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RESUMO

NAIRA ELANE MOREIRA DE OLIVEIRA
Regulagéo da expressédo dos gerep e caracterizacdo de mutanteaclpB e ActsR em
Enterococcus faecalis
Marcia Giambiagi de Marval e Maria do Carmo de rfer@astos
Resumo da Tese de Doutorado submetida ao ProgeéssGraduacdo em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiol@gProf. Paulo de Goées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como plrderequisitos necessarios para a
obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias (Micraigiz).

Enterococcus faecalis € um importante patdégeno em infec¢cdes nosocomissse apresenta
na forma de coco Gram-positivo, com resisténciaikiphos antimicrobianos e capacidade de
crescer sob condi¢cdes de estresse térmico. Emstaspo choque térmico, as células
sintetizam, entre outras, proteinas pertencentasia das Clp/ATPases. ClpB, um membro
desta familia, funciona principalmente como umgehana molecular, que atua enovelando
proteinas desenoveladas ou desnaturadas. Genémaieedérmico de classe lll, dentre os
quais estdo os genes que codificam as proteinésmdba Clp/ATPases e a protease ClpP,
sao controlados pelo repressor CtsR. Os objetigstedrabalho foram avaliar a regulacédo da
expressao dos genelpB, clpC, clpE, clpP e clpX na estirpe selvagem e/ou na estirpe mutante
ActsSR e caracterizar os mutantdslpB e ActsR em E. faecalis quanto a capacidade de
sobreviverem em condi¢cdes de estresse e a patBopdestes genes na viruléncia deste
micro-organismo. Analises silico mostraram o provavel sitio de ligacdo ao regulabkor
estresse CtsR e a regidao promotora de cadadgrenotado no genoma @e faecalis V583
(www.tigr.org). Analise da expressao dos gewhgspor “northern blot” mostrou um mRNA
monocistronico para os gendpB e clpP, com tamanhos de 2,6 kb e 0,6 kb, respectivamente.
Os transcritos dos genelpX (1,2 kb) eclpE (2,2 kb) apresentaram tamanhos maiores do que
o esperado. A analise da regido génica e o tamdosdranscritos destes genes sugeriram
uma organizacao em operon. Analises através deRfEH -confirmaram que a expressao de
clpB, clpP, clpE e clpC foi induzida durante o choque térmico, enquanex@essao destes
mesmos genes foi reprimida, quando na presen¢a@ge Para se estudar a funcéo de ClpB e
CtsR emE. faecalis, foram construidas duas estirpes mutantes atdevésativacdo delpB
(AclpB) e ctsR (ActsR). Analises da estirpéclpB indicaram que ClpB esta diretamente
envolvida na aquisicdo de termotolerancia, masateapemente dispensavel na resposta a
outros estresses. Nenhuma diferenca significaipe®,05) foi observada na formacéo de
biofilme pelos mutanteAclpB e ActsR quando comparados a estirpe selvagéstudosin
vivo, utilizando o modelo de viruléncia da larvaGldleria mellonella, sugeriram que ClpB e
CtsR podem estar envolvidas na patogénede. fimecalis. Analises de comparacéo entre a
estirpe selvagem e o mutametsR de E. faecalis mostraram que, sob choque térmico, os
genesclpB, clpC, clpE e clpP foram induzidos na auséncia do repressor Ctsitando que
estes genes sdo regulados pelo repressor CtsRe olagsifica as Clp por eles codificadas
como proteinas de choque térmico de classe lll.

Palavras-chaveEnterococcus faecalis, Chaperonas Moleculares, Clp/ATPases, ClpB, CtsR,
Choque térmico, Regulacao.



ABSTRACT
NAIRA ELANE MOREIRA DE OLIVEIRA
Regulacéo da expressao dos gaheg caracterizacdo de mutantesspB e ActsR em
Enterococcus faecalis
Marcia Giambiagi de Marval e Maria do Carmo de rfer@astos

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao ProgmiésdGraduacdo em

Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiol@yProf. Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como pkrseequisitos necessarios para a

obtencéo do titulo de Doutor em Ciéncias (Microtujid).

Enterococcus faecalis is an important pathogen in nosocomial infectidhis a Gram-positive
cocci presenting resistance to multiple antibioéind ablility to grow under conditions of heat
stress. In response to heat-shock, cells syntheszeral proteins including those which
belong to the Clp/ATPases family. ClpB, which isnember of this family, functions as a
molecular chaperone, playing crucial roles in prongp folding or assemblage denatured
protein. Heat-shock genes of class lll, which idelsi genes encoding proteins of the
Clp/ATPases family and the ClpP protease, are aggailby the CtsR repressor. The aim of
this work was to evaluate the regulation of thereggion of theclpB, clpC, clpE, clpP and
clpX genes irkE. faecalis wild type and/or a mutant straixctsR. Other goals this study were
to characterize the capacity of thelpB and ActsR mutant strains to survive under stress
conditions and to evaluate the capacity of the tedtgenes in participating of the virulence
of this bacterium. Analyses "in silico” showed fheative binding site for the CtsR repressor
and the promoter region of eaclp gene, annotated in thHe faecalis V583 strain genome
(www.tigr.org). Northern blot analysis showed monocistronic mRfdAthe geneslpB and
clpP, with sizes of 2.6 kb and 0.6 kb, respectivelye Thanscripts otlpX andclpE genes
showed larger sizes than expected suggesting omegamizations. Analyses by qRT-PCR
confirmed the induction oflpB, clpC, clpE andclpP genes during heat shock. However, the
expression of these genes was repressed in thenpeesf HO,. To study the functions of
ClpB and CtsR irE. faecalis, two mutant strains were constructed by inactivatd clpB
(AclpB) andctsR genes ActsR) genes. Analysis of thAclpB strain indicated that ClpB is
involved in the acquisition of thermotolerance mitapparently dispensable in response to
other stresses. No significant differenpe,05) was observed in biofilm formation hglpB
andActsR mutants when compared to wild type.vivo studies using as model virulence the
larvae of Galleria mellonella suggested that the ClpB and CtsR may be involvethe
pathogenesis dE. faecalis. Comparison between wild type and mutAotsR of E. faecalis
showed that, under heat shock, no repression ofyéimesclpB, clpC, clpE andclpP was
observed in the absence of repressor CtsR, indgdliat these genes are regulated by the
CtsR repressor which classifies their productdassdll heat-shock proteins.

Key words: Enterococcus faecalis, Molecular Chaperone, Clp/ATPases, ClpB, CtsR,tHea
shock, Regulation.
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ABREVIACOES

AAA — ATPases associadas a diferentes atividadetaces
Amp - ampicilina

BHI - Brain Heart Infusion (infus@o de coracéo e cérebro)
BM - meio base semidefinido

BSA — albumina de soro bovino

Cam - cloranfenicol

cDNA — DNA complementar

CIRCE - Controlling Inverted Repeat of Chaperone Expression (repeticdo invertida
controladora da expressao de chaperonas)

Clp - protease caseinolitica

CMI - concentracdo minima inibitoria

D- direto

DEPC -Diethyl pyrocarbonate

dNTP - desoxirribonucleotideo 5'-trifosfatado

DO - densidade optica

EDTA - &cido etilenodiaminotetracético

Erm — eritromicina

Fus - 4cido fusidico

Gen - gentamicina

HSPs -Heat Shock Proteins (proteinas de choque térmico)
Kan — canamicina

kb - quilobase(s), 1.000 pb

kDa — kilo Dalton

lacZ - gene que codificaf&galactosidase

LB — Luria-Bertani

MOPS -3-N-(morpholino) propanesulfonic acid

Nor - norfloxacina

orf — sequéncia aberta de leitura

oriT- origem de transferéncia

pb — par(es) de base(s)

PBS — tampao salina fosfato

p-Cl-phe -p-cloro-fenilalanina
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PCR -Polymerase Chain Reaction (reac&o de polimerase em cadeia)
PpheS - fenilalanil-tRNA sintetase
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Nota: A letra r sobre a sigla das drogas indicest@ste ou resisténcia a (ao).



INTRODUCAO

1. GéneroEnterococcus

O género Enterococcus € formado por micro-organismos cocos Gram-postivo
anaerobios aerotolerantes e catalase-negativoset&imb, algumas espécies produzem
pseudocatalase (MURRAY, 1990). Os enterococos jameee aos pares, em pequenas
cadeias, ou isolados. S&o bactérias ubiquas eadastem uma variedade de habitats. Além
de serem isolados de fezes humanas e do tratonggstinal de humanos e animais, sao
usualmente encontradas na cavidade oral, no saldgna e nos alimentos de origem tanto
animal como vegetal (FRANZ, HOLZAPFEL & STILES, 289 GIRAFFA, 2002;
ZEHNDER & GUGGENHEIM, 2009).

Os Enterococcus spp. séo habitantes normais da microbiota anfiic@ndo trato
gastrintestinal de homens e animais, porém elesrmpakr associados a doencgas invasivas,
como endocardite (MOELLERING, 1992), incluindo asticomuns de infec¢des clinicas,
como o trato urinario, a corrente sanguinea e faros intra-abdominais e pélvicos (HOGE
et al., 1991; SOOD et al., 2008). Outras infec¢bes causadas com menor &netp por
enterococos foram descritas em neonatais e nansisteervoso central de adultos. Além
disso, raramente podem ser encontradas infeccOegratio respiratorio e osteomielite
(MURRAY, 2000).

Os enterococos comecaram a ser reconhecidos, coan frequéncia, como causa
comum de infeccbes adquiridas em hospitais, arpdotifinal da década de 70. Uma vez
considerados comensais que residiam no tratoirgastinal, os enterococos surgiram como
um dos principais agentes de infecgcdes nosoconti@es micro-organismos emergiram
como a causa de varios surtos nas Ultimas décadimejpalmente, pela aquisicdo de
resisténcia a multiplas drogas e de fatores déévicia (MURRAY, 1990; MURRAYet al.,
2003; D'AZEVEDO, DIAS & TEIXEIRA, 2006; GIRIDHARA WADHYAYA,
RAVIKUMAR & UMAPATHY, 2009)

A literatura relata que as principais razdes pagmargéncia de enterococos resistentes
a multiplas drogas estdo relacionadas com a resiaténtrinseca para varios agentes
antimicrobianos e a capacidade de transferénciétigardessa resisténcia. Esta transferéncia
ocorre através da mobilidade de genes de resiatpnesentes em plasmideos e transposons,
ou por recombinacdo homologa (CETINKAYA, FALK & MAYALL, 2000).

Estudos mostram que a forte associacdo dos ent&com infecgdes hospitalares tem
sido atribuida a sua inerente capacidade pardiresisstresses ambientais e a sua resisténcia
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inata e adquirida para muitos antibidticos. Em ipaldr, o aparecimento de estirpes de
enterococos resistentes a vancomicina (VRE) prapura a estes micro-organismos uma
tremenda vantagem seletiva, aumentando a probaddida propagacdo e persisténcia dos
enterococos no ambiente hospitalar (MURRAY, 20O et al., 2008).

O tratamento das doencgas causadas por enterocaomspiicado devido a resisténcia
intrinseca e adquirida a varios antibiéticos. A&fia da terapia antimicrobiana, necessaria
para o tratamento de infeccbes por enterococos, sidm ameacada pelo aparecimento
crescente de altos niveis de resisténcia aos antipdnos, como a gentamicina e
estreptomicina, em varios paises, incluindo o B&AZEVEDO, DIAS & TEIXEIRA,
2006). O surgimento de estirpes de enterococosteageés a penicilina, & vancomicina e a
altos niveis de aminoglicosideos também se destagen clinicamente importante, pois
limita o tratamento com uso destes antibioticosNGAet al., 2010).

Os enterococos adaptaram-se para sobreviver em¢oesdadversas no ambiente. A
tolerancia a condi¢gbes extremas de pH, salinidheperatura e detergente é tipica destas
bactérias. Por exemplo, &sterococcus spp. sdo capazes de sobreviver na presenca de 6,5%
de NaCl, pH 9,6 ou em temperaturas entreel@5C. Relatos mostram ainda que é possivel
gue estes micro-organismos sobrevivam por 30 miB0°&€. Outro fator marcante nos
enterococos é a sua capacidade de tolerar altgsetataras, como 8, se primeiro as
células passarem por um processo de adaptacédo arntemrperatura menor, como°&0por
30 min (GILMORE, 2002; SOODet al., 2008). Estudo realizado por LAPORT e
colaboradores em 2003 relatou, por exemplo, umagreqtaxa de sobrevivéncia por células
deE. faecium submetidas a 7C por 2 h.

O nome Sreptococcus faecalis (faecalis, relacionado com fezes) foi usado
primeiramente em 1906, por ANDREWS & HORDER (apudRRAY, 1990), que isolaram
este organismo de um paciente com endocarditeladsificacdo de Lancefield, na década de
30, os enterococos foram incluidos como fazendi mar grupo D (SHERMAN, 193%2pud
MURRAY, 1990). Mais tarde, o ternienterococcus foi utilizado agrupando organismos que
cresciam sob condicbes extremas (SHERMAN, 19§#id FACKLAM & TEIXEIRA,
1998). Durante a década de 80, a partir de estlelsgnilaridade de DNA, foi criado o novo
géneroEnterococcus (SCHLEIFER & KILPPER-BALZ, 1984). Embora variaspésies de
enterococos tenham sido identificadas, pelo meRodektas espécies sdo responsaveis por
infeccdes enterocdcicas. Atualmente, duas espéema;ococcus faecalis e Enterococcus

faecium, sdo responséveis pela maioria das infec¢des erarfas (SOOLt al., 2008).
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E. faecalis sdo bactérias de carater oportunista, capazestievérer sob condi¢cbes
extremas e estdo frequentemente envolvidas em mmaedes de alimentos e agua
(MURRAY, 1990). Em um estudo analisando a ocornei distribuicdo de diferentes
espécies de enterococos provenientes de carndeepkesteurizado, FRACALANZZA e
colaboradores em 2007 mostraram que a espécfaecalis era prevalente (62,6%) entre as
espécies de enterococos encontradas nestes alimento

Geralmente, o tratamento térmico € utilizado pdiraiar patdgenos dos alimentos,
porém alguns micro-organismos corfo faecalis podem se adaptar ao estresse térmico,
causando danos ainda mais preocupantes (FLAH&WI, 1997).

