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RESUMO

Rafael Jos¢ Marques Peixoto

Caracterizacao e analise de expressao do gene /uxS do Sistema LuxS/Auto-
indutor 2 de Quorum Sensing no Bacteroides fragilis

Orientadora: Regina Maria Cavalcanti Pilotto Domingues

Resumo da Dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias
(Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Biologicas.

Quorum sensing ¢ um mecanismo de sinalizacdo celular baseado na concentragdo
populacional, envolvendo a produgdo e resposta a moléculas similares a hormdnios
microbianos chamados auto-indutores (AI). Um dos sistemas mais bem estudados foi
denominado AI-2, e sua biossintese requer a enzima codificada pelo gene /uxS. Nosso grupo
descreveu anteriormente, pela primeira vez, que algumas espécies de Bacteroides sdo capazes
de sintetizar moléculas do tipo AI-2 ativas. Neste estudo, o objetivo foi detectar do gene /uxS
e verificar sua atividade como produtora de Al-2 em espécies Bacteroides. As cepas de
Bacteroides fragilis B3b e Bacteroides vulgatus ATCC 8482 foram selecionados com base
em fenotipos positivo para Al-2 e pela presenca de um gene /uxS putativo no genoma,
respectivamente. Foram realizadas estratégias de clonagem e expressdo heterdloga em cepas
de E. coli DH5a deficientes para /uxS e em cepa E. coli Roseta como cepas hospedeiras. Foi
observado, no entanto, que ambas as cepas de Bacteroides contém genes LuxS ortdlogos

funcionais capazes de complementar a produgdo de Al-2 em E. coli DH50.

Palavras-chave: Quorum Sensing, Bacteroides fragilis, Sistema LuxS/AI-2, Proteina S-

ribisilhomocisteinase, LuxS.

Rio de Janeiro

Outubro de 2009
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ABSTRACT

Rafael Jos¢ Marques Peixoto

Caracterizacao e analise de expressao do gene /uxS do Sistema LuxS/Auto-
indutor 2 de Quorum Sensing no Bacteroides fragilis

Orientadora: Regina Maria Cavalcanti Pilotto Domingues

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
(Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gées da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a obtenc¢ao do titulo de Mestre em
Ciéncias Biologicas.

Quorum sensing is a cell-cell signaling mechanism based on cell density that involves the
production of hormone-like molecules called autoinducers (AI). One of the most studied Als
has been termed Al-2, and its biosynthesis requires the enzyme encoded by /uxS gene. We
have previously described for the first time that Bacteroides species can produce molecules
with AI-2 activity. In this study, we focus on the detection of /uxS and its activity as the Al-2
synthase in Bacteroides species. The strains Bacteroides fragilis B3b and Bacteroides
vulgatus ATCC8482 were selected based on a positive phenotype for AI-2 production and the
presence of a putative /uxS in the genome, respectively. In order to identify the /uxS gene,
cloning and heterologous expression strategies were utilized using the /[uxS-deficient
Escherichia coli DH5a and E. coli Roseta as host strain. We demonstrate that both strains

contain functional /uxS orthologs that can complement AI-2 production in E. coli DH5a.

Keywords:  Quorum  Semsing;  Bacteroides  fragilis;  LuxS/AI-2  System; S-

ribosylhomocysteinase;

Rio de Janeiro
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1. INTRODUCAO

1.1. SISTEMAS QUORUM SENSING

A propriedade de comunicagdo que os seres vivos em geral apresentam ¢ vista como um
fator essencial no comportamento existente em diferentes relagdes presentes na natureza.
Recentemente, estudos realizados por alguns grupos de pesquisa demonstraram que essa
propriedade nao se restringe somente aos reinos mais complexos (WINANS & BASSLER,
2002).

No reino das bactérias, a comunicagao célula-célula tem se revelado uma rica e complexa
linguagem através de sinais moleculares. As bactérias possuem a capacidade tanto de produzir
um extenso repertério de metabolitos secundarios, que podem atuar como reguladores de
expressao génica, quanto de responder a estimulos quimicos em seu ambiente (KELLER &
SURETTE, 2006), o que pode ocorrer através de um mecanismo associado a densidade celular
chamado Quorum Sensing (QS) (FUQUA, WINANS & GREENBERG, 1994).

O primeiro sistema QS descrito foi encontrado na bactéria marinha Vibrio fischeri
(NEALSON & HASTINGS, 1979) e ¢ considerado um paradigma para a maioria das bactérias
Gram-negativas. A espécie V. fischeri vive em simbiose com hospedeiros marinhos em 6rgaos
chamados “orgaos luz”. O exemplo mais conhecido ¢ o da lula havaiana Euprymna scolopes
(VISICK et al. 2000; WATERS & BASSLER, 2005). Na interagdo com esse hospedeiro, o V.
fischeri se multiplica até atingir uma concentracdo populacional, passando a expressar o
complexo enzimatico da luciferase, codificado pelo operon luxCDABEGH, responsavel pela

emissao de bioluminescéncia. A transcricdo do operon /ux e subseqiiente producao de luz



ocorrem apenas em alta densidade celular, sendo reprimida quando o nimero celular ¢ baixo
(KAPER & SPERANDIO, 2005).

Desde a primeira descrigdo em V. fischeri, o QS tem sido detectado como responsavel pela
regulacdo de varias caracteristicas em diversas espécies bacterianas, incluindo transferéncia
plasmidial e indugdo de tumor em Agrobacterium tumefaciens; producao de antibidtico em
Erwinia carotovora; formacao de biofilme e expressio de genes de viruléncia em
Pseudomonas aeruginosa; esporulagdo e competéncia em Bacillus subtilis; competéncia em
Streptococcus pneumoniae ¢ expressao de genes de viruléncia em diversos patogenos
incluindo Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae e Escherichia coli (KIEVIT & IGLEWSKI,
2000; MILLER & BASSLER, 2001; TAGA & BASSLER, 2003; KAPER & SPERANDIO,
2005). Além da modulacao da expressdao de fungdes especificas, que € mais bem arquitetada
quando em populagdo, o QS também estd relacionado com a capacidade das bactérias de
limitar o crescimento populacional de acordo com o que o ambiente ¢ capaz de suportar
(XAVIER & BASSLER, 2003).

A definigdo classica do que seria QS se restringia apenas na relagdo entre concentragao
celular limite e regulacdo génica, induzida por auto-indutores liberados pela propria massa
celular (NEALSON, PLATT & HASTINGS, 1970; KIEVIT & IGLEWSKI, 2000). Em outras
palavras, uma baixa densidade populacional determina uma concentracdo de auto-indutores
muito baixa para serem detectados, porém, quando uma alta concentragdo celular ¢ alcangada,
uma concentra¢do limite de auto-indutor ¢ também obtida, de forma que tais bactérias passam
a “sentir” sua densidade populacional e, consequentemente, a ativar ou reprimir genes
especificos (KIEVIT & IGLEWSKI, 2000).

Em uma conferéncia realizada em Utah, em julho de 2001, pela Sociedade Americana de

Microbiologia, intitulada “Cell-Cell comunication in Bacteria”, cientistas de diferentes areas



de atuagdo, se reuniram com o intuito de compartilhar dados nao publicados e opinides a
respeito de seus respectivos estudos em comunicagdo bacteriana. O tema central discutido foi
em relacdao ao fato das bactérias utilizarem os sistemas de comunicagdo célula-célula para ter
acesso ao numero da populagdo em que se encontram, associando diretamente a concentragao
externa de sinalizadores ao crescimento celular, permitindo as bactérias sentirem o quorum
atingido. Os cientistas concluiram que o gquorum deveria conter a quantidade suficiente de
bactérias para tornar possivel um processo que necessitasse da cooperagdo de um grande
numero de células para ser eficiente. Desta forma, uma unica bactéria se beneficiaria da
atividade de toda a assembléia (WINANS & BASSLER, 2002).

Vérios conferencistas sugeriram, no entanto, que a definicao classica para explicar QS
poderia estar demasiadamente simples, ndo abrangendo todas as formas de comunicacao. Foi
entdo conjeturado que as bactérias poderiam requerer um quorum para efetivamente mandar e
receber sinais, porém, o conteudo da informagdo poderia ser por um proposito ao invés de
apenas um dialogo sensorial (WINANS & BASSLER, 2002). Isso poderia explicar porque
alguns microrganismos possuem multiplos sistemas de sinalizacdo, pois se as fungdes desses
sistemas fossem apenas para detectar o numero celular, multiplos sistemas de sinalizagao
seriam aparentemente redundantes. Por outro lado, se esses sinais comunicassem outras
informagdes e se uma alta concentracao fosse necessaria para que essas informacgdes fossem
transmitidas, entdo o QS seria bem sucedido e os sistemas serviriam para diferentes fins
(WINANS & BASSLER, 2002).

Dentre os sistemas QS descritos até os dias de hoje, podemos classificar em trés as
principais formas de relacionamentos: (1) A primeira ¢ encontrada tanto no grupo das bactérias
Gram-negativas quanto no grupo das bactérias Gram-positivas, onde a principal caracteristica

¢ ser basicamente uma forma de comunicagdo intra-espécie; (2) A segunda forma de



relacionamento tem sido proposta como uma forma universal de comunicacdo ou mais
comumente chamada de comunicagdo inter-espécies, onde tanto o grupo das bactérias Gram-
negativas quanto o das bactérias Gram-positivas apresenta alguma forma de interagir com esse
tipo de sistema (KAPER & SPERANDIO, 2005); (3) A terceira forma foi descrita
recentemente ¢ ¢ menos conhecida. Autores tém atribuido a algumas moléculas uma
participagdo na comunicagao inter-reinos (SPERANDIO et al, 2003).

O sistema QS de comunicagdo intra-espécie em bactérias Gram-negativas utiliza a
molécula Acil-Homoserina Lactona (AHL) como mediadora auto-indutora, sendo esta
chamada de Auto-Indutor do tipo 1 (AI-1) (Fig. 1A). J4 no sistema intra-espécie das bactérias
Gram-positivas, a molécula mediadora do QS ¢ chamada de Auto Indutor Peptidico (AIP), e

muitas vezes ¢ referida como Al-1 das Gram-positivas (Fig. 1B).
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Figura 1: Sistemas QS de comunicacao intra-espécies. (a) Sistema do tipo LuxI presente
na maioria das bactérias Gram-negativas. Molécula Acil Homoserina Lactona (AHL) em
circulos; (b) Sistema do tipo Auto-Indutor Peptidico presente na maioria das bactérias
Gram-positivas. Molécula (oligopeptideo) em bastdoes (XAVIER & BASSLER, 2003).



No sistema universal, a molécula auto-indutora ¢ chamada de Auto Indutora do tipo 2 (Al-
2). Em Vibrio harveyi, o Al-2 foi caracterizado por Bassler, em 2002, como (2S, 4S)-2-methil-
2, 3, 3.,4-tetrahidroxitetrahidrofurano-borato (S-THMF-borato). Em 2004, Miller e
colaboradores caracterizaram na espécie Salmonella typhimurium a molécula de AI-2 como
(2R, 4S)-2-methil-2,3,3,4-tetrahidroxitetrahidrofurano (R-THMF) (MILLER et al., 2004).

