S

Transferéncia de eletrdes Ferredoxinas; enzimas [2Fe-2S]; [3Fe-4S];
redox [4Fe-4S]
Transferéncia de protdes Proteins Rieske [2Fe-2S]
Nitrogenase [8Fe-7S]
Ligacdo de substratos e ativacdo (de)Hidratases [4Fe-4S]
Sintase Acetil-CoA Ni-Ni-[4Fe-4S],
[Ni-4Fe-5S]
Armazenamento de ferro Ferredoxinas [4Fe-4S]
Estrutural Endonuclease 111 [4Fe-4S]
MutY [4Fe-4S]
Regulacéo da expressao génica SoxR [2Fe-2S]
FNR [4Fe-4S]/ [2Fe-2S]
IRP [4Fe-4S]
IscR [2Fe-2S]
Regulacéo da atividade enzimatica  Ferroquelatase [2Fe-2S]

2.1 Mecanismos de formacao dos centros ferro-enxofre

Em estudos iniciais sobre os processos de formacdo dos centros de ferro-enxofre foram desenhados
protocolos in vitro em que era possivel observar a reformagdo espontanea destes centros em proteinas
cujos centros haviam sido removidos por quelacdo [22]. Contudo, as concentracfes elevadas de

atomos livre de Fe?"®" e §%

usadas nestes protocolos fizeram descartar a hip6tese de que o processo de
formacdo dos centros Fe-S ocorresse de forma espontanea in vivo, uma vez que tais niveis de ferro e

enxofre na sua forma livre sdo téxicos para a célula.

Diversos estudos posteriores culminaram na descoberta dos trés principais sistemas de biogénese dos
centros de Fe-S em bactérias. Sendo estes, o sistema ISC (iron sulfur clustres), o sistema SUF (sulfur
formation) e o sistema NIF (nitrogen fixation). O sistema NIF, o primeiro a ser identificado, possui
um papel especifico na maturagdo de nitrogenases em bactérias azotroficas [23]. J& o sistema ISC é
considerado o sistema constitutivo na montagem de centros de Fe-S, estando altamente conservado na
maioria das bactérias [24], por outro lado o sistema SUF assume um papel de maior importancia na
formacao de centros em ambientes de stress oxidativo ou de privacdo de ferro [25]. E de salientar que
o0 sistema SUF poderd desempenhar um papel crucial na manutencdo da patogenicidade de bactérias
como Staphylococcus aureus, uma vez que contribui para a capacidade de resisténcia a ambientes

extremos de stress oxidativo caracteristicos das fases iniciais de infeg&o.
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A distribuicdo filogenética destes sistemas € complexa. Enquanto organismos com Mycobacterium
tuberculosis aparentam possuir apenas o sistema SUF para a formacdo de centros de Fe-S, outros
possuem mais do que um destes sistemas [26]. Mesmo nestes casos, a importancia relativa de
utilizacdo deste sistema ndo € igual. Por exemplo, em cianobactérias existe uma utilizacdo preferencial
do sistema SUF para a formag&o dos centros em relagdo ao sistema ISC, enquanto que em Escherichia
coli esta preferéncia encontra-se invertida [27, 28]. Cada sistema possui diferentes atributos
bioquimicos que, para determinadas condicGes e para diferentes organismos, fazem da sua utilizacéo
uma escolha mais vantajosa, dai que a distribuicdo pelos varios organismos vivos seja tdo
diversificada.

Apesar destes trés sistemas de montagem de centros de Fe-S possuirem diferencas entre si, todos
aparentam seguir os mesmos principios gerais de biossintese. O processo de formagdo dos centros
pode ser dividido em dois passos gerais: a formagdo de novo de um centro de Fe-S numa proteina
scaffold e a transferéncia desse centro da proteina scaffold para a apoproteina alvo e subsequente
integracdo na sua cadeia polipeptidica. Cada um destes passos envolve diversas proteinas e cofatores
que desempenham reacdes parciais de biossintese especificas. Contudo cada sistema possui 0 seu
préprio conjunto de proteinas e cofatores que sdo codificadas por diferentes operfes (Figura 5).

Sistema Isc
iscR iscS iscU iscA hscB hscA fdx
- | | —
Sistema Suf
sufA sufB sufC sufD sufS sufE
—-{ ] > >

Dador de enxofre: — Sistemas de produgdo
I isicina desfulfurase deenergia
Proteinas de -
[ Regulador transcricional
I transferéncia enxofre g

[ Scaffold

Figura 5: Operdes que codificam os diferentes componentes dos sistemas de montagem de centros de ferro-
enxofre Isc e Suf de E. coli.

De um modo geral, os processos envolvidos na formacéo dos centros de Fe-S incluem (Figura 6):

(1) A doacdo de enxofre. As cisteinas desulfurase (NifS, IscS ou SufS) servem como dadoras de

enxofre, através da conversdo do substrato L-cisteina em L-alanina [29]. Esta conversdo origina um
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intermediario persulfito num dos residuos de cisteina conservados do centro ativo deste enzima, sendo
que posteriormente, o atomo de enxofre é transferido para proteinas auxiliares (SUfE) ou diretamente
para a proteina scaffold [30, 31].

(2) Doacéo de ferro. Numa célula as concentraces de ferro livre em solucdo sdo extremamente
baixas devido a sua elevada toxicidade. Deste modo, a doacdo de ferro, para a formacao dos centros de
Fe-S deverd ser facilitada por proteinas auxiliares. Contudo, pouco ainda se sabe sobre quais as
proteinas que desempenham este papel. Em bactérias, pensa-se que a proteina CyaY, do sistema ISC,

poderd estar envolvida, contudo a sua fungdo ainda néo foi totalmente comprovada [32].

(3) Doacao de electrées. Durante a formacdo dos centros, sdo necessarios eletrdes para a reducao de
S (presente nas cisteinas) a S* (presente nos centros de Fe-S). Estes poderdo ser doados pelas
ferredoxinas especificas de cada sistema, sendo que 0s centros [2Fe-2S] presentes nos seus centros

ativos funcionardo como fonte desses eletrdes [33].

(4) As proteinas scaffold servem como plataformas para a formagéo de novo dos centros de Fe-S.
Estas proteinas possuem residuos de cisteina conservados onde se ligam, de forma labil, os centros em
construgdo. Apos formados, podem entdo ser transferidos e estavelmente integrados nas proteinas

alvo. Proteinas bacterianas com esta fungéo incluem a IscU, IscA, SufU e SufA [34, 35].

(5) A transferéncia do centro de Fe-S formado nas proteinas scaffold para a proteina alvo, que desta
forma passa a holoproteina, é também um processo auxiliado por proteinas de transferéncia ou
chaperones. Estas desempenham trés papeéis essenciais: induzir a dissociacdo dos centros ligados as
proteinas scaffold; garantir a sua especifica e correta transferéncia para a apoproteina alvo; e promover
a correta ligacdo do centro a proteina alvo. Temos como exemplo, os chaperones bacterianos HscA e
HscB do sistema ISC [36].

Fe?*
1 2
5
Desulphurase SOH _ @
3 Proteinas de
m transferéncia
Cys Ala ¢

(3
II
Proteinas de

Fe-S

Figura 6: Principios comuns na sintese de centros de ferro-enxofre. O centro composto por atomos de ferro e enxofre é
montado numa proteina scaffold sendo posteriormente transferidos para a apoproteina alvo (Adaptado de [10]).
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3. Stress oxidativo e nitrosativo e 0 combate contra bactérias patogénicas

O stress oxidativo e nitrosativo sdo considerados o desequilibrio entre a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e azoto (ERA) e a capacidade de destoxificacdo destas mesmas espécies
por parte da célula, que leva a um draméatico aumento das concentracdes intracelulares destas espécies

altamente reativas e oxidantes.

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo moléculas altamente reativas que podem ser formadas
por inimeras enzimas. A formacdo destas moléculas oxidantes ocorre por reducdo da molécula de
dioxigénio (O,) originando anido radical superéxido (O,), peroxido de hidrogénio (H,O,) ou radical

hidroxilo (HO®), dependendo do grau de reducgéo [37] (Figura 7).

e, 2H" e, 2H" e, H"

e
0, \ >0, \ > H,0, N\, HO s On

Figura 7: Formacao de espécies reativas de oxigénio por reducdo sequencial da molécula de oxigénio. O, —
molécula de oxigénio; O, - anido radical superéxido; H,O,— peréxido de hidrogénio; HO® — radical hidroxilo; OH™ -
anido hidroxilo; e” - eletrGes (Adaptado de [38])

Estas espécies reativas podem ainda ser convertidas entre si, por exemplo, por acdo de enzimas
dismutase que catalisam a conversdo de superoxido em peroxido, ou em reagdes de Fenton (A) onde

ocorre a conversio de peroxido em radicais hidroxilo num processo catalisado por Fe** [39].

Fe*" + H,0, > Fe*' + HO® + OH" (A)

A formacdo destas espécies pode ocorrer como subproduto de reagdes do metabolismo celular aerébio
ou serem produzidas intencionalmente ap6s estimulacdo de células imunitarias, como macréfagos ou
neutrdfilos, durante respostas imunitarias a microrganismos invasores [40] . Neste ultimo caso, a
producdo de ERO que ocorre durante a fagocitose ¢ mediada pelo complexo nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato (NADPH) oxidase num processo designado respiratory burst [41]. Uma
deficiente agdo deste enzima que comprometa a producdo adequada de ERO pelas células fagocitarias,

resulta numa diminuida acdo bactericida e consequente aumento de infe¢Oes bacterianas [42].

A acumulagdo destas moléculas altamente reativas no interior da célula bacteriana pode provocar
graves danos ao nivel do DNA [43], levar a oxidagdo de acidos gordos polinsaturados de lipidos,

oxidacdo de residuos de aminodcidos, ou oxidacdo de cofatores de certas enzimas, que em muitos
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casos leva a perda da sua atividade [44, 45]. Os centros de ferro-enxofre sdo particularmente sensiveis
as espécies reativas de oxigénio, sendo que o grau de dano oxidativo do centro é fortemente
influenciado pelo envolvimento polipeptidico em que este esta inserido. Em geral os centros mais
sensfveis s&0 0s que se encontram expostos ao solvente, como é o caso dos centros [4Fe-4S]*"™** de
enzimas de familia das dehidratases (por exemplo, a aconitase A e fumarase B). A acdo oxidativa tanto
de O, como de H,0, origina um centro [4Fe-4S]**, que nesta forma é instéavel e acaba por perder o seu

ferro catalitico, ficando assim inativado na forma [3Fe-4S]** [46].

Por outro lado a formacg&o de espécies reativas de azoto (ERA) é uma consequéncia da reatividade da
molécula de déxido nitrico (NO). Em células de mamiferos, a sua formagdo ocorre por oxida¢do do
aminoécido L-arginina em NO e citrulina, numa reacdo catalisada por oxido nitrico sintases (NOS)
[47]. Existem trés tipos de NO sintases, denominadas endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e indutivel
(iNOS). Os enzimas eNOS e nNOS séo expressas constitutivamente em diversos tecidos e produzem
baixos niveis de NO [48]. O enzima iNOS esté associado ao sistema imunitario, estando presente em
macrofagos e neutrdfilos catalisando a producdo de NO em elevadas concentragdes em resposta a

estimulacédo por citocinas ou LPS (endotoxina lipopolissacarido) [49].

A importancia desta molécula ao nivel do sistema imunitario prende-se com a sua citotoxicidade
quando em elevadas concentragdes. Esta molécula possui, por exemplo, a capacidade de inativar vias
metabdlicas importantes para a sobrevivéncia do organismo patogénico invasor. Tal é conseguido
através da reagdo da molécula NO com os centros [4Fe-4S] de enzimas como o aconitase A e
fumarase B, do ciclo dos &cidos tricarboxilicos [50]. Assim como acontece para reagcdes com ERO, a
particular sensibilidade destes enzimas a NO deve-se ao nivel de exposic¢éo do centro ao solvente [9,
20]. A reagdo do oxido nitrico com o centro ferro-enxofre promove a formagdo de um complexo

estavel de ferro dinitrosilado (DNIC) que leva a perda da atividade dos enzimas [51, 52] (Figura 8).

Adicionalmente, a molécula de NO pode também reagir com a espécie reativa de oxigénio O, ,
formando o anido peroxinitrato (ONOOQ") [53]. Esta espécie reativa de azoto altamente oxidante, cuja
reatividade é superior & dos seus percursores, possui igualmente uma importante atividade bactericida
[54]. Ao nivel das proteinas, o peroxinitrito pode reagir tanto com grupos prostéticos, em particular
com centros de metais de transicdo, de que sdo exemplo os centros ferro-enxofre, como pode reagir
com residuos de aminoécidos como cisteinas e metioninas [55]. A acdo oxidante do Oxido nitrico e
peroxinitrito vai para além da danificacdo de proteinas, sendo também importantes alvos do stress

nitrosativo as moléculas de DNA e os lipidos [56, 57].

Ao nivel do sistema imunitario ERO e ERA atuam sinergeticamente, criando um ambiente altamente

oxidativo no interior de células fagocitarias que leva a morte dos microrganismos invasores.
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e s ";/‘NO
— e

EZ [4Fe-4S]
P 8o o NO

Figura 8: Reatividade da molécula de NO. A reacdo de uma molécula de 6xido nitrico (NO) com um centro de ferro-

enxofre leva a formacdo de um complexo de ferro dinitrosilado (DNIC) que provoca a inativa¢do do enzima. NO pode ainda
reagir com superéxido (O;’) formando peroxinitrito (Adaptado de [58]).
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4. Defesas bacterianas contra stress oxidativo e nitrosativo

De modo a sobreviverem as bactérias patogénicas tém de responder tanto a ERO gerado pelo
metabolismo, como a ERO e ERA exdgeno gerado pelos mecanismos de defesa imune do hospedeiro.
Parte da estratégia de sobrevivéncia desenvolvida passa pela indugdo de um conjunto de proteinas que
permita, por um lado, a destoxificacdo das espécies reativas, e por outro lado, a reparacdo dos danos

causados pelas mesmas.

4.1 Proteinas de destoxificacao

Algumas moléculas estdo constitutivamente presentes no meio intracelular e ajudam, de um modo nao
enzimatico, a manter condig¢fes redutivas ou a eliminar espécies reativas de oxigénio. Entres estas
moléculas estdo os antioxidantes NADPH, NADH, B-carotene, &cido ascorbico e glutationo (GSH)
[44]. Contudo, o papel mais importante no combate ao aumento dos niveis de espécies reativas de
oxigénio é atribuido a enzimas de destoxificacdo capazes de eliminar superoxido e H,O, como 0s

superoxido dismutases (SOD) (B) os catalases (C) ou os peroxidases (D) [59, 60].

H,0O; +H,0, — 0, + 2H,0 ©)
RH, + H,0, — R + 2H,0 (D)

Staphylococcus aureus recorre a expressao de diversas destas proteinas de destoxificacdo, das quais se
destacam os enzimas catalase (katA), superéxido dismutase (sodA, sodM) , tioredoxina redutase (trxB),
tioredoxina (trxA), alquil hidroperoxide redutase (ahpC, ahpF) e glutatione peroxidase (gpxA) [61].
Em S. aureus internalizados por neutrofilos os niveis de mRNA de cada um destes enzimas
apresentam-se aumentados, sendo que a maximo de expressdo dos genes coincide com o pico de

producdo de ERO no interior do fagossoma [62].