E. faecalis é a espécie mais frequentemente recuperada deraspe&linicos humanos,
representando 80 a 90% das estirpes isoladas (MYRRAI., 2003).Este micro-organismo
€ um patogeno clinicamente importante implicado diferentes tipos de infeccoes,
entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos ulaoésc envolvidos no processo de
adaptacao desta bactéria, que permite, por exemobrevivéncia e o crescimento durante
uma infeccéo na corrente sanguinea (CHANDLER, HEROUNNY, 2005).

E. faecalis exibe resisténcia a altos niveis de alguns antohianos e compartilha
livremente determinantes de resisténcia a antda$ticom outras bactérias através de
elementos genéticos moveis (KAkK al., 2002), liderando a emergéncia de estirpes
multirresistentes nos grupos hospitalares. O dedeémento efetivo de novos antibiéticos
para o combate de estirpes com multipla resisténaie-se necessario e, para tal, € preciso
um profundo entendimento da fisiologia e da geaéliestas bactérias (BOURGOGMEI .,
2008).

VEB®@ e colaboradores (2009), estudando o transeonigtdeE. faecalis V583 através
do cultivoin vitro deE. faecalis no sangue, mostraram que alguns genes presenfesnoma
desta bactéria poderiam ser candidatos potenciédnigeis para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas no tratamento de infepgi&s faecalis.

O genoma deE. faecalis V583 encontra-se sequenciado e disponivel. Entmgta
ocorréncia de determinantes de resisténcia a rodtiantibioticos nesta estirpe torna este
micro-organismo de dificil manipulacédo genética (BRISOGNEEet al., 2008). Assim, 0 uso
de outras estirpes dE. faecalis para o estudo e entendimento desta espécie torna-se
necessario. A estirpe OG1RF também se apresentartdenta como a V583 em modelos
hospedeiros d€aenorhabditis elegans (GARSIN et al., 2001).

E. faeaclis OG1RF é derivada da estirpe OG1, porém com resist@ rifampicina e ao

acido fusidico (DUNNY, BROWN & CLEWELL, 1978). Paletroforese de gel em campo
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pulsado, MURRAY e colaboradorres (1993) estimaram @ genoma de OG1RF apresenta o
tamanho de 2.825 kb e criaram um mapa de restdgdseu cromossomo. Outros estudos
mostraram que OG1RF é distinta da V583, diferindoseis dos sete genbsusekeeping
(NALLAPAREDDY, SINGH & MURRAY, 2006). Em adicao airaléncia, a principal razéo
para a utilizacdo da estirpe OG1RF no laboratéio gs fatos desta estirpe ndo carrear
plasmideos, ser transformével por eletroporacdode apresentar resisténcia a outros
antibioticos, que néo sejam rifampicina e acidadigs. A falta de resisténcia a maioria dos
antibioticos facilita a selecdo de plasmideos,sppasons e marcadores de substituicdo alélica
introduzidos na estirpe (OLIVER, BROWN & CLEWELL917; BOURGOGNEet al.,
2008).

A resisténcia a altas temperaturas e estresseeehapresentada por taecalis tem
conduzido a realizacdo de diferentes estudos sobesposta ao choque térmico e a outros
estresses, caracterizado pela expressao de psoteimafuncdo de chaperonas moleculares ou
proteases (LAPORTEt al., 2001; RINCEet al., 2002; HEW, KORAKLI & VOGEL, 2006;
LAPORT et al., 2006).

2. Chaperonas Moleculares e Familia Clp/ATPases

Mudangas nas condigbes ambientais ocasionam &eside um grupo de proteinas
celulares em todos os organismos (HOURY, 2001)a Eshservada resposta molecular é
melhor exemplificada através do estresse térmista @bservacéao foi primeiramente descrita
por TISSIERES, MITCHELL & TRACEY em 1974, que m@am que todos 0s organismos
respondem a um subito aumento da temperatura atdavéintese de um pequeno grupo de
proteinas. Algumas dessas proteinas, conhecidas pooteinas de choque térmico (HSP -
heat-shock proteins) ou proteinas de estresse sdo encontradas em @sdosganismos e
induzidas por diferentes tipos de estresses (HENEEHR ALLAN & COATES, 2006;
SIKORA & GRZESIUK, 2007).

Inicialmente, as proteinas de choque térmico fark@ssificadas em familias, de acordo
com a massa molecular que apresentavam: HSP10®0H&SP70, HSP60, HSP10 e as
pequenas HSPs (SHINNICK, 1991). A estrutura prim@a maioria das HSPs permaneceu
altamente conservada durante a evolucdo, sugeasglm que essas proteinas exercem uma
funcdo similar em todos os organismos (SCHUMANNQO3O0 Atualmente, as HSPs sao
classificadas pela funcdo que exercem, sendo atgep@mo chaperonas moleculares e/ou
proteases (GOTTESMAN, WICKNER & MAURIZI, 1997). Ahaperonas moleculares séo

caracterizadas como polipeptideos que promovem avedamento, desenovelamento,
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montagem e desmontagem de outras proteinas, sdrmipaaem da estrutura final das
mesmas (BANEYX, 1994). A atividade de tais chapasomoleculares é essencial para a
sobrevivéncia da célula durante um choque térmigmr@a uma subsequente recuperacao
celular (CLARKE & ERIKSSON, 2000). Em muitos casasiaperonas moleculares e
proteases estdo envolvidas no reparo de proteimagladas incorretamente e trabalham
juntas na degradacdo de proteinas inativas (GOTHAREM1996; GOTTESMAN,
WICKNER & MAURIZI, 1997).

Um dos principais problemas causados em uma gaétulam repentino choque térmico
€ o0 imediato surgimento de proteinas desnaturadasaenoveladas que tendem a agregar-se.
Este processo pode ser prevenido pelo reconhe@neeatligacdo das chaperonas as cadeias
polipeptidicas inativas, em colaboracdo com preteakependentes de ATP que degradam
proteinas desnaturadas incapazes de retornarcasioamacao inicial (SCHUMANN, 2003).

Além das chaperonas moleculares serem induzidashpgue térmico, estas proteinas
sdo essenciais também sob condictes fisiologiaas,imteragem com polipeptideos recém-
-sintetizados, promovendo o correto enovelamenitaredlo agregacdes e se associando com
proteinas a serem secretadas ou transportadagsatdey membranas, garantindo o seu
enderegcamento correto (CRAIG, GAMBILL & NELSON, B9 Como mencionado, as
proteinas de choque térmico sdo expressas de tamsétutiva nas células, contudo, existem
aquelas formas que sao induzidas mediante condd®estresse (KUHL, 2000). Entre os
diferentes fatores de estresse que induzem a einl@s HSPs encontram-se 0 estresse
térmico, o estresse oxidativo, a deficiéncia nignal, a osmolaridade, as mudancas de pH,
0s estresses fisiologicos ou doencas, como infebgiberiana ou viral, inflamacdo ou
tumores (RITOSSA, 1996; MORIMOTO, 1998; JOLLY & M@WOTO, 2000).

Quatro sistemas de chaperonas sdo encontradomplasma dé-scherichia coli: (1) o
fator desencadeanttijger factor) associado ao ribossomo, que auxilia no enoveltordm
cadeias em processo de sintese; (2) o sistema H8&Téstindo da DnaK (HSP70) e seus
dois cofatores proteicos, DnaJ (HSP40) e GrpE (l9gPRRie previne a agregacao do peptideo
nascente com outras proteinas e evita que pacadiga peptidica que emerge do ribossomo
inicie o enovelamento sem a presenca de toda @acaalelominio; (3) o sistema HSP60, que
consiste de GroEL (HSP60) e de seu cofator GroES([1@), que ajuda no enovelamento de
cadeias proteicas compactas, que apresentam quexricas hidrofébicas expostas e (4) as
Clp/ATPases, proteases caseinoliticas dependeatd3 i, que sado tipicamente membros da
familia de proteinas de choque térmico ou HSP1@0atuam como chaperonas moleculares e

proteases. Essas ATPases podem desenovelar psotdsagregar agregados proteicos pré-
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formados, bem como marca-los como alvo para degiiadéHOURY, 2001), conforme
mostrado na figura 1.

As proteinas de choque térmico HSP100 ou Clp/AT$s8e membros da superfamilia
AAA (ATPases Associadas com uma variedade de Atdad celulares), que é caracterizada
por um segmento conservado de cerca de 220 anmilosaconhecido como dominio AAA,
que contém varios motivos conservados, incluindeels$ necessérios para a ligacdo e a
hidrolise do ATP: oNalker A e oWalker B, respectivamente (NEWALE al., 1999).

A classificacdo dentro de subfamilias, ClpA, ClgBpC, CIpE, ClpL, ClpV, ClpX e
ClpY baseia-se na presenca de sequéncias-assgagpacificas e no nimero e espaco de
sitios de ligacdo de nucleotideos (INGMERal., 1999; PORANKIEWICZ, WANG &
CLARKE, 1999; BUTLERet al., 2006).
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Clp/HSP100 CQ 4
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Clp

Substrato
ATPases {

ATP

Clp/HSP100
proteases

ATP ADP
+ PO4

proteolitico

Componente {

proteina
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Figura 1 - Modelos para os mecanismos de acdo das prot€ipadspl00. (A) Interacdo entre o
substrato e a proteina Clp/Hsp100. O substratoséndeelado através da translocacdo pelo canal
central das proteinas Clp/Hsp100, usando enerdigddalise de ATP. O polipeptideo desenovelado é
liberado, etapa induzida pela hidrélise de ATP@velado de nova@spontaneamente ou com a ajuda
de chaperonas moleculares, tornando-se proteinanéB) Degradacéo do substrato por proteases
associadas com Clp/Hsp100. Quando proteinas Cld/@{BRstédo associadas com uma peptidase,
formam-se complexos proteoliticos que reconhecessdabram, translocam e promovem a
degradacéo do substrato (adaptado de DOYLE &WICKNER9).

20



Membros da familia Clp/ATPases séo classificadasedndo-se na presenca de um ou
dois dominios de ligacdo de ATP, onde proteinagladese 1 possuem dois dominios de
ligacdo de ATP, enquanto proteinas de classe Zpastas por proteinas de menor tamanho,
como a ClpM, CIpN ClpX e ClpY, contém um unico daride ligacdo de ATP, com maior
similaridade com o sitio ATP-2 da classe 1 (SCHIRRV& al., 1996). Estes dominios
também sédo chamados de dominéatker (WALKER et al., 1982).

A presenca de outros dominios ou sequéncias-assiBatespecificas é uma
caracteristica do grupo das proteinas Clps, onddestacam: o dominio tripeptidico P
requerido para ligacdo a proteina ClpP (KéMal., 2001); o dominio de ligacdo ao zinco,
também chamado de dedo de zinco, possivelmentdvadwvma dimerizagdo (WOJTYRAL
al., 2003) e, ainda, os dominios N1 e N2 que parexstar envolvidos na ligacao de proteinas
(BARNETT et al., 2005).

As Clp/ATPases podem ser induzidas pela alta teatyp@, estresse oxidativo, altas
concentragdes de sal ou etanol e limitacdo de faisponivel (KRUGER, VOLKER &
HECKER, 1994; ROUQUETEt al., 1996).

Embora designada como uma proteina Clp, proteassncditica, a ClpP néo esta
relacionada com a familia das Clp/ATPases e tenestamatividade de peptidase. Contudo,
guando a ClpP esta associada com membros da faladli€lp/ATPases, conforme mostrado
na figura 1, ela atua como uma serina-protease/epiedo a acumulagdo de proteinas
alteradas. Essas proteinas com enovelamentodaitpralem se formar apos estresse, sendo
toxicas para a célula bacteriana (MAURE&HI., 1990).

3. Regulacéo dos Genedp

A regulacdo da resposta ao choque térmico em rimt€ram-negativas tem sido
estudada extensivamente &mncoli. Os geneslpB, clpX e clpP deste organismo sao todos
genes de choque térmico, cuja expresséo é regpéddators®® (KROH & SIMON, 1990;
SQUIRESet al., 1991).

Estudos da regulacdo da respota ao choque térmiconiero-organismos Gram-
-positivos tém sido efetuados eBacillus subtilis, onde os genes de estresse, agrupados
dentro de classes, sdo regulados por mecanismesertd#s ao nivel de transcricdo
(HECKER SCHUMANN & VOLKER, 1996; SCHUMANN, 2003).

Os genes de classe |, que codificam chaperonasoadagDnaK, GroES e GroEL), séo
controlados pelo repressor HrcA, que reconhece perador de sequéncia altamente

conservada, nomeada CIRCEOoftrolling Inverted Repeat of Chaperone Expression)
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(ZUBER & SCHUMANN, 1994). Este elemento € compogtw repeticdes invertidas com
nove pares de bases, separadas por outros noves pdee bases quaisquer
(TTAGCACTCXoGAGTGCTAA) (ZUBER & SCHUMANN, 1994; MOGKet al., 1997,
NARBERHAUS, 1999).