Existem varias revisdes a respeito desses varios sistemas de QS (PARSEK et al., 1999;
SCHAUDER & BASSLER, 2001a; BASSLER, 2002; FUQUA & GREENBERG, 2002;
TAGA & BASSLER, 2003; XAVIER & BASSLER, 2003). Esses sistemas serdo revisados
adiante, porém, sera dada especial énfase para o sistema universal ou sistema Al-2, por se
tratar exatamente do foco de estudo do presente trabalho.

Além desses sistemas, o mais recentemente descrito, como ja mencionado e
consequentemente o menos conhecido ¢ o sistema chamado de sistema inter-reinos ou sistema
de sinalizacdo do auto-indutor do tipo 3 (AI-3)/epinefrina/norepinefrina, no qual as principais
caracteristicas estdo na comunicagao inter-espécies € inter-reinos, por apresentar sinalizagcdo

cruzada entre o Al-3 e hormonios eucarioticos (SPERANDIO et al, 2003).

1.1.1. SISTEMAS INTRA-ESPECIES

1.1.1.1. BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS

Considerado o paradigma para o QS em bactérias Gram-negativas, o sistema LuxI/LuxR

utiliza a proteina LuxI (ou um homdlogo) para sintetizar o Al-1 e a proteina LuxR (ou um

homologo) como o regulador que interage com o auto-indutor, modulando a expressao génica

(FUQUA, PARSEK & GREENBERG, 2001).



Por mais de 10 anos, o circuito do sistema QS LuxI/LuxR foi considerado um exemplo
isolado de comunicagao bacteriana desenvolvida para um propdsito especifico de colonizagdo
de hospedeiros. Porém, atualmente ja se tem o conhecimento de mais de 70 espécies Gram-
negativas que se comunicam usando circuitos de sinalizacdo homoélogos ao sistema LuxI/LuxR
de V. ficsheri (PARSEK & GREENBERG, 2000; FUQUA, PARSEK & GREENBERG, 2001;
KIEVIT et al., 2001).

Semelhante ao que € descrito em outros sistemas QS, a concentracao do auto-indutor no
meio extracelular aumenta em funcdo do crescimento populacional bacteriano, porém, nos
sistemas de sinalizacdo mediados por Al-1, a comunicacdo ¢ predominantemente intra-
especifica devido a especificidade que existe entre a proteina do tipo LuxR e seu respectivo
auto-indutor especifico (WATERS & BASSLER, 2005).

A molécula AI-1 produzida pelo sistema LuxI/LuxR ¢ uma AHL, a qual possui uma por¢ao
Homoserina Lactona comum a todas as moléculas auto-indutoras expressas em bactérias
Gram-negativas, € uma outra por¢do com radicais N-acil variaveis. A funcao da proteina LuxI
¢ ligar o grupamento acil do 4cido graxo da proteina carreadora de acil-acil (Acil-ACP), que
deriva da via metabodlica de lipidios, ao grupamento homocisteina, derivada do metabolito
secundario S-adenosilmetionina (SAM) (MORE et al., 1996, PARSEK et al., 1999).

A variacao no radical N-acil incorporado a molécula AHL ¢ a diferenca crucial para a
especificidade do sinal (FUQUA & GREENBERG, 2002) (Fig. 2). Além desta caracteristica
de variagdo da molécula, estudos estruturais da proteina do tipo LuxI indicam que cada enzima
possui um encaixe preciso ao seu respectivo grupamento N-acil (WATSON et al., 2002;
GOULD et al., 2004). Essa caracteristica estrutural aparentemente confere uma especificidade
com alta fidelidade a molécula produzida (WATERS & BASSLER, 2005). O mesmo pode ser

observado quanto a estrutura da proteina do tipo LuxR, pois estudos relativos a sua estrutura



indicam que essas proteinas também possuem sitios de interagdo especificos a porcao acil de
sua molécula AHL especifica (VANNINI et al., 2002).

Uma caracteristica interessante em relacdo aos sistemas intra-espécie encontrados em
Gram-negativos ¢ como a célula deixa de responder a um auto-indutor endégeno que acabou
de ser produzido. Existem mecanismos que previnem a ativagao de proteinas do tipo LuxR, ja
que ambos, sinal e detector, sdo sintetizados e interagem no citoplasma celular. Um
mecanismo que evidencia uma estratégia para que nao ocorra uma sinalizagdo precipitada ¢
encontrado em uma proteina do tipo LuxR, a TraR, expressa em Agrobacterium tumefaciens.
Na auséncia do auto-indutor, a proteina TraR possui um tempo de vida de poucos minutos,
porém, na presenca do AHL o tempo de vida da TraR aumenta para mais de trinta minutos
(ZHU & WINANS, 1999). Somente quando a AHL aumenta a concentragdes significativas,
tanto dentro quanto fora da célula, a proteina TraR recebe o sinal, se estabiliza e inicia a
cascata de sinalizacao do seu respectivo sistema QS (ZHU & WINANS, 2001).

Em geral essa logistica de entrada e saida das moléculas sinalizadoras ¢ caracteristica da
maioria das espécies Gram-negativas, quando uma concentragao limite ¢ atingida e a proteina
do tipo LuxR reconhece o auto-indutor cognato em sua por¢ao amino-terminal, passando entao
a atuar como ativador transcripcional através do seu dominio carboxi-terminal (HANZELKA
et al. 1997).

Além de V.ficsheri, uma variedade de espécies de bactérias Gram-negativas possui o
sistema intra-espécie mediado pela molécula AHL (LERAT & MORAN, 2004).

A primeira observagdo de que as bactérias poderiam se comunicar através de multiplos
sistemas QS ocorreu em estudos com Vibrio harveyi. Os sistemas QS nesta espécie consistem
de trés Als diferentes e trés receptores cognatos que funcionam em paralelo e compartilham a

mesma via de sinalizacdo (WATERS & BASSLER, 2005). Dentre esses trés sistemas, um ¢



coordenado por um sistema intra-especifico mediado pela molécula auto-indutora AHL
chamada HAI-1 (30HC40-homoserina lactona) (CAO & MEIGHEN, 1989; WATERS &
BASSLER, 2005). Essa molécula ¢ sintetizada pela enzima LuxM, a qual ndo apresenta
homologia com o LuxI de V. ficsheri, porém catalisa a mesma reacao bioquimica e produz um
tipo de AHL (BASSLER et al. 1993; HANZELKA et al., 1999). O Al HAI-1 se liga ao
receptor membranar (LuxN), semelhante ao sensor encontrado em bactérias Gram-positivas
(BASSLER et al. 1993; FREEMAN et al., 2000), favorecendo uma cascata de desfosforilagao
que passa pelas proteinas LuxU, LuxO e LuxR (que nao apresenta homologia com LuxR de
V.ficsheri) antes de ativar a expressao da bioluminescéncia (BASSLER, WRIGHT &
SILVERMAN, 1994b; FREEMAN & BASSLER 1999 a; b; FREEMAN et al., 2000). Essa
mesma via de sinalizagdo ¢ ativada pelos outros dois circuitos, sendo um mediado pelo AI-2 e
o outro ainda nao totalmente identificado, chamado de CAI-1 (HENKE & BASSLER 2004).

Assim como em vibrios, a espécie Pseudomonas aeruginosa apresenta diferentes sistemas
QS com multiplos Als. P. aeruginosa ¢ um microrganismo comum da microbiota do solo, mas
também se apresenta como um notério patégeno oportunista (EBERL & TUMMLER, 2004).
Essa espécie possui um grande nimero de fatores de viruléncia codificado por genes cuja
expressao depende da densidade celular (WHOOLEY & MCLOUGHLIN, 1983), e que sdo
essenciais, por exemplo, para o estabelecimento de infec¢des respiratdrias cronicas, por meio
do controle da adesao, formacao de biofilme e expressao de toxinas (SMITH & IGLEWSKI,
2003).

O QS de P.aeruginosa consiste de dois circuitos do tipo LuxI/R, chamado de Lasl/LasR e
RhII/RhIR (GAMBELLO & IGLEWSKI 1991, OCHSNER et al., 1994). O gene lasl, um
homologo de [luxI, produz um auto-indutor AHL (30C12-homoserina lactona) que ¢

reconhecido por LasR (PEARSON et al.,, 1994) (Fig. 2A). LasR também influencia na



expressao do RhIR e Rhll que sdao responsaveis pelo segundo circuito QS de P. aeruginosa

(PEARSON et al., 1995).
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Figura 2: (a) Moléculas Al-1 de bactérias Gram-negativas; (b) Moléculas AI-1/AIP de
bactérias Gram-positivas (Adaptado de WATERS & BASSLER, 2005).
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1.1.1.2. BACTERIAS GRAM-POSITIVAS

Diversos sistemas QS tém sido detectados em um grande numero de bactérias Gram-
positivas. Diferentemente do sistema intra-especifico dos microrganismos Gram-negativos,
que utilizam AHLs como molécula basica, as espécies de bactérias Gram-positivas expressam
pequenas moléculas de natureza peptidica provenientes de um processo pos-transcripcional
(KIEVIT & IGLEWSKI, 2000). Essas moléculas sdo normalmente produtos de um grande
precursor peptidico, que ¢ clivado e/ou modificado, através da adicdo de anéis de lactona,
tiolactona, lantionina ou grupos de isoprenil, antes de ser exportado por transportadores
membranares (BOOTH et al., 1996; MAYVILLE et al., 1999; NAKAYAMA et al., 2001;
ANSALDI et al., 2002). A comunicacdo em bactérias Gram-positivas se utiliza de dois
diferentes sensores histidina-quinase como receptores membranares, ativando uma cascata de
fosforilagdo que influencia a atividade da proteina de regulacdo génica referente a cada
espécie. De forma semelhante ao sistema LuxI/R, encontrado em bactérias Gram-negativas,
cada célula expressa sinais especificos para os seus receptores cognatas, estritamente sensiveis
a estrutura da molécula sinalizadora. Em geral, muitas espécies Gram-positivas se comunicam
com multiplos peptideos em combinagdo com diferentes tipos de sinais QS (WATERS &
BASSLER, 2005).