Os mecanismos de destoxificacdo de NO fazem também parte das estratégias de sobrevivéncia usadas
pelos microorganismos patogénicos. Ao nivel bacteriano diversas proteinas contribuem para o
controlo dos niveis de exposi¢do a NO ou S-nitrosotiois. Sdo exemplo disso as proteinas da familia das
flavohemoglobina, como as flavodiiron NO reductases, as flavorubredoxinas ou os citocromo c nitrito
redutases [63, 64]. Dos enzimas codificados por S. aureus capazes de metabolizar NO podemos
destacar as flavohemoglobinas (Hmp). Este enzima é conhecido oxidar NO a nitrato (NO3) na

presenca de oxigénio ou anaerobicamente reduzir NO a N,O [65].
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4.2 As proteinas Ric e a reparacao de centros Fe-S

Como ja foi referido anteriormente, em condi¢des de stress oxidativo ou nitrosativo proteinas que
possuam centros de ferro-enxofre sdo particularmente afetadas. Sob estas condi¢des os centros podem
sofrer estragos que afetam o funcionamento dos enzimas. A capacidade das bactérias conseguirem ou
ndo reparar 0s danos causados pelo stress pode determinar a capacidade de resisténcia das bactérias
em ambientes hostis, como €, por exemplo, o interior do fagossoma de células como macrofagos ou

neutrofilos.

Pouco ainda se conhece sobre os mecanismos que facilitam a reparacdo dos centros ferro-enxofre.
Contudo, estudos recentes em E. coli, tém atribuido a proteina YtfE um papel essencial nesses
processos de reparacdo [66]. Esta proteina de di-férrica, demonstrou ser essencial na recuperacao da
atividade dos enzimas aconitase B e fumarase A, enzimas chave do ciclo dos &cidos tricarboxilicos,
com centros cataliticos [4Fe-4S]** danificados pelas espécies H,0, ou NO. A reativagdo dos centros
afetados, quer por estrago oxidativo, quer por nitrosilagdo, partilham um ponto comum: a reinsercéo
de atomo(s) de ferro. Pensa-se que a proteina YtfE estara envolvida nos processos enzimatico de

recrutamento e integracdo desse(s) atomo(s) de ferro [66].

Em S. aureus a proteina ScdA foi identificada como tendo um papel bioquimico muito semelhante a
YtfE de E. coli. Estas duas proteinas partilham 25% de identidade e 46% se similaridade entre si, e 0s
fendtipos carateristicos da delecdo dos genes que as codificam sdo em muito idénticos. Em ambos os
casos, a atividade dos enzimas de ferro-enxofre analisados € menor nos mutantes do que nas respetivas
estirpes selvagens, apds uma exposicdo a H,O, ou NO, devido a deficiente capacidade de reparagdo
dos centros [67]. As estirpes mutadas também se tornam mais sensiveis ao stress por H,O,, 0 que vem
reforcar a ideia de que estas proteinas funcionalmente homdlogas constituem um eficiente sistema de
protecdo contra peréxido de hidrogénio [67, 68]. Adicionalmente, estudos de microarrays

demonstraram uma inducéo do gene scdA tanto com estimulos por H,O, como por NO [69, 70].

Estudos filogenéticos revelaram que as proteinas YtfE e ScdA pertencem a uma familia de proteinas
largamente distribuida que estardo envolvidas na reparacéo de centros de ferro-enxofre. A esta familia
atribuiu-se o nome RIC — Repair of Iron Centres — e pode ser encontrada em pelo menos cinco filos de
bactérias, no parasita eucariota Trichomonas vaginalis e também em alguns organismos do reino
Fungi. Apesar de o grau de similaridade e identidade poder ser por vezes baixo entre proteinas, todas
possuem um alto grau de conservagao dos residuos que se propde constituirem o local de ligagcdo do
centro ativo de dois ferros, nomeadamente, os residuos His84, His105, His129, Glul33, Hisl160 e

His204 (numeracdo referente aos residuos da YtfE de E. coli) [67].

15



Estudo do gene ric de Staphylococcus aureus

S. aureus
ScdA

N. gonorrhoeae
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Figura 9: Distribuicdo das proteinas Ric. Dendrograma construida com 102 sequéncias de proteinas Ric. Os organismos
para os quais existem estudos sobre o papel da proteina Ric encontram-se indicados (Adaptado de [67]).
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5. Regulagao das defesas

As respostas aos ataques por ERO e ERA envolvem mudancas no padrdo proteinas expressas pelas
bactérias sob ataque. Estas respostas sdo controladas por reguladores genéticos que possuem a
capacidade de detetar os fatores de ameaca. Os reguladores Fur, PerR e SrrAB fazem parte do
conjunto de sensores usados por S. aureus na mediacdo dos mecanismos de defesa contra espécies

reativas de oxigénio e nitrogénio.

5.1 Fur

A proteina Fur (ferric-uptake repressor) é um regulador transcricional global da homeostase de ferro.
Esta metaloproteina liga Fe(ll) em condi¢Ges de abundancia de ferro e nesta forma atua como
repressor de genes que codificam proteinas envolvidas na aquisicdo de ferro. A regulacdo dos niveis
intracelulares de ferro nas bactérias é de elevada importancia isto porque, se por um lado este € um dos
mais importantes micronutrientes, por outro lado, quando em excesso, este torna-se toxico devido a
sua habilidade de catalisar reacdes de Fenton que geram espécies reativas de oxigénio. Por este
motivo, este regulador estd muitas vezes associado com a mediacdo de respostas ao stress oxidativo
[71, 72]. Os estudos conduzidos por Hoursburg et al. vieram reforcar esta ideia. Nestes viu-se que 0s
mutantes de S. aureus com o gene fur deletado apresentam menor resisténcia a H,O, em comparacéo

com a estirpe selvagem [73].

5.2 PerR

O regulador PerR é um sensor de perédxido de hidrogénio que pertence a familia de proteinas Fur. Em
Bacillus subtillis o dimero PerR contém dois locais de ligacdo a iGes metalicos por mondémero: um
local de ligag&o estrutural a Zn** e um local de ligacdo regulatério onde existe uma competicdo pela
ligago entre Fe** e Mn®* [74]. Dependendo do 40 que se encontra ligado ao local regulatério este
regulador possui maior ou menor sensibilidade a H,O,. Na forma ligada a Fe?* (PerR:Fe) os genes
regulados por PerR sdo rapidamente induzidos apds exposicdo a baixas concentragfes (<10 uM) de
H,0,. Ja na forma ligada a Mn?* (PerR:Mn) o regulador torna-se relativamente insensivel a H,0, [74].
A detecdo de H,0, é conseguida através da oxidacdo mediada por metal dos residuos de histidina a
que o ferro se encontra coordenado [75]. Esta oxidacdo leva a uma abertura da conformacédo da PerR e
consequente perda da capacidade de ligagdo ao DNA. Nesta forma, PerR deixa de exercer a sua fungao
de repressor, permitindo assim a expressdo de genes que contribuem para a resisténcia ao stress
induzido por peroxido. Em S. aureus parte desta resposta mediada pela PerR inclui a derepresséo de
genes que codificam a catdlase (KatA), alquil-hidroperoxidade redutase (AhpCF), ferritina (Ftn) ou
tioredoxina redutase (TrxB) [76].
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Interessantemente, o regulador PerR exerce uma repressao transcricional tanto no seu préprio gene
como no gene que codifica o regulador Fur. Ambos 0s genes sdo repressos por PerR:Mn mas nédo pela
forma ligada a ferro, PerR:Fe [77]. No mesmo estudo que retirou estas conclusdes, também se
observou que nenhum dos genes perR ou fur sdo significativamente induzidos por H,O,. Deste modo
foi proposto que as vérias formas metalizados de PerR diferem tanto na seletividade entre os diversos
componentes do seu reguldo como na sua reatividade a H,0O, [77].

5.3SrrAB

O sistema de dois componentes ResDE da bactéria parente de S. aureus, B. subtilis, foi implicado na
regulacdo global do metabolismo respiratorio aerébio e anaerébio. A expressdo de genes dependente
de ResDE é induzida por niveis limitantes de oxigénio. Nestas condi¢des €, por exemplo, induzido o
gene que codifica o regulador anaerdbio Fnr, os genes de nitrato reductase, nasDEF, e o gene hmp, da
flavohemoglobina [78, 79]. Adicionalmente ao crescimento anaerdbio, o regulador ResDE aparenta
possuir um papel na resposta ao stress nitrosativo uma vez que genes do seu reguldo séo induzidos por
NO [80].

Em S. aureus, o homologo de ResDE é conhecido por staphylococcal respiratory response (SrrAB)
system [81]. A semelhanca do que acontece em B. subtilis, este regulador é composto por dois
componentes. Uma andlise ao locus srrAB revelou que este regulador é codificado por duas sequéncia
de nucleétidos que se sobrepdem em 20 bp [81], a sequéncia srrA, que codifica o regulador de 241
aminodcidos (28 kDa), e a sequéncia srrB, que codifica uma histidina cinase de 583 aminoacidos (66
kDa) [82]. Estudos adicionais da sequéncia de aminoécidos e localizagdo celular destes dois
componentes permitiram desenhar um modelo de funcionamento deste regulador (Figura 10). A
proteina SrrB localiza-se na membrana, sendo que o seu dominio transmembranar ou extracelular
consegue detetar sinais do meio exterior. A detecdo deste sinal provoca a sua autofosforilagdo num
residuo de histidina conservado. A associacdo com o SrrA, localizado no citoplasma, permite a
transferéncia do grupo fosfato para um residuo de aspartato conservado. Esta fosforilagdo do SrrA
desencadeia uma alteracdo conformacional que permite a sua ligagdo ao DNA levando assim a
transcricdo dos genes que regula [82]. Apesar deste regulador parecer responder aos niveis de
oxigénio, ndo sera o oxigénio por si que funciona como sinal, mas sim outros fatores que reflitam

esses niveis ou o estado redox do meio.
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Transferéncia ——.——_
de um grupo
fosfato

SrrA

Figura 10: Modelo da regulacé@o por SrrAB. SrrB, que se encontra ha membrana celular, é autofosforilado em resposta a
um estimulo exterior. Apds uma transferéncia do grupo fosfato do componente SrrB para 0 componente citoplasmatico SrrA,
este Ultimo adquire a capacidade de se ligar as regifes promotoras dos genes que regula.

Tal como sugerido para o regulador duplo ResDE de B.subtillis, ao dois componentes SrrA-SrrB
também compdem um mecanismo de regulacdo da respiragdo aerdbia e respiracdo anaerobia. Em
paralelo, foi visto que este regulador de S. aureus é responsavel pelo controlo da expressao de diversos
fatores de viruléncia de um modo dependente dos niveis de oxigénio [81, 83]. O papel do SrrAB vai
mais além, tendo adicionalmente sido implicado na regulacdo de componentes de resposta ao stress
nitrosativo. A inactivagdo do gene srrAB resulta numa estirpe com uma aumentada susceptilidade a
NO. Parte dessa susceptilidade passa pela incapacidade dos mutantes de expressarem no seu maximo o
gene hmp que codifica uma critica proteina de destoxificacdo de NO em S. aures, a flavohemoblobina
[70]. Contudo, é de notar que a contribuigdo do regulador SrrAB para a resisténcia a NO néo se

prenderd apenas pela regulacdo da Hmp e destoxificacdo de NO.
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1. Estirpes bacterianas e condic¢des de crescimento

Todas as estirpes bacterianas e meios de cultura usados, encontram-se listados nos Quadros 3 e 4. Por

norma, todas as estirpes bacterianas usadas foram cultivadas a 37°C. Adicionalmente, os indculos

liquidos foram incubados com agitagdo de 150 rpm. Quando incluidos, os antibidticos foram

adicionados aos meios de cultura nas seguintes concentragdes: ampicilina (100 pg/mL), tetraciclina (5

pug/mL), eritromicina (10 pg/mL), canamicina (50 pug/ml). Quando necessario os meios foram

adicionalmente suplementados com 1mM de IPTG e 50 pg/mL de X-gal.

Quadro 3: Lista das estirpes de E. coli e de S. aureus usadas neste trabalho e respetivas carateristicas genéticas

Estirpes Caracteristicas relevantes O”geAm ou
referéncia
E. coli
DH54 F (pSOIacZAMl_S A(lacZY A-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rk’, mk") Invitrogen
phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl A
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’ proAB laclqZAM15  Stratagene
XL1 Blue i
Tn10 (Tet)]
S. aureus
RN4220 Estjrpe derivada da NCTC8325-4 que permite a transformagdo com DNA R. Novick
exogeno
NCTC8325-4 MSSA
MJHO001 NCTC8324-5 AperR, Kan® [76]
MJHO10 NCTC8324-5 afur, Tet? [73]

Quadro 4: Meios de cultura usados, respetivas composicdes e concentragoes

Meio Composicéo Concgntragao Utilidade
final
Meio liquido para
LB Meio Luria-Bertain (Difco) 25¢g/L cultura de estirpes de
E. coli
. . . . Meio sélido para
Meio Luria-Bertain (Difco) 25¢/L .
LA Agar-Agar (Merck) 15g/L cultura de estirpes de
E. coli
. o Meio liquido para
TSB Me_lo de soja triptica 30g/L cultura de estirpes de
(Difco)
S. aureus
. . Meio sélido para
TSA Me".) de agar de soja 40g/L cultura de estirpes de
triptica (Difco) S
. aureus
Triptona (BD) 20 g/L
SOB Extrato de levedura (BD) 5g/L )
NaCL (Panreac) 0,59/L Transformagéo de
células de E. coli
Meio SOB 0,97 mL/mL competentes
sOC Glucose (Merck) 20 mM
Mg 20 mM
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Quadro 2 (continuacao): Meios de cultura usados, respetivas composi¢des e concentra¢des

Sacarose (Sigma) 343,2 g/L
SMM 2x  Acido Maleico (Sigma) 4,6 g/L
MgCl; (Riedel de Haen) 8,1g/L Eletrotransformacdes
e células de S. aureus
PB 4x Penassay Broth (Fluka) 69,6 g/L RN 4220 competentes
SMM 2x 1x
SMMP ™ bg 4x 2x

2. Primers e Plasmideos

Todos os primers e plasmideos usados neste trabalho encontram-se listados nos Quadros 5 e 6,

respetivamente.

Quadro 5: Caracteristicas dos plasmideos usados neste trabalho.

e . .. Localde
Sequéncia (5’-3’) m

M13F GTAAAACGACGGCCAGT -
M13R CAGGAAACAGCTATGAC -
nsrkR_up ACTCAAAAAATGCTAAAATGGG -
nsrR_low AGTCGCTTTATCTTGCTGACC -
msrrAB_up GCTTATGAGCTCGCAATGGAGAATA Sacl
msrrAB_low GAGTATCAACGGATCCTAAATCACC BamHlI
srrAB(mut)_up GCCTTTAAATGTTGTCGGTTTG -
scdA_up GGGAATAGAATTCTGTTGTGGCG EcoRI
scdA_low GCTTCTATCGGAGGATCCTAACT BamHI
scdA_cmut CATTGTGAGCCCAACATGATTTG -
perR_OL7 CAACGGGTGTAAATACATTGCC -
OL30(fur) GTAGGGGAGTGGACATCGTTGGA -
OL31(fur) TTGGCACGTTTCACACACACCAT -
Erml_comp AATGGATCCAATCATGAGTATTGTCCGAG -
KanR_up CCGGAATTGAAAAAACTGAT -
KanR_low GAATGACCCCTAGTTCGGAC -
kan_comp CCAGCCATAGCATCATGTCC -
srrAB_01 TTTATCCTGTGGATCCTTTAGACTATG BamHI
srrAB_02 CGTTGTGACAGAAGCTTTATAAGAGTA HindIll
srrAB_al1929c GAATTTAAACATTTAGAAATCGATAATGATGCACATCGCG Clal
srrAB_a1929 anti CGCGATGTGCATCATTATCGATTTCTAAATGTTTAAATTC Clal
scdA_01 TAACGTTAAATGGATCCATGATTGGCG BamHI
scdA_02 CCAGTTAAGCTTGACATTAAGGCAAAC HindIll
scdA_al8l7t CGAAGTTATCGATAGTACATGGACC Clal
scdA al817t anti GGTCCATGTACTATCGATAACTTCG Clal
16S_up GCGAAGAACCTTACCAAATC -
16S_down CCAACATCTCACGACACG -

Quando incluido, o local de restricdo desenhado em cada primer encontram-se sublinhados
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Quadro 6: Primes usados neste trabalho e respetivas sequéncias nucleotidicas e locais de restricao.

pUC18 Ori (pMB1), lacZa, amp” Stratagene
Plasmideo pSP64 contendo um gene erm” com 1.2 kb de Tn551; amp” (E.