Andlises da regulacdo do gedeaK, gene de classe |, realizadas E&mfaecalis,
mostraram o operodnaK precedido por duas sequéncias CIRCE conservagdss.niesmo
estudo mostrou a expressao a partir de um promottipoc” (5-70), localizado a montante
do genehrcA e com multiplos transcritos, que foram detectau$s tratamento com choque
térmico (LAPORTet al., 2004).

Em B. subtilis, encontram-se ainda os genes de classe Il quécemdiproteinas de
estresse em geral e a sua expressdo requer osiignea de estressg. Genes de choque
térmico de classe lll, dentre os quais estdo osgygne codificam as proteinas da familia
Clp/ATPases e a protease ClpP, sdo controlados mglcessor CtsR, uma proteina
ligada ao DNA que reconhece uma repeticdo diretsetiepares de bases (GGTCAAA XAX
GGTCAAA) (DERRE, RAPOPORT & MSADEK, 1999).

Os genes das classes IV, V e VI sédo definidos cagqueles destituidos de CIRCE ou
do operador CtsR e para os quais a indu¢cdo pomueh@gmico ou condi¢des de estresse, em
geral, é independente d& (CHASTANET & MSADEK, 2003; SCHUMANN, 2003).

Em muitas bactérias Gram-positivas com um baixaetmto G+C no genoma, a
regulacdo dos genedp € também mediada pelo repressor da transcrica®, Gim
mecanismo que parece ser altamente conservadc resttgrias (DERRE, RAPOPORT &
MSADEK, 1999; VARMANEN, INGMER & VOGENSEN, 2000; CASTANET &
MSADEK, 2003). Contudo, muitos mecanismos adicisrti controle para a expressao dos
genes de choque térmico tém sido caracterizaddsaetérias Gram-positivas, como o fator
sigma ¢®, em Saphylococcus aureus (GERTZ et al., 2000), o repressor HrcA, em
Streptococcus salivarius, em Saphylococcus epidermidis e emS. aureus (CHASTANET,
FERT & MSADEK, 2003), ou o repressor HspR, &meptomyces spp., bactérias com um
genoma de alto conteddo G+C (GRANDVALET, CRECY-LABB & MAZODIER, 1999).

Em B. subtilis, verificou-se que o regulon CtsR consiste de sgmbros: o operon
tetracistronicaclpC e as unidades transcricionais monocistronitii? e clpE (figura 2). Com
0 objetivo de melhor compreender a atividade doessmr CtsR em resposta ao choque
térmico, estudos realizados d®n subtilis mostraram que todos o0s genes codificados pelo
operonclpC, do qual consistem os genetsR, mcsB, mcsA e clpC mostrados na figura 2,
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estdo envolvidos na regulagdo da atividade do sepreCtsR (KRUGERt al., 2001). As
proteinas McsB, McsA e ClpC formam um complexoddamno qual a atividade de cinase da
McsB € inibida durante a condicao de ausénciatiesse (KIRSTEINe al., 2005).

ctsR Nmem- mesB N elpC —

R R
U ——— I_)-o--n- [ - olpP —
N T
A A B P

Figura 2 - Esquema do regulon CtsR el subtilis. Este regulon consiste de trés unidades
transcricionaisclpC, clpP e clpE, e todas estdo sob o controle negativo do repreéssiR. Este
repressor liga-se a duas ou mais repeticfes dirdasadas pelas setas. Cada gene é precedido por
dois promotores: os genegC e clpP sdo precedidos por um promotor do tipoe outro do tipa®,

enguanto o genepE é precedido por dois promotores do ipo(SCHUMANN, 2003).

Em resposta ao estresse, a atividade repressotas&aé inibida pela fosforilagdo
mediada por McsA-McsB. McsB necessita ser ativada PCSA que se torna
simultaneamente fosforilada por McsB. A ativacdaoMiesB resulta na forte inibicdo da
atividade da CtsR quanto a ligagdo ao DNA e naiatedd simultanea fosforilacdo da CtsR.
Este processo de fosforilagdo aumenta a afinidaddasB por CtsR, levando a formacgéo de
um novo complexo ternario, McsB, McsA e CtsR. Anfacdo deste complexo e a
fosforilacdo de CtsR resultam na auséncia da l@algi CtsR aos seus promotores-alvo,
conduzindo a desrepressdo regulon CtsR (KIRSTEINt al., 2005; FREESt al., 2007).
Tem sido proposto ainda que McsB pode modificaRCtsrnando-a alvo de degradacéo pelo
complexo ClpCP (KRUGERt al., 2001). KIRSTEIN e colaboradores (2005) mostraram
vivo e in vitro que a fosforilagdo da proteina CtsR pela tirosinase McsB e seu ativador

McsA € importante para a inibicdo e a degradacdotsla apos choque térmico.
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O sistema de regulagdo CtsR € altamente conserradmactérias Gram-positivas de
baixo conteudo G+C e, em sua maioria, o sitio giecBo de CtsR é encontrado a montante
dos geneslp (DERRE&et al., 1999).

4. ClpB

As proteinas ClpB (peptidases caseinoliticas B)cb@peronas moleculares que tém a
habilidade de solubilizar varias proteinas queoseain agregados proteicos ap0s severos
estresses sofridos pela célula. Embora ndo se@mmed@ieridas sob condicbes normais, essas
proteinas podem apresentar sintese aumentada qeéhdas sdo expostas a condicdes
extremas de calor ou outros estresses (SANC#IBEZ, 1993).

A ClpB € membro da familia de proteinas de choéuaito HSP100, que apresenta
um importante papel na sobrevivéncia da célularderastresses (YUARt al., 2007). Esta
familia de proteinas est4 envolvida em diversosgasns celulares, tais como: controle de
qualidade celular, degradacéo de proteinas, reglicalo DNA e transporte de vesiculas,
entre outros (FROHLICH, 2001YER et al., 2004).

Atuando exclusivamente como uma chaperona molecalaproteina ClpB, ao
contrario de outras proteinas Clp, ndo forma coxagsleom subunidades proteoliticas, como
a CIpP. Este fato deve-se a auséncia de uma segudpeptidica que caracteriza a ligacédo
entre uma Clp/ATPase e uma peptidase (ktil., 2001). A auséncia de uma interacéo entre
a proteina ClpB e peptidases sugere que o papélimB na solubilizacdo de agregados
proteicos esta conservado em bactérias Gram-pasiMOGKet al., 1999).

Sendo membro da familia das proteinas de classeAR+, a ClpB consiste de
dominios de ligacdo ao ATP que séo flanqueadosiparregiao N-terminal e um dominio C-
-terminal e separados por um dominio central, comomostrado na figura 3. A ClpB
distingue-se de outras grandes proteinas Clp dexadongo intervalo entre os dois dominios
de ligacdo ao ATP. Seis subunidades de ClpB relseeam um anel hexameérico, formando a
unidade funcional de ClpB (ZOLKIEWSKI, 2006).
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Figura 3 - Esquema estrutural da proteina ClpB, demonstrandassificacdo da proteina dentro da
classe | da familia das Clp/ATPases; observam-slménios de ligagdo ao ATP caracteristicos desta
proteina (adaptado de SCHIRMERal., 1996).

A ClpB é diferente de outras Clp, visto que estatginha ndo se associa com
subunidades peptidicas, sendo encontrada ndo agenasrganelas eucariGticas e em
procariotos, mas também no citoplasma de céluldswalura e de plantas. Na verdade, a
funcdo da ClpB é distinta das outras Clp/ATPases uez que nao estaria envolvida na
degradacdo de proteinas. Ao invés disso, a ClpBsponsavel por desagregar e reativar
complexos proteicos (MOTOHASHé&t al., 1999). O mecanismo de desagregagcdo de
proteinas mediado pela ClpB baseia-se ho mesmoipionusado por outras Clp/ATPases: a
translocacdo dependente de energia do polipeptiletamente no centro do poro do anel
oligomeérico e seu forcado desdobramento (ZOLKIEWSXKD6).

Como dito anteriormente, a CIpB ndo se associa CipP® para a degradacdo de
proteinas; entretanto, a proteina ClpB associaga PmaK/DnaJ forma um sistema de
bichaperonas que solubiliza proteinas agregadasT(MHASHI et al., 1999; KEDZIERSKA
et al., 2005).

A proteina ClpB tem sido caracterizada em difeentgicro-organismos. Duas
proteinas ClpB estdo presentes em procariotosarietas e, em cada caso, ambas as formas
sado HSPs. En®ynechococcus spp., as duas formas proteicas foram encontrageastia da
deteccdo com anticorpo policlonal direcionado pmdominio carboxi—terminal da proteina
ClpB. Um unico gene codifica duas proteinas ClpRlifierentes tamanhos, uma de 94 kDa e
outra com 78 kDa (PORANKIEWICZ & CLARKE, 1997). Foiostrado, em bactérias, que
as duas formas distintas da proteina sdo provesiael® dois sitios de iniciagdo da traducao
em um unico transcrito (SQUIRES al., 1991; CHASTANETet al., 2004). EmE. coali, a
inativacdo do genelpB ndo somente eliminou a sintese da proteina ClpBoctambém
levou a inativagdo de uma outra proteina de mesoamho. Este estudo concluiu que a

proteina menor € derivada da mesma sequénciatdealaberta correspondente a proteina
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ClpB, provavelmente pela traducdo a partir de uguisgo codon de iniciacdo (SQUIRES
al., 1991).

Estudos investigando o papel da ClpB na respostihague térmico er@aul obacter
crescentus mostraram que a proteina ClpB estaria envolvideemaotolerancia e na resposta
ao choque térmico e ao etanol mas ndo na respostaos estresses (SIMA@al., 2005).

A termotolerancia € o fendmeno geralmente usadm ngderir-se ao estado transitério
de resisténcia do micro-organismo as pressdesuteas de calor ou efeitos citotoxicos,
subsequentes ao tratamento térmico letal (CARPEBFHY & GERNER, 1987). A
importancia da ClpB na aquisicdo de termotolerafai@emonstrada em estudos realizados
com diferentes micro-organismos, tais con$:aureus (FREES et al., 2004), Listeria
monocytogenes (CHASTANET et al., 2004), C. crescentus (SIMAO et al., 2005) e
Synechococcus spp. (ERIKSSON & CLARKE, 1996).

Outros estudos focando a caracterizagéo e as fsigd€IlpB tém mostrado que esta
proteina apresenta importante papel na viruléria L. monocytogenes (CHASTANET et
al., 2004),Salmonella typhimurium (TURNEREet al., 1998),Leishmania donovani (CLOS et
al., 2001) ePhorphyromonas gingivalis (YUAN et al., 2007), a auséncia do geckB
resultou em um decréscimo da viruléncia ocasiopadastes micro-organismos, em alguns

casos, tant vivo comoin vitro.

5. Papel de outras proteinas da familia Clp/HSP100

As proteinas ClpA, ClpB, CIpC, ClpD, ClpX e ClpY rgtituem uma familia de
proteinas conservadas que sao encontradas tantélelas procaridticas como eucarioticas
(SCHIRMER €t al., 1996). As proteinas Clps podem ser induzidaa p#h temperatura,
estresse oxidativo, altas concentracdes de saltamolee limitacdo de ferro disponivel
(KRUGER, VOLKER & HECKER, 1994; ROUQUETEt al., 1996; SCHIRMERet al.,
1996).

Muitas Clp/ATPases, com notavel exce¢édo de ClpBpé,Gormam complexos com
subunidades peptidicas. A ClpB atua exclusivameu@®o uma chaperona molecular,
enquanto CIpA e ClpX, por exemplo, funcionam corhaperonas que, uma vez ligadas a
ClpP, formam as proteases CIpAP e ClpXP (figuradg@pendentes de ATP. A sequéncia
tripeptidica, na qual o primeiro amino&cido podelsecina, isoleucina, valina, metionina ou
prolina; o segundo é sempre glicina e o terceenildlanina ou leucina, representada como

[LIVMP]-G-[FL] é um indicador da presenca de umg/MBITPase ligando-se a ClpP e foi
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encontrada em muitos membros da subfamilia dasipest CIpA, CIpC, CIpE e ClpX (figura
4) (KIM et al., 2001).

Na literatura, alguns trabalhos tém descrito o pdae proteinas Clps em cocos Gram-
-positivos. Destacam-se como principais génerosodes Gram-positivos com importancia
clinica: Saphylococcus, Streptococcus e Enterococcus. Nestes géneros, encontram-se
algumas espécies responsaveis por doencas muitonsoma comunidade e no meio
hospitalar, que podem ser agudas ou crbnicas e asgglltar em maiores complicacdes
(MANDELL, DOUGLAS & BENNETT, 1995).

ClpaP ClpCP ClpEP ClpkP ClpYQ ! ClpB
Dominio N Dominio N Dominio N ' Dominio N

L lrnns Dominic
ligagdo Central

Dominio N Dominio |

Figura 4 - Composi¢éo e estrutura das Clp/HSP100. Com e#ecda ClpB, as demais proteinas
Clp/HSP100 podem interagir com a protease ClpPydado um complexo proteolitico. Os dominios
AAA+ e associados estdo em verde e os dominiositoungdades das proteases (ClpP e CIpQ) estédo
em vermelho (KIRSTEIMNt al., 2009, com modificaces).