Dentro do grupo das bactérias Gram-positivas, a espécie S. aureus ¢ a que apresenta seus
sistemas QS melhor elucidados. Essa espécie ¢ um dos comensais Gram-positivos mais
comumente encontrado no organismo humano, sendo também frequentemente associada a
diversos tipos de processos infecciosos, dentre estes, pneumonia, endocardites, osteomielites e
diversas infecgdes de pele (TENOVER & GEYNES, 2000). Seus sistemas QS estdo

frequentemente associados a viruléncia e sua atuacdo em uma infec¢ao esta relacionada a um
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comportamento de duas fases. Em baixa densidade, a bactéria expressa proteinas de superficies
envolvidas no processo de aderéncia ao epitélio e na defesa frente ao sistema imune do
hospedeiro, favorecendo a colonizagao. Quando a alta concentragdo celular ¢ alcangcada no
sitio de infeccdo, a expressao das proteinas de superficie € reduzida e a secrecao de toxinas e
proteases requeridas para disseminagdo bacteriana passa a ser favorecida (NOVICK, 2003).
Essa troca de programacao na expressao de genes ¢ regulada pelo sistema AGR. Esse sistema
consiste na sintese de AIP codificado pelo gene agrD (JI et al., 1995). A enzima codificada
pelo gene agrB, adiciona anéis de thiolactona ao peptideo e o exporta para o ambiente
extracelular (SAENZ et al., 2000). O AIP ¢ reconhecido por seu receptor cognato, AgrC, que €
um sensor quinase, provocando uma fosforilacdo do AgrA. O AgrA fosforilado induz entao a
expressao de um RNA regulador (RNA III) que reprime a expressdao de fatores de adesdo e
induz outros fatores de viruléncia (NOVICK et al., 1993). O AgrA fosforilado também induz a
expressao do operon agrBDCA, resultando em um aumento do nivel de AIP criando um
feedback positivo, para que toda a populagao troque de um estado de baixa para alta densidade
(NOVICK et al., 1995).

Dentro da espécie S. aureus existem grupos (I a IV) com variagdes nas moléculas AIPs
(Fig. 2B). Esses grupos sao classificados de acordo com a seqiiéncia basica do AIP. Até 2005,
estavam descritos quatro diferentes AIPs, classificados em quatro grupos, sendo cada Al capaz
de ativar seu respectivo receptor agrC cognato, e de inibir a ativacdo de todos os demais por
competicao do receptor nao-cognato. Em outras palavras, cada AIP inibe a expressdo de
fatores de viruléncia dos outros trés grupos de S. aureus (LYON et al, 2002). Desta forma,
uma co-infecgdo com dois grupos de S. aureus resulta em uma competi¢do intra-espécie.
Mayville e colaboradores (1999) verificaram que o AIP II purificado era capaz de atenuar a

viruléncia de grupo I de S. aureus em uma infecgdo em modelo animal.
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1.1.2. SISTEMAS INTER-ESPECIES

Em contraste com os sistemas QS intra-especificos, o sistema inter-especifico AI-2/LuxS
esta presente em uma variedade de espécies, tanto em bactérias Gram-positivas quanto Gram-
negativas, ¢ em todos os casos, a producdo do sinal requer uma enzima chamada LuxS
(XAVIER & BASSLER, 2003). Ao contrario do que ocorre para os auto-indutores AHL e
oligopeptideos, na biossintese da molécula AI-2 os intermediarios sdo idénticos em todas as
bactérias ja estudadas. O que levou os pesquisadores a considerarem a molécula AI-2 como um
sinal universal (MILLER & BASSLER, 2001). O inicio das investigagdes quanto a natureza da
molécula AI-2 ocorreu a partir da descoberta de uma propriedade detectada no sobrenadante
das culturas de diferentes espécies bacterianas. Através de um ensaio de auto-indugao (bio-
ensaio), o sobrenadante era capaz de ativar a expressao de genes responsdveis pela
bioluminescéncia em cepas reporter de V. harveyi (MILLER & BASSLER, 2001).
Posteriormente, estudos moleculares em V. harveyi, E.coli € S. typhimurium revelaram que um
mesmo gene era responsavel por essa propriedade (SURETTE, MILLER & BASSLER, 1999).
Andlises moleculares de cepas com os genes /[uxS mutados, paralelamente a ensaios
fenotipicos, permitiram a identificacdo dos genes /uxS em uma variedade de espécies que ainda
ndo haviam sido seqiienciadas. Em todos os casos, se a bactéria produzia o Al-2, ela
apresentava o gene /uxS e sua inativacdo inviabilizava a produgdao do AI-2 (XAVIER &
BASSLER, 2003).

Schauder e colaboradores, em 2001, descreveram entdo a via biossintética da molécula
auto-indutora, revelando que a proteina LuxS ¢ uma enzima envolvida tanto no metabolismo
da S-adenosilmetionina (SAM) quanto no metabolismo da metionina, convertendo S-ribosil-

homocisteina (SRF) em homocisteina e 4,5-dihidroxi-2,3-pentanodione (DPD). Devido a sua
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instabilidade, o DPD reage com a agua tornando-se uma molécula ciclica e formando
diferentes furanos (SCHAUDER et al., 2001; WINZER et al., 2002; SPERANDIO et al.,
2003), sendo um deles o precursor da molécula Al-2 (SCHAUDER et al., 2001). Somente em
2002, a estrutura da molécula AI-2 do V. harveyi e, posteriormente em 2004, a estrutura do Al-
2 da S typhimurium foram elucidadas, revelando um (2S,4S)-2-methil-2,3,3,4-tetrahidro
xitetrahidrofurano-borato (S-THMF-borato) e um (2R,4S)-2-methil-2,3,3,4-
tetrahidroxitetrahidrofurano (R-THMF), respectivamente para as espécies (TAGA,

SEMMELHACK & BASSLER, 2001; CHEN et al. 2002; MILLER et al., 2004) (Fig.3).
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Figura 3: Moléculas de Al-2. (a) V. harveyi (S-THMF-borato), e de (b) S. typhimurium
(R-THMF), em negrito (WATERS & BASSLER, 2005).

A molécula AI-2 ¢ produzida a partir da SAM, a qual € um cofator essencial para processos
metabolicos tais como a sintese de proteinas, RNA e DNA (XAVIER & BASSLER, 2003). A
molécula de SAM ¢ um doador de radical metil e produz o intermedidrio toxico S-

adenosilhomocisteina (SAH) que ¢ hidrolisado a SRH e adenina pela enzima Pfs (5’
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metiltioadenosina/S-adenosilhomosisteina nuclease). A combinacao in vitro das proteinas Pfs e
LuxS purificadas com a molécula SAH levam a uma alta atividade de AI-2 (SCHAUDER et
al., 2001). A presenca do atomo do boro na molécula do AI-2 de V. harveyi foi vista como
uma surpresa, pois pouco se sabe da fun¢ao desse atomo em sistemas bioldgicos (XAVIER &
BASSLER, 2003). Algumas evidéncias sugerem que para formar a molécula de AI-2 de V.
harveyi, o boro seria adicionado em um dos furanos derivados do DPD (CHEN et al., 2002)
(Fig. 4).

Xavier e colaboradores, em 2003, sugeriram que a adi¢ao do boro poderia ser fruto de uma
reacdo espontanea. Porém também seria possivel que alguma enzima estivesse catalisando essa
reacdo in vivo. Ou até mesmo o proprio LuxP, que poderia exercer tanto a fungdo de sensor do

Al-2 quanto a da enzima responsavel pela adi¢ao do boro a molécula (XAVIER & BASSLER,
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Diferentes fungdes tém sido atribuidas a mensagens passadas pela molécula AI-2 em
diferentes espécies bacterianas. A expressdao de fatores de viruléncia em Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (FONG et al., 2001), Clostridium perfringens (OHTANI, HAY ASHI
& SHIMIZU, 2002), Neisseria meningitidis (WINZER et al., 2002), Porphyromonas
gingivalis (CHUNG et al., 2001; FONG et al., 2001; BURGESS et al., 2002), pode ser citada,
sendo que em quase todos os casos, o sinal do Al age em conjunto com outros fatores de
regulacgao.

Estudos comparativos, envolvendo cepas selvagens e mutantes, revelaram uma associagao
do gene [uxS com a expressao de fatores de viruléncia (secre¢ao do tipo III e expressdo de
flagelo) de E. coli enterohemoragica (EHEC). No entanto, ao serem testados Al-2 purificados
e sintéticos, pode-se observar que esses fatores de viruléncia nao eram regulados por este auto-
indutor (SPERANDIO et al. 2003). O Al responsavel por essa regulagdo dependia do gene
luxS para ser sintetizado, porém, diferia do AI-2 por apresentar padrdes distintos quando
analisado por espectrometria de massa. Pois se trata de uma molécula que contém um
composto aromatico a sua estrutura € que nao apresenta um esqueleto de agucar, passando
entdo a ser designado auto-indutor do tipo 3 (AI-3) (SPERANDIO et al. 2003).

Esses resultados sugeriram que alguns dos fenotipos atribuidos ao sinal do AI-2 necessitam
ser revistos, ja que o /uxS nao ¢ um enzima responsavel somente pela producao do Al-2, mas
também uma enzima envolvida na sintese do aminodcido metionina. Conseqiientemente, uma
alteragdo em sua expressao, por mutacao, por exemplo, podera afetar a expressao de outros
genes nao necessariamente associados ao sistema QS (WALTERS & SPERANDIO, 2006). O
acumulo de S-ribosil-homocisteina dentro da célula e a ndo conversao a homocisteina, que esta
diretamente associado a sintese da metionina, leva a célula a alterar suas vias metabdlicas. E

possivel que essa mudanga possa ser responsavel pelo bloqueio da atividade de AI-3, nao
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sendo necessariamente a proteina LuxS responsavel pela biossintese de AI-3 (WALTERS &
SPERANDIO, 2006). A atividade de ambos os sinais pode ser diferenciada utilizando-se testes
biologicos especificos para cada tipo de sinal. Por exemplo, AI-3 ndo apresenta atividade no
ensaio de auto-inducdo do V. harveyi (SURETTE & BASSLER, 1998; SPERANDIO et al.,
2003), enquanto que o Al-2 ndo interfere na transcricdo dos fatores de viruléncia de EHEC
(SPERANDIO et al., 2003). Foi através desses ensaios que Sperandio e colaboradores
revelaram que, além das cepas de EHEC, outras espécies também eram capazes de produzir a
molécula Al-3, atuando na regulagdo de toda a comunidade bacteriana, ou seja, uma regulagao
com carater de relacionamento inter-especifico.

Além da atividade de comunicagao entre espécies de bactérias, o sistema de comunicagao
que envolve a molécula AI-3 também tem apresentado uma atividade entre as células
bacterianas e as cé€lulas eucaridticas do hospedeiro, chamada de comunicacdo inter-reinos
(SPERANDIO et al., 2003). A molécula AI-3 apresenta uma sinalizacdo cruzada com
hormonios de células eucariontes, a epinefrina e a norepinefrina (SPERANDIO et al., 2003).
Ambos estdo presentes no trato gastrintestinal. Esse sistema de sinalizagdo hormonal ¢
responsavel pela transcricdo de diversos genes de viruléncia em EHEC (READING &
SPERANDIO, 2006). A EHEC reconhece o Al-3 (produzido pela microbiota do intestino) e a
epinefrina/norepinefrina (produzidas pelo hospedeiro), ativando a expressdo da ilha de
patogenicidade LEE, responsavel por varios fatores de viruléncia (SPERANDIO et al., 2003).
A sinalizagdo AlI-3/Epinefrina/Norepinefrina estd presente dentro de varias espécies
bacterianas como Shigella spp, Salmonela spp, Erwinia carotovora, Pasteurella multocida,
Haemophilus influenzae, Actinobacillus pleuropneumoniae, Chromobacterium violaceum,

Coxiella burnetti, Yersinia spp., Francisella tularensis e Ralstonia solacearum, demonstrando
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que essa sinalizagdo cruzada inter-reinos nao se limita apenas a E. coli (READING &

SPERANDIO, 2006).