PSP64E coli); erm® (S. aureus) [84]

MAD Vetor shuttle com uma origem de replicagdo sensivel a temperatura em [85]

P bactérias Gram-positivas: amp® (E. coli); erm” (S. aureus); lacZ
Vetor de replicacdo em E. coli, derivado do vetor pMTL22, contendo um

pDG782 AP g T R R [86]
gene de resisténcia a canamicina clonado no seu polylinker; amp”™; kan

3. Enzimas

Todos os enzimas de restricdo utilizados neste trabalho sdo da Biolabs e encontram-se listados no

Quadro 7. Para amplificacdo de fragmentos de DNA por PCR foram utilizados os enzimas DNA

polimerase Tag (Biolabs), FastStar High Fidelity (Roche) ou Phusion High Fidelity (Thermo

Scientifc). Quando ndo vendidos juntamente com o enzima DNA polimerase, foram usados dNTP’s da

NZYtech. Para ligacdo de um fragmento de DNA a DNA plasmidico foi usado o enzima T4 DNA

ligase (Biolabs). Nas reacoes de desfosforilagdo das extremidades 5’de DNA plasmidico na forma

linear foi usado o enzima fosfatase alcalina Shrimp (SAP, Roche). Todas as reacGes enzimaticas

referidas em cima foram realizadas nos tamp®@es fornecidos com os respetivos enzimas e segundo as

instrugcBes do fabricante. O enzima lisostafina de Staphylococcus staphylolyticus (Sigma) foi usado

nos processos de lise de células de S. aureus.

Quadro 7: Lista de enzimas de restricdo usadas e respetivos locais
de restricdo e temperaturas de digestdo. Todos 0s enzimas sdo da

Biolabs.

Local de restrigcdo Temperatura

(5-3) de Incubacao
BamHI G'GATCC 37°C
Clal ATYCGAT 37°C
EcoRlI GYAATCC 37°C
HindlllI AYAGCTT 37°C
Mfel CYAATTG 37°C
Ncol CYCATGG 37°C
Sacl GAGCT'C 37°C
Sall GYTCGAC 37°C
Smal CCC'GGG 25°C
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4. Kits

Todos os kits usados neste trabalho encontram-se listados em baixo. No manuseamento destes foram
seguidas as instrugdes fornecidas pelo fabricante.

e kit Turbo DNA-free™ (Ambion): usado para digestdo do DNA contaminante das amostras de
RNA total extraido de células de S. aureus.

e kit QlAquick PCR Purification (Qiagen): foi usado na purificacdo de fragmentos de DNA de
reagOes de amplificacdo ou outras reacBes enzimaticas. Primers, nucledtidos, polimerases ou
outros enzimas e sais sao eliminados.

e kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen): permitiu a extracdo de fragmentos de DNA de géis de
agarose preparados com tampéao TAE.

e kit QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis (Agilent): foi utilizada para criar uma mutacao
pontual numa molécula de DNA plasmidico em cadeia duplas por mutagénese sitio-especifica.

e kit QlAprep Spin Miniprep (Qiagen): foi usado para a purificagdo de DNA plasmidico a partir

de células lisadas, sem a necessidade realizar as extra¢cdes com fenol ou precipitar o DNA.

5. Outros reagentes

Uma lista complementar de reagentes usados neste trabalho é apresentada no anexo 1.

6. Teécnicas gerais de clonagem

6.1 Ligacbes DNA plasmidico-fragmento de DNA

Todas as clonagens realizadas neste trabalho foram conseguidas usando para a ligacdo do vetor com o
fragmento de DNA o enzima de ligacdo T4 DNA ligase. Cerca de 50 a 80 ng de plasmideo digerido e
desfosforilado foi incubado com o fragmento de DNA com extremidades compativeis e 400 U de
ligase a 16°C durante a noite. As reacdes de ligacdo foram sempre realizadas num volume total de 20
uL, sendo que no final do periodo de incubagdo o volume total da reacdo de ligagdo foi transformado

em células de E. coli competentes.

6.2 Preparacéo de células de E. coli DH5a competentes pelo método TSS

A partir de uma cultura de células de E. coli DH5a, preparado em meio LB por inoculagdo com
células competentes e cultivado durante a noite, foi preparado um novo in6culo em meio LB a 0,1 %.

Este foi incubado a 37°C com 150 rpm de agitacdo até atingir uma Densidade Otica a 600 nm

26



Materiais e Métodos

(D.Ogoonm) entre 0,3 e 0,4. Nesta fase, as células foram recolhidas por centrifugacdo a 6800 xg durante
10 minutos e a uma temperatura de 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o pellet de células
ressuspenso em 0,01 volumes de solucdo TSS 1x gelada. Esta suspensdo celular foi entdo distribuida
por tubos eppendorf em aliquotas de 100 uL e congeladas em azoto liquido. As células competentes

foram armazenadas a —80°C.

A solucao TSS 1x é composta por: 0,25 mL/mL de PEG 8000 40%; 20 uL/mL de MgCl, 1M; 50
pL/mL de DMSQO; e 0,68 mL/mL de meio LB. O pH da solugao foi acertado para 6,5.

6.3 Preparacdo de células de E. coli XL1-Blue competentes pelo método TB

A partir de uma cultura de células de E. coli XL1-Blue, preparado em meio LB, suplementado com
tetraciclina, por inoculacdo com células competentes e cultivado durante a noite, foi preparado um
novo inéculo a 0,1 % em meio SOB suplementado com 0,1 % de magnésio 2M e tetraciclina. Quando
a cultura celular atingiu uma D.Ogynm igual a 0,6 esta foi arrefecida em gelo durante 10 minutos e
posteriormente centrifugadas a 2100 xg durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o
pellet de células ressuspenso em 0,32 volumes de tampdo TB gelado. Apds uma incubacdo da
suspensdo celular em gelo durante 10 minutos, esta foi novamente centrifugada a 2100 xg durante 10
minutos a 4°C. O pellet de células foi ressuspenso em 0,08 volumes de tampdo TB gelado. A esta
suspensdo celular foi adiciona DMSO 100% para uma concentragdo final de 7%. Apds uma
incubacdo em gelo durante 10 minutos a suspensao de células competentes foi distribuida para tubos

eppendorf em aliquotas de 100 uL e congelada em azoto liquido.

A soluco de magnésio (Mg®") 2M foi preparados com: 1M de MgCl,. e 1M de MgSQ,. O tamp&o TB
é composto por: 15mM de CaCl,. 250 mM de KCI; e 55mM MnCl,.

6.4 Transformacdes em E. coli DH5a e XL1-Blue pelo método do choque térmico

Todas as transformagoes feitas em células competentes de E. coli DH5a ou XL1-Blue iniciaram-se
com uma incubacdo em gelo e durante 30 minutos da uma amostra de DNA plasmidico ou mistura de
ligacdo plasmideo-fragmento de DNA com uma aliquota de células competentes. De seguida, as
celulas foram sujeitas a um choque térmico de 20 segundos (para E.coli DH5a) ou 45 segundos (para
E. coli XL1-Blue) num banho a 42°C. As células foram novamente colocadas em gelo durante mais 2
minutos sendo de seguida adicionado 900 uL de meio SOC. Seguiu-se uma incubacdo a 37°C durante
1 hora com 180 rpm de agitacéo. Findo este tempo a suspenséo de células foi centrifugada durante 5
minutos a 1700 xg numa centrifuga de bancada (MiniSpin Plus, Eppendorf) e o pellet obtido

ressupenso em 100 uL de sobrenadante. Esta suspensdo de células foi plaqueada em meio LA e
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incubadas durante a noite a 37°C. Para selecéo dos transformantes o meio LA foi suplementado com o

antibidtico a que o plasmideo transformado confere resisténcia.

6.5 Analise do contudo genéetico de colénias de E. coli para identificacdo de
recombinantes — “PCR de colénias”

Apds cada transformacdo de células de E. coli com uma reacdo de ligacdo vetor-fragmento de DNA, a
identificacdo dos clones recombinantes foi feita por PCR de coldnias. Esta técnica permite detetar a
presenca das moléculas de DNA recombinantes no interior de células de E. coli sem que haja a
necessidade da extracdo prévia do seu material genético. Ao longo deste trabalho todos os PCR de
colonias foram feitos do seguinte modo: um pouco de massa celular de uma colonia individual de E.
coli foi recolhida com um palito estéril e ressuspendida em 50 pL de H,Opq. As células foram lisadas
num banho a 100°C durante 10 minutos e por agitagdo num vortex. Os detritos celulares foram
recolhidos por centrifugacdo a 9700 xg durante 1 min, ¢ o sobrenadante (15 pL) que contem o material
genético foi usado como base numa reagdo de PCR com um par de primers homélogos a sequéncia de
DNA que se pretendia identificar. Todas as reages foram realizadas num volume final de 30 pL
contendo 2 U de Tag DNA polimerase, 200 uM de cada dNTP, 0,5 uM de cada primer.

A amplificacdo de uma sequéncia de DNA por PCR é conseguida com ciclos repetidos de
desnaturacdo da cadeia dupla de DNA, emparelhamento dos primers homdélogos e que ladeiam a
sequéncia que se pretende amplificar, e extensdo das cadeias de DNA pelo enzima polimerase, sendo

que cada um destes acontecimentos é conseguido a diferentes temperaturas.

Todas as reacdes de PCR de coldnias foram realizadas num termociclador MyCycler™ da BioRAD

com o seguinte programa de amplificacéo:

- desnaturacéo inicial: 95°C, 5 min;

trinta e cinco ciclos repetidos de:
- desnaturacéo: 95°C, 45s;
- emparelhamento dos primers: Ta°C, 45s, sendo Ta a temperatura de emparelhamento
(ou temperatura de annealing). Esta temperatura dependente diretamente do tamanho
e composicdo de cada par de primers utilizado;
- extensdo: 68°C, 1min/kb;

- extensdo final: 68°C, 10 min.

Os produtos das reacfes de amplificagdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose. As
colonias em que houve amplificagdo de um fragmento de DNA com o tamanho esperado séo

considerados potencias clones recombinantes.

28



Materiais e Métodos

6.6 Desfosforilagdes de cadeias de DNA plasmidico lineares

Para evitar a recircularizagdo e assim aumentar a eficiéncia de clonagem, apés clivagem as moléculas
de DNA plasmidico foram incubadas com o enzima fosfatase alcalina Shrimp (SAP) que permite a
remocédo dos grupos fosfatos das extremidades 5°das moléculas de DNA. Para isso, as moléculas de
DNA plasmidico na forma linear foram incubadas com aproximadamente 1 U de SAP por cada 0,2
pmol de DNA durante 1 hora a 37°C. Por fim, 0 enzima foi inativado por aquecimento da reacdo de
desfosforilacdo a 65°C durante 15 minutos e 0 DNA plasmidico purificado desta reacdo com o kit
QIAquick PCR Purification.

6.7 Stocks de estirpes bacterianas

O armazenamento de exemplares de clones de E. coli e S. aureus, foi conseguido por congelagéo a
—80°C de aliquotas de cultura liquida contendo 21 % de glicerol.

6.8 Sequenciacgdes de cadeias de nucledtidicas

Todas as sequenciacGes de moléculas de DNA realizadas neste trabalho foram efetuadas pelos

laboratérios da Stabvida.

6.9 Eletroforese em gel de agarose

Todas as analises de amostras de DNA foram realizadas por eletroforese em gel de agarose. Esta
técnica permite separar os fragmentos de DNA com diferentes tamanhos numa rede de agarose por
aplicacdo de uma campo elétrico — a pH neutro os acidos nucleicos sdo carregados negativamente,
pelo que quando aplicado uma campo elétrico as moléculas de DNA migram em direcéo ao elétrodo

positivo.

Todos os géis de agarose, quer qualitativos quer preparativos foram preparados com UltraPure™
Agarose da Invitrogen em tampdo TAE 1x e com corante de DNA SYBR Safe da Invitrogen. A
eletroforese foi realizada com o gel de agarose submerso em tampéo TAE 1x e por aplicagdo de uma
corrente de 80 V. Todas as amostra de DNA foram aplicadas em gel com 1/6 de volume de tampéo de
corrida (loading buffer). Apds a corrida em gel, os fragmentos de DNA foram observados sob uma
lampada de luz ultravioleta. A separacdo de fragmentos de DNA com tamanhos entre 100 bp e 1000
bp foram realizadas em géis de agarose 2% (m/v) e a separacdo de fragmentos com tamanhos entre
500 bp a 10 000 bp em géis de agarose 1% (m/v).
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O tampéo TAE 1x foi preparado por diluicdo de tampéo stock TAE 50x que por sua vez foi preparado
com 242 g/L de Tris, 57,1 mL/L de &cido acético glacial e 100 mL/L de EDTA 0,5M pH=8.

O tampdo de corrida é composto por: 2,5 g/L de azul de bromofenol, 2,5 g/L de xileno cianol FF e 150
g/L de Ficoll tipo 400. Este tamp&o confere cor e aumenta a densidade da amostra para facilitar o
processo de aplicacdo em gel, e possui corantes que permitem controlar a frente de corrida da amostra
no gel.

6.10 Quantificacdo de amostras de DNA e RNA

As concentragfes de todas as amostras de DNA e RNA foram determinadas utilizando um
espetrofotometro NanoDrop 2000c da ThermoScientif. A concentracdo é calculada automaticamente
a partir da medi¢do da absorvancia de 2 pl de amostra a 260 nm. O calculo do nimero de ng/uL de

DNA ou RNA é realizado através da férmula:
c=(A X €)/b

em que: ¢ = concentracdo dos acidos nucleicos em ng/ul; A = valor da absorvancia a 260 nm; ¢ =
quoficiente de extincdo dependente do comprimento de onda (ng-cm/uL); ¢ b = 1,0 cm. Na
determinagdo de concentragfes de DNA em cadeia dupla o quoficiente de extin¢do usado é 50 ng-

cm/pL. Para amostras de RNA ¢ usado um quoficiente de 40 ng-cm/pL.