No géneroStreptococcus, o trabalho publicado em 2002 por LEMOS e BURNE
demonstrou a regulacdo e a significancia fisioldgie ClpC e ClpP erS. mutans. Neste
estudo, a expressao dos gede€ e clpP foi induzida em baixo pH e em crescimento acima
de 40°C. A estirpe mutante para o geh@, mas que apresentava o gemheC integro,
formava longas cadeias e foi prejudicada quanteashabilidade para crescer sob condi¢gbes
de estresse, capacidade de formar biofilme e guamficiéncia de transformacdo genética
(LEMOS & BURNE, 2002).

A anadlise da capacidade de formar biofilme pormssi deS. mutans mutantes para os
genesclpL, clpP e clpX mostrou um aumento significativo na formacao ddfilme, na
presenca de sacarose. Entretanto, 0 mesmo estigdlmmque a formacao de biofilme pelos
mutantes afetados emlpX e clpP foi prejudicada, quando as estirpes mutantes foram

crescidas em meio contendo glicose como Unica fietmarbono (KAJFASE al., 2009).
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Estudos emStreptococcus pneumoniae mostraram que mutantes para o gehpP
apresentaram-se sensiveis a altas temperaturesneentracdes de peroxido de hidrogénio e
de puromicina. Além disso, a proteina ClpP foi exgla para a colonizacéo e a sobrevivéncia
intracelular des. pneumoniae em células do hospedeiro (KWQ@hal., 2003; 2004).

Foi observadoem S. pneumoniae R6, que a auséncia da proteina CtpXultou em uma
rapida perda da viabilidade celular, mostrandoagenecipX é essencial para o crescimento
deste micro-organismo. Porém, o mesmo nao foiadtapara o gendpP. A proteina ClpX
mostrou-se essencial também eattococcus spp. eSreptococcus spp. Entretanto, a base
molecular responsavel por esta observacdo permatesoenhecida (ROBERTSO# al.,
2003,FREESet al., 2007).

A funcdo da ClpX pode variar entre 0s micro-orgauas, Vvisto que, enB. subtilis,
mutantes no genepX foram sensiveis ao calor, enquanto que,Selureus, a delecdo do
geneclpX resultou na tolerancia ao calor, demonstrando ajyeoteina ClpX ndo estava
cooperando na degradacao de proteinas danificattasalor (FREESt al., 2003; 2004).

Notavelmente, o genelpX parece nao fazer parte do regulon CtsR em nenhum
organismo estudado. Baseando-se nesta observatd@@@séncia da inducdo da ClpX sob
condi¢cdes de calor, especula-se que o papel cqltilaario da ClpX em bactérias Gram-
-positivas de baixo contetdo G+C néo esta ligadeatrole das proteinas que sofreram
danos causados por estresses (GERTH, 1996; FREESt al., 2003; 2007).

O papel da proteina Clp/HSP100 também tem sidaadtuensS. aureus. A proteina
ClpL também é destituida da sequéncia tripeptid@eacteristica para ligacdo a ClpP,
mostrando que, assim como ClpB, esta proteinaaraduncéo de protease. E3naureus, o
fendtipo dos mutantes para os gedeB eclpL sugere que ambas as proteinas, ClpB e ClpL,
podem apresentar funcdes similares (FREEE., 2004).

Em 2003, FREES e colaboradores, estudando as fdgSeproteinas ClpX e ClpP na
viruléncia e tolerancia ao estresse 8maureus, mostraram que as ambas proteinas séo
importantes para o crescimento bacteriano na prasee estresse oxidativo ou em baixas
temperaturas. Os mesmos autores mostraram aindtamfeea proteina ClpX como a ClpP
contribuem para a viruléncia em camundongos infiestacomS. aureus. Outro estudo
realizado por FREES e colaboradores, publicado @+, 2demonstrou que Clp/ATPases sao
requeridas para a tolerancia ao estresse, divedétace formacéo de biofilme e@aureus.

Na auséncia de associacbes com ATPases, a ClpRddegomente peptideos
pequenos (WOt al., 1989), mas associada com CIpA ou ClpX, a Clplesgmta atividade

de protease contra substratos especificos. A digmile € determinada pela subunidade da
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ATPase que serve para desdobrar e translocar draobslentro do compartimento
proteolitico da ClpP (HOSKIN& al., 1998, 2000).

Em Lactococcus lactis, trés geneslp (clpB, clpC e clpE), que codificam proteinas Clp
contendo dois dominios conservados de ligacdo de, Adram identificados. O nivel da
expressdo dos gendpB, clpC e clpE foi aumentado durante choque o térmico (INGMER
al., 1999).

A comparacao entre um duplo mutaotpP e htrA deL. lactis e a estirpe selvagem
revelou uma reducao da atividade proteolitica nleatééria, mostrando o papel da protease
intracelular CIpP e da extracelular HtrA (CORTESREEZ et al., 2006).

Em B. subtilis, os genes codificando CIpC, ClpY, CIpQ, ClpX e Elpém sido
caracterizados (MSADEK, KUNST & RAPOPORT, 1994; SIKA et al., 1995; GERTHet
al., 1996; MSADEK et al., 1998). Publicacbes a respeito das Clps RBnsubtilis tém
demonstrado que a presenca da ClpC, ClpP ou Clp¢lné é essencial para a tolerancia ao
estresse, porque mutantep ndo podem crescer sob diferentes condicdes desssstre
(KRUGER, VOLKER & HECKER, 1994; GERTIet al., 1998; MSADEKGet al., 1998).

Em L. monocytogenes, foi demonstrada a participacdo dos gesipB, clpC e clpE no
parasitismo intracelular (GAILLO®& al., 2000), na adesao celular (NAIR, MILOHANIC &
BERCHE, 2000) e na viruléncia (NAI& al., 1999).

A CIpC de L. monocytogenes € necessaria para 0 crescimento intracelular e a
sobrevivénciain vivo no tecido de hospedeiros, promovendo o escapeodpartimento
fagossdmico (ROUQUETTIE al., 1996, 1998) e também é necessaria para a adeado
invaséo celular (NAIR, MILOHANIC & BERCHE, 2000).

Em alguns organismos, as proteinas de choque ®@hixC, ClpX e ClpP apresentam
um papel essencial na resposta adaptativa da fat#Eciomaria, assim como no
desenvolvimento de competéncia, na motilidade esparulacdo, e também sao requeridas
para o crescimento em altas temperaturas e anolarao estresse (KRUGER, VOLKER &
HECKER, 1994; MSADEK, KUNST & RAPOPORT, 1994; GERTEH al., 1996, 1998;
MSADEK et al., 1998).

A literatura relata que a inativacdo do geripP em B. subtilis, L. lactis, L.
monocytogenes, S. pneumoniae, S mutans e S aureus resulta em mutantes que sao
significativamente mais sensiveis ao calor e aasutondi¢cdes de estresse do que as suas
respectivas estirpes selvagens (MSADéEll., 1998; FREES & INGMER, 1999; GAILLOT
et al., 2000; LEMOS & BURNE, 2002; ROBERTSGtlal., 2002; FREE®t al., 2003).
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Um grupo de estudos relatou que a capacidade mdm@vsver em condicbes de
estresse, frequentemente envolvendo uma aumeniquassedo de genes de resposta ao
estresse, esta altamente correlacionada com a&mniial emS. aureus (CLEMENTS &
FOSTER, 1999) e outros patégenos (HUBERI., 1997; ROUQUETEt al., 1998). O papel
das proteinas Clp/HSP100 na viruléncia de bactéeimssido observado, como ClpX 8e
aureus (FREESet al., 2003), CIpE e CIpC d& pneumoniae, ou ainda ClpB, ClpC, CIpE e
ClpP deL. monocytogenes (GAILLOT et al., 2000; CHASTANETet al., 2004).

Em L. monocytogenes, a auséncia da proteina CIpP resultou em estir@ess/irulentas
em modelo de camundongo, uma vez que a delecacem®ctpP reduziu fortemente a
atividade hemolitica de um dos maiores fatoresiddéncia dalListeria spp., a listeriolisina
O, que é requerida pela bactéria para escapar defagos (GAILLOTet al., 2000).

De acordo com FREES e colaboradores (2003), agipeast ClpX e ClpP afetam a
viruléncia deS. aureus, sugerindo que, assim, como em outros micro-osgaos, estas

proteinas contribuem regulando a expressao deefatlar viruléncia da bactéria.

JUSTIFICATIVA

O géneroEnterococcus encontra-se presente no grupo de bactérias cocas-G
-positivos de baixo conteudo G+C, com grande indpaitn clinica. Entretanto, ainda nao
existem trabalhos publicados caracterizando ossgelipeque codificam as proteinas da
familia HSP100 ou Clp/ATPases. A importancia chripresentada peldanterococcus spp.,
assim como a sua marcante resisténcia ao caltficasm a necessidade de se realizar este

trabalho relacionado as proteinas de choque ter@iw@TPases neste micro-organismo.
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OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a reitaga expressao dos gewhsB, clpC,
clpE, clpP e clpX sob diferentes condicbes de estresse, assim caraoterizar a funcédo da
proteina ClpB e do repressor CtsR através da andbs mutantedclpB e ActsR em E.

faecalis.

Os objetivos especificos foram:

1) Analisar as regides promotoras dos gahepresentes erf. faecalis V583.

2) Obter células mutantes dos genlg e ctsR emE. faecalis OG1RF.

3) Estudar a funcdo dos gerepB e ctsR, através da andlise dos mutamekpB e ActsR de
E. faecalis OG1RF quanto: (i) a sua capacidade de sobrevolercendicbes de estresse
(térmico, acido, salino e oxidativo), (ii) a sugpaeidade de formar biofilme e (iii) a
participacdo destes genes na viruléncicGaheria mellonella.

4) Analisar a expressao dos gemhiB, clpC, clpE, clpP e clpX na estirpe selvagem de
faecalis OG1X, através de estudos por “northern blot”,requlacdo da expressao destes

mesmos genes na estirpe selvagem e no mutatdR de E. faecalis OG1RF, através de
gRT- PCR.
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MATERIAIS E METODOS

A seguir, encontram-se descritas, as principaisdadogias que foram utilizadas para

a realizacao deste projeto, conforme 0s objetipossentados.

1. Estirpes bacterianas e condi¢des de cultivo

As estirpes bacterianas, as estirpes derivadaplsmideos utilizados neste trabalho

encontram-se descritos na tabela 1.

Tabela 1- Estirpes bacterianas e plasmideos usados naisédhio.

Estirpes e suas derivadas r@eteristicas Referéncias
E. faecalis
0OG1X Sensivel a canamicina IKEal., 1983
OG1RF DUNNY, BROWN
Estirpe Rif, Fus & CLEWELL,
1978.
V583 Estirpe clinica; Vdn www.tigr.org
CK111 Estirpe conjugativa, doadora, carreandag no KRISTICH,
cromossomo um alelepA; Sg, Tet. CHANDLER &
DUNNY, 2007
EF-lpB Mutante com delecédo no gerip - AclpB Este estudo
EF-ctsR Mutante com dele¢do no gecteR - ActsR Este estudo
E.coli
DH10B Hospedeira para clonagem GRABMTHEI.,1990
EC1000 Hospedeira para clonagem em plasmidedsEENHOUT Set
dependentes depA. al., 1996
Plasmideos
PGEM7 Vetor de clonagem; AmpacZ Promega
Plasmideo utilizado na troca genética sem KRISTICH,
pCJK47 a utilizacdo de um marcador de sele¢gdoCHANDLER &
carreandariTycria lacZ, cassete PheS', DUNNY, 2007
Erml

onde: Amf resisténcia a ampicilina; Efnresisténcia a eritromicina; Fusesisténcia ao
acido fusidicojlacZ, gene que codifica p-galactosidaseoriT, origem de transferéncia; P-
pheS, cassete de fenilaninegpA, gene que codifica a proteina iniciadora da caghio; RIif
resisténcia a rifampicina; Spesisténcia a espectinomicina; Teesisténcia a tetraciclina;
Van, resisténcia a vancomicina; *, representa umagéaotao gene.

Durante a realizacdo deste trabalho, quatro estulp€&. faecalis foram utilizadas: a

estirpeE. faecalis OG1X, sensivel a canamicina, foi usada para adestla expressao dos
genesclp através de uma analise por “northern blot”. ArpstE. faecalis OG1RF, derivada

de OG1, porém previamente selecionada em rifangieicido fusidico, gerando OG1RF
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[estirpe depositada na “American Type Culture Goiben (ATCC)’] e a estirpee. faecalis
CK111 foram usadas na construcdo dos mutaxdes e ActsR. Por ultimo, foram utilizados
ainda os dados anotados da estiptaecalis V583, que apresenta um perfil de resisténcia a
multiplas drogas e cujo genoma esta sequenciadperdvel (www.tigr.org} A estirpe V583
apresenta resisténcia a vancomicina e é derivadaultiga de sangue de um paciente do
hospital “Barnes Hospital, St Louis, MO, USA”.

Os seguintes meios foram utilizados para o crestmas estirpes:

- BHI (Difco), para o cultivo de estirpes He faecalisa 37°C.
- LB (Difco), para o cultivo de estirpes Becoli a 37°C.
- M9 10X [NgHPO, 6% (p/v); KHPO, 3% (p/v); NaCl 0,5% (p/v); NECI 1% (p/v)].
- MM9YEG, meio base semidefinido [M9 10X 10% (v/extrato de levedura 0,25% (p/v;
Difco); p-cloro-fenilalanina 10 mM (p-Cl-phe; Sigma); agab% (p/v) (“Bacto agar”)]
suplementado com glicose 0,5% (v/v).
- BM, meio base definido [‘Base medium”. Mga@H,0 0,5% (p/v); CaGl2H,O 0,5%
(p/v); glicose 1% (p/v); 100X solucdo de vitamirQOX solucdo de aminoacidos] para
andlise da formacéao de biofilme Befaecalis.
- 100X solugédo de aminoacidos [L-glutamico 5% (plsarginina 2%(p/v); L-cisteina 2%
(p/v); triptofano 0,2% (p/v)].
- 100X solucédo de vitaminas [piridoxina 0,24% (p/agido nicotinico 0,046% (p/v); acido
pantoténico 0,024% (p/v); riboflavina 0,004% (p/M)amina 0,001% (p/v); D-biotina
0,00012% (p/v)].