1.2. GENERO BACTEROIDES

O intestino humano ¢ colonizado por uma densa e complexa comunidade microbiana,
sendo grande parte dessa comunidade composta por bactérias anaerobias, as quais podem
exceder 10! células por grama de fezes (WEXLER, 2007).

A atividade desses microrganismos apresenta seu maior impacto na nutrigdo € na
manutengdo da satde do hospedeiro (WEXLER, 2007). Os estudos relativos a diversidade
microbiana da comunidade anaerobia presente no colon humano tém se baseado, nas ultimas
décadas, em técnicas de biologia molecular, como analise de homologia de DNA (JOHNSON,
1978), hibridizagado de DNA-RNA ribossomal 16S (JOHNSON & HARICH, 1986), além de
analise comparativa de RNA ribossomal 16S (PASTER et al., 1984), revelando dois principais
grupos bacterianos dominantes. Dentre as bactérias Gram-positivas, o maior representante ¢ o
grupo dos clostrideos e dentre as bactérias Gram-negativas, o género Bacteroides € o que se
destaca (SUAU et al., 1999; HOLD et al., 2002).

As bactérias anaerébias da microbiota anfibiontica podem estar envolvidas em uma
variedade de infecgdes endogenas (FINEGOLD,1977). Mais de 1/3 de todos os anaerdbios
isolados de espécimes clinicos inclui membros do género Bacteroides (REDONDO et al.,
1995; DIBAISE, J.K.; 2008) e a terapia antimicrobiana ¢ muitas vezes limitada devido a
grande e crescente resisténcia apresentada por esse grupo de microrganismos (FALAGAS &

SIAKAVELLAS, 2000; SNYDMAN et al., 2003).
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Como o proprio nome diz, a relagdo anfibiontica deriva de um dualismo de
comportamento. Apesar de se tratar de um grupo frequentemente encontrado em um complexo
comensal, o género Bacteroides ¢ responsdvel por aproximadamente 65% das infec¢des
originarias de desequilibrios na microbiota intestinal (WEXLER 2007). Originalmente, esse
género era representado por mais de 40 espécies, classificadas quanto a sua morfologia como
bastonetes Gram-negativos, anaerobios estritos, sacaroliticos e ndo formadores de esporos
(HOLDEMAN, KELLY & MOORE, 1984). Em funcdo de uma grande heterogeneidade
quanto a morfologia e demais atividades sacaroliticas e proteoliticas, essa classificagdo passou
a ser considerada insatisfatéria. Em 1989, Shah e Collin propuseram que o gé€nero fosse
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restrito ao entdo chamado “grupo Bacteroides fragilis”, sendo este composto por
microrganismos sacaroliticas, bile-resistentes, ndo-pigmentados, capazes ou nao de hidrolisar a
esculina e de formar acido succinico e acético a partir da glicose. O género Bacteroides passou
naquele momento a ser representado por dez espécies: Bacteroides caccae, Bacteroides
distasonis, Bacteroides eggerthi, Bacteroides fragilis, Bacteroides merdae, Bacteroides
ovatus, Bacteroides stercoris, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides uniformis e
Bacteroides vulgatus (LIU et al., 2003). No entanto, atualmente existem 28 espécies validas
publicadas e mais 8 com posi¢oes indefinidas. Recentemente, as espécies Bacteroides
distasonis e Bacteroides merdae passaram a compor o género Parabacteroides (SONG et al.,
2005; OLSEN & SHAH, 2008).

O género Bacteroides, incluindo o Bacteroides fragilis, merece especial atengdo pela sua
alta freqliéncia em infecgdes anaerobias e pelo seu perfil de resisténcia a antimicrobianos
(KOETH et al., 2004). A espécie B. fragilis ¢ considerada um patdégeno oportunista, em parte

devido aos seus fatores de viruléncia, mas também a sua resisténcia a antimicrobianos e

também ao seu comportamento em infecgdes polimicrobianas (ANTUNES et al., 2005).
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A espécie B. fragilis constitui apenas 4 a 13 % das cepas isoladas da microbiota fecal de
uma pessoa saudavel, porém, esta presente em 60 a 80 % das infec¢des associadas ao género.
Em contraste, a espécie B. thetaiotaomicron compreende de 15 a 29 % das cepas isoladas da
microbiota normal, e apenas 13 a 17% das cepas isoladas derivao de infec¢des (CERDENO-
TARRAGA et al., 2005).

Acredita-se que essa prevaléncia da espécie B. fragilis se dé principalmente devido a sua
versatilidade no relacionamento com o hospedeiro, ora como um componente da microbiota
comensal, ora como patégeno expressando atributos de viruléncia (ONDERDONK et al.,
1977, 1990; WEXLER 2007). Seus fatores de viruléncia incluem fatores de adesao,
aerotolerancia, producao de enzimas extracelulares, além de fatores de resisténcia tanto a
antibioticos quanto ao sistema imune do hospedeiro (PATRICK, 2002). Dentre os fatores de
viruléncia, dois merecem especial destaque: uma protease secretada pela espécie, denominada
Bacteroides fragilis toxin — BFT e o complexo polissacarideo capsular (CPC) (WEXLER
2007).

Em 1984, Myers & Shoop, descreveram pela primeira vez a BFT como um fator enterotdxico
expresso por cepas de B. fragilis isoladas de diarréia de carneiros neonatos, sendo estas entdo
chamadas de Bacteroides fragilis enterotoxigénicas (Enterotoxigenic Bacteroides fragilis —
ETBF). Esta toxina ¢ capaz de induzir uma resposta secretoria, verificada através de ensaios
em alga intestinal ligada de ovelhas e bezerros (WEIKEL et al., 1992). O CPC, além de
proteger B. fragilis contra a fagocitose por polimorfonucleares e macréfagos, e induzir a
formagdo de abscessos (KRINOS et al., 2001; TZIANABOS et al., 1993), tem um importante
papel na adesdo as células mesoteliais (GIBSON III et al., 1998). Este complexo ¢ composto

por polissacarideos com diferentes propriedades antigénicas. Acredita-se que cada
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polissacarideo presente seja composto de distintas unidades oligossacaridicas repetidas e que
possua um balango entre grupamentos de cargas positivas e negativas. Esta estrutura
“zwitterionica” € proposta como fundamental para a inducao dos abscessos (SAERS, 2009;
TZIANABOS et al., 1993).

Além da espécie B. fragilis, a espécie Bacteroides vulgatus também apresenta uma
importancia bastante significativa em patogenias causadas por anaerobios estritos no intestino.
Por exemplo, a espécie B. vulgatus tem sido freqiientemente relacionada ao agravamento da
colite ulcerativa (ONDERDONK et al., 1984), uma doenga de origem ainda ndo muito bem
definida, alem de ser o segundo patégeno mais importante no grupo Bacteroides em infec¢des
intestinais e extra-intestinais. No entanto, experimentos realizados em camundongos
trangénicos HLA-B27 com uma mistura de seis espécies de microrganismos anaerdbios
facultativos e estritos, incluindo a espécie B. vulgatus, demonstraram que a colite se torna
muito mais ativa quando comparada com a administracdo dessa mistura sem B. vulgatus
(RATH 2003).

O colon humano ¢ um sitio altamente susceptivel a transferéncia horizontal de genes,
sendo as bactérias da microbiota consideradas os reservatorios de uma variedade de elementos
genéticos moveis (SHOEMAKER et al., 2001). Em espécies de Bacteroides, a transferéncia
horizontal de genes envolve principalmente a transferéncia de genes responsdveis pela
resisténcia a antibidticos através de transposons conjugativos. Shoemaker e colaboradores, em
2001, sugeriram que outros genes também podem ser transferidos pelos mesmos mecanismos
de conjugacdo (SHOEMAKER et al., 2001). Além disso, estudos revelaram que a maquinaria
necessaria para algumas sinalizagdes de Quorum Sensing (QS) parece estar associada a

mecanismos de transferéncia horizontal de genes (LERAT & MORAN., 2004).
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Na microbiota intestinal, os microrganismos predominantes sdo os anaerdbios, €
aproximadamente 90% sdo representados por espécies do filo Bacteroidetes (WEXLER 2007).
Esta estatistica significativa representa claramente que além da capacidade de sobrevivéncia e
adaptacdo as adversidades do ambiente, mostra também seu importante papel como
mantenedora do equilibrio ecoldgico no ambiente gastrointestinal. Essas diferentes fungdes e
seu comportamento sinérgico em infecgdes mistas, além da patogenicidade apresentada por
algumas espécies do género Bacteroides levou Antunes e colaboradores em 2005 a sugerirem
que algumas dessas caracteristicas pudessem estar relacionadas a algum sistema QS. O autores
foram entdo os primeiros a fazer uma associacdo do género Bacteroides ao sistema de
comunicagdo Al-2/LuxS. Neste trabalho os autores revelaram que o fendtipo de sinalizagdo
mediado pela molécula Al-2, analisado através da estimulagdo da bioluminescéncia em V.
harveyi, estaria presente em algumas cepas pertencentes as espécies B. fragilis e B. vulgatus
(ANTUNES et al., 2005).