7. Pesquisa de potenciais proteinas da familia NsrR em S. aureus

Com a sequéncia de aminoacidos da proteina NsrR de Bacillus subtillis realizou-se uma pesquisa por
sequéncias peptidicas homologas em bases de dados de genomas de S. aureus usando o algoritmo
BLAST. No genoma da estipe de S. aureus NCTC 8525 foi identificada a proteina hipotética
SAOUHSC_01732, com uma identidade de 28%, que possuia a particularidade de conter 3 residuos de
cisteina, ao contrario de outras sequéncias peptidicas identificadas em diferentes sub-espécies de S.
aureus. Para a confirmacdo da sequéncia de nucleétido, descrita na base de dados, que codifica a
proteina SAOUHSC 01732, um fragmento de DNA de 689 pares de bases (bp) que inclui a totalidade
do gene SAOUHSC 01732, foi amplificado por PCR numa reacdo com 100 ng de DNA gendémico de
S. aureus NCTC8325-4, 2,5 U de enzima FastStart High Fidelity e 0,4 pM de cada primer nsrR_up e
nstR_down, num volume final de 50 uL. A reacdo de PCR foi realizada com as seguintes condigdes:
um ciclo de 95°C 45s (desnaturacéo inicial), trinta e cinco ciclos de 95°C 45s, 52°C 45s, 68°C 60s

(desnaturacdo, emparelhamento, extensdo) e um ciclo de 68°C 10 min (extensdo final). Os fragmentos
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de DNA amplificados foram purificados da mistura de PCR com o kit QIAquick PCR Purification e 2
ng deste foram incubados com o plasmideo pUC18 (ver Anexo 2), previamente digerido com o enzima
Smal que origina extremidade cegas, e enzima T4 DNA ligase. A mistura de ligagdo foi transformada
em E. coli DH5a e as células transformantes selecionadas em meio LA suplementado com ampicilina,
IPTG e X-Gal. A estirpe DHS5a possui uma mutagdo lacZAM15 que origina um polipéptido
incompleto (sem os aminoacidos 11 a 41) de uma B-galactosidase. Por sua vez, o plasmideo pUC18
possui um gene lacZa, cuja expressao pode ser induzida por IPTG, que codifica um polipéptido a (os
primeiros 146 aminoacidos) que complementa a fun¢do dessa B-galactosidase ndo funcional. Células
transformadas com pUC18 ndo recombinante, expressam ambos os fragmentos do enzima e que juntos
formam uma B-galactosidase capaz de hidrolisar o substrato incolor X-gal originando um pigmento
que confere uma coloragdo azul as colonias. Quando a clonagem de um fragmento de DNA no
polylinker do plasmideo é bem-sucedida o gene lacZo é interrompido e logo o polipéptido o da B-
galactosidase ndo € expresso. Como ndo se da a hidrolise do substrato X-gal as colénias permanecem
brancas, sendo estas identificadas como potenciais clones recombinantes. Deste modo, apenas as
coldnias brancas foram entdo analisadas por PCR de col6nias usando os primers M13F e M13R que
ladeiam a regido do polylinker dos plasmideo pUC18 onde foi clonado o fragmento de DNA. Uma das
colonias onde foi detetado o plasmideo recombinante foi cultivada em meio LB suplementado
ampicilina, e o plasmideo extraido das células com o kit apropriado. Para uma confirmacao adicional o
plasmideo recombinante foi digerido com o enzima Mfel, que possui um local de reconhecimento na

sequéncia de DNA clonada no vetor. Por fim, o plasmideo recombinante foi sequenciado.

8. Silenciamento dos genes srrAB e ric de S. aureus NCTC 8325

8.1 Construcao do plasmideo pSP64E/srrA

Para a construcdo de um plasmideo para a disrup¢do dos genes codificantes do regulador SrrAB, um
fragmento interno de 493 bp do gene srrA de S. aureus NCTC 8325 (SAOUHSC _01586) foi
amplificado por PCR numa reagdo contendo 100 ng de DNA gendémico de S. aureus NCTC8325, 2 U
de Taq DNA polimerase, 200 pM de dNTP’s e 0,5 uM dos primers mssrAB_up e msrrAB_low, num
volume final de 50 pL. O programa de amplificagéo utilizado foi o seguinte: um ciclo a 94°C 5 min;
trinta e cinco ciclos repetidos a 94°C 45 s, 51°C 45s, 68°C 45s; um ciclo a 68°C 10 min. Para ligacdo
do fragmento do gene srrA amplificado com o plasmideo pSP64E (ver Anexo 3), este fragmento foi
purificado da mistura de amplificagio com o kit QIlAquick PCR purification e digerido
sequencialmente com os enzimas de restricdo BamHI e Sacl. A ligagéo foi feita com o enzima T4
DNA ligase por incubagdo de aproximadamente 350 ng do fragmento de DNA com o plasmideo

pSP64E digerido de igual modo e desfosforilado. A reacéo de ligagdo foi transformada em células de
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E. coli XL1-Blue competentes e os transformantes selecionados em placa de meio LA suplementado
com ampicilina e tetraciclina. As colonias resistentes foram analisadas por PCR de col6nias com os
primers mssrAB_up e msrrAB_low para identificagdo dos clones recombinantes. Uma vez
identificado uma coldnia contendo o plasmideo recombinante pSP64E/srrA, este foi replicado em
meio LB suplementado com ampicilina e tetraciclina e extraido das células de E. coli com o kit
apropriado. Para uma adicional confirmacdo da clonagem do plasmideo pSP64E/srrA este foi digerido

com o enzima EcoRl e o padréo de restricdo analisado por eletroforese em gel de agarose.

8.2 Construcao do plasmideo pSP64E/ric

Um fragmento do gene ric com 495 bp (SAOUHSC_00229) foi amplificado por PCR numa reacédo
contendo 100 ng de DNA gendmico de S. aureus NCTC8325, 2 U de Taq DNA polimerase, 200 uM
de ANTP’s e 0,5 uM dos primers scdA_up e scdA_down, num volume final de 50 pL. O programa de
amplificacdo usado foi o seguinte: 1 ciclo de 94°C 5 min; 35 ciclos de 94°C 45 s, 55°C 45s, 68°C 45s;
e um ciclo final de 68°C 10 min. O DNA amplificado foi analisado por eletroforese em gel de agarose.
Devido a presenca de fragmentos de DNA amplificados por emparelhamento inespecifico dos primers
usados, a banda visivel em gel de agarose com aproximadamente 500 bp, e que correspondia ao
fragmento de DNA que se pretendia amplificar, foi recortado do gel e 0 DNA extraido com o kit
apropriado para este fim. De seguida, este fragmento de DNA foi digerido com os enzimas de restri¢do
EcoRI e BamHI e usados aproximadamente 400 ng numa reacdo de ligacdo ao plasmideo pSP64E,
previamente digerido de igual modo e desfosforilado. Células de E. coli XL1-Blue competentes foram
transformadas com a reacdo de ligacdo e plagueadas em meio LA suplementado com ampicilina e
tetraciclina para selecéo dos transformantes. As colodnias resistentes foram analisadas por PCR usando
os primers scdA_up e scdA_down para identificagdo dos clones recombinantes. Uma das coldnias
identificadas como contendo o plasmideo recombinante pSP64E/ric foi cultivada em meio LB,
suplementado com os respetivos antibidticos, para replicacdo e extracdo do plasmideo. A construcdo
correta do plasmideo recombinante pSP64E/scdA extraido, foi ainda confirmada por digestdo
enzimatica com os enzimas EcoRI e Sall e o padréo de restricdo analisado por eletroforese em gel de

agarose. Este plasmideo recombinante foi usado para a disrupgdo do gene ric em S. aureus.
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8.3 Eletrotransformacdo de S. aureus RN4220 com as plasmideos recombinantes
pSP64E/srrAB e pSP64E/ric

8.3.1 Preparacéo de celulas de S. aureus RN4220 competentes

Com um ino6culo de células de S. aureus RN4220 cultivado em meio TSB durante a noite inoculou-se
100 mL de meio TSB a 2%. A células foram cultivadas até ser atingida uma Densidade Otica a 600
nm igual a 0,5 altura em que foram recolhidas por centrifugacéo a 8000 xg durante 10 min a 4°C numa
centrifuga Avanti J25-1 (Beckman Coulter). O sobrenadante foi descartado, o pellet de células obtido
ressuspenso em 100 mL de sacarose 0,5 M gelada e novamente centrifugado a 8000 xg durante 10 min
4°C. O sobrenadante foi de novo desprezado e o pellet novamente ressuspenso desta vez em 50 mL de
sacarose 0,5 M. Repetiu-se 0 passo de centrifugacéo e ressuspendeu-se o pellet celular em 300 pL de
sacarose 0,5 M. A suspensdo de células tornadas competentes foi distribuida por varios tubos
eppendorf, previamente arrefecidos, em aliquotas de 50 uL e de imediato congeladas em azoto liquido

e armazenadas a -80°C.

8.3.2 Preparacédo do plasmideo para eletroporacao

Entre 60 a 80 ug de cada plasmideo recombinante psp64E/srrAB e pSP64E/scdA foi precipitados pelo
método de precipitacdo com etanol. Para isso, ao volume total de cada plasmideo adicionou-se 2,5
volumes de etanol 100% gelado e 0,1 volumes de acetato de sédio 3 M pH 5,2. Esta mistura foi
incubada durante 3 horas a -80°C e posteriormente centrifugada durante 30 minutos a 13 000 xg a 4°C.
O pellet de DNA plasmidico obtido ressuspenso em etanol 70% gelado e novamente centrifugada
durante 30 minutos a 13 000 xg a 4°C. O sobrenadante foi retirado com cuidado e o pellet deixado a
secar durante aproximadamente 30 min para que a totalidade do etanol evapora-se. Por fim, este o
pellet de DNA plasmidico foi ressuspenso em 10 pL de H,O estéril e usado na totalidade para a

eletrotransformacéo das células de S. aureus.

8.3.3 Transformacéao de S. aureus RN4220 competentes por eletroporagdo

O processo de eletrotransformacdo iniciou-se com a descongelacdo, a temperatura ambiente, de uma
aliquota de 100 uL células de S. aureus RN4220 eletrocompetentes e incubacdo destas com os 60 a 80
ug de plasmideo recombinante pSP64E/srrAB ou pSP64E/ric durante 30 minutos em gelo. Findo este
tempo, a suspensdo celular misturada com o plasmideo foi transferida para uma cuvette de
eletroporacdo gelada e aplicado um choque tnico de 2,5 KV, 100Q durante 2,5 ms num eletroporador

MicroPulser (Biorad). De imediato, adicionou-se 900 pL. de meio SMMP a aliquota de células
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eletroporadas sendo estas de seguida transferidas para um eppendorf gelado onde ficaram a repousar
em gelo durante 15 minutos. Por fim, estas células foram incubadas a 37°C durante 1,5 horas com
agitacdo de 200 rpm. As células foram recolhidas por centrifugacdo a 1700 xg por 5 minutos,
ressuspensas em 100 uLL de sobrenadante e plaqueadas em meio TSA suplementado com eritromicina.
Apds uma incubagdo a 37°C por aproximadamente 24 a 48 horas as colonias de S. aureus resistentes a

eritromicina foram analisadas [87].

8.3.4 ldentificacdo dos clones de S. aureus RN4220 mutantes

Para identificacdo de coldnias de S. aureus RN4220 que contenham mutagdo pretendida, DNA
cromossomal de cada coldnia resistente a eritromicina foi isolado e analisado por PCR. Para isso, um
pouco de massa celular da cada colénia isolada foi recolhida com um palito estéril e ressuspenssa em
20 pL de tampdo Tris-HCI 10 mM pH 8. Cada suspenséo celular foi incubada com 0,25 mg/mL de
lisostafina de Staphylococcus staphylolyticus a 37°C durante 15 minutos seguidos de 15 minutos a
100°C. Durante este processo a parede celular é degradada, as células lisadas e o material genético
libertado. Estas suspensdes de células lisadas foram centrifugadas para remogéo dos detritos celulares
a 9 700 xg durante 10 minutos. 15 pL de sobrenadante, contendo o DNA total das células, foi entao
analisado numa reac¢do de PCR contendo 2 U de Taq DNA polimerase, 200 uM de cada dANTP e 0,5
uM dos primers srrAB(mut)_up e Erml_comp ou dos primers scdA_cmut e Erml_comp (para
células transformadas com o plasmideo pSP64E/srrAB ou com o plasmideo pSP64E/ric,
respetivamente), num volume final de 30 uL. O programa de amplificagdo usado foi o seguinte: um
ciclo de 94°C 5 min; trinta e cinco ciclos de 94°C 45 s, 52°C 45s, 68°C 45s; e um ciclo final de 68°C

10 min.

8.4 Mutac0es de S. aureus com o plasmideo termosensivel pMAD
8.4.1 Construgdo do plasmideo recombinante pMAD/srrA/kan

Toda a construcdo do fragmento para disrupcdo do gene srrA (fragmento srrA/kan) foi inicialmente
feita no vetor pUC18 e s6 posteriormente transferida para o plasmideo pMAD. Este processo iniciou-
se com a amplificacdo de um fragmento de DNA de 1959 bp contendo a totalidade do gene srrA (726
bp) a partir de DNA gendmico de S. aureus NCTC 8325. A reacdo de amplificacdo por PCR foi
preparada com 100 ng de DNA gendmico de S. aureus NCTC8325-4, 2,5 U de enzima FastStart High
Fidelity, 200 uM de dNTPs e 0,4 uM de cada primer srrAB_01 e srrAB_02, num volume final de 50
uL. O programa de amplificagdo utilizado foi o seguinte: um ciclo de deshaturagdo a 95°C por 3 min;
trinta e cinco ciclos repetidos de 95°C 45s, 54°C 45s, 68°C 2 min; um ciclo final de 68°C 8 min. O
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fragmento de DNA foi purificado da reacdo de PCR e digerido sequencialmente com o0s enzimas de
restricdo BamHI e Hindlll. De seguida, 800 ng deste fragmento de DNA foi incubado com o vetor
pUC18, previamente digerido de igual modo e desfosforilado, numa reacdo de ligacdo. Esta reagéo foi
transformada em células de E. coli XL1-Blue competentes sendo os transformantes selecionados em
placas de meio LA suplementado com ampicilina, X-Gal e IPTG. Para identificacdo dos clones
recombinantes, as coldnias brancas foram analisadas por PCR de col6nias com os primers que ladeam
o0 polylinker do vetor pUC18, M13 foward e M13_reverse. Identificado um clone recombinante, este
foi cultivado em LB suplementado com ampicilina e 0 DNA plasmidico extraido de um pellet de
células. Uma adicional confirmagdo da correta constru¢do do plasmideo pUC18/srrA foi efetuada por
digestdo enzimatica com os enzimas Hindlll e Sacl que clivam o plasmideo recombinante antes e

depois do fragmento de DNA clonado.

De seguida, o plasmideo recombinante pUC18/srrA foi modificado por mutagénese sitio-especifica in
vitro de modo a substituir o nucleétido de adenina n® 992 por um nucle6tido de citosina (contando a
partir da extremidade BamHI do fragmento srrA), criando assim um local de restricdo Clal
aproximadamente a meio do fragmento de DNA clonado. Para isso foi usado o kit QuikChange Il Site-
Directed Mutagenesis. A mutagénese é conseguida usando um par de primers contendo a mutagdo
pretendida, e que emparelham em cadeias opostas da molécula de DNA plasmidico de cadeia dupla
gue pretendemos modificar, e um enzima DNA polimerase PfuUltra high-fidelity que sintetiza novas
cadeias de DNA plasmidico por extensdo destes primers. A mutagdo do plasmideo recombinante foi
conseguida numa reacgdo contendo: 40 ng de plasmideo pUC18/srrA em cadeia dupla e metilado
(plasmideo replicado em células de E. coli dam®), 1 uL de mistura de dNTPs, 2,5 U de enzima
PfuUltra high-fidelity e 125 ng de cada primer srrAB_al929c e srrAB_al929c_antisense com um
volume final de 50ul. A reagdo foi realizada num termociclador tendo sido usado o seguinte
programa: um ciclo de 95°C 30s e dezasseis ciclos repetidos de 95°C 30s, 55°C 1 min, 68°C 4 min e
50s. De seguida, os produtos desta reagdo foram tratados com o enzima endonuclease Dpnl, que cliva
especificamente cadeias de DNA metilado, de modo a digerir as cadeias de DNA plasmidico parental,
selecionando-se assim as cadeias de DNA sintetizadas que contém a mutagdo. Por fim, esta mistura
reacional tratada com Dpnl foi transformada em células de E. coli XL1-Blue para replicacdo do
plasmideo mutado — pUC18/srrA(Clal). Uma das colodnias transformantes, previamente selecionada
em meio LA suplementado com ampicilina, foi cultivada em meio LB, também suplementado com o
mesmo antibidtico, para replicacdo e extracdo do plasmideo mutado. Para confirmagdo da presenca do
local de restricdo criado o plasmideo foi digerido com o enzima Clal. Para garantir que este local de

restri¢do se encontrava no local pretendido o plasmideo foi também sequenciado.