Estes meios foram utilizados em caldos ou solidosefcidos de &gar a 1,5% (p/v)].

Cada estirpe foi cultivada em placas de Petri caiomBHI ou LB sélido e incubada a
37°C, por 16 h. Uma colonia de cada estirpe foieseta em caldo BHI ou LB e incubada a
37°C, por 16 h. Cada estirpe foi armazenada em Bidioou LB contendo glicerol 50%
(v/v), a - 20°C ou - 80°C. Quando necessario, o@snwram acrescidos dos seguintes
antibioticos: ampicilina (10Qg/ml), eritromicina (1Qug/ml, parakE. faecalis, 300ug/ml, para
E. coli), tetraciclina (10ug/ml), espectinomicina (1.000g/ml), rifampicina (200ug/ml) ou
acido fusidico (2ug/ml). Quando necessario, a solucdo de X-Gal (20ntdnvitrogen) foi
acrescida ao meio na concentracao dey2fl, parak. faecalis, e 60ug/ml, parak. coli.
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2. Anélise de cinética de crescimento

Para se avaliar a capacidade da estifpéaecalis OG1RF e dos seus respectivos
mutantes crescerem sob condicdes de estresseaasulta estirpe selvagem e dos mutantes
AclpB e ActsR, na fase exponencial, foram diluidas 1:100 em rfregxo e o crescimento foi
monitorado usando-se o monitor de crescimento Been C” (Oy Growth Curves AB Ltd,
Helsinki), conforme descrito por Abranches e cotadores, em 2009. Foram realizadas
leituras da D@honmem intervalos de 30 min, por 24 h, e as analisemf expressas atraves

de gréficos.

3. Cinética de sobrevivéncia

Para se avaliar a capacidade de sobrevivénciatitpeeselvagem e dos mutantes
AclpB e ActsR de E. faecalis OG1RF sob condicdes letais de estresse oxidattyras
celulares na fase exponencial foram diluidas 1eifimeio fresco e, em seguida, mantidas a
37°C até atingirem uma leitura de E6m correspondente a 0,5. Posteriormente, as culturas
foram submetidas a peroxido de hidrogénio 30 mMawhier 2 h. Em intervalos de 30 min,
diluicdes seriadas foram realizadas em solucanasfiNaCl 0,85% (p/v)] e aliquotas de 100
ul de cada diluicdo foram entdo semeadas em agarMKbbrevivéncia das células viaveis
foi determinada pela contagem de unidades formadtgaoldonias (UFC/ml), apds incubacao
das placas a 37°C por 16 h.

4. Andlise da inducéo das proteinas ClpB e CtsR riarmotolerancia

Para se testar o envolvimento das proteinas CIpEt€R na inducdo por
termotolerancia, culturas das estirpes selvagerigecalis OG1RF e dos mutantesipB e
ActsR foram divididas em duas aliquotas, onde uma delamantida a 37°C e a outra pré-
incubada a 48°C por 30 min. Em seguida, ambas afigude todas as culturas foram
submetidas ao tratamento com choque térmico a &li@nte 30 e 60 min. Decorrido cada
tempo, diluigbes 1/10 apropriadas foram realizadatiquotas semeadas em agar-BHI. Para
analise da sobrevivéncia das células, as unidamtesafloras de col6nias foram contadas
(UFC/ml), ap6s incubacédo das placas a 37°C por {6HASTANET et al., 2004, com
modificagoes).

5. Teste de difuséo a partir de disco
A sensibilidade da estirpe selvagéirfaecalis OG1RF e dos mutant@€lpB e ActsR,

quanto ao crescimento em condi¢cdes de estresse;aiaio: acido, alcalino e oxidativo, foi
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testada através da inibicdo do crescimento empdegse 0 método de difusdo a partir de
disco (ABRANCHES et al., 2009). Para tal, uma caanawiforme de uma cultura celular em
crescimento exponencial foi aplicada em uma plamatenndo agar-BHI, usando-se um
“swab” estéril. Em seguida, discos de papel deofi{t mm de espessura) saturado com a
substancia de interesse foram colocados sobremdeetultura. As placas foram incubadas a
37°C por 16 h e o halo de inibicdo foi avaliadanparando-se as estirpes mutantes com a
selvagem. Cada estirpe foi testada em relacdos tosl agentes em uma mesma placa e o

experimento foi realizado em triplicata.

6. Determinagdo da CMI (concentracdo minima inibitéa)

A concentracdo minima inibitoria (CMI) para anbiiicos, tais como: ampicilina,
canamicina, cloranfenicol, eritromicina, gentamécin norfloxacina, tetraciclina e
vancomicina, foi determinada em caldo BHI usandalifgcbes do antibidtico (1.024 a 2
pug/ml). Dentro de cada poc¢o da placa de microdituifgiam adicionados 200l de cada
antibiotico e 5ul de uma cultura bacteriana em fase exponencial.seguida, a placa de
microdiluicdo foi incubada a 37°C, por 18 h. Ap&tegempo, a densidade 6tica (a6 da
cultura em cada poco foi avaliada através de umectsgotdmetro para placa de
microdiluicdo (“Benchmark Plus” — BioRad) e a menoncentracéo do antibiotico que inibiu
o crescimento celular foi designada como a conaeétr minima inibitéria das estirpes
selvagen<. faecalis OG1RF e dos mutanteslpB e ActsR, (ABRANCHES et al., 2009,
com modificagdes).

7. Capacidade da formacéo de biofilme por mutantedp de E. faecalis

Para a analise da formacédo de biofilme, a estep@agem e seus respectivos mutantes
em E. faecalis OG1RF foram crescidos em meio semidefinido BM d&s no item 1), por
24 h a 37°C. A andlise da formacdo de biofilme redlizada, conforme descrito por
ABRANCHES e colaboradores (2009).

A partir de culturas dg&. faecalis OG1RF crescidas a 37°C por 18 h, em caldo BHI,
foram feitas diluicbes de 1:10 em meio semidefirisdd com glicose 1% (p/v). Em seguida,
foram distribuidos 30Qul da cultura nos pocos das placas de microdiluigie foram
incubadas a 37°C, por 24 h. A placa foi retiragldetnperatura de 37°C e o meio desprezado
para a retirada das células planctonicas. Paraggdéavaa placa foi mergulhada em agua

destilada e, em seguida, adicionou-se aos poc¢qd 8@ cristal violeta (0,1% p/v). ApOs
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incubagcdo a temperatura ambiente por 15min, umailtavagem em &gua corrente foi
realizada e depois adicionaram-se p0de uma solucéo de acido acético 33% (v/v), a cada
poco da placa. A absorbancia das células de befitinanalisada em uma leitura de 6,
através de espectrofotdmetro (“Spectrophotomete6bQ) — Beckman).

8. Preparo de células competentes de coli

O preparo de células competentes foi realizado parastirpe€. coli DH10B e
EC1000. Uma cultura de células Becoli foi crescida a 37°@urante 16 h em meio LB, sob
agitacao. A partir desta cultura, uma diluicdo dBDQ em meio LB fresco foi realizada e
incubada a 37°C sob agitacéo, até atingir @B@de 0,5. Em seguida, a cultura foi resfriada
em gelo durante 30 min. As células foram coletguaiscentrifugagédo a 1.008»por 10 min
4°C e, em seguida, o sobrenadante foi descartadocélulas suspensas em Galll0 mM
adicionado de glicerol 10% (v/v). Durante um peoioé 30 min, as células foram novamente
resfriadas em gelo e, ao fim deste periodo, foraletadas por centrifugacéo a 1.09@x4°C
por 10 min. O sobrenadante foi descartado e asasélaram imediatamente suspensas em
CaCh 100 mM adicionado de glicerol 10% (v/v). As cétufaram divididas em aliguotas
com 50pl cada e estocadas a — 80°C até o momento do #dBROOK & RUSSELL,
2001).

9. Preparacéo de células eletrocompetentes Befaecalis CK111

As células deE. faecalis eletrocompetentes foram preparadas conforme te ot
BAE, KOZLOWICZ & DUNNY (2002). Células d&. faecalis CK111 foram crescidas em
caldo BHI, por 16 h a 37°C . Uma diluicdo de 1/@Dréalizada em um volume final de 50
ml, utilizando-se caldo BHI fresco, e incubada &C3%ob agitacdo até atingir a Bgm de
0,5. ApOs esta etapa, a cultura foi centrifugad@Gapor 20 min a 1.00@xe as células foram
suspensas em uma solucao de glicerol 10% (v/vuspenséao celular foi dividida em tubos
contendo 1 ml e, para cada volume, foram acres@80gal de solucao de lisozima [2&/ml
de lisozima em Tris/HCI 10 mM (pH 8,0); sacaros&o2fp/v); EDTA 10 mM e NaCl 50
mM]. Em seguida, as suspensdes celulares foranbadeudurante 2 h a 37°C, para lise das
células. Decorrido este tempo, as suspensdes fratrifugadas a 4°C por 5 min a 1.00@x
0s precipitados foram lavado trés vezes em uma&olde eletroporacdo gelada [sacarose
0,5M e glicerol 10% (v/v)]. Apos as lavagens, asileé foram suspensas na mesma solucao

de eletroporacéao e aliquotas de ibfbram armazenadas a — 80°C até o momento de uso.
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10. Extragao de DNA plasmidial deE.coli DH10B e EC1000

Uma cultura crescida em 10 ml de LB a 37°C, poh,1®i centrifugada a 14.009x
por 20 min. A extracdo do DNA plasmidial foi realila a partir de células submetidas ao
protocolo de extracdo do sistema comercial (“QlAp8pin — Minipreps Kit — Qiagen”),

segundo as instru¢des do fabricante.

11. Dosagem de acidos nucleicos e digestdo de Déd#n enzimas de restricao

Para dosagem, foram utilizadogiRda preparacdo do acido nucleico em um aparelho
“Nano-drop” (“NanoDrop 1000” - Technologies). A égtdo do DNA com enzimas de
restricdo foi realizada conforme descrito pelositamtes. Para um volume final de 20 a 50
pl, 1-5 ug de DNA plasmideal ou amplificado por PCR foranciatados a uma solucao
contendo tampao apropriado e, aproximadamente, B-1da enzima de restricdo. Esta
solugéo foi incubada a 37°C por, pelo menos, 1 DNA digerido foi analisado em

eletroforese em gel de agarose.

12. Eletroforese de DNA em gel de agarose

O gel contendo agarose (Invitrogen) a 0,8% (piv)186 (p/v) foi preparado em
tampéo TAE 1X [Tris 40 mM; &cido acético glacialia® (Merck); EDTA 1 mM (pH 7,8)].
As preparacées de DNA, foi adicionatlpdo volume do tamp&o de amostra [sacarose 60%
(p/v); EDTA 0,1 M (pH 7,8); azul de bromofenol 0,2¢/'Vv)] e elas foram submetidas a
eletroforese em cuba horizontal (Life Technologiddorizon 11-14) a 80 V, durante 1 h, em
tampado TAE 1X. Apds ou durante a corrida, o getfsado com uma solucdo de brometo de
etidio na concentracao final de U§/ml. Posteriormente, o gel foi observado e fotfagta
através do emprego de um transiluminador de luzeU¥n captador de imagens (“Viber
Lourmat”). Em cada gel, foi colocado o padrédo deamaho molecular “1 kb-DNA ladder”
(Invitrogen). A eletroforese em gel de agaroseréalizada de acordo com SAMBROOK E
RUSSELL (2001).