A partir desses resultados diferentes estratégias, que nao obtiveram éxito, foram tomadas
com a finalidade de se detectar o gene /uxS que estaria associado a produgao do autoindutor.
Foi s6 entdo em 2007 que o banco de seqiiéncias da Universidade de Washington apresentou o
seqlienciamento completo do genoma da cepa de B. vulgatus ATCC 8482, contendo uma
seqliéncia provavel para uma ORF [uxS downstream a uma ORF pfs. A presenca do operon
luxS - pfs levou a crer que um sistema de comunicagdo inter-espécies pudesse estar presente.
No entanto, ¢ importante mencionar que foi nessa mesma época que o fendtipo Al-3 foi
encontrado em culturas de microrganismos intestinais, incluindo espécies género Bacteroides
(WALTERS & SPERANDIO, 2006), além de um estudo realizado por Pumbwe e
colaboradores ter associado a formagao de biofilme e multi-resisténcia ao sistema do tipo 1 do

QS em B. fragilis (PUMBWE, SKILBECK & WEXLER, 2008).
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Considerando entdo, em primeiro lugar, todos esses aspectos associando o género
Bacteroide a diversos sistemas de QS, além da relevancia dos Bacteroides, ndo s6 na parte
clinica, mas também pelo seu papel na manutencao do equilibrio da microbiota gastrintestinal,
em segundo lugar, a importancia gene /uxS, por se apresentar como um ponto de intersec¢ao
dos principais sistemas QS, além de que esses sistemas estdo intimamente associados a
patogenicidade em espécies que habitam o mesmo ambiente gastrointestinal que os
Bacteroides fazem parte, a proposta desse estudo foi em uma primeira etapa, detectar e
descrever a seqiliéncia do gene /uxS em uma cepa de B. fragilis ja descrita previamente como

produtora de Al - 2, e em uma segunda etapa, associar o gene detectado ao fenotipo Al-2.
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2. OBJETIVO;

- Caracterizacao do gene [uxS em cepas de B. fragilis produtoras do auto-indutor 2 (AI-2)
através da detecgao do referido gene por PCR seguido de reagdes de sequenciamento.
- Correlacionar a presenca do gene /uxS a expressao do Al-2 através de expressao heterdloga

em cepas de Escherichia coli.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. CEPAS UTILIZADAS - Foram utilizadas trés cepas de Vibrio harveyi (Tabela 1),
gentilmente cedidas pela Dra. Bonnie Bassler (Princeton University — Princeton, USA). As
cepas foram cultivadas nos meios “L- Marine”(LM), descrito por Bassler, Wright & Silverman
(1994a) para o seu crescimento em meio solido, e o meio “Auto-inducer Bioassay”(AB),
descrito por Greenberg, Hastings & Ulitzur (1979) para os ensaios de auto-inducdo. As
condigdes de cultivo consistiram na incubagdo das placas ou tubos a 25-30°C, em ambiente de
aerobiose sob agitacdo. As cepas foram estocadas em meio AB contendo 30% de glicerol a -
80°C. A cepa de Vibrio harveyi BB120 ¢ uma cepa selvagem e possui os dois sistemas QS
descritos nessa espécie, sendo capaz de produzir e responder aos Als 1 e 2. A cepa BB170 ¢
um mutante de BB120 (LuxN::Tn5) que s6 € capaz de responder ao Al-2, sendo essa cepa
usada como cepa reporter para Al-2. A cepa BB152 ¢ também um mutante da V. harveyi
BB120 (LuxM::Tn5) apenas capaz de produzir o AI-2 (BASSLER, WRIGHT &
SILVERMAN, 1994a; BASSLER, GREENBERG & STEVENS, 1997). As cepas BB120 ¢
BB152 foram utilizadas como controles positivos dos experimentos.

Além das cepas de V. harveyi, outras duas cepas de E. coli foram utilizadas na etapa de
expressao heterdloga do AI-2 do trabalho (Tab. 1). Uma pertencente a Cole¢ao de Culturas do
Laboratorio de Biologia dos Anaerdbios do Departamento de Microbiologia Médica do
Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes, denominada E. coli K12 que serve como
controle positivo para o fendtipo Al-2, e outra cepa denominada E. coli DH5a, derivada da
cepa K12, porém com o gene /uxS nao funcional, gentilmente cedida pelo Dr Edson Rocha
(East Carolina University). Em uma segunda etapa do trabalho foi utilizada a cepa E. coli

Roseta com o objetivo de confirmar a funcionalidade do sistema de expressdo. Estas cepas
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foram utilizadas para a clonagem com o vetor plasmidial pET26b" mais o produto de
amplificacao dos iniciadores LuxSNdelF e LuxSXhoIR. As cepas K12, DH5a e Roseta (life
Technology, Invitrogen) foram cultivadas em Luria-Bertani (LB) caldo e agar a 37 °C, sendo
as cepas DHS5a e Roseta utilizadas como hospedeiras para clonagem. A cepa DH5a tem o gene
luxS defeituoso e ndo ¢ capaz de sintetizar Al-2, sendo utilizada para confirmar a

funcionalidade do gene /uxS de Bacteroides (SURETTE, MILLER & BASSLER, 1999).

3.2. CEPAS TESTADAS - Foram também utilizadas duas cepas do género Bacteroides
(Tabela 1), sendo uma pertencente a espécie B. fragilis, proveniente da Cole¢do de Culturas do
Laboratorio de Biologia dos Anaerdbios do Departamento de Microbiologia Médica do
Instituto de Microbiologia Prof Paulo de Goes, categorizada previamente como produtora de
Al-2 (B3b) (MIRANDA et al., 2005), e outra cepa pertencente a espécie B. vulgatus ATCC
8482, proveniente da Colecao de Culturas do INCQS do Instituto Oswaldo Cruz, categorizada
como possuidora de um possivel gene luxS pelo programa de seqlienciamento da Universidade
de Washington. As cepas foram cultivadas a 37°C em caldo Brain Heart Infusion, Pré-reduzido
Esterilizado anaerobicamente (BHI-PRAS) (Difco) suplementado com hemina (5mg/mL),

menadione (10pg/mL) e cisteina (0,5 g/L).
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Tabela 1: Tabela das cepas selecionadas para o estudo e suas respectivas caracteristicas.

Espécies Cepa Fenoétipo*
BB120 Al 1/2 +, sensor AI 1/2 +
Vibrio harveyi BB170 Al 1/2 +, sensor Al 2 +
BB152 Al'l-/2+, sensor AI 1/2 +
Bacteroides fragilis B3b Al2+
Bacteroides vulgatus = ATCC 8482 Al2+
K12 Al 2+
Escherichia coli DH5a Al 2 -
Roseta -

ATCC — American Type Culture Collection
*Ensaio de auto-inducao, deteccao da molécula AI-2 através da emissdao de bioluminescéncia

pela cepa reporter BB170.

3.3. ENSAIO FENOTIPICO PARA DETECCAO DO AI-2

3.3.1. ENSAIOS DE AUTO-INDUCAO - Os ensaios de auto-inducdo foram realizados em
uma primeira etapa para fim de confirmacao da produgdo do Al-2 pelas cepas de B.fragilis
B3b e para avaliagdo do fenotipo da cepa ATCC 8482 de B.vulgatus, além das cepas E. coli

K12 e E. coli DH5a. Os sobrenadantes do B. fragilis B3b, B. vulgatus ATCC 8482, E. coli
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K12 e E. coli DH5a foram testados para a atividade do AI-2 utilizando a cepa reporter V.
harveyi BB170, que responde a molécula Al-2 produzindo bioluminescéncia, com o intuito de
confirmar a expressao da molécula Al-2 pelas cepas de Bacteroides e E. coli K12, e a perda do
fendtipo pela cepa E. coli DH5a. Em uma segunda etapa os ensaios foram realizados com o
intuito de avaliar o restabelecimento da produg¢do de AI-2 por parte da cepa E. coli DH5a
transformada com os genes /uxS dos Bacteroides estudados.

Para obten¢ao de sobrenadantes livres de células foi empregada a metodologia descrita por
Greenberg, Hastings & Ulitzur (1979), com algumas modificacdes. As cepas de V. harveyi
foram cultivadas em tubos contendo 10 mL de meio AB e incubadas a 25-30°C, sob agitagao
por 24 h. As cepas do género Bacteroides € as cepas de E. coli foram cultivadas em tubos
contendo 10 mL de meio BHI-PRAS e LB, respectivamente, a 37°C por 24 h. As culturas
foram entdo centrifugadas a 5.000x g a 5°C por 20 min. Os sobrenadantes foram entdo
filtrados em membranas com poros de 0,22um (Millipore — Sao Paulo, SP, Brasil), e entao
estocadas a -20°C e utilizadas dentro de um periodo maximo de um més.

Para o preparo da cepa reporter, foi utilizada a metodologia descrita por Bassler, Wright &
Silverman (1994b) nos ensaios de auto-indugdo. As cepas de V. harveyi foram cultivadas em
SmL de meio AB por 24 h a 25-30°C, sob agitagdo. Posteriormente, a cultura foi diluida
(1:5000) em meio AB estéril e utilizada no ensaio de auto-indugao.

Para a realizacdo dos ensaios de auto-inducao foi empregada a metodologia descrita por
Chung e colaboradores, em 2001, com modificagdes. Em diferentes tubos plasticos de 1,5 mL,
foram adicionados 50uL de cada sobrenadante testado. Nos controles positivos BB120 e
Bb152, os quais foram denominados 1+ e 2+, respectivamente, ¢ no controle negativo, que
consiste no caldo BHI-PRAS, também foi colocado a mesma aliquota de 50uL.

Posteriormente, 450ul. da cultura da cepa reporter diluida (1:5000) foram adicionados aos
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tubos e incubados a 25-30°C, sob agitacdo de 200 rpm. A leitura da bioluminescéncia emitida
pela cepa reporter foi efetuada apds 5 horas, utilizando-se um luminémetro (Luminometer TD-
20/20 — Turner Designs). O valor de luminescéncia da cepa BB120 obtido na quinta hora apos
a adicdo da cepa reporter BB170 foi considerado como 100%. Sobrenadantes que estimularam
a producdo de bioluminescéncia pela cepa reporter BB170 em 10% ou mais do valor obtido
com o sobrenadante da cepa BB120 foram considerados positivos para a presenca de auto-
indugdo do tipo 2 (FRIAS, OLLE & ALSINA, 2001). Devido a variabilidade inerente a

técnica, todos os ensaios foram realizados em triplicata.

3.4. DETECCAO E CARACTERIZACAO DO GENE LUXS

3.4.1. AMPLIFICACAO DO GENE LUXS - Primeiramente as cepas de Bacteroides foram
submetidas a uma avalia¢do para a deteccdo do gene /uxS através da utilizagdo de um par de
iniciadores confeccionado a partir da regido interna do gene /uxS encontrado no
seqlienciamento completo do genoma da cepa ATCC 8482 de B. vulgatus realizados na
Universidade de Washington (LuxSF e LuxSR). Posteriormente, com o objetivo de
caracterizacdo, o gene [uxS foi amplificados usando um segundo par de iniciadores
confeccionados a partir das regides que flanqueiam a ORF do suposto /uxS (LuxSNdelF e
LuxSXholIR). Ambos os iniciadores possuem sitios de corte por enzimas de restricdo com
intuito de direcionar a ligagdo no vetor de expressao pET26b+ no correto sentido de leitura: O
iniciador forward possui um sitio de corte para a enzima Ndel e o iniciador reverse um sitio de

corte para a enzima Xhol (Tabela 2).



Tabela 2: Seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados para deteccdo e clonagem,

respectivamente.
Nome Oligonucleotideos Fragmento
™
esperado
LuxSF * 5’- CCAGTTTTACCATTGACCAT- 3’ 50,4°C
388 pb
LuxSR * 5’- ATAGGTAGGTCGTGAAGCAA- 3’ 53,1°C
LuxSNdelF ** 5’- CGAATCATATGAAGACAATACCCAG - 3’ 53,4°C
507 pb
LuxSXhoIR **  5°- CTGTTCTCGAGAATTACTCTTTAGTAG -3’ 52,7°C

* Iniciadores confeccionados a partir da regido interna do gene /uxS de Bacteroides vulgatus

ATCC8482.