Um gene de resisténcia a canamicina foi obtido a partir do plasmideo pDG782, um vetor recombinante
de replicacdo em E. coli contendo este gene clonado no seu polylinker. O isolamento da sequéncia que

codifica o gene de resisténcia, com aproximadamente 1500 bp, foi conseguido em trés passos: digestao
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este plasmideo com o enzima de restricdo Clal; separagdo dos fragmentos de DNA resultantes da
digestdo, por eletroforese em gel de agarose 1%; e extracdo do gel do fragmento correspondente ao
gene de resisténcia (fragmento de 1500 bp) com recurso ao kit apropriado. Este fragmento de DNA foi
entdo clonado no local de restricdo Clal construido por mutagénese no plasmideo recombinante
pUCL18/srrA. Para isso, o plasmideo pUC18/srrA(Clal) digerido e desfosforilado foi incubado com 170
ng do fragmento de DNA codificando o gene de resisténcia & canamicina numa reacao de ligagdo com
enzima ligase. Esta reacdo foi transformada em células de E. coli XL1-Blue e os transformantes
selecionados em meio LA suplementado com ampicilina. Os clones recombinantes foram identificados
por PCR de col6nias usando os primers kanR_up e kanR_low gque emparelham no interior do gene de
resisténcia clonado. Um dos clones identificados foi cultivado em meio LB suplementado com
ampicilina para replicacdo e extracdo do plasmideo recombinante pUC18/srrA/kan. Também aqui, a
ligacdo foi confirmada por digestdo enzimatica, tendo para isso sido usado o enzima Clal, que no

plasmideo recombinante passa a ter locais de restri¢do antes de depois do gene de resisténcia clonado.

Nesta Gltima fase, o fragmento de DNA srrA/kan construido no vetor pUC18, e que possui uma
extensdo total de 3 457 bp, foi amplificado a partir do plasmideo recombinante pUC18/srrA/kan, para
de seguida poder ser clonado no vetor final pMAD. A amplificagdo deste fragmento de DNA foi feita
por PCR numa reacdo contendo: 3 ng de plasmideo pUC18/srrA/kan, 200 uM de dNTPs, 1 U de DNA
polimerase Phusion High-Fidelity e 0,5 uM de cada primer srrAB_01 e srrAB_02 num volume final
de 50 pL. O programa de amplifica¢do usado foi o seguinte: um ciclo inicial de desnaturacdo de 98°C
30s; trinta e cinco ciclos repetidos de 98°C 10s, 60°C 30s, 72°C 55s; um ciclo final de extensdo de
72°C 10 min. O plasmideo pMAD clivado com o enzima Smal, que origina extremidades cegas, e
desfosforilado, foi incubado com aproximadamente 1 pg do fragmento de DNA srrA/kan (que foi
amplificado com extremidades cegas) e o enzima ligase. Findo o periodo de incubacéo, esta reacéo de
ligacdo foi transformada em células de E. coli XL1-Blue. Os transformantes foram selecionados em
meio LA suplementado com ampicilina a uma temperatura de 30°C. A identificacdo de clones
recombinantes foi realizada por PCR de coldnias com os primers msrrAB_up e kan_low. Apés a
extracdo de plasmideo de um clone recombinante cultivado em meio LB este foi digerido com os

enzimas Ncol e Sacl para confirmacéo da ligacdo plasmideo-fragmento de DNA.

8.4.2 Construcao do plasmideo pMAD/ric/kan

A estratégia usada para a construcdo o plasmideo pMAD/ric/kan foi semelhante & usada para a
construcdo do plasmideo pMAD/srrAB/kan. Resumidamente, um fragmento de DNA com 1847 bp,
contendo a totalidade do gene ric, foi amplificado por PCR com o enzima FastStart High Fidelity e os
primers scdA 01 e scdA 02 a partir de DNA genomico de S. aureus NCTC 8325. Devido a

amplificacdo de fragmentos de DNA inespecificos, o fragmento de DNA pretendido, com
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aproximadamente 1,8 kb foi purificado por extracdo de gel de agarose. De seguida, este foi digerido
sequencialmente com os enzima BamHI e Hindlll e clonado em pUC18 dando origem ao plasmideo
pUCL18/ric. Para confirmacgdo da correta ligacdo vetor-fragmento de DNA, plasmideo extraido de um
clone recombinante foi digerido com os os enzimas Hindlll e Sacl. O plasmideo recombinante
pUC18/ric foi entdo modificado por mutagénese sitio-especifica com os primers scdA_al817t e
scdA_al817t_anti para substituicdo do nucle6tido de adenina n°® 1154 por um nucle6tido de timina e
assim criacdo de uma local de restricdo Clal aproximadamente a meio do fragmento de DNA clonado
no vetor (contando a partir da extremidade BamHI). Neste local foi introduzido um gene de resisténcia
a canamicina obtida a partir do plasmideo de replicacdo em E. coli pDG782. Por fim, a fragmento de
3,5 kb construido no vector pUC18 foi amplificado por PCR com o enzima DNA polimerase Phusion
High-Fidelity e os primers scdA_01 e scdA_02. O fragmento de DNA, que possui extremidades cegas,
foi entdo incubado com o vetor pMAD digerido com Smal e enzima ligase. A reacdo de ligagéo foi
transformada em células de E. coli XL1-Blue e os transformantes foram selecionados em meio LA
suplementado com ampicilina com incubacdo a 30°C. Por sua vez, os clones recombinantes foram
identificados por PCR de col6nias com os primers scdA up e kanR_low. Apds a extracdo de
plasmideo de um clone recombinante cultivada em meio LB este foi digerido com os enzimas Ncol e

Sacl para confirmacdo da ligacdo plasmideo-fragmento de DNA.

Todos os passos aqui omitidos foram realizados & semelhanca do anteriormente descrito no ponto
8.4.1.

9. Niveis de expressdo do gene ric nas estirpes mutadas NCTC8325 Afur e

NCTC 8325 AperR

9.1 Confirmacao das mutacoes AperR e Afur

As estirpes de S. aureus MJHO001 (AperR) e MJHO10 (Afur) utilizadas neste trabalho, que possuem 0s
genes que codificam os reguladores PerR e Fur silenciados, foram gentilmente cedidos pelo Dr. J.

Foster.

Cada uma destas estirpes foi cultivada em meio sélido TSA suplementado com 5 pg/mL de tetraciclina
(para a estirpe AperR) ou 50 pug/mL de canamicina (para a estirpe Afur) e analisadas por PCR para
confirmacdo da presenca dos genes de resisténcia que interrompem os genes perR e fur. Para isso, um
pouco de massa celular de uma colonia foi recolhida e ressuspensa em 20 pL de tampdo Tris-HCI 10
mM pH 8. Estas céelulas foram lisadas por incubacdo com 0,25 mg/mL de lisostafina a 37°C durante 15

minutos seguidos de 15 minutos a 100°C. As suspensdes de células lisadas foram entdo centrifugadas a
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9 700 xg durante 10 minutos e 15 pL. de sobrenadante analisados por PCR numa reagdo contendo 2 U
de Taq DNA polimerase, 200 uM de cada ANTP e 0,5 pM dos primers perR_OL7 e kan_comp ou dos
primers OL30(fur) e OL31(fur), que permitem a detecdo da presenca dos genes de resisténcia que
silenciam os genes perR e fur, respetivamente. O programa de amplificacdo usado foi o seguinte: um
ciclo de 94°C 5 min; trinta e cinco ciclos repetidos de 94°C 45 s, 51°C 2 min, 68°C 45s; e um ciclo
final de 68°C 10 min. A extensdo dos fragmentos amplificados foi determinada por eletroforese em gel

de agarose.

9.2 Crescimentos celulares e recolha de células para isolamento de RNA total

Os ensaios experimentais para determinagcdo dos niveis transcricionais do gene ric de S. aureus
iniciaram-se com o crescimento e recolha de células de S. aureus NCTC 8325-4 (estirpe selvagem), S.
aureus AperR e S. aureus Afur. Para isso, uma cultura celular de cada estirpe, cultivada durante a noite
em meio TSB (estirpe selvagem) ou em meio TSB suplementado com canamicina ou tetraciclina
(estirpes AperR e Afur, respetivamente), foi diluida em 20 mL de meio LB de modo a que cada cultura
celular fosse iniciada com uma densidade 6tica (D.Oggonm) igual a 0,1. As células de S. aureus foram
entdo cultivadas em condigdes aerdbias (erlenmeyer com 1/5 do volume total preenchido) a 37°C com
150 rpm de agitacdo até atingirem uma D.Ogonm igual a 1. Ap6s 15 minutos, foi adicionado
aproximadamente 2 mL de solucdo de paragem de fenol 5% em etanol (pH 4,3) a 15 mL de cultura
celular e esta mistura centrifugada, em tubos JA-20, a 7 000 xg durante 5 minutos numa centrifuga
Avanti J25-1. O pellet de células obtido foi de imediato congelado em azoto liquido e conservado a
—80°C.

9.3 Extracédo do RNA total e purificacio

O RNA total das células recolhidas foi extraido com o kit High Pure RNA Isolation. Para isso, cada
pellet de células foi lentamente descongelado em gelo, ressuspenso em 400 pL de tampao Tris-HCI 10
mM pH 8,0 e incubado por 30 min a 37°C com 1 mg/mL de lisozima e 19 mg/mL de lisostafina. O
restante procedimento de extracdo do RNA foi efetuado com as solucBes do kit e segundo as
instrucbes do fabricante: as células previamente tratadas foram lisadas com um tampdo de lise,
composto por guanidina-HCI, Tris-HCI e Triton X-100. De seguida, o lisado celular foi aplicado numa
coluna cuja matriz liga seletivamente todos os &cidos nucleicos (RNA e DNA), permitindo assim, a
eliminacdo dos detritos celular e restantes contaminantes em varios passos de centrifugacdo por
aplicacdo de tampdes a base de etanol. No final, 0 RNA total (e moléculas de DNA) foi eluido da

coluna com H,O livre de Rnases. Para eliminacdo das moléculas de DNA foi usado o kit Turbo DNA-
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free: as amostras foram tratadas com pelo menos 8 U de Turbo DNase, uma versdo do enzima DNase |
com uma eficiéncia catalitica 350x maior, durante 1 hora a 37°C. Findo este tempo, o0 enzima é
removido da amostra por aplicacdo de um reagente de inativacdo, fornecido com o kit, que permite
remogdo rapida do enzima sem necessidade de recorrer aos métodos mais tradicionais de extragdo com
recurso a solventes organicos como o fenol e cloroférmio. Para garantir que todo o DNA contaminante
foi eliminado da amostra de RNA total, este foi analisado por PCR com o enzima Tag DNA
polimerase e os primers scdA_up e scdA_down gue apenas emparelharam e amplificam um fragmento

de DNA caso as moléculas de DNA ndo tenha sido totalmente eleminadas.

A qualidade das amostras de RNA, no que diz respeito a integridade da moléculas de RNA e auséncia
de contaminantes proteicos, foi monitorizada por eletroforese em gel de agarose 1% e por analise
espetrofotométrica através a determinacdo da razdo entre as absorvancias da amostra a 260 nm e 280

nm, respetivamente.

9.4 Sintese de cDNA e avaliagdo dos niveis de expressdo do gene ric

Os niveis de transcricdo do gene ric em cada uma das estirpes de S. aureus em estudo foram entéo
avaliados pelo método semi-quantitativo de RT-PCR. Para isso, 2 pg de RNA total extraido das
células de S. aureus das estirpes selvagem, Afur e AperR, foram entdo convertido em DNA
complementar (cDNA) numa reagdo catalisada pelo enzima transcriptase reversa Transcriptor High
Fidelity e usando os primers aleatorios (random hexamer primers). Esta reacdo foi realizada num
termociclador segundo as instrugdes do kit Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis usado. Por sua
vez, este cCDNA sintetizado foi usado numa reagao de PCR contendo 2 uL de cDNA 4 %, 2 U de Taq
DNA polimerase 200 uM de dNTPs e 0,5 uM de cada primer scdA_up e scdA_down. O programa de
amplificacdo foi o seguinte: 1 ciclo de 94°C 5 min; 35 ciclos de 94°C 45 s, 55°C 45s, 68°C 45s; e um
ciclo final de 68°C 10 min. Durante este PCR os transcritos do gene ric (convertidos em cDNA) sdo
amplificados, sendo que o nivel de amplificacdo é proporcional a quantidade de transcrito do gene
presente na amostra de RNA total extraido. Os produtos destas amplificacdes foram entdo aplicados
em gel de agarose e as intensidades das bandas, que refletem a quantidade de produto amplificado,
comparadas. Para garantir que se estava a analisar quantidades de RNA equivalentes, 0s niveis
transcrito do gene de expressdo constante 16S rRNA foram também avaliados usando os primes
16S_up e 16S_down. Para cada estirpe em estudo, estes ensaios foram realizados para duas culturas de

S. aureus independentes.
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1. Confirmacéo da sequéncia de nucleétidos do gene SAOUHSC 01732 de

S. aureus

A proteina de ferro-enxofre NsrR é um repressor transcricional especificamente dedicado a detecéo de
moléculas de éxido nitrico (NO) numa grande variedade de bactérias. Em E. coli, por exemplo, este
regulador controla a expressdo de diversos genes que codificam enzimas necessarios a protecdo da
célula contra os efeitos nocivos desta molécula, entre os quais estd incluido o gene que codifica a
proteina de reparacdo de centros de ferro Ric [88]. A atividade do regulador NsrR é modulada pelo
NO através da interagcdo com o seu centro de ferro-enxofre. Com o centro nitrosilado o regulador deixa
de se conseguir ligar ao DNA e o0s genes por si reprimidos sdo expressos [89]. O centro de ferro-
enxofre, essencial para a atividade deste regulador, encontra-se coordenado a trés residuos de cisteina

gue sdo conservados entre as diversas proteinas da familia de NsrR [90].

Com o objetivo de detetar em S. aureus potenciais proteinas homdlogas a NsrR foi usado o algoritmo
Blast para realizar uma pesquisa nas bases de dados de proteomas de vérias estirpes de S. aureus por
sequéncias peptidicas semelhantes a proteina NsrR de Bacillus subtillis. Nesta pesquisa foram
identificadas as proteinas hipotéticas SAV1626 de S. aureus Mu50, SA1453 de S. aureus N315 e
MW1576 de S. aurues MW2, com aproximadamente 28% de identidade, e a proteina
SAQUHSC 01732 de S. aureus NCTC 8325 com aproximadamente 30% de identidade. As trés
primeiras possuem na sua sequéncia peptidica apenas um residuo de cisteina. Com apenas uma
cisteina ndo é possivel que estas proteinas liguem um centro de ferro-enxofre, pelo que foi descartada
a hipdtese destas constituirem potenciais homoélogos de NsrR. Ja a proteina hipotética
SAQOUHSC 01732 identificada na estirpe de S. aureus NCTC 8325, apesar de diferir das restantes
apenas nos Ultimos aminoéacidos da sua sequéncia peptidica, estava descrita como contendo trés

residuos de cisteina (Figura 11).
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Figura 11: Sequéncias peptidicas das proteinas hipotéticas de diferentes estirpes de S. aureus que possuem a maior
identidade com a proteina NsrR de Bacillus subtillis. As proteinas hipotéticas SAV1626 de S. aureus Mu50, SA1453 de
S. aureus N315 e MW1576 de S. aurues MW2 possuem 30% de identidade com a proteina NsrR de B. subtillis
(nsrR_Bsubt) e séo iguais entre si. Estas sdo compostas por apenas um residuo de cisteina. A proteina hipotética
SAOUHSC_01732 (SAOUHSC_01) identificada no na estirpe NCTC8325 possui uma identidade de 28% com a proteina
NsrR de B. subtillis e contem trés residuos de cisteina, apesar da sua sequéncia peptidica diferir das restantes proteinas
hipotéticas identificadas em S. aureus apenas nos ultimos 15 aminodcidos. Os residuos de cisteina das sequéncias das
proteinas de S. aureus encontram-se assinalados por circulos a vermelho. Os trés residuos cisteina da proteina NsrR de B.
subtillis que ligam o centro de ferro-enxofre encontram-se assinalados por setas a laranja.