13. Extracdo de RNA para analise por PCR em tempodgl

As estirpes bacterianas selvagensEdéaecalis OG1RF e do mutantactsR foram
crescidas em 5 ml de caldo BHI a 37°C por 16 hcllaura, foram feitas diluigbes de 1:100
em caldo BHI fresco e, em seguida, cada culturaifioibada a 37°C até atingir a fase

exponencial de crescimento (DO 0,4). As célulaanfosubmetidas a diferentes condi¢cGes de
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estresse, como choque térmico a 48°C, tratamentol®qug/ml de vancomicina ou estresse
oxidativo com 4 mM de peréxido de hidrogénio. O Rivdal foi isolado pelo método de
acido-fenol quente, como descrito por ABRANCHES ofalsoradores (2006). Para cada
condicao testada, o RNA total foi isolado em togla. Apds serem submetidas a 15, 30 ou 60
min de estresse, 15 ml de cada cultura foram ¢egédos a 3.00@x por 10 min a 4°C. O
sedimento foi mantido no gelo e tratado com gl0@e “RNA Protect reagent” (Qiagen) e 400
ul de agua livre de RNase. Cada solucao foi inculpeaad min em temperatura ambiente,
sob agitacdo a cada minuto, e, em seguida, cegadfua 3.000x por 10 min a 4°C. Em um
microtubo de 2 ml, as células foram suspensas emamuicdo de Tris/HCI 50 mM; EDTA
10 mM (pH 8,0) e misturadas com 1% (p/v) de SDSlferoroférmio-alcool isoamilico
(25:24:1; Baker) e aproximadamente, 800mg de perdéavidro (Biospec -“0,1mm glass
beads”). Os tubos contendo a mistura foram subosetadim aparelho de “Bead Beat” por 45
s a 4°C, com intervalos de 2 min, no gelo. O psxési repetido trés vezes. Ao final da lise,
as células foram centrifugadas a 3.0p(@or 10 min a 4°C. A fase aquosa foi, entéo,
transferida para um novo microtubo e adicionougs@livolume de fenol cloroférmio-alcool
isoamilico (25:24:1) aquecido a 65°C. Os tubosnfonavertidos varias vezes e incubados a
65°C por 10 min. Em seguida, os tubos foram redgano gelo por 10 min e, posteriormente,
centrifugados a 10.00@por 5 min. A fase aguosa foi mais uma vez trargdgrara um novo
microtubo e igual volume de fenol cloroférmio-altdsmamilico foi adicionado, seguido de
resfriamento em gelo por 5 min e centrifugacdo &OAMg por 5 min. Em um novo
microtubo, a fase aquosa foi adicionado igual veuwha cloroférmio-alcool isoamilico (24:1;
Merck). Os tubos foram centrifugados a 10.@PPrr 5 min a 4°C. A fase aquosa foi, entéo,
transferida para um novo microtubo e o RNA preagmt com igual volume de isopropanol
(Merck) gelado e 1/10 do volume de acetato de sibddi® de RNase (NaOAc 3 M, pH 5,0)
durante 1 h a - 80°C, ou por 18 h a - 20°C. Dadoreste tempo e apds centrifugacdo a
10.000xg durante 30 min a 4°C, o sedimento foi mantido @o,davado trés vezes com 700
ul de etanol gelado a 70% (v/v; Merck) e lavado urea em etanol gelado a 99% (v/v;
Merck). O sobrenadante foi, entdo, desprezado edanento, apds secar a temperatura
ambiente, foi dissolvido em 80 de agua livre de RNase. O RNA obtido foi armazena -
20°C.
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14. Sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado a partir do RNA total. E®RNA foi previamente tratado com
DNase | (Ambion) e purificado usando-se o sistearaarcial “Qiagen RNeasy kit” (Qiagen),
conforme descrito pelo fabricante.

A sintese da primeira fita do cDNA foi realizaddizando-se 1 pg de RNA total em
10 ul de agua livre de RNase. Os reagentes utilizadoa p preparo do cDNA foram: o
tampado de sintese de primeira fita, dNTPs, oliglmmtileos randémicos e a enzima
“MultiScribe Reverse Transcriptase”, em um voluimal de 10ul. O RNA foi acrescido de
igual volume da mistura dos reagentes para o peparcDNA e toda a reacdo, em um
volume final de 2Qul, foi submetida as seguintes condi¢cdes em um tgataolor: 25°C por
10 min, a 37°C por 120 min e a 85°C por 5 s. Orotmnegativo da reacao foi preparado
utilizando-se a mistura de reacdo sem a adicdo mama “MultiScribe Reverse
Transcriptase”. O cDNA foi dosado em triplicataartir da dosagem, foi diluido dez vezes
em agua e mantido a - 20°C até o momento de ugwofocolo de sintese de cDNA foi

executado segundo instrucdes de “Applied Biosystems

15. PCR em Tempo Real (QRT-PCR)

A PCR em tempo real foi realizada em um termocalad“StepOnePlus Real-time
PCR System” (Applied Biosystems), utilizando-se B green supermix” (Bio-Rad). As
reacdes de amplificacéo foram realizadas em plde®6 pocos, em um volume final de 20
ul, com 5ul do cDNA previamente diluido dez vezes eul 8a mistura composta por “SYBR
Green”e 150 nM de cada iniciador (direto e reversspecifico para cada gecip estudado,
conforme descrito na tabela 2.

Os oligonucleotideos foram desenhados usando-seragramas “mfold DNA”
(http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/oliiia/) e “Beacon Designer 2.0” (Premier
Biosoft Internacional, Palo Alto, CA) para geraogutos de PCR que apresentassem até 150
pb. O programa de amplificagdo foi composto pocidlds de 95°C por 10 s e 60°C por 45 s,
com um ciclo inicial a 95°C por 30 s. Durante cat4o, o acumulo do produto de PCR foi
detectado pelo monitoramento do aumento da fluérnesa do corante “SYBR-green” ligado
a dupla fita do DNA. Os dados obtidos na reacd®@BR em tempo real foram coletados e
analisados, usando-se o “software” e programascgeafornecidos pelo fabricante (Applied
Biosystems) (AHN, LEMOS & BURNE, 2005, com modifpéees).
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Tabela 2- Oligonucleotideos utilizados nas reacfes de B@Rempo real.

Oligonucleotideos Sequéncia tm
clpB-D GAT GCT GGT TTA GAT GTT GAC G 54,0 °C
cdpB-R CGA AGT GAA TCA GCT TCT TGC 54,3 °C
cdpC-D TCA CAATGG ACAGGC GTTC 55,4 °C
dpC-R CGA CCC GTT GAT GTA AAA TGG 54,1 °C
clpE-D GCG GAC AAT TTG AAG AAC GG 54,7 °C
cdpE-R CAT CAC CAG CAG CAC CAG 56,5 °C
clpP - D TGA AGT GAT TGA ACG TGA TAC C 52,7 °C
cdpP-R AGG CGC TACTAT TTTCCATTAC 52,7 °C
clpX-D AAT GTT GAA CGT GCG GAA AAG G 56,6 °C
cdpX-R CAC CCT CAC CTG AAA CAT CTC G 57,6 °C

16SDNA- D CGC TAG TAA TCG TGG ATC AGA ATG 55,2 °C
16SDNA-R TGT GAC GGG CGG TGT GTA 59,3 °C

onde D é direto e R é reverso.

Cada cDNA foi amplificado em triplicata e uma amastorrespondente sem
transcriptase reversa foi incluida como controlgatigo para cada amplificacdo. Além disso,
a expressao do gene escolhido foi normalizada edrda construcdo de uma curva-padrao
propria para cada gene-alvo, segundo AHN, LEMOSJRBE (2005), com modificacbes, e
preparada a partir do nimero de copias do gene.

A curva-padréo foi preparada utilizando-se oitaidides seriadas, preparadas com os
produtos de PCR de cada gene, para se determimpramtidade de cada cDNA. As
concentragdes dos produtos de PCR purificados feitimadas e os numeros de cépias/ml
para as curvas-padrao foram calculados de acordaceguinte equacao:

6,023 x 16° x concentracdo do DNA na reacdo em g/ml
= numero de copias/ml

tamanho do produto de PCR em pares de bases 563 x 16g

16. Extracdo de RNA para analise por “northern blot

O RNA total de células dE. faecalis OG1X em crescimento exponencial foi isolado
usando-se o0 método de extracdo com guanidina-Goformio, descrito por
CHOMCZYNSKI e SACCHI (1987).
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Para se analisar o mRNA sintetizado sob choquddérmas células foram mantidas a
37°C ou submetidas a diferentes temperaturas482°48° e 50°C, por 10 min. Em seguida,
as ceélulas foram lisadas pela incubacdo com liso£#@ mg/ml), por 2 h a 37°C. Apds a lise
celular, 600 ul da solucdo de isotiocianato de iglien [Tris/HClI 50 mM (pH 7,5);
isotiocianato de guanidina 4 M; EDTA 25 mM (pH 7,8m 120ul de mercaptoetanol foram
adicionados. A solucado foi agitada até ficar cley@&m seguida, adicionaram-se 200 pul de
etanol absoluto (Merck). A adicdo de etanol nettpeae precipita diferencialmente o RNA,
deixando o DNA em solucéo. Pequenos grumos deipastpodem aparecer durante a adicao
do etanol. Logo, deve-se misturar por inversamatésaparecimento dos mesmos. A solucao
foi centrifugada a 16.000gx por 5 min a 4°C, e o sobrenadante foi descar@d@NA foi
dissolvido em 50 pl da solucdo de hidrocloreto dangdina [hidrocloreto de guanidina 6M
(pH 7,5) e EDTA 25mM (pH 7,8)] com 0,2 ul de merceghanol e, em seguida, 0,05 do
volume (2,5 pl) de &cido acético 1 M e 0,5 do vau(@5 pl) de etanol absoluto foram
adicionados a mistura. A mistura foi invertida gérivezes e deixada a - 20°C por 10 min.
Apoés este tempo, a solucao foi centrifugada a 7X@)Qoor 10 min a 4°C e o sedimento
dissolvido em 100 ul de agua bidestilada tratada D&PC. Quando necessario, a solugéo foi
incubada a 65°C por 5 a 10 min para facilitar ssaigtdo do sedimento. O RNA foi
precipitado com acetato de sédio 1 M, pH 7,8, (Ha®olume) e etanol 70% (v/v; 2,5 vezes
o volume) e imediatamente armazenado a - 20°C1@dr. A seguir, a solugdo contendo o
RNA foi centrifugada a 16.00@xpor 20 min a 4°C, e todo o sobrenadante foi retdoopara
a lavagem do sedimento com etanol 70% (v/v), somesmas condi¢cdes de centrifugacao.

Por fim, o RNA foi dissolvido em 50 pl de 4gua marenado a - 7G.

17. Preparo da amostra do RNA e eletroforese em gele agarose em condi¢cdes
desnaturantes

Quantidades equivalentes a 5 pg de RNA desnatdoagin analisadas por “northern
blot”, como descrito por SAMBROOK E RUSSELL (200Ipiciamente, as amostras de
RNA foram tratadas com MOPS 10X 12,8% (v/v; Merdikymaldeido 37% (v/v) 19,5%
(v/v; Merck) e formamida 64,4% (v/v; Mallinckrod®\ solucéo foi aquecida a 55°C por 15
min e, em seguida, resfriada em gelo por 2 mirpr@paracdes do RNA, foi adicionatipdo
volume do tampédo de amostra [glicerol 50% (v/Wiidib em agua tratada com DEPC, EDTA
10 mM (pH 7,8), azul de bromofenol 0,25% (p/v) ¢éemo cianol 0,25% (p/v)]. O gel
desnaturante constituido de agarose 1,2% (p/v), MOIX a 10% (v/v) e formaldeido 37% a

3% (v/v). As amostras do RNA foram submetidas araflerese em gel desnaturante de
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agarose-formaldeido em cuba uma horizontal (Lifehfielogies — Horizon 11-14) a 60 V,
durante 2 h, em tampao MOPS 1X (SAMBROOK & RUSSE2001). Apéds a corrida, o gel
foi corado com uma solucdo de brometo de etidiccavacentracao final de 0,ag/ml.
Posteriormente, o gel foi observado e fotograf&tn.cada gel foi colocado o marcador de
tamanho molecular “0,24 — 9,5 kb RNA ladder” (Inegen). Para se confirmar a integridade
e a concentracdo do RNA, uma réplica do gel foadarcom brometo de etidio e os dados
fotodocumentados.

O RNA contido no gel foi transferido para uma meanlar de nitrocelulose por
capilaridade e a membrana foi hibridizada com sahgl@specifica. O gel utilizado para a
transferéncia do RNA para uma membrana de nitrlmssdifoi colocado em uma cuba sobre
um suporte de vidro com duas folhas de papel figrobebidas em agua e solugcdo de SSC
10X [NaCl (3 M); citrato de sodio (0,3 M)]. A menama de nitrocelulose utilizada
apresentava o mesmo tamanho do gel e foi previanteathda com agua e solucdo de SSC
10X. A nitrocelulose foi colocada sobre o gel darage e acima desta foram colocadas duas
folhas de papel filtro embebidas em agua bidestigolucdo de SSC 10X. A partir deste
ponto, uma pilha de papel absorvente, com aproxamadte 11 cm de espessura, uma placa
de vidro e um peso de aproximadamente 0,5 kg faralmcados sobre o papel filtro. O
processo de transferéncia de RNA do gel para a maralde nitrocelulose foi realizado em
uma cuba contendo SSC 10X, a temperatura ambient@ppoximadamente 20 h. Decorrido
este tempo, o RNA foi fixado & membrana e, pataataiesma foi colocada entre duas folhas
de papel de filtro e entre duas placas de vidr®@°€ 8em forno a vacuo, durante 2 h. A
membrana permaneceu envolta em papel de filtraastipb, a temperatura ambiente, para
posterior hibridizagao.