** Iniciadores confeccionados a partir de regides que flanqueiam gene /uxS de Bacteroides
vulgatus ATCC8482.

3.4.2. EXTRACAO DE DNA BACTERIANO - A extragio de DNA total das cepas de

Bacteroides foi realizada através da utilizagdo do método do isotiocianato de guanidina

descrito por Pitcher, Saunders & Owen (1989), com algumas modifica¢des. As cepas foram

cultivadas em placas contendo dgar sangue suplementado com hemina (5pg/mL, Sigma Co.) e

menadiona (10pug/mL, Sigma Co.) e incubadas por 48h a 37°C em anaerobiose.

Posteriormente, foram passados para um caldo de BHI-PRAS e novamente incubados a 37°C
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por 48h. Apos centrufugacdo a 8.000Xg de 1,5 mL das culturas, foram adicionados 500uL de
isotiocianato de guanidina a 5SM. As solucdes foram agitadas e em seguida, incubadas a
temperatura ambiente por 5 a 10 min. Apods resfriamento em gelo por 10 min 250uL de acetato
de amonia 7,5M foram adicionados, e as solu¢des foram agitadas gentilmente e incubadas em
gelo por mais 10 min. Em seguida, foram adicionados 500uL de cloroférmio:alcool-isoamilico
(24:1), as solugdes foram antdo agitadas e centrifugadas a 13.000x g por 10 min. A parte
aquosa foi transferida para outro tubo estéril de 1,5mL, onde foram adicionados 430uL de
1sopropanol. Os tubos foram invertidos algumas vezes até que fosse possivel a visualizagao de
um precipitado fibroso branco. O material foi entdo centrifugado a 13.000x g por 5 min. Os
precipitados foram lavados cinco vezes com 500uL de etanol a 70%. Apos a lavagem, os tubos
foram centrifugados a 11.000x g durante 10 min. Os tubos foram entao deixados abertos a
temperatura ambiente, para total evaporagdao do etanol. Apds este periodo, S0uL de TE (Tris-
EDTA, pH 8,0) foram adicionados e os tubos colocados em banho-maria a 55°C por

aproximadamente 1 h. Posteriormente os tubos foram estocados a -20°C.

3.4.3. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (POLIMESASE CHAIN REACTION
- PCR) - A mistura da reacao de PCR foi realizada em 50uL contendo um volume final 1,25U
de Taq polimerase, 50ng dos oligonucleotideos, 25uM de cada deoxinucleotideo trifosfatado,
1,5mM de MgCl,, tampao PCR (10mM Tris-HCI pH 8,3; 50mM KCI) e 100ng de DNA. As
reagcoes de amplificagdo seguiram a técnica do Touchdown PCR, com o seguinte programa:
94°C por 30 s para desnaturagdo inicial; 10 ciclos de 94°C por 30s para desnaturagao, 50°C
por 30s para anelamento e 72°C por 2 min para extensao, 10 ciclos de 94°C por 30 segundos
para desnaturacao, 45°C por 30 seg para anelamento, 72°C por 2 min para extensao, 15 ciclos

de 94°C por 30 seg para desnaturacao, 40°C por 30 seg para anelamento, 72°C por 2 min para
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extensdo e 72°C por 5 min para extensdo final. Os produtos da amplificacdo de PCR,
juntamente com o padrao de tamanho de DNA de 1Kb (DNA Ladder) foram analisados em gel
de agarose a 0,7% e submetido a uma corrente elétrica de 100 volts por uma hora. O gel foi
entdo corado com brometo de etidio (0,5ug/mL) e fotogratado pelo sistema gel capture sob luz

ultravioleta.

3.4.4. SEQUENCIAMENTO - As amostras de DNA e uma aliquota do par de iniciadores
utilizados foram enviadas para o Centro de Estudos do Genoma Humano, no Instituto de
Biociéncia, na Universidade de Sao Paulo para seqlienciamento. As reacdes de
seqiienciamento foram realizadas de acordo com o protocolo para o MegaBACE™1000,
utilizando o DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (com Thermo Sequenase™
II DNA Polimerase) e as seqiiéncias foram analisadas pelo software Sequence Analyser
utilizando o Base Caller Cimarron 3.12. Apds a obtengdo das seqiiéncias, a analise das

mesmas foi realizada através do software BioEdit Sequence Alignment Editor versao 7.0.1.

3.5. CLONAGEM E EXPRESSAO DO GENE LUXS - Os produtos obtidos nas rea¢des
de PCR a partir dos iniciadores LuxSNdelF e LuxSXhoIR foram purificados com o kit
(Qiagen) de purificacdo a partir do gel de agarose. Posteriormente, forma tratados com as
enzimas de restricdo Ndel e Xhol por 4 h a 37°C, e so6 entdo foram inseridos no vetor de
clonagem pET26b+ (Novagem) (Fig. 5), também tratados com as mesmas enzimas de restrigao
citadas acima, seguindo as especificagdes do fabricante. A reacdo de insercao inclui a adigdo
de 5 uL do 2x o tampao de ligacdo, 1 pL do vetor de clonagem, 3 puL do produto de
amplificacdo e 1 puL da enzima T4 DNA ligase. Seguida de incubagao por 24h a 4°C. A cepa

E. coli DH5a foi transformadas por eletroporacdo com 5 pL da reagdao de ligagdo e incubada
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por 1 hora a 37°C em 1 mL de meio SOC (FERREIRA et al., 2009 ). As células transformadas
foram plaqueadas em meio LB com 50pug/mL de canamicina e incubadas por 24h a 37°C. As
células foram entdo selecionadas e seus respectivos plasmidios extraidos pelo Kit Qiagen. Um
avaliacdo da clonagem foi realizada com o procedimento de digestdo plasmidial utilizando 0,5
uL das enzimas de restricdo Ndel ¢ Xhol (Promega), 2 uL do tampao de reagdo da enzima,
15,5 uL de agua pura e 2 pl. da amostra plasmidial para verificar a correta inser¢ao do
amplicon. Foram entdo selecionados vinte clones para cada inserto na cepa E. coli DH5a para
que fosse iniciado a avaliacdo quanto a restauracdo do fendtipo Al-2 através do ensaio de auto-
indugdo. Apos a obtencao dos clones que apresentaram os plasmidios com a correta insercao,
foi realizada a inducdo de expressdo. Os clones E. coli DH50/luxS® e E. coli DH50/luxS®
foram cultivados em meio LB contendo 50pug/mL de canamicina e a cepa ndo transformada
apenas em LB. As cepas foram entdo suplementadas com uma concentracao final de 1 uM de
isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) e incubadas sob agitagao (200rpm) a 37°C por
18 horas. Os sobrenadantes foram entdao avaliados quanto a presenga da molécula AI-2, como

descrito anteriormente.



Figura 5. Mapa fisico do vetor
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3.6. ANALISE DA EXPRESSAO EM CEPAS E. COLI ROSETA.

3.6.1 CLONAGEM, EXPRESSAO E ANALISE ELETROFORETICA

Por se tratar de uma cepa que ja possuia o gene /uxS antes da transformacgdo, o

objetivo dessa etapa foi verificar o aumento da expressao do gene para comprovar a

eficiéncia do plasmidio pET26b+, pois a cepa E. coli roseta ¢ a hospedeira mais indicada a

ser utilizada com esse vetor.

O plasmidio da cepa E. coli DH50/luxSbf foi entdo extraido e re-submetido a uma

confirmacao quanto a presenca do gene /uxS por reagdo de PCR e s6 entdo 5 puL da extragao
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foi eletroporado na cepa E. coli Roseta e incubada por 1 hora a 37°C em 1 mL de meio
SOC (FERREIRA et al., 2009 ). As células transformadas foram plaqueadas em meio LB
com 50pg/mL de canamicina e incubadas por 24h a 37°C. Seis clones foram entdo obtido.
A cepa E. coli roseta/luxS®B1 foi entdo cultivada em meio LB contendo 50ug/mL de
canamicina, crescida por 24h e uma aliquota de 100uL foi adicionada a 10mL de LB
50pg/mL de canamicina e crescida son agitagdo de 200 rpm até que a mesma atingisse a
DO de 0,3-0,4 e s6 entdo adicionada uma concentragdo final de 1 uM de IPTG e incubadas
sob agitagao (200rpm) a 37°C por 4 horas.

A andlise foi realizada através da extragdo de proteina total através da centrifugacdo
de 1,5 mL das cultura e a lavagem do sedimento celular com 100uL de 4gua destilada
estéril e 100uL de tampao da amostra e fervida por 5 min.

As analises de SDS-PAGE foram realizadas segundo Laemmli, 1970 em géis
descontinuos de Bis-acrilamida (4% empacotamento; 12% separacdo) em tampao de
corrida Tris-glicina (Tris 0,I1M Glicina 1M e 0,5% de SDS). Para verificar a concentracao
de proteinas nos extratos enriquecidos foi utilizado o método de Bradford (Quick Start
Bradford Protein Assay; BioRad). As proteinas (Img/mL) foram misturadas com um
tampdo de amostra (Tris HCI pH 6,8, 10% de SDS, 10% de glicerol e 0,05% de azul de
bromofenol), fervidas (100°C) por 5 min e submetidas a eletroforese (90V). Como controle
da corrida foi utilizado um padrdo de peso molecular de proteinas (200 kDa até 6 kDa;
Invitrogen). Os géis foram corados com Azul de Comassie brilhante R-250 e descorados

com uma solu¢ao contendo 40% de metanol e 10% de acido acético.
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4. RESULTADOS

4.1. AVALIACAO FENOTIPICA PARA AI-2 - O sobrenadante da cultura do B. fragilis
B3b foi capaz de produzir a molécula AI-2, ativando o fenotipo de bioluminescéncia da
cepa reporter em 372,4%. O sobrenadante do B. vulgatus ATCC 8482, que apresenta o gene
luxS em seu genoma, foi capaz de induzir a producdo de bioluminescéncia com 258,3%.
Como esperado, o sobrenadante da cultura de E. coli K12 induziu 73,50%, enquanto que a

cepa E. coli DH5a ndo foi capaz de induzir a produgdo de luz pelo V. harveyi BB170 (Fig.

6 & 10).
Figura 6. Avaliacio do fendtipo Al-2 das
4007 culturas das cepas de B. fragilis, B. vulgatus e
E. coli. Os sobrenadantes das culturas foram
3007 testados quanto a atividade do autoindutor-2
pelo bioensaio de autoindu¢do com a cepa
2001 reporter V. harveyi BB170. Atividade da
molécula AI-2 no sobrenadante da cepa
1007 selvagem V. harveyi BB120 (BB120), B.
vulgatus ATCC 8482 (Bv 8482), B. fragilis

BER120 By 24802 EfE3h Controle B3b (Bf B3b) e o controle usando BHI estéril

(Controle).