Para confirmar se de facto a proteina hipotética SAOUHSC_01732 de S. aureus NCTC 8325 possui
mais dois residuos de cisteina do que as proteinas identificadas nas outras estirpes de S. aureus, a
regido do genoma descrito como codificante desta proteina foi amplificada por PCR. Este fragmento
de DNA com 689 bp foi incubado com o vetor pUC18, previamente digerido com o enzima de
restricdo Smal, que origina extremidades cegas, e 0 enzima ligase. Esta reacdo de ligacdo foi
transformada em células de E. coli DH5a e os clones recombinantes foram selecionados em meio LA
suplementado com ampicilina, IPTG e X-gal. Os potenciais clones recombinante sdo selecionados pela
sua coloragdo branca — os vetores pUC18 recombinantes possuem o gene lacZo. interrompido, pelo que
ndo ocorre a expressdo do polipéptido a capaz de complementar a [3-galactosidase ndo funcional que é
expressa nas células de E. coli DH5a. Quando complementada esta [-galactosidase possui a
capacidade de hidrolisar o substrato X-gal , formando-se um pigmento que confere uma coloragéo azul
as colonias. O conteido genético das coldnias brancas foi entdo analisado por PCR para identificagcdo
dos clones que realmente continham o vetor ligado ao fragmento de DNA de 689 bp. O vetor
recombinante extraido de um dos potenciais clones recombinantes identificados foi digerido com o
enzima de restricdo Mfel, que possui um Unico local de reconhecimento no interior do gene
SAOUHSC_01732 clonado. Os produtos desta digestdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose, tendo sido identificada uma banda simples correspondente a um fragmento de DNA na forma
linear com aproximadamente 3300 bp, o que corresponde a soma do tamanho do vetor pUC18 (2686
bp) com o tamanho do fragmento clonado (689 bp) (Figura 12). Este vetor foi entdo sequenciado para

confirmacdo da sequéncia de nucle6tidos que codifica a proteina SAOUHSC_01732.
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Figura 12: Confirmacao por digestdo enzimatica da correta clonagem do fragmento de DNA SAOUHSC_01732 de
S. aureus em pUC18. (A) Mapa do plasmideo recombinante pUC18/S_01732 que resultou da clonagem de uma
fragmento de DNA que inclui a sequéncia do gene SAOUHSC_01732 de S. aureus em pUC18. O plasmideo
recombinante possui um Unico local de restrigdo Mfel. Este encontra-se incluido na sequéncia de DNA do fragmento
clonado pelo que foi usado para confirmacdo da correta ligacdo deste fragmento de DNA ao vetor. (B) Eletroforese em
gel de agarose dos produtos resultantes da incubagdo do plasmideo recombinante pUC18/S_01732 com o0 enzima de
restricdo Mfel. A Unica banda visivel correspondente ao tamanho total do plasmideo recombinante (3 375 bp) na forma
linear, confirmando-se assim a presenca do fragmento de DNA clonado.

A comparacdo dos resultados da sequenciagcdo do gene SAOUHSC_01732 com a sequéncia prevista no
genoma de S. aureus permitiu concluir que estas deferiam em um nucleétido de adenina (Figura 13).
A sequéncia real de nucledtidos que figura no genoma na estirpe NCTC8325 codifica uma cadeia
peptidica sem os dois adicionais residuos de cisteina e com uma sequéncia de aminoacidos exatamente
igual as sequéncias das restantes proteinas hipotéticas identificadas nas outras estirpes de S. aureus
analisadas. Deste modo, foi mostrado que a sequéncia da proteina SAOUHSC_01732 presente na base
de dados da estirpe de S. aureus NCTC 8325 estava errada. Uma vez que esta proteina ndo possui 0s
residuos de cisteina necessérios a ligagdo de um centro de ferro-enxofre foi colocada de parte a

hipotese de esta ser uma proteina homologa do regulador NsrR.

Estes resultados foram enviados para a entidade responsavel pela sequenciagdo do genoma de S.

aureus NCTC8325 a fim de procederem a sua correcao.
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80 * 100 * 120 * 140
1 : 2 C GCTC STGATTTATATTTA c 5
2 : ATA \TTG ATTTATATTTA

380 * 400 * 420

2 . GCGGBBTHTGTBGBTBCBEGTGHBGBTTTBGBCGGHTHCBTGTTTTBTBT:

Stop

Figura 13: A sequéncia do gene SAOUHSC_01732 descrita na base de dados do genoma de S. aureus NCTC 8325 ndo
corresponde a sequéncia real de nucledtidos presente no genoma desta estirpe. O alinhamento entre a sequéncia de
nucledtidos do gene SAOUHSC_01732 (1), constante nas bases de dados (sequéncia tedrica), e a sequéncia de nucleétidos
que na realidade figura na mesma regido do genoma de S. aurues NCTC 8325 (2) permitiu identificar a diferenca de uma
base entre sequéncias (seta vermelha). Esta diferenca leva a que cada sequéncia codifique uma sequéncia peptidica diferente
uma vez que ndo possuem a mesma grelha de leitura. O codéo stop de cada sequéncia é assinalado a vermelho.

46



Resultados e Discussao

2. Silenciamento dos genes srrAB de S. aureus

Com o objetivo de analisar se o regulador de dois componentes SrrAB controla a expressdo do gene
gue codifica a proteina Ric de S. aureus, foram desenhadas duas estratégias diferentes para a
construcdo de um mutante que possua o gene SrrA interrompido e consequentemente ndo expresse as

proteinas SrrA e SrrB.

A primeira tentativa de silenciamento do gene srrA foi feita com o plasmideo integrativo pSP64E. Os
principais elementos que compBGem este plasmideo sdo: uma origem de replicacdo reconhecida em E.
coli; um gene que confere resisténcia a ampicilina e que é reconhecida em E. coli; e um gene que
confere resisténcia a eritromicina, do transposdo Tn551, clonado nos locais de restricdo BamHI e Xbal

do polilynker do plasmideo, e que é reconhecido em S. aureus (Figura 14) [84].

EcoRI

Figura 14: Mapa do plasmideo pSP64E. Os principais componentes do plasmideo estdo indicados: gene de resisténcia a
ampicilina para selecdo em E. coli, amp®; gene de resisténcia a eritromicina para selegdo em S. aureus, erm®; origem de
replicagdo em E.coli, ori. Os principais locais de restricdo enzimatica estdo representados segundo a sua posicéo relativa.

Para a mutacdo do gene srrA, foi construido o plasmideo recombinante pSP64E/srrA. Para isso, um
fragmento de DNA interno do gene srrA com 493 bp e extremidades Sacl e BamHI foi incubado com
o plasmideo pSP64E, previamente digerido com os mesmos enzimas de restri¢do, e o enzima T4 DNA
ligase (Figura 15.A). Esta reacdo de ligagdo foi transformado em células de E. coli XL1-Blue
competentes, e ap6s a selecdo dos transformantes em meio LA suplementado com ampicilina, um
clone recombinante, identificado por PCR de coldnias, foi cultivado em meio LB para replicacdo de
extracdo do plasmideo recombinante. A clonagem foi confirmada por digestdo enzimatica do
plasmideo recombinante pSP64E/srrA com o enzima de restricdo EcoRI, que possui dois locais de

reconhecimento neste plasmideo: antes do local de restricdo Sacl e no final da sequéncia clonada
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(junto ao local de restricho BamHI). O padrdo de restricdo, identificado por eletroforese em gel de
agarose dos produtos da digestdo, mostrou ser composto por duas bandas que correspondem a
fragmentos de DNA com aproximadamente 500 bp e 4100 bp, o que confirmou a correta clonagem do
fragmento de DNA no plasmideo pSP64E (Figura 15.B).

(A) (B)

SITA srrB DNA
genémico

Fragmento srrA

- <« 493bp
msrrAB_up msrrAB_low
4000 bp 4100 bp

500 bp
500 bp A

PSP64E/srrA

ermR
Fragmento
SITA

BamHI

Xbal

EcoRI Sacl EcoRI

Figura 15: Esquema da construcdo do plasmideo recombinante pSP64E/srrA. (A) O plasmideo pSP64E/srrA foi
construido amplificando um fragmento de DNA interno do gene srrA com os primers msrtfAB_up e msrrAB_low e
clonando este fragmento nos locais de restricdo Sacl e BamHI do plasmideo pSP64E. (B) Da digestdo do plasmideo
recombinante pSP64E/srrA com o enzima EcoRlI resultaram dois fragmentos de DNA com aproximadamente 500 bp e 4
100 bp (1), o que confirmou que este plasmideo continha o fragmento do gene srrA clonado no local pretendido. M —
marcador 1 kpb da Roht

Por fim, o plasmideo recombinante foi introduzido em células de S. aureus RN4220 competentes. Esta
é uma estirpe derivada de S. aureus NCTC8325 que tolera DNA exdgeno. A introdugdo do plasmideo
nestas células de S. aureus foi conseguida por eletroporagao de 100 pL células eletrocompetentes com
60 a 80 pg de plasmideo recombinante pSP64E/srrA. No interior das células de S. aureus, o plasmideo
tendera a integrar-se no seu DNA gendmico através de um evento de recombinacdo por homologia,
dividindo assim o gene srrA em duas partes incompletas e ndo funcionais. Como o0s genes srrA e srrB,
que codificam os dois componentes que compdem o sistema de regulagdo constituem um operéo, a
disrupcédo do primeiro gene (srrA) impossibilitard também a expressdo do segundo gene (srrB) (Figura
16).
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pSP64E/sITA

ermR
Fragmento

R e )———— DA
genémico

Xbal

SITA srrB
srrAB(mut)_up Erml_comp l
9 e
— ———— = DNA
genémico
9
SITA’ ermR SITA srrB

Figura 16: Representacdo esquematica do processo de mutagdo do gene srrA por integracdo do plasmideo
pPSP64E/srrA. Ap6s introdugdo do plasmideo recombinante em células de S. aureus por eletroporacdo o plasmideo é
integrado no DNA gendémico através de um evento de recombinacdo por homologia. No caso de a recombinagédo ser bem-
sucedida o gene srrA é interrompido por um gene de resisténcia a eritromicina e o operdo srrAB silenciado. Os primers
srrAB(mut)_up e Erm1_comp (representados por setas a preto) foram usados na analise por PCR do DNA gendmico dos
potencias clones de S. aureus mutantes (clone que apresentaram resisténcia a eritromicina apos eletroporacdo) para
confirmacédo da presenca da mutagdo pretendida.

O plasmideo pSP64E é um plasmideo que néo se replica em S. aureus, ou seja, um plasmideo suicida.
Assim, apenas as células em que ocorre a integracdo do DNA plasmidico no genoma € que conservam
0 gene de resisténcia a eritromicina e adquirem a capacidade de crescerem em meio suplementado
com este antibiotico. Deste modo foi feita a selecdo das células de S. aureus eletrotransformadas com
0 plasmideo pSP64E/srrA. Por sua vez, o genoma das colonias resistentes foi analisado por PCR com
o primer srrAB(mut)_up, que emparelha no inicio no gene srrA e fora da regido amplificada e clonada
no plasmideo, e o primer Erm1_comp, que emparelha no inicio do gene de resisténcia a eritromicina
(Figura 16). Um fragmento de DNA amplificado com estes primers, contendo aproximadamente 830
bp seria indicativo de que a integracdo do plasmideo havia ocorrido no local pretendido,
interrompendo o gene srrA, e ndo num local inespecifico do genoma. Na tentativa de obter uma
colonia de S. aureus RN4220 em que o processo de silenciamento do gene tivesse ocorrido
corretamente, foram realizadas diversas eletrotransformacdes independentes e analisadas dezenas de
colonias resistentes a eritromicina. Contudo, em nenhuma das colonias analisadas se confirmou a
presenca da mutacao pretendida.

A extensdo da regido de homologia necessaria para que ocorra a recombinacdo entre o DNA

plasmidico e cromossomal é um dos fatores limitantes a eficiente integracdo do plasmideo. Neste caso
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foi apenas possivel utilizar uma regido de homologia de 493 bp. J& em anteriores estudos, onde
mutacBes em S. aureus foram conseguidas usando a mesma estratégia, as regides de homologias eram
consideravelmente maiores (por exemplo, 0,8 kb e 1,4 kb) [84, 91]. Assim, concluimos que, apesar de

possivel, ndo ocorre integracdo nestas condicdes.

Deste modo, uma segunda estratégia de mutacdo foi considerada para o silenciamento dos genes
srrAB, utilizando o plasmideo pMAD. Este plasmideo permite a criacdo de mutagdes ndo polares em
S. aureus por eventos de recombinacdo homologa do plasmideo com o DNA gendémico. O desenho
deste plasmideo permite que a mutagdo de um gene seja feita por recombinacdo com sequéncias
homologas a regido que ladeia 0 mesmo. Deste modo, a extensdo dessas sequéncias ndo é diretamente
dependente do tamanho do gene, pelo que nos permite utilizar regides consideravelmente maiores do

que a regido utilizada com o plasmideo pSP64E.

pPMAD é um plasmideo shuttle, pelo que possui uma origem de replicacdo em E. coli (codificada pelo
gene pBR322) e uma origem de replicacio em S. aureus (codificada pelo gene pE194%), sendo esta
Gltima sensivel a temperatura. Este é ainda composto por uma regido que confere resisténcia a
ampicilina (amp®), reconhecida em E. coli, e uma regido que confere resiténcia a eritromicina (erm®)
para permitir a sele¢do de transformantes em S. aureus. Adicionalmente, o plasmideo pMAD possui
um gene bgaB que é expresso constitutivamente em S. aureus e que codifica uma B-galactosidase
termoestavel [85]. Quando expressa nas células, esta B-galactosidase hidrolisa o substrato X-gal,

formando-se assim um pigmento que confere uma tonalidade azul as células (Figura 17).