As sondas especificas para os geaeB, clpC, clpE, clpP e clpX foram obtidas por
PCR, segundo descrito no item 19, e marcadas randomante comd->* P]-dCTP. Para tal,

a sonda foi fervida por 3 min e, imediatamentefriseta em gelo por 2 min. A sonda foi
marcada utilizando-se o sistema comercial de maocdgeady to Go-DNA labelling Beads
(-dCTP; Amersham Pharmacia Biotech)”, conforme dspelo fabricante, e a adigcao de 50
uCi de p-*2P]-dCTP. Apds misturar todo o material gentilmewtéybo contendo a mistura
foi incubado a 37°C por 1 h. ApOs este tempo, &800-sistema comercial de remocao de
nucleotideos (“QIAquick Nucleotide Removal Kit” —id@en), conforme descrito pelo
fabricante, e, ao final do processo, a sonda feida por 5 min para se obter a desnaturacao

da dupla cadeia de DNA e, em seguida, colocadalmopgr 2 min.
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18. Hibridizacao

A membrana contendo o RNA fixado conforme descrdgatem anterior foi flutuada
uma vez em agua e uma vez em SSC 1X até molharemmgnte. A membrana foi envolta
em saco plastico apropriado e as bordas foramaselédlicionou-se ao saco uma solugéo de
pré-hibridizacdo {DNA de esperma de salméo (5 mpmhelgradado, SSC 6X, SDS 0,5%
(p/v), solugcéo de Denhardt 5X [Ficoll 400 1% (pRNP 1% (p/v); BSA 1% (p/v)]} e EDTA
1 mM (pH 7,8)], e, em seguida, o saco com o filfm incubado a 45°C, por
aproximadamente 16 h. Terminada a incubacédo, atasomarcadas e especificas para 0s
genesclpB, clpC, clpE, clpP e clpX foram individualmente adicionadas a mesma solugio
saco de hibridizacdo e incubadas a 58°C por 166s Ancubacao, as laterais do saco foram
abertas e a membrana foi retirada e lavada du&syvpor 15 min, em solucédo de SSC 0,1X e
SDS 0,1% (p/v) (aproximadamente, 250 ml para cadagem), sob agitacdo, a mesma
temperatura usada para hibridizagdo da membrandinAbdas lavagens, a membrana foi
secada em papel absorvente, colocada sobre umgmfitlo e exposta a um filme de raio-
X, com intensificador, a - 70°C. A quantidade dwagmentos transcritos presentes

visualizada foi avaliada a partir de densitome®tm(m 860).

19. Reacéo de polimerase em cadeia (PCR)

As reacdes de PCR, para a obtencdo de sondasfieggediilizadas nos experimentos
de “northern blot” foram realizadas utilizando-sen uermociclador com controle de
temperatura programavel (PTC-100; MJ Research, Inc.

A mistura de reacdo, com volume final de JB0 foi constituida por uma solucdo
contendo os quatro desoxinucleotidios 5’-trifostata (2,5mM de cada dNTP) (Biotools),
tampao 1X da enzima (KClI 50mM, Tris-HCI 20mM, pH4;8Biotools), MgC} 2mM
(Biotools), 100ng de DNA, 1,5 U d&éagq DNA-polimerase (Biotools) e 0,4 pML dos
iniciadores apropriados, desenhados a partir dossghB, clpC, clpE, clpP e clpX.

O protocolo para a amplificacdo das sondas couns&th uma etapa inicial de
aquecimento a 94°C por 5 min, para a desnaturag®NaA, seguido por 30 ciclos de 95°C
por 1 min (desnaturacéo), 50°C por 1 min (anelao)eat 72°C, variando, conforme o
tamanho do fragmento amplificado, d& ¥ min (extensao), e uma extenséao final a 72°C
durante 5 min.

Os produtos amplificados pela reacdo de PCR foranfigados, empregando-se o
sistema comercial de purificacdo de DNA da QIAgequick — PCR Purification Kit).
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Outras reacdes de PCR utilizadas neste traball@nfoealizadas, utilizando-se um
termociclador com controle de temperatura progra@tyCycler — BioRad).

A mistura da reacdo, com volume final de 300 era constituida de uma solucéo
“Premix E 2X” (Epicentre — Biotechnology), 100 ng BNA, 1,5 U defaqg DNA-polimerase
(Biotools) e 0,4 pMil dos iniciadores apropriados, desenhados a paatisequéncia dos

genes (Tabela 3).

Tabela 3 -Oligonucleotideos desenhados neste trabalho pamapéficacdo por PCR de fragmentos
flanqueando o gerepB ou ctsR.

Tamanho
Gene Oligonucleotideos if;’g,ﬁ?ﬁr?tf °l Tm
amplificado

“clpB up E.faecalis dir” - EcoRI 57,0°C
clpB 5'GGAGGATGGAATTC TCGCTTTTCT 3’ 0.86 kb

“clpB up E.faecalis rev” - Xmal 66,3°C

5" TGAGCTTCACCCGGGGCCTCTTGA 3

“clpB dowrE.faecalis dir” - Xmal 64,4°C
dPB | 5 GAAGGGTGTGCCCGGGGAAGGAAC 3 0.95 kb

“clpBdownE.faecalisrev” - Sphl , 63,4°C

5" AACCCTTGGGCATGCGACAGACAA 3

“ctsR upE.faecalis dir” BamH|I 55,0°C
CtsR 5" CTTTGCAAAAGGATCCGCG 3 0.7 kb

“ctsR upE.faecalisrev” - EcoRl 56,1°C

5" AGCCTCAAGAATTC CTGACGTATT 3

“ctsR dowrE.faecalis dir” - EcoRl 58,3°C
CtsR 5' GGAAGGCAAGAATTC GCTAGCTG 3’ 0.7 kb

“ctsRdowrE.faecalis rev” - BamHI 50,4°C

5" CCAACTACTGGATCCAAAC 3

Em negrito, estéo indicados os sitios da restegaimatica.

O protocolo para a amplificacdo de todos os fragosetios genes desejados consistiu
em uma etapa inicial de aquecimento a 95°C por i) para a desnaturacdo do DNA,
seguida por cinco ciclos de 95°C por 30 s (desagdia), 45°C por 30 s (anelamento) e 72°C
por 1 min (extensdo) e, em seguida, foram acrescR® ciclos de 95°C por 30 s
(desnaturacédo), 55°C por 1 min (anelamento) e p2tCL min (extenséo), e uma extensao

final a 72°C durante 5 min.
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Os produtos amplificados pela reacédo de PCR foranfigados, empregando-se o
sistema comercial de purificacdo de DNA da QIAd&IAquick — PCR Purification Kit”).
Os produtos obtidos por PCR foram submetidos éoébteese em gel de agarose 0,8% (p/v).

20. Construcao de mutantedclpB e ActsR emE. faecalis OG1RF

O sistema de substituicdo alélica sem a utilizad@aim marcador de sele¢do foi
utilizado para a construcdo de mutamelpB e ActsR em E. faecalis OG1RF (KRISTICH,
CHANDLER & DUNNY, 2007).

20.1 - Desenho de oligonucleotideos e construcaoveéores recombinantes

Dois produtos de PCR de regifes que flanqueiagens<clpB ou ctsR foram obtidos
a partir dos oligonucleotideos apresentados ndat&be utilizando-se a reacdo de polimerase
em cadeia, descrita no item 19.

Os oligonucleotideos utilizados neste trabalhonfod@senhados a partir da sequéncia
gendmica a jusante e a montante dos getE e ctsR de E. faecalis OG1RF e cada
fragmento amplificado apresentava tamanho menorque® 1,0 kb. Cada iniciador foi
acrescido de uma sequéncia de bases, contenddioilesénzima de restricdo, para posterior
clonagem dos fragmentos no vetor de clonagem.

Os fragmentos de DNA provenientes da reacao defBx@m digeridos com as enzimas
de restricdo apropriadas, apresentadas na tabAl@08.purificacdo com o sistema comercial
de purificacdo de DNA da Qiagen (“Qiagen PCR Peatfon Kit"), os dois produtos de PCR
flanqueando o gene de interesse foram simultandantigados ao vetor pGEM7 (3,0 kb;
Promega) (Figura 5), que codifica a resisténciandicilina. A ligacdo foi realizada na
proporcao vetor:inserto de 1:5 ou 1:10. Para aagjem, utilizou-se como bactéria hospedeira
E. coli DH10B. A ligacao entre insertos e vetor ocorrelpresenca de DNA-ligase do fago
T4 (Invitrogen). Para isto, uma solucédo de l5inais, contendo os fragmentos do PCR
purificados e digeridos, o vetor pGEM7 digerido caemmesmas enzimas de restricdo dos
fragmentos, o tampao apropriado e 1U da enzimanéoibada a uma temperatura de 14°C,
por 16 h.
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—> GeneclpB —

Digestao dos amplicons.

EcoRl Xmal Xmal

N - b / h

B1 (0,86 kb) B2 (0,95 kb)

Etapa | — Clonagem dos produtos de PCR
(insertos B1 e B2) no pGEM7 (3,0 kb).

Figura 5 - Estratégia para construcdo dos plasmideos usadds mabalho. Primeira clonage
dois produtos de PCR flanqueando o gene de ingth#3 ou ctsR (exemplificado pelo gengpB)
foram simultaneamente clor@gldentro do vetor de clonagem pGEM7, originandplasmideo
recombinantes pGE&pB e pGEMtsR, respectivamente. As setas vermelhas finas indéooal
de ligacéo dos iniciadores; as enzimas de restutifzadas encontram-se indicadas; B1 e B2 estédo

representando os fragmentos que flanqueiam odpBe

20.2 - Transformacao dek. coli e selecdo de clones transformantes

Metade do volume da ligagédo gelada foi adicionadegdulas competentes (preparadas
conforme descrito no item 8), & coli DH10B, que foram incubadas por 30 a 45 min no
gelo. Decorrido este tempo, foi aplicado as célutaschoque térmico de 42°C por 2 min. Em
seguida, foi adicionado 1 ml de meio LB pré-aque@duspensao, que foi incubada a 37°C,
por 1 h, com agitacdo. Em seguida, a suspensa@uascfoi centrifugada a 12.50@,»por 5
min, concentrada dez vezes e semeada em placandomheio LB adicionado de ampicilina
e de X-Gal. As placas foram incubadas a 37°C, fdr. 1

As coldnias brancas selecionadas foram purificadasneio agar-LB com ampicilina,

posteriormente semeadas em 3 ml de LB, contenddtibicico de selecdo, e incubadas a
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37°C, por 12 h a 16 h. Apos este tempo, o DNA d#aras foi extraido (conforme o item 10)
e o mesmo foi clivado com as enzimas utilizadascloaagem (Tabela 3), liberando o
amplicon, contendo o fragmento a jusante e a mtni@m gene-alvo, do vetor pGEM7. O
DNA digerido foi submetido a eletroforese em gelagarose para se comprovar a clonagem
do amplicon no plasmideo. Aqueles transformantes quais a presenca dos insertos foi
comprovada foram armazenados a -20°C, até o mordeniso.

20.3 - Preparacao do amplicon flanqueando o geneval

A fim de obter-se o amplicon contendo uma sequémfiigante e a montante do gene-
-alvo, foi crescida a estirpe de coli contendo os plasmideos recombinantes originados da
primeira clonagem, pGE&8pB e pGEMtsR. A cultura foi crescida a 37°C, por 16 h, e 0
DNA plasmideal, extraido a partir de um sistema @l (conforme descrito no item 10).
Apobs a extracdo, o DNA foi digerido com diferené@zimas EcoRI| e Spohl, no caso do gene
clpB, ou somenteEcoRI, para o ctsR), conforme descrito no item 11, e submetido a
eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v). Aposlaragdo do gel e a visualizagdo do
fragmento correspondente ao amplicon (1,8 kb, payaneclpB, e 1,4 kb, para o gemtsR),

o mesmo foi cortado do gel e a purificacdo do me®neealizada, utilizando-se o sistema
comercial “Qiagen gel extraction kit” (Qiagen), sgglo as instrucdes do fabricante.

O fragmento contendo uma sequéncia a jusante e rdanmte do gene-alvo foi
subclonado dentro de outro vetor de clonagem, pCJB# kb) (Figura 6), usando-Eecoli
EC1000 como hospedeira. O vetor de clonagem pC#Kdih plasmideo mobilizavel que
codifica a resisténcia a eritromicina e que possui cassete PheS* e foi usado para a
construcdo dos plasmideos recombinantes pCakB/6u pCIKA7¢tsR, utilizados para criar
uma delecéo “in frame” nos gendpB ouctsR na estirpee. faecalis OG1RF. A ligagao entre
o amplicon e o vetor de clonagem foi realizada @oné descrito no item 20.1.

Para todos os clones, uma nova transformaca&.esoli EC1000 foi realizada (como
descrito no item 20.2), para a selecao de cloaesformantes pCJIK4APB ou pCIKA TSR
(Figura 6).
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EcoRl A clpB B> Sphl

B1
- ‘ (1,8 kb)

Etapa Il — Clonagem do amplicon (inserto
B1/B2) no pCJK47 (6,7 kb).

lacZ

oriT P —pheS

EcoRlI

Sph

Figura 6 - Estratégia para construcdo dos plasmideos usagkis trabalho. Segunda clonag
amplicon contendo inserto correspondente a seq#ngi jusante e a montante do gaive-
(exemplificado peloclpB) foi sub€lonado dentro do vetor de clonagem pCJK47, origipaos
plasmideos recombinantes pCJKel@B ou pCJK47etsR. oriT, origem de transferéncigcZ, gene qu
codifica a p-galactosidase; PpheS cassete de fenilaninarmC, gene qe codifica resisténcia
eritromicina; *, representa uma mutacao no gene.

A selecdo das células transformadas foi realizadla@gar-LB contendo eritromicina e
X-Gal. As placas foram incubadas a 37°C, por 2Ashcolonias Erme LacZ selecionadas
foram inoculadas em 3 ml de caldo LB contendoaritcina e incubadas a 37°C, por 16 h.
Apoés este tempo, o DNA da cultura foi extraido foome item 10) e 0 mesmo foi submetido
a diferentes clivagens com enzimas de restrieéoRl e Sphl, liberando o amplicon do gene
clpB e BamHI para liberar o amplicon ddsR do vetor de clonagem.

Em seguida, o DNA dos clones transformantes pC@B ou pCJIK47tsR foi
submetido a eletroforese em gel de agarose a O jfara se comprovar a segunda
clonagem.