4.2. PESQUISA DO GENE LUXS - Apo6s a deteccdo das cepas de B. fragilis B3b e B.
vulgatus ATCC 8482 do fenotipo positivo para a molécula Al-2, o proximo passo foi fazer
uma avaliagdo genotipica dessas mesmas cepas utilizando os iniciadores desenhados a

partir de regides internas do gene /[uxS do B. vulgatus ATCC 8482. A reagdo de
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amplificacao utilizando os iniciadores LuxSF / LuxSR resultou em fragmentos de DNA
amplificados de aproximadamente 388 pb em ambas as cepas de Bacteroides (B. vulgatus
ATCC8482 [Controle positivo] e B. fragilis B3b). Esses produtos amplificados
apresentaram aproximadamente o mesmo tamanho que o esperado para [uxS do B.

vulgatus, indicando a prerenga de um possivel /uxS para a cepa de B. fragilis B3b (Fig. 7).

Figura 7. Pesquisa do gene /uxS em B. Fragilis.

Eletroforese da reacao de PCR utilizando os

iniciadores confeccionados para a regido interna

dos genes [uxS do B. vulgatus ATCC 8482.

Linha 1: Padrio de tamanho molecular 1Kb;

Linha 2: Amplificado obtido do DNA total da

cepa B. vulgatus ATCC 8482 (388pb); Linha 3: 500pb
250pb

Amplificado obtido do DNA total da cepa B.

fragilis B3b (~388pb).

4.3. PRESENCA DE UM GENE LUXS ORTOLOGO EM B. FRAGILIS - Além da
clonagem e expressao, uma analise por BLAST da seqiiéncia de aminoacidos derivada da
traducao do gene /uxS de B. fragilis identificado nesse trabalho, pela base de dados NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), revelou alta identidade com varias proteinas S-

ribosilhomocisteinase. A seqiiéncia do B. fragills B3b exibiu 93% de identidade (121 de
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129 residuos de aminoacidos), com o S-ribosilhomocisteinase proteina de B. vulgatus
ATCC8482. A seqiiéncia também foi comparada a uma outra espécie bacteriana
pertencente ao grupo dos Bacteroidetes (Porphyromonas gingivalis W83), que tém se
mostrado funcional para a producdo da molécula sinalizadora Al-2, apresentando 71% de
identidade (92 de 129 residuos de aminoécidos) e 80% de similaridade (104 de 129

residuos de aminoacidos) (Fig. 8).

Bf B3b MKTIPSFTIDHIRSLRGIYVSRKDEVGGETVTTFDIRMKEPNREPALGQG 50
ATCC8482 MKTIPSFTIDHIRLLRGIYVSRKDEVGGETVTTFDIRMKEPNREPALGQG 50
Pg W83 M IPSF DHIRLKRGIYVSRKD GGEVVTTFDIRMKEPNREPVLG 50

Bf B3b ALHTIEHLAATYLRNHPIWSDKIVYWGPMGCLTGNYLLMKGDLKSEDIVE 100

ATCC8482 ALHTIEHLAATYLRNHPIWSDKIVYWGPMGCLTGNYLLMKGDLKSEDIVE 100
Pg W83 LEHTIEHLAATYLRNHP DRIVEWGPMGCLTGNYFLMRGD SKEDI 100
Bf B3b LMQETFRFVADFE PGAAPKDC L 131

ATCC8482 LMQETFRFVADFEGE-VPGAAPKDCGNYLLH 130

Pg W83 LMQETFRF DFEGE-VPG PRDCGNCLLH 130
Figura 8. Alinhamento das sequencias de aminoacidos S-ribosilhomocisteinase B. fragilis
B3b, B. vulgatus ATCC8482 (Numero de acesso GenBank ABR38590.1) and P. gingivalis
W83 (Numero de acesso GenBank AAQ65692.1). A sequencia encontrada na cepa B.
fragilis B3b apresentou alta similaridade com dominios conservados das proteinas da

familia LuxS.

4.4. CLONAGEM E EXPRESSAO DE LUXS"®Y E LUXS®?"
Com o intuito de avaliar o papel dos genes putativos /uxS de ambas as cepas (B. vulgatus
ATCCR8482 e B. fragilis B3b) foi realizada reacdo de amplificagdo utilizando os iniciadores

LuxSNdelF / LuxSXhoIR que flanqueiam o gene /uxS da cepa B. vulgatus ATCC 8482. Os
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resultados apresentaram produtos amplificados de aproximadamente 507 pb em ambas as

cepas de Bacteroides (Fig. 9).

Figura 9. Amplificagdo do gene [uxS.
Eletroforese da reagao de PCR utilizando os
iniciadores confeccionados para as regioes que
flanqueiam o gene [uxS do B. vulgatus ATCC
8482. Linha 1: Padrdo de tamanho molecular
1Kb; Linha 2: Amplificado obtido do DNA total
da cepa B. vulgatus ATCC 8482 (507pb); Linha
3: Amplificado obtido do DNA total da cepa B.
fragilis B3b (~507pb); Linha 4: Controle

negativo da reagao.

S00pb

e
P -

ipi——

Os fragmentos foram entdo clonados no vetor de expressao pET26b+. A cepa Escherichia

coli DHS5a, que ¢ incapaz de produzir Al-2, foi transformada com pET26b+ - luxS® e

pET26b+ - luxS®’, com o objetivo de complementar a produgao de Al-2 da E. coli DH5a

através da expressao heterologa de genes de /uxS dos Bacteroides. Os bioensaios de

autoinducdo foram realizados em seguida, revelando que dos quarenta clones obtidos

somente dois clones forma capazes de induzir do fendtipo de bioluminescéncia na cepa

reporter V. harveyi BB170 de 63,1% pela E. coli DH5a/luxS®" e 62,7% pela E. coli
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DH50/1uxS®". Nenhuma indugdo de producao de luz foi observada quando o sobrenadante

da E. coli DH5a ndo transformada foi testado (Fig. 10).

1001 Figura 10. Fenotipo AI-2. Atividade da

molécula AI-2 nos sobrenadantes das

73 cepas transformadas E. coli Dh5a /
pET26b+ - luxSbf (luxS®") E. coli Dh5a

o / pET26b+ - luxSbv (luxS®"). Além das
cepas selvagens V. harveyi BBI120
(BB120) ¢ E. coli K12 (K12) como

15

- controles positivos e da cepa nao
transformada E. coli Dh5a (DhSa) e o

0

BB120 K12  hwS® WwSE Dhja Controle LB estéril (Controle Negativo).

A cepa de E. coli roseta luxS®'B1 foi entdo avaliada quanto ao aumento da
expressdo da proteina LuxS apds inducdo por IPTG em seu perfil de proteina total. Os
resultados preliminares demonstraram um aparente aumento da expressao da proteina LuxS

(Fig. 11).



Figura 11. SDS-PAGE com a andlise
das proteinas totais da cepa E. coli
roseta com o vetor pET26b+ ligada ao
gene [uxS. Demonstra a indugdo da
expressao da proteina S-
ribosilhomocisteinase na cepa E. coli
roseta com IPTG (linha 2) quando
comparada com a mesma cepa porém
sem induc¢do (linha 1); Linha 3: Perfil da
proteina total da cepa E. coli roseta;
Controle positivo sem inducdo (linha 4)

e Controle positivo com inducdo (linha

5).

25kDa

15kDa

40




41

5. DISCUSSAO

O intestino humano tem se revelado um ambiente rico em interagdes de diferentes niveis,
apresentando complexas formas de relacionamentos tanto entre 0os microrganismos como
entre 0s microrganismos ¢ seu hospedeiro. No entanto, essas interagdes podem se
apresentar com uma incrivel versatilidade de comportamento. Em alguns momentos, essas
interacoes podem ser benéficas, quando ambas as partes envolvidas convivem
pacificamente, e até mesmo cooperando entre si. Em outros momentos, podem se revelar
extremamente prejudiciais, quando pelo menos um dos envolvidos € prejudicado de forma
a estabelecer um desequilibro, dependendo do papel exercido por cada parte envolvida. As
espécies pertencentes ao género Bacteroides estdo se destacando bastante nos ultimos anos
exatamente por apresentarem essas alteracdes no seu comportamento. Podendo se
comportar como comensais, ajudando na aquisi¢do de nutrientes, ou em associagdo com o
tecido linféide (GALT) na maturagdo do sistema imune, ¢ at¢ mesmo auxiliando no
desenvolvimento de resisténcia as infecgdes. No entanto, essas espécies também podem
adquirir um papel patogénico na microbiota da qual fazem parte. Alterando sua regulagao
génica, passam a expressar fatores de viruléncia como adesinas, proteases, evasinas e
toxinas que causam desde infeccdes leves até infecgdes que podem levar ao Obito. Essa
grande versatilidade revela a sua incrivel capacidade de se adaptar e sobreviver a diferentes
alteragdes do ambiente e a varias adversidades que o ambiente intestinal proporciona
(WEXLER, 2007). A espécie B. fragilis, freqiientemente isolada de espécimes clinicos, ¢
considerada um patdégeno oportunista, ndo somente devido aos seus fatores de viruléncia,
mas também devido a seu comportamento em infec¢des polimicrobianas (ANTUNES et al.,

2005).
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O comportamento de sinergismo sugere que algumas dessas caracteristicas podem
estar relacionadas a sistemas QS. Antunes e colaboradores foram os primeiros a associar o
género Bacteroides ao sistema de comunicagcdo AI-2/LuxS(ANTUNES et al., 2005). A
motivacao para essa investigagdo se deu, principalmente, porque algumas das espécies do
género sdo frequentemente associadas a infecgdes polimicrobianas que envolvem espécies
como P. aeruginosa e S. aureus (BROOK, 1987), dois dos microrganismos mais bem
definidos quanto ao envolvimento do QS na patogenicidade (KIEVIT & IGLEWSKI,
2000). Em 2007, Pumbwe e colaboradores associaram a formacao de biofilme e resisténcia
multipla a drogas a sistemas do tipo intra-especifico na espécie B. fragilis. Segundo esses
autores, moléculas do tipo AHL estariam sendo associados ao aumento da formagdo de
biofilmes e atuando na regulacdo da expressdo do gene bmeB, responsavel pelo fenotipo
das bombas de efluxo.