BamHI
Sall
Mlul
EcoRI
Smal
Sall
Ncol
Bglll

Figura 17: Mapa do plasmideo pMAD. Este plasmideo é composto por: duas origens de replicagdo, uma para
replicacio em E. coli (ori PBR22) e outra para S. aureus (ori pE194" ); um gene de resisténcia a ampicilina para
selecéo em E.coli (amp®) ; um gene de resisténcia a eritromicina para selecdo em S. aureus (erm®); um gene que
codifica uma B-galactosidase para identificacdo de transformantes na presenga de X-gal (bgaB); uma regido
polylinker com varios locais Unicos de restricdo para clonagem.
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Usando este plasmideo a estratégia de mutacdo de um gene de S. aureus passa pela clonagem, na
regido do polilynker do plasmideo, de um fragmento de DNA composto por duas regifes homologas
ao local onde pretendemos que ocorra a integracdo, intercaladas por um gene de resisténcia a um
antibidtico que ndo a eritromicina. Um plasmideo recombinante assim construido é depois introduzido
em células de S. aureus RN4220 por electroporacdo, e os transformantes, cultivados a 30°C,
selecionados em meio TSA suplementado com X-Gal, eritromicina e um segundo antibidtico para o
qgual o fragmento clonado no plasmideo confere resisténcia. Uma das coldnias que cresce nestas
condicBes é inoculada em meio liquido e cultivada com agitacdo por um periodo inicial a 30°C
aumentando depois a temperatura de incubagdo para 42°C. Com este aumento da temperatura para
42°C os plasmideos recombinantes perdem a capacidade de replicacdo no interior das células de S.
aureus. O inoculo ¢é plaqueado em meio s6lido suplementado apenas com o segundo antibiotico e X-
gal e as coldnias brancas que crescerem neste meio sdo testadas para aferir se sdo sensiveis ao
antibidtico eritromicina. O objetivo é encontrar col6nias em que tenham ocorrido dois eventos de
recombinagdo, um primeiro evento em que todo o plasmideo pMAD recombinante esteja introduzido
no DNA cromossomal de S. aureus e um segundo evento de recombinacdo durante o qual ocorre a
substituicdo da sequéncia do gene que pretendemos mutar pela sequéncia, clonada inicialmente no
plasmideo, que possui o gene alterado e ndo funcional (Figura 18). Durante este processo, a restante
sequéncia do plasmideo pMAD, que se encontrava integrado no genoma, é também eliminada, pelo
que as colonias perdem a resisténcia a eritromicina ¢ a coloragdo azul resultante da expressdo da f-

galactosidade. Tendo em conta estas caracteristicas sdo selecionados os potenciais clones mutantes.

pPMAD

l 1. Integragéo

A kanR B A B
T 2. Excisdo T
A kanR B

Figura 18: Representagdo esquematica dos dois eventos de recombinagdo que permitem a substituicdo de uma
sequéncia funcional de um gene por uma sequéncia interrompida. Dois fragmentos de DNA, A e B, cada um incluindo
cerca de metade do gene que se pretende silenciar, foram amplificados a partir de DNA gendmico e clonados no plasmideo
PMAD com um gene de resisténcia ao antibiético (por exemplo um gene de resisténcia a canamicina, kan®). No interior das
células de S. aureus o processo de mutagdo ocorrera como consequéncia de dois eventos de recombinacgéo por homologia.
Num primeiro evento de recombinacgdo entre as duas sequéncia homologas A levara a integracdo do plasmideo na DNA
genodmico. Num segundo evento de recombinagdo entre as sequéncias B, ocorrera excisdo do DNA plasmideo integrado e
eliminagdo do gene funcional (A+B). Adaptado de [85]
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Tendo em conta este método de mutacdo de genes de S. aureus usando o vetor pMAD, construiu-se
um fragmento de DNA que permitisse o silenciamento do gene srrA por interrup¢cdo com um gene
resisténcia a canamicina. Para isto, um fragmento de DNA de aproximadamente 2000 bp, incluindo a
totalidade do gene srrA e sequéncias adjacentes foi amplificado por PCR e clonado nos locais de
restricdo BamHI e Hindlll do vetor pUC18. Este plasmideo recombinante foi posteriormente mutado
por mutagénese sitio-especifica (ver Métodos) de modo a gerar um local de restricdo Clal na regido
central da sequéncia do gene srrA. Por sua vez, neste local de restri¢do foi clonado um fragmento de
DNA de aproximadamente 1500 bp codificando um gene que resisténcia a canamicina que é
reconhecido em células de S. aureus. Este fragmento foi obtido por digestdo do plasmideo pDG782,
um plasmideo de replicacdo em E. coli que inclui o gene de resisténcia a canamicina clonado no local
de restricdo Clal do seu polilynker. Deste modo foi construida uma sequéncia de DNA (srrA/kan®),
com aproximadamente 3500 bp, composto por dois segmentos homoélogos a regido do genoma que
pretendemos mutar e um gene de resisténcia a canamicina, clonado entre esses dois segmentos. Por
fim, esta sequéncia de DNA foi amplificada por PCR a partir do vetor recombinante pUC18/srrA/kan®
construido, para poder ser clonada no plasmideo pMAD (Figura 19). Para isso, o plasmideo pMAD,
previamente digerido com o enzima Smal, que origina extremidades cegas, foi incubado com o
fragmento de DNA srrA/kan® e enzima ligase. Esta mistura de ligago foi transformada em células de
E. coli XL1-Blue e os transformantes, selecionados em meio LA suplementado com ampicilina,
analisados por PCR de col6nias. O plasmideo extraido de um dos potenciais clones recombinantes foi
sujeito a uma digestdo enzimatica com os enzimas Sall e Ncol para confirmacdo da presenca do
fragmento de DNA clonado. Estes enzimas possuem locais de restricdo Gnicos no polylinker do
plasmideo pMAD, a montante e a jusante do local Smal onde foi clonado o fragmento de DNA
srrA/kan®. Assim, confirmando-se a clonagem, seria esperado um padréo de restrigdo visivel em gel de
agarose com duas bandas de aproximadamente 3500 bp e 10000 bp, correspondentes ao fragmento de

DNA clonado e ao plasmideo, respetivamente.

Apesar de terem sido feitas varias tentativas de digestdo de varios plasmideos extraidos de diferentes
colonias, até ao final deste estagio ndo foi possivel identificar um clone em que os resultados das
digestdes enzimaticas confirmassem a ligacdo entre o fragmento srrA/kan® e o plasmideo pMAD. Os
resultados das digestdes ou eram inconclusivos, ndo sendo possivel identificar a origem das bandas
visiveis em gel de agarose, ou indicavam a presenca de um vetor vazio. Sem este plasmideo
recombinante ndo foi possivel avancar com os ensaios de eletroporacdo das células de S. aureus

RN4220 para mutacdo do gene.
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Figura 19: Esquema da estratégia usada na construcdo do plasmideo recombinante pMAD/srrA. (A) Um fragmento de
DNA de 1939 bp, incluindo a totalidade da sequéncia do gene srrA (726 bp), foi amplificado com os primers srrAB_01 e
srrAB_02 que incluiam os locais de restricio BamHI e Hindlll, respetivamente. (B) O fragmento foi depois clonado em
pUC18 e mutado para criagdo de um local de restricdo Clal a meio do gene srrA. (C) Neste local de restricao foi clonada um
gene de resisténcia a canamicina dividindo o fragmento inicial em duas partes iguais e interrompendo a sequéncia
correspondente ao gene srrA. Este fragmento de aproximadamente 3500 bp foi posteriormente amplificado a partir do vetor
pUC18 onde havia sido construido para clonagem no plasmideo pMAD no local Smal.
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3. Silenciamento do gene ric de S. aureus

Com o objetivo de construir um mutante de S. aureus que ndo expresse a proteina de reparacdo de
centros de ferro Ric, foram usadas as mesmas estratégias aplicadas no de silenciamento do gene srrA.
Um mutante de S. aureus com o gene ric silenciado (Aric) permitiria avaliar a contribuicdo desta

proteina para a capacidade de sobrevivéncia das bactérias de S. aureus no interior de macré6fagos.

Para a mutacgdo do gene ric foi usado o plasmideo pSP64E/ric. Este foi construido por ligacdo de uma
fragmento interno do gene ric, com 495 bp de extensdo, nos locais de restricdo EcoRI e BamHI do
plasmideo pSP64E. Para isso, o plasmideo pSP64E e o fragmento de DNA de ric foram ambos
digeridos com os enzimas de restricdo EcoRI e BamHI e incubados com ligase. Esta reacdo de ligagdo
foi transformada em células E. coli XL1-Blue competentes e os transformantes selecionados em meio
LA suplementado com ampicilina. O conteido genético das coldnias resistentes foi analisado por PCR
para identificacdo dos clones recombinantes. A partir de um dos clones recombinantes identificados
foi extraido plasmideo, que por sua vez foi digerido para confirmagdo da ligagdo, com os enzimas
EcoRI e Sall que ladeiam as sequéncias do gene ric e do gene de resisténcia & eritromicina (erm®).
(Figura 20.A) O padrdo de restricdo que confirmou a clonagem correta do plasmideo recombinante
pSP64E/ric inclui duas bandas visiveis em gel de agarose correspondentes a fragmentos de DNA com
aproximadamente 1700 bp (tamanho total do gene ric e do gene erm®) e 3000 bp (restante plasmideo
pSP64E) (Figura 20.B).
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Figura 20: Esquema da primeira estratégia usada para silenciamento do gene ric. (A) O plasmideo pSP64E/ric foi
construido amplificando um fragmento de DNA interno do gene ric com os primes scdA_up e scdA_low e clonando este
fragmento de DNA nos locais de restricdo EcoRI e Sall do plasmideo pSP64E. (B) A correta clonagem do plasmideo
pSP64E/ric foi confirmada por digestdo enzimatica com os enzimas EcoRI e Sall cujos locais relativos de restricdo se
encontram assinalados na figura. Desta digestdo resultaram dois fragmentos de DNA (duas bandas visiveis em gel de
agarose) com aproximadamente 1700 bp e 3100 bp.
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Células de S. aureus RN4220 competentes foram eletroporadas com 60 a 80 pg do plasmideo
recombinante pSP64E/ric e selecionadas em meio TSA suplementado com eritromicina. Apenas as
células em que ocorre integracdo do plasmideo recombinante no seu genoma ganham resisténcia ao
antibiotico eritromicina. Para identificacdo dos clones em que a integracdo do plasmideo no genoma
havia interrompido, e consequentemente silenciado, o gene ric, 0 genoma dos clones resistentes foi
analisado por PCR com os primers scdA_cmut e Erm1_comp (Figura 21). Varias dezenas de colonias

foram analisadas, contudo nédo foi encontrado um clone em que se confirmasse a muta¢do do gene ric.

O fragmento do gene ric amplificado para clonagem no plasmideo pSP64E/ric possuia 500 bp sendo
este 0 tamanho méaximo de homologia que podiamos usar, uma vez que no total o gene ric apenas
possui 675 bp. A sua pequena extensdo do fragmento de DNA usado podera ter sido a causa da
incapacidade do plasmideo recombinante se integrar no local pretendido.

pSP64E/ric

, ~ DNA
genémico
scdA_cmut Erm1_comp ﬂ
— -
— ﬁ , DNA
. genémico
ric’ ermR ric’

Figura 21: Representacdo esquematica do processo de mutagdo do gene ric por integracdo do plasmideo
recombinante pSP64E/ric. Apos introdugdo do plasmideo recombinante em células de S. aureus por eletroporagdo, o
plasmideo integra no DNA gendmico através de um evento de recombinagdo por homologia. Uma vez ocorrendo a
recombinacdo o gene ric fica interrompido por um gene de resisténcia a eritromicina. Os primers scdA_cmut e
Erm1_comp (representados por setas a preto) foram usados para analisar por PCR quais dos clones resistentes a
eritromicina possuiam o plasmideo integrado no local pretendido, interrompendo o gene ric.

Na segunda estratégia desenhada para o silenciamento do gene ric de S. aureus foi utilizado o
plasmideo pMAD. Para isso foi construido um fragmento de DNA no qual o gene ric se encontra

interrompido por uma gene de resisténcia a canamicina. Esta construgdo foi realizada inicialmente no
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vetor pUC18 e s6 depois transferida para o plasmideo pMAD. Assim, um fragmento de DNA com
uma extensdo de 2000 bp, que inclui a totalidade do gene ric, foi amplificado por PCR a partir de
DNA gendmico de S. aureus NCTC 8325 com os primers scdA_01 e scdA_02 que possuem locais de
restricdo BamHI e HindlIl, respetivamente. O fragmento de DNA amplificado foi digerido e clonado
no vetor pUC18, previamente clivado com os mesmo enzimas de restricdo. O vetor recombinante
pUC18/ric originado foi modificado por mutagénese sitio-especifica de modo a criar um local de
restricdo Clal aproximadamente a meio do gene ric (ver Métodos). Confirmada a presenca deste local
de restricdo, por sequenciacdo, o plasmideo foi digerido e ligado a um fragmento de DNA de 1500 bp
que codifica um gene de resisténcia & canamicina (kan®) reconhecido em células de S. aureus. Por fim,
esta construcdo com 3500 bp foi amplificada por PCR a partir do vetor recombinante pUC18/ric/kan®
com o objetivo de ser clonado no local de restrigdo Smal do plasmideo final pMAD, através de uma
ligacdo entre por extremidades cegas (Figura 22). As reacOes de ligacdo entre pMAD e o fragmento
ric/kan® foram transformadas em células de E. coli XL1-Blue e os potencias clones recombinantes
foram identificadas por andlise das coldnias resistentes a ampicilina. Os plasmideos extraidos destes
clones foram digeridos com os enzimas Sall e Ncol, para confirmacdo da clonagem pretendida.
Confirmando-se a clonagem, a restricdo do plasmideo recombinante resultaria em dois fragmentos de
DNA com aproximadamente 3500 bp, correspondente ao fragmento ric/kan®, e 10000 bp,
correspondente ao plasmideo pMAD. Apesar de terem sido realizadas varias tentativas, a ligacdo
pMAD/ric/kan® ndo foi alcancada, pelo que ndo foi possivel avancar com os ensaios de eletroporagéo

para mutacdo do gene ric.
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Figura 22: Esquema dos procedimentos usados na construcdo do plasmideo pMAD/ric. (A) Um fragmento de
DNA de 1959 bp, incluindo a totalidade do gene ric (675 bp), foi amplificado por PCR com os primers scdA_01 e
scdA_02 que continham sequéncia correspondentes aos locais de restrigdo BamHI e Hindlll, respetivamente. (B) O
fragmento amplificado foi clonado em pUC18 e modificado por mutagénese dirigida para criagdo de um local de
restricdo Clal a meio do gene ric. (C) No local de restri¢do Clal foi clonada um gene de resisténcia a canamicina, que
deste modo divide o gene ric. Por sua vez, este fragmento de DNA final foi amplificado por PCR no local de restricdo
Smal do plasmideo pMAD.
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4. Niveis de expressdo do gene ric

Os reguladores PerR e Fur de S. aureus possuem um papel central no controlo da expressao de um
conjunto diversificado de proteinas envolvidas no combate ao stress oxidativo e de manutencdo dos
niveis intracelulares de ferro [73, 76]. J& a proteina Ric faz parte da rede proteica que combate 0s
efeitos nocivos do stress oxidativo e nitrosativo, uma vez que se sabe estar envolvida na reparagdo de
centros de ferro-enxofre, danificados por espécies reativas de oxigénio e azoto, que compdem enzimas

importantes para a sobrevivéncia celular de S. aureus [67].

Para avaliar se os reguladores Fur e PerR estariam envolvidos no controlo da expressdo do gene que
codifica a proteina Ric determinaram-se os niveis de transcrito do mesmo expressos em estirpes de S.
aureus mutadas nos genes fur e perR, nomeadamente, S. aureus MJHO010 (Afur) e de S. aureus
MJHO001 (AperR).

4.1 Confirmacéo das mutacdes das estirpes em estudo

Para confirmar que as células de S. aureus Afur e AperR que iamos usar no nosso estudo possuiam
efetivamente as mutacfes que silenciam os genes fur e perR, o DNA genémico de cada estirpe foi
analisado por PCR. Os primers utilizados nesta analise foram desenhados tendo em conta a descri¢do
das mutacdes que haviam sido realizadas pelo laboratério que gentilmente cedeu estas estirpes (Figura
23) [73, 76]. No caso da estirpe de S. aureus Afur, o gene fur foi substituido por um gene de
resisténcia a tetraciclina. Para confirmar a presenca desta mutagdo foram usados primers OL30(fur) e
OL31(fur) que emparelham a montante e a jusante do local em que o gene de resisténcia foi inserido
de modo a silenciar o gene. Deste modo, a auséncia do gene fur no genoma da estirpe de S. aureus
Afur foi confirmada pela amplificacdo de fragmento de DNA com uma extensdo aproximada de 1600
bp (Figura 24.A). Caso néo se confirmasse esta mutacdo o fragmento amplificado teria uma extenséo

aproximada de 450 bp.

J& na estirpe de S. aureus AperR, o gene perR encontra-se silenciado por interrup¢do do mesmo com
um gene de resisténcia & canamicina. A presenca deste gene foi confirmada com recurso aos primers
que emparelham a 1100 bp a montante do gene de resisténcia (primer perR_OL7) e a 800 bp apos o
inicio do mesmo (primer kan_comp). A amplificacdo de uma fragmento de DNA, a partir do DNA
genomico desta estirpe, com uma extensdo de 1900 bp confirmou que o gene perR se encontrava

efetivamente interrompido (Figura 24.B).
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(A)
S.aureus NCTC8325-4
450 bp
OL30(fur) OL31(fur)
—_ P —
S.aureus MJH010
1500 bp
(B)
S. aureus NCTC8325-4
447 bp
perR_OL7 kan_comp
—_ -
S.aureus MJH001
1500 bp

Figura 23: Esquema das mutacdes de silenciamento dos genes fur e perR. (A) Na estirpe de S. aureus MJH010 a
sequéncia do gene fur foi substituido por um gene de resisténcia a tetraciclina. A posicéo relativa dos primers OL30(fur) e
OL31(fur) usados na confirmagdo da mutacdo por PCR € representada por setas. (B) A estirpe MJHO01 possui o gene perR
interrompido por um gene de resisténcia a canamicina. Esta mutacgdo foi confirmada com recurso aos primers perR_OL7 e
kan_comp que sdo representados por setas na sua posicao relativa.

(A)

2000 bp 2000 bp
1500 bp 1500 bp

1000 bp 1000 bp
500 bp

Figura 24: Fragmentos de DNA amplificados por PCR que confirmam a mutagdo dos genes fur e perR nas estirpes
de S. aureus MJHO010 e MJHO001, respetivamente. (A) Fragmento de DNA com uma extensdo de 1600 bp, amplificado
usando os primers OL30(fur) e OL31(fur) a partir do DNA gendmico da estirpe de S. aurues Afur e que confirma a presencga
da mutacdo do gene fur nas células testadas desta estirpe. (B) Fragmento de DNA com uma extensdo de 1900 bp,
amplificado usando os primers OL7_perR e kan_comp a partir do DNA gendmico da estirpe de S. aureus AperR e que
confirma a presencga da mutagdo do gene perR nas células testadas desta estirpe. Marcador de DNA 1 kbp, M.
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4.2 Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)

Para avaliar se os reguladores Fur e PerR de S. aureus controlam a expressdo do gene que codifica a
proteina Ric, 0s niveis de transcritos expressos nas células de S. aureus Afur e de S. aureus AperR,
foram qualitativamente quantificados por RT-PCR e comparados com os niveis de mRNA expressos
em S. aureus de estirpe selvagem. Para tal, uma amostra de 2 pg de RNA total, extraido das células de
cada estirpe de S. aureus em estudo, foi convertida em cDNA com recurso ao enzima transcritase
reverse. Por sua vez, o cDNA sintetizado foi usado como cadeia molde numa reacdo de PCR usando
os primers scdA_up e scdA_down, complementares a sequéncia de nucleétidos do gene ric, para
detecdo da quantidade de transcrito deste gene presente em cada uma das amostras em analise. Os
produtos de PCR resultantes foram analisados por eletroforese em gel de agarose e a intensidade das
bandas comparadas. Em todas as rea¢des foram usados 2 pg de RNA total de forma a garantir que
estdo em comparagdo iguais quantidades de RNA total. Como controlo também foram determinados
0s niveis de transcrito do gene rRNA 16S, cuja expressdo em S. aureus nunca varia,
independentemente das condi¢des de crescimento usadas ou da estirpe em estudo [92]. A integridade
de todas as amostras de RNA total utilizadas foi primeiro confirmada por eletroforese em gel de
agarose. Apenas as amostras que apresentaram duas bandas bem definidas (sinal de auséncia de RNA
degradado), que correspondem as subunidades ribossomais 23S e 18S, foram utilizadas nos ensaios
(Figura 25). A pureza das amostras de RNA, no que diz respeito a contaminantes proteicos, foi
determinada num espectrofotometro Nanodrop por determinacdo da razdo entre as absorvancias das
amostras de RNA a 260 nm e 280 nm (Azs0/Asgo). As amostras foram consideradas puras sempre que

apresentaram uma razao Axg/Aggoentre 1,9 e 2,1.

wt Afur AperR

238 —
16S —

Figura 25: Confirmagao da integridade das amostras de RNA total por eletroforese em gel de agarose 1%. RNA
total isolado de células de S. aureus da estirpe selvagem (wt) S. aureus Afur e S. aureus AperR. As duas bandas bem
definidas, correspondentes as subunidades ribossomais 23S e 16S, séo indicativas da total integridade das moléculas
de RNA
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wt Afur AperR

ric

rRNA 16S

Figura 26: O gene ric é regulado positivamente pelos fatores de transcricdo Fur e PerR. Em células da estirpe de
S.aureus Afur, ndo foram detetados transcritos do gene ric. J& em células que ndo expressam o regulador PerR, células de S.
aureus AperR, 0s niveis de transcrito do gene ric sdo menores relativamente ao observado na estirpe selvagem (wt). A
diminuicdo, em ambos os casos, nos niveis de mMRNA detectados séo inidicativos de que tanto o regulador Fur com o PerR
regulam positivamente a expressdo do gene ric. O uso de iguais quantidades de RNA total nos ensaios de RT-PCR foi
confirmado pela igual intensidade das bandas relativas ao gene 16S rRNA (painel inferior). Estes dados sdo representativos
das reacoes realizadas com duas amostras de RNA independentes.

Na estirpe selvagem de S. aureus foi detetado um nivel consideravel de transcricdo do gene ric, que
sofre uma diminuicdo na auséncia do regulador PerR. J& em células de S. aureus Afur ndo sdo
detetados transcritos de ric. Estes resultados sdo indicativos de que ambos os reguladores Fur e PerR,
atuam como indutores da transcri¢do do gene que codifica a proteina de reparacao de centros de ferros
Ric (Figura 26).

Os reguladores Fur e PerR podem controlar a expressdao de genes de um modo directo, ligando-se a
elementos especificos da sequéncia de nucledtido da regido promotora (os chamados motivos de
ligacdo) promovendo ou impedindo a leitura do gene, ou de modo indirecto por intermédio da
regulacdo de outro genes [93]. A analise da regido a montante do gene ric revelou potenciais locais de
ligacdo para ambos os reguladores, confirmando em S. aureus que a transcri¢do do gene ric é regulada
pelas proteinas Fur e PerR ( Figura 27).

(A) ®)

il AL

- ™
-

15 M

S TAAATT TGATAATCATAAAATTGTT3 STTTGAATAATGAT TTT TATAGATTA3

Figura 27: ldentificacdo de potenciais locais de ligacdo dos reguladores Fur e PerR a montante do gene ric. (A)
Motivo de ligacdo do regulador Fur e correspondente regido putativa de ligacdo presente na sequéncia de — 782 a — 755 a
montante do gene ric. (B) Motivo de ligacdo do regulador PerR e correspondente regido de putativa de ligacdo presente na
sequéncia — 470 a — 445 a montante do gene ric. A vermelho sdo indicadas as bases de nucle6tidos, das sequéncias a
montante do gene, coincidentes com a sequéncia dos motivos de ligacdo dos reguladores Fur e PerR de S. aureus descritos
na base de dados RegPrecise.
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Curiosamente, o tipo de regulacdo exercida sobre o gene ric de S. aureus pela proteina Fur € oposto ao
que foi observado para a regulacao do gene ric (ytfe) de E. coli, que codifica uma proteina homologa.
Em E. coli, o regulador Fur atua como repressor sobre a transcricdo do gene ric e pensa-se que a
regulacdo seja feita de um modo indireto, um vez que a regido promotora a montante do gene néo
revelou potenciais locais de ligacdo para este regulador [68]. Este tipo de diferengas no modo de
regulacdo de genes que codificam proteinas com propriedades semelhantes, ndo € incomum entre

diferentes familias de bactérias.
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Conclusao

Este projeto visou testar varios fatores de transcricdo como possiveis reguladores da expressdo da
proteina Ric de S. aureus.

Para avaliar se o sistema de regulacdo SrrAB, muitas vezes associado com a regulacdo de genes
induzidos pela exposicdo a NO, estaria envolvido no controlo da expressdo do gene ric foram
aplicadas duas metodologias diferentes — utilizando os plasmideo pSP64E e pMAD — de modo a obter
uma estirpe de S. aureus mutante com o operdo SrrAB silenciado. Apesar das varias tentativas
realizadas, até ao final deste estagio a estirpe mutada ndo foi obtida. Os mesmos métodos foram em
paralelo aplicados na tentativa de mutacdo do gene ric, mas também neste caso o silenciamento do

gene ndo foi conseguido.

Através da analise dos niveis de expressdo do gene ric em estirpe mutantes de S. aureus Afur e AperR,
foi avaliado se os reguladores Fur e PerR controlavam a transcrigdo deste gene. Para isso, 0s niveis de
transcrito do gene ric foram determinados atraves de ensaio semiquantitativos de RT-PCR, tendo sido
observados que quer na auséncia do regulador Fur, quer na auséncia do regulador PerR os niveis de
MRNA de ric eram menores do que na estirpe selvagem. Estes resultados permitiram-nos concluir que

ambos os reguladores controlam positivamente a expressdo deste gene.

Finalmente, durante a tentativa de encontrar em S. aureus uma proteina homdéloga do regulador NsrR,
conhecido por controlar respostas a stress nitrosativo, foi detetado um erro na sequéncia do gene que
codifica a proteina hipotética SAOUHSC_01732 descrito na base de dados do genoma da estirpe de S.
aureus NCTC8325. Esta sequéncia possui mais um nucleétido de adenina do que na sequéncia real
determinada por sequenciacdo do locus deste gene. Estes resultados foram enviados para o laboratério

responsavel pela sequenciacao deste genoma para que fosse feita a correcao.
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Anexos






Anexo 1 - Materiais

Quadro Al: Lista complementar de materiais usados ao longo deste trabalho, respetivos solventes em que foram

preparados (quando aplicavel).

Preparado em: Marca ‘
Acetato de Sodio 4 — .
(CHsCOONa ) Agua bidestilada Riedel
Acido Cloridrico
(HC) Merck
Ampicilina Agua Milli-Q estéril Sigma
Azul de Bromofenol - Merck
Base Tris Agua bidestilada Roth
Canamicina Agua Milli-Q estéril Roth
Cloreto de Calcio " S
(CaCl,.2 H,0 ) Agua bidestilada Merck
Cloreto de Magnésio (MgCl,.6H,0) Agua bidestilada Riedel
Cloreto de Manganés < A .
(MnCl,) Agua bidestilada Sigma
Cloreto de Potéassio A A
(KCl) Agua bidestilada Merck
Dimetilsulféxido :
(DMSO) Sigma
EDTA < . .
(4cido etilenodiamino tetra-acético) Agua bidestilada Roth
Eritromicina Metanol Sigma
Etanol Absoluto - Panreac
Ficoll tipo 400 — Merck
IPTG " - -
(isso-propyl-thiogalactoside) Agua Milli-Q estéril NYZtech
Lisozima Tris-HCI 10mM pH 8 Sigma
PEG 8000 " N .
(Polyethylene glycol) Agua bidestilada Sigma
Sacarose Agua bidestilada Sigma
Sulfato de Magnésio (MgS0O,.7H,0) Agua bidestilada Merck
Tetraciclina Metanol Sigma
X-gal
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl- B-D- N,N-Dimethylformamide (DMF) Roth
galactopyranoside)
Xileno de Cianol FF - Merck
Glicerol 85 % - Merck
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Anexo 2 — Plasmideo pUC18

(A) Eco01091 2674 BsthPl 179

Aatll 2617 Nedel 183
Sspl 2501 Ehel 235
Xmnl 2294

Begl 2215
Scal 2177

Sapl 683

Afflll, BspLUT1l 806
Gsul 1784

Cfr10l 1779
Eco31l 1766

Eam1105] 1694
ANl 1217

(B)

pUC18
i Pstl Acd o Eci1361l
M13/pUC s=quencing L A a1 Accel )
. - Hincll EcofBl Ecodl Apol
prima r(-20), 17-mer 3 Hinam Paci  Sdal_ BspM "y xoal BamH  Smal__ Konl sacl EcoR 4%

o e L
57 GTAABACGAC GGCCAGTGC CAR GCT TGC ATG CCT GCAGGT CGACTC TAG AGG ATC CCC GGG TAC CGA GCT CGA ATT CGTAATCATGGTCAT AGC TGTTTCCTG 37
37 CATTTTGCTGCCGGTCACGGTT CGAACG TAC GA CGT CCA GUT GAG ATCTCC TAG GGG CCC ATG GCT CGAGCT TAA GCATTAGTACCAGTATCGACLALGGAC 57
LacZ «—Val Val Ala leu Ala leu Ser Ala His Arg Cys Thr Ser Gu Lleu Pro Asp Gly Pro Val Ser Ser Ser Asn Thr lle Met Thr Met

-
M13/pLIC reverse s2q uencing
primer (-26,17-mer

Figura 1A: (A) Mapa de restricdo do plasmideo pUC18: bla(ApT) — gene de resisténcia & ampicilina;
rep(pMB1) — origem de replicagdo em E. coli; lacZ — gene que codifica o fragmento N-terminal de uma pB-
galactosidade; MCS —local de clonagem madltiplas (polylinker). (B) Sequéncia da regido MCS e localizacdo dos
seus locais de restricéo.
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Anexo 3 — Plasmideo pSP64

(A)

Ssp | 2138 Aatll 2256

Xmn11933 Sph1 2599

Nae | 2758
Nhe | 2789

Sca
1814

Pvu |
FJ
1704 SP6 l 1 start
Hind I 7
1556 pSPE Poly(A) sl |22
Vector Acc | 23
Bgl | (3,030bp) Hinc |1 04
1454 Xba | 28
BamH | 34
Aval 39
Smal 41
Pvull\ | Sac 50
265 \|(dA:dT) 4,
EcoR | 86

(B)

SP6 Transcription Start

5. ATTTA GGTGA CACTA TAGAA TACAA GCTTG GGCTG CAGGT CGACT CTAGA

SP6 Promoter | | | | I ‘ | ‘
Hind 1] Pst | Sal | Xba

Hing 11

GGATC CCCGG GCGAG CTCCC AAAAA AAAAA  AAAAA AAAAA  AAAAA AAAAA CCGAA TTIC... 3

BamH |  Aval Sac | EcoR |
Small

Figura 2A: (A) Mapa de restricdo do plasmideo pSP64 a partir do qual foi construido o plasmideo pSP64E:
Amp’ — gene de resisténcia a ampicilina; ori — origem de replicacdo. (B) Sequéncia da regido de clonagem
maltiplas (polylinker) e respetivos locais de restrigdo.
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Esta dissertacéo foi escrita ao abrigo do novo Acordo Ortogréafico