Muitos estudos t€ém demonstrado que diferentes sistemas de QS estdo relacionados
coordenacao da ativacdo de diferentes fatores de viruléncia em varios microrganismos
patogénicos no ambiente intestinal (KAPER & SPERANDIO, 2005; KIEVIT &
IGLEWSKI, 2000). O melhor exemplo ja descrito ¢ o patogeno humano E. coli
enterohemorragico (EHEC), que coloniza o intestino grosso causando diarréia
sanguinolenta e sindrome hemolitica-urémica (KAPER & SPERANDIO, 2005). Sistemas
de QS atuam na regulacdo da ilha de patogenicidade LEE, que sdo responsaveis pela
formacgdo da lesdo attaching and effacing (AE). Inicialmente, foi sugerido que o Al-2
estava envolvido na regulacdo dos genes, uma vez que a inativagao do gene /uxS afeta a
expressao de LEE. No entanto, investigagdes posteriores apontaram para uma molécula
com caracteristicas quimicas distintas das encontradas na molécula Al-2, sugerindo entao

uma terceira molécula, chamada AI-3 (KAPER & SPERANDIO, 2005). Em 2003,
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Sperandio e colaboradores utilizaram culturas anaerdbias de amostras da microbiota
intestinal de voluntarios saudaveis e demonstraram que ambos os Als estavam presentes.
Para obter maiores informagdes em relagao a produgdo de Al-2 e AI-3 em microrganismos
comensais e patogénicos, cepas isoladas de pacientes foram testados usando os bioensaios
especificos para cada molécula. Foi observada a presenca de ambos os auto-indutores tanto
em EPEC, Shigella spp. e Salmonella spp., quanto em comensais como E. coli, Klebsiella
pneumoniae € Enterobacter cloacae. Esses dados indicaram que a produgdo do AI-3 nao se
limitava a EHEC, e que além do AI-2, o AI-3 também poderia estar envolvido na
comunicagdo inter-espécies (WALTERS & SPERANDIO, 2006).

Frente a diferentes formas de interagdes, o gene /uxS se apresenta como um
importante alvo de estudo nas investigacdes de QS. Sua dele¢dao tem um efeito direto sobre
a producao do AI-2 e apresenta um efeito pleiotropico sobre a producdo do Al-3, sugerindo
que alguns fenétipos associados a molécula AI-2 podem, na verdade, ser dependentes da
sinalizagdo efetuada pela molécula AI-3. Um trabalho associando sua inativacdo e a
administracdo de moléculas sinalizadoras podem revelar informagdes importantes. Em um
estudo anterior, o nosso grupo de pesquisa identificou varias cepas de Bacteroides que
foram capazes de estimular a produgdo da bioluminescéncia em ensaios com o V. harveyi,
demonstrando pela primeira vez que cepas de Bacteroides eram capazes de produzir Al-2
ativos (ANTUNES et al., 2005).

Levando em consideragdo a associagdo existente entre a presenga do Al-2 e o gene
luxS, o proximo passo foi a busca pelo /uxS ortdlogo nas cepas que demonstraram atividade
do AI-2. Muitas estratégias foram usadas para se pesquisar o gene, incluindo iniciadores
confeccionados a partir de regides conservadas das seqiiéncias de nucleotideos do /uxS de

varias espécies de diferentes grupos bacterianos, incluindo o grupo dos Bacteroidetes. Os
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resultados, no entanto, ndo se mostraram satisfatorios, pois além de uma dificuldade em se
estabelecer as concentragdes necessarias dos reagentes e seus respectivos ciclos de reagao,
os fragmentos amplificados obtidos, quando seqiienciados, ndo demonstraram relagao
significativa com genes relacionados a sinalizag¢do, apenas com genes do metabolismo do
B. fragilis e de cepas ndo cultivaveis. Foi apenas em 2007 que o genoma completo de B.
vulgatus ATCC8482 foi descrito, revelando uma seqiiéncia génica que apresenta uma
possivel ORF de uma proteina com uma arquitetura semelhante as proteinas pertencentes a
superfamilia da S-ribosilhomocisteinase (XU et al., 2007). A seqiiéncia de aminoacidos, e
nao a seqiiéncia de nucleotideos, demonstrou areas estruturalmente conservadas da proteina
que poderiam ser classificadas como um LuxS putativo. Esses resultados demonstraram que
as nossas tentativas anteriores, baseadas na confec¢do de iniciadores a partir de regioes
conservadas de diferentes genes, de fato ndo representavam boas estratégias. Assim, se
baseado no genoma seqiienciado do B. vulgatus ATCC 8482, foram confeccionados
primeiramente iniciadores para amplificar regioes internas do gene /uxS e, posteriormente,
regides que flanqueiam o gene. O primeiro par de iniciadores foi empregado somente para
detectar um possivel uxS em cepas produtoras de Al-2, enquanto que o segundo foi
utilizado na clonagem e expressao heterdloga do gene. Os resultados de seqiienciamento
dos amplificados obtidos demonstraram, em uma analise comparativa por BLAST, que a
seqliéncia de aminoacidos do B. fragilis B3b apresenta uma identidade marcante com a S-
ribosilhomocisteinase do B. vulgatus ATCC8482, assim como com a proteina LuxS do P.
gingivalis W83 (CHUNG et al., 2001) (Fig. 8). A proteina S-ribosilhomocisteinase do P.
gingivalis W83 foi usada como parametro de comparagdo por se apresentar como a unica

espécie do grupo dos Bacteroidetes com o [uxS ja descrito como funcional e como
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produtora da molécula Al-2, com importante fungao sinalizadora em seu sistema Quorum
Sensing.

Embora ndo seja claro se a principal funcdo das enzimas LuxS e Pfs estd
relacionada ao metabolismo (através da conversao de S-adenosylhomocysteine em DPD e
homocisteina, uma molécula precursora Al-2) ou a sinalizagdo populacional, estudos tém
demonstrado um fato interessante encontrado na via biossintética do AI-2, mais
precisamente na via de detoxificagdo da SAM encontrada em células eucariontes, arqueas e
bactérias que nao possuem o gene /uxS. Depois da transferéncia do radical metila da
molécula de SAM, o intermediario toxico SAH é convertido em adenosina e homocisteina
em apenas uma etapa de detoxificagdo catalisada pela enzima SAH hidrolase (WINZER et
al., 2002). No entanto, ao invés de apenas uma etapa de detoxificacdo, as espécies
bacterianas que possuem o gene /uxS apresentam um processo mais elaborado que envolve
duas etapas para esse mesmo proposito. Existem apenas dois exemplos descritos na
literatura cientifica de espécies bacterianas que apresentam as enzimas SAH hidrolase e
LuxS, porém a aquisicdo de um dos genes dessas enzimas através de transferéncia
horizontal (SUN et al., 2004). Além desse aspecto, todas as bactérias que possuem o gene
luxS também possuem o gene pfs (NCBI) e poucas apresentam apenas o gene pfs. Ambos
os processos produzem dois produtos recicldveis, porém a vantagem da via na qual a
proteina LuxS estd presente ¢ que um dos produtos ¢ uma molécula que apresenta a
propriedade sinalizadora (XAVIER & BASSLER, 2003).

A andlise de alguns genomas completos de espécies pertencentes ao género
Bacteroides revelou um aspecto interessante: os genomas de B. fragilis ATCC 25285
(NCTC 9343), B. fragilis YCH46 e B. thetaiotaomicron VPI-5482 apresentaram o gene da

SAH hidrolase e auséncia de /uxS, enquanto que o de B. vulgatus ATCC8482 apresentou os
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genes [uxS e pfs, e auséncia do gene das SAH hidrolases. Além disso, os resultados do
presente estudo com B. vulgatus ATCC8482 demonstraram a sua capacidade de produzir
Al-2, através do bioensaio (Fig. 6). Para testar a hipdtese de que os genes putativos que
apresentam dominios semelhante a um S-ribosilhomocisteinase eram os responsaveis pela
producao de AI-2, foram identificados os possiveis genes /uxS ortdlogos nas cepas de B.
vulgatus e B. fragilis produtoras de AI-2 através de expressdes heterdlogas em E. coli
DH5a. As expressoes heterdlogas de ambos /uxS ortdlogos foram capazes de restaurar o
fendtipo Al-2 em E.coli DH5a (pET26b + - [uxSbv e pET26b + - [uxSbf) (Fig. 10),
sugerindo que os /uxS das cepas B. fragilis B3b e B. vulgatus ATCC8482 apresentam as
seqliéncias necessarias para que as respectivas enzimas sejam capazes de produzir a
molécula Al-2, enquanto que a E. coli DH5a nao transformada ¢ incapaz de sintetizar AI-2.
Vale lembrar que esse trabalho estd baseado em verificar se as cepas em questdao
apresentariam genes com seqiliéncias integras, capazes de gerar proteinas funcionais. No
entanto, ¢ importante citar que essa expressao heterdloga nao estd levando em consideragao
a regulagdo que os respectivos promotores sao submetidos quando em sua propria
maquinaria celular, visto que os genes foram clonados em um vetor de expressao
(pET26b+) sob a regulagao de um promotor diferente do original e submetido a maquinaria
celular de uma cepa de E. coli. Com o intuito de restabelecer a produgdo da molécula
sinalizadora, o melhor hospedeiro que poderia ser utilizado era de fato a E. coli DH5aq,
porém o vetor de expressdo que se apresentou disponivel para ser utilizado no momento
ndo era o ideal, exatamente por se tratar de um vetor com regulacao por promotor T7 ¢ a
célula E. coli DH5a, por ser derivada da cepa selvagem E. coli K12, ndo apresentar o gene
da RNApolimerase III necessaria para sua ativacao. A expressao verificada, no entanto, se

apresentou possivel provavelmente pelo fato de que uma infeccdo por qualquer
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bacteriofago do tipo A facilmente restabelece a regulacdo pelo promotor T7. Para suprir
essa caréncia metodoldgica o mesmo experimento de expressao do gene luxS ortdlogo do
B. fragilis B3b foi realizado, agora, porém com a cepa E. coli roseta propria para o vetor
pET26b+. Pode-se verificar nesse ensaio preliminar o amento da expressao de uma proteina
da aproximadamente 18 kDa quando analisada por SDS-PAGE, condizente com o tamanho
da proteina S-ribosilhomocisteinase do B. vulgatus, quando adicionado IPTG ao meio de

cultura (Fig. 11).

6. CONCLUSAO

Apesar da baixa freqiiéncia do gene /uxS em espécies de Bacteroides, a descoberta
de cepas que apresentam esse gene em seu genoma ¢ sua capacidade de codificar enzimas
funcionais que produzem moléculas de AI-2 viaveis nos permite ampliar nossos estudos
sobre QS como um ponto de partida para elucidar os efeitos das moléculas Al-2 e AI-3
sobre a fisiologia das espécies do género Bacteroides. Logo, a constru¢cdo de um mutante
1sogénico para [uxS e seus respectivos efeitos ¢ fundamental para se elucidar o papel
funcional de ambas as moléculas na sinalizagdo e regulacdo da expressdo génica em
espécies do género Bacteroides.

Com isso, nossos resultados sugerem que algumas cepas de Bacteroides apresentam
luxS ortdlogo com a seqiiéncia de aminoacidos estruturalmente conservada, se enquadrando
perfeitamente dentro da superfamilia das S-ribosilhomosisteina, além de ter se apresentado
funcional e necessaria para a biosintese da molécula Al-2. Esses resultados possibilitaram a
abertura de um amplo campo de investigagdo a respeito da influéncia das sinalizagdes

mediada por sistemas QS nos mecanismos que envolvem a transicdo comportamental de
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comensais a patogenos. Além de fornecer uma outra forma de se compreender a fisiologia

geral das espécies do género Bacteroides.
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Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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