O DNA dos clones transformantes pCJKliglB ou pCIK4A7¢tsR foi introduzido
diretamente, por eletroporacdo, na estirpe doadérafaecalis CK111/pCF10-101
eletrocompetente (preparadas conforme descritdeno 9) e, subsequentemente, transferido

por conjugacao, para a estirpe recepkoirfaecalis OG1RF (Figura 7).
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20.4 - Eletroporacéo

Para o processo de eletroporacdo, foram usadasasube 0,1 nm de espessura,
estéreis e previamente resfriadas. Nestas cubmiagjrou-se o DNA a ser inserido e as
células eletrocompetentes Hefaecalis. A mistura de DNA e células foi submetida a pulsos
de 1,6 kV, 2002 e 25 mF em um eletroporador (“Gene Pulser” — Ba)Ranediatamente
apos o pulso, foram adicionados as células eletadps 20Qul de meio de cultura STHB
[meio de cultura THB (Difco) acrescido de sacar@® M]. As células foram incubadas por
2 h a 37°C e, em seguida, semeadas em meio deacskietivo contendo eritromicina,
espectinomicina e X-Gal (BAE, KOZLOWICZ & DUNNY, PR), onde foram selecionadas
células deE. faecalis CK111-pCF10-101 SpErmi e LacZ, carreando o plasmideo
pCKJ47€lpB ou ctsR. Para se comprovar a presenca dos plasmideoséhdasc foram
realizadas reacdes de PCR onde o DNA cromossorbiidooa partir da colénia purificada
foi adicionado a mistura da reacdo da PCR, prepacadforme descrito no item 19. Os
oligonucleotideos utilizados nesta reacdo forameresdos a partir da sequéncia do
plasmideo pCKJ47, (pCJK47D: 5' GCATGTTGATACGCTTG 8 pCJK4A7R: 5
AACATGTATTCACGAACGAA 3'). O protocolo para a amghbhcdo do fragmento de
confirmacdo da presenca dos plasmideos pCKlpBrbou ctsR nas células dé&. faecalis
CK111-pCF10-101 Spconsistiu em uma etapa inicial de aquecimentd®@ @6r 5 min, para
a desnaturacdo do DNA, seguida por 30 ciclos dé 96 30 s (desnaturacéo), 47°C por 30 s
(anelamento) e 72°C por 2 min (extensao) e, emd@guma extensao final a 72°C durante 5

min.

20.5 - Conjugacao

Para a conjugacao, as estirpes doadoras CK111-pOHIPCKJI47¢pB ou CK111-
pCF10-101-pCKJ4¢tsR foram cultivadas em agar-BHI suplementado comntibiaticos de
selecdo e a estirpe receptdta faecalis OG1RF foi crescida em caldo BHI, durante
aproximadamente 16 h, a 37°C. Ambas as estirpespfic@a € uma das doadoras) foram
lavadas duas vezes em meio BHI e, em seguida, fdilaidas dez vezes no mesmo meio de
cultura, na auséncia de antibioticos, e incubadag°@ por 1 h. Decorrido este tempo, as
culturas das estirpes doadora e a receptora fonaisturadas em uma proporcao de 1:9 e
centrifugadas por 5 min, a 3.000.>0 sedimento bacteriano foi suspenso em 0,1 miele
BHI. Em seguida, 5QI da suspenséao foram aplicados sob uma membrafi&ralécalizada

no centro de uma placa contendo agar-BHI.
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Conjugacao
Estirpe Doadora Estirpe Receptora

A"v
pCJIKA47
AoriT2 PR '
\ e oriT P —pheS*
-7 EcoR|
[ ] Cromossomo
tra OG1RF
if; clpB
(Riff: Fus) P Recombinantes
homélogos.
Selegéo para EfmlacZ’
pCIKA7 - ™~
P —phes* —l:- — o) =) mm) =)
AclpB Pphes* emC lacz  clpB
Sphi AclpB ﬁ

X b

ﬁ Replicacéo clpB

RepA lacz ermC  PpheS* _/

Etapa da cura: estirpes perdem o
k plasmidio pCJK47, restando a

estirpe com o alelo selvagem ou

—

E. faecalis mutante para o gene-alvo.
Cromossomo —
omoss: repA' - —-

(Sp; Tet; Erm) clpB AclpB

Figura 7 - Estratégia do sistema de substituicdo alélima, & utilizacdale um marcador de seleg
usada para a construgdo de mutaniepB e ActsR em E. faecalis OG1RF. A estirpe doadoia
faecalis CK111 (lado esquerdo) contém o plasmideo conjugg#10 (pCF101:01) com ausénc
deoriT. A estirpe doadora suporta a replicacdo de plasichobilizaveisepA devido a expressi
de uma copia cromoss6mica do geepA. Funcdes de transferéncia conjugativa fornecidds
plasmideo pCF10-101 possibilitam a mobilizacdo edta frequéncia do plasmideo pCJIKaFB
para a célula receptorapA’, OG1RF (direita). Apdés a conjugacdo, os recomhesapresenta
resisténcia a eritromicina e sédo sensiveis a prasgep-Cl-Phe devido & expresséo constitutive
genepheS. No passo seguinte, as estirpes curadas, ou Isgjs do plasmideo pCIK4&¥pB,
podem carrear um alelo tanto do gehgB selvagem, como do mutamelpB. A mesma estratég
foi utilizada para a obtencdo do mutametsR. Rif, rifampicina; Fus, acido fusidico; ¢
espectinomicina; Erm, eritromicina; Tet, tetraciali’, resisténcia.
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Apo6s aproximadamente 5 h de incubagcédo a 37°C, abraem coberta pelas bactérias foi
submetida a uma lavagem com 1 ml de PBS [NaCl 18¥ (Merck); KH,PO, 20 mM
(Reagen); NaHPO,12H,0 80 mM (Reagen); KGI7 mM (Merck)]. Diluicbes seriadas e
decimais foram realizadas em PBS e 0,1 ml de cddagdb foi semeado em agar-BHI
suplementado com rifampicina, acido fusidico, eniticina e X-Gal, para crescimento dos
transconjugantes com o plasmideo integrado pC#{E ou pCJIK47etsR. Como controle,
as diluicdes foram semeadas em agar-BHI suplememimu espectinomicina, tetraciclina e
eritromicina para selecionar a estirpe doadora QKIQF10-101-pCKJ47/gene-alvo. A
confirmagéo da presenca dos plsmideos nas célel&GdRF foi realizada também através
da utilizagdo de PCR com DNA cromossOmico obtidpaatir da colonia purificada e

iniciadores para a sequéncia do plasmideo pCKdhforene descrito acima no item 20.5.

20.6 - Cura

O cultivo de estirpes d&. faecalis, carreando o plasmideo pCJK47 com uma
mutacdo no genphe, em meio de cultura MM9YG com a adicao @€l-Phe, resulta na
inibicdo do crescimento desta estirpe, provaveljmesmo consequéncia da producdo de
proteinas nédo-funcionais, em que residuos de fendaforam substituidos pqu-cloro-
-fenilanina p-CI-Phe). Contudo, as células Befaecalis que sofrem a perda do plasmideo e,
consequentemente, perdem o geineS* mutado, crescem normalmente na presenga@e
Phe 10 mM. Assim, o cassete pheS* pode formar a base de uma estratégia contrasselet
neste sistema.

Este sistema de contrasselecéo foi utilizado pelecisnar recombinantes livres do
plasmideo. Assim, apds a conjugacéo, as colénmsraosconjugantes, célulasEdaecalis
OGI1RF carreando o plasmideo integrado pCJH@B-ou pCJKA47etsR (“crossingover”
simples) foram selecionadas e purificadas em maocdltura contendo rifampicina,
eritromicina, éacido fusidico e X-Gal. Em seguidai frealizada a cura da estirpe
transconjugante, para a obtengcédo de estirpes regtamtpartir de “crossingover” duplo. A
cura foi realizada apos trés sucessivas passagense® BHI e incubacdo a 37°C por 16 h.
Apoés a ultima passagem, preparou-se diluicbes eimala 0,1% (p/v). As diluicdes foram
semeadas em meio seletivo MM9YG contemqdGl-Phe. As colbnias selecionadas foram
capazes de crescer na presenc¢g-@#-Phe indicando a cura do plasmideo pCJK47/gene-

alvo.
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20.7- Selecao de estirpes mutantes no geshgB ou ctsR

RecombinantetacZ, livres do plasmideo, podem carrear tanto o alglB ou ctsR
da linhagem selvagem ou o alelo mutante, conforrostna a figura 7. Para se identificar os
recombinantes com delecdo no gene-alvo cromosspidiA das colbnias do recombinante
foram analisadas apds a cura, através de PCR (ABRIES et al., 2009). Devido a
possibilidade de que o pCJK47 poderia integrapse,recombinacdo homologa, no lécus
pheS do cromossomo destinatario (através do alelo dsnpideo, BheSF), foi realizada
ainda uma reacdo da PCR, utilizando-se o0s inicesdoexternos pheS 5D -
GGATGGTAACACGATAGCTCGTTCGC pheS 3'R — TTCAGGTACAGCAACGCCCTCAAQ
para o gene clonadieS, a fim de se garantir a integridade do |6plsS no cromossomo.

A reacdo de PCR usada para se confirmar a delegagene-alvo foi realizada
utilizando-se DNA cromossémico obtido a partir @édnia purificada dos transconjugantes.
Para confirmacdo da inativacdo do getsR, foram utilizados o par de oligonucleotideos
externos ao genetsR, os iniciadores ctsRdowrE.faecalis rev” — EcoRl e o “ctsR
UpE.faecalis dir” EcoRl, descritos na tabela 3. Para analise do gmeforam utilizados
novos oligonucleotideos, um par de iniciadores ftarggueiam o genelpB (clpB2up dir —
GCGATTAACCAGTTTGGCG;clpB2down rev — CACAGACAGCCGCCAAC) e outro par
de iniciadores desenhados a partir da sequéncsanieeno interior do genelBint5'dir-
AGCACAACGAATGGTTCG,;clpBint3'rev — CAGCATCGACGGCTTCG).

A mistura da reacdo da PCR foi preparada conforeserdo acima no item 19. O
protocolo para a amplificacdo dos fragmentos ddircoacdo da delecdo do geniB ou
ctsR e a integridade do gemieS consistiu em uma etapa inicial de aguecimento®& @or
10 min, para a desnaturacao do DNA, seguida paicd®s de 95°C por 40 s (desnaturacgéo),
47°C por 40 s (anelamento) e 72°C por 3 min (e#t®ns, em seguida, uma extensao final a
72°C durante 5 min.

As sequéncias de DNA das estirpes mutantes pamgemssclpB ou ctsR foram
sequenciadas (ambos os sentidos), utilizando-secisdores que flanqueiam o gecipB ou
ctsR, através de sequenciador automatico, na “Uniyersit Rochester” —NY, para se

confirmar a delecéo nos genes.

21 - Viruléncia deE. faecalis OG1RF e dos mutantegclpB e ActsR
Para se testar a viruléncia dos mutantes e dpes#ivagem em um modelovivo,
larvas deGalleria mellonella foram selecionadas com 2 a 3 cm de comprimentese p

variando entre 200 e 300 mg. As larvas foram iaf#m$ subcutaneamente coml%le uma
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cultura da estirp&. faecalis OG1RF ou da estirpe mutamelpB ou ActsR, crescida a 37°C
por 16 h e lavada em salina. Como controle naderita, foram testadas larvas infectadas
somente com salina ou com a estirpe OG1RF submatidealor de 75°C por 20 min. A
mortalidade das larvas foi monitorada a 37°C a @aldanas primeiras 24 h e, a partir dai, até
completar cinco dias de infec¢cdo. O experimentordalizado em triplicata e em cada um
foram utilizadas 20 larvas para cada estirpe otralentestados, totalizando uma amostragem

de 60 larvas.

22 - Andlises Estatisticas

Todos os resultados gerados nos experimentos adatizcom os mutantescipB e
ActsR em E. faecalis OG1RF foram expressos através de graficos ouambel quando
necessario, as comparacdes de dados foram analisadaés de teste T de “student” ndo

pareado utilizando-se como nivel de significamcia0,05.
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RESULTADOS

Parte | — Analise da regulacédo da expressao dos gstlp emE. faecalis

1. Anadlises das regides promotoras dos gendsp presentes enk. faecalis V583

Os geneglp, classificados como genes de choque térmico dseldl, sdo regulados
negativamente pelo repressor CtsR. Para se ingestignecanismo de regulacdo dos genes
clp emE. faecalis, primeiramente, foi analisada a sequéncia da sggi@motora dos genes
clp descritos ent. faecalis V583.

Através da andlisim silico, os genes de choque térmipB, clpC, clpE, clpP e clpX
presentes no genoma Hefaecalis V583, sequenciado pelo “Institute for Genomic Rese’
(www.tigr.org), foram analisados quanto a regiaanmpotora, ao sitio de ligacdo ao ribossomo
e a regidao “CtsR-box”, que consiste de uma seqgaé&epietida e direta de 7 pb (GGTCAAA-
xAx-GGTCAAA) (DERRE, RAPOPORT & MSADEK, 1999). Pateiais sitios de ligagéo
para o repressor CtsR na regido promotora dos g#mdsram encontrados, com excecao
apenas da regiao promotora do gelip.

A analise da sequéncia localizada logo acima de gB revelou uma possivel
regido promotora do tipe” (TTGACC-Ni-TATAAT) localizada 119 pb a montante do
codon de iniciagdo do gewipB. O sitio de ligacdo ao ribossomo, GGAGG, foi eticmo a
8 pb a montante do codon de iniciagdo ATG (Figuhd.&m adicdo, uma sequéncia repetida
e direta de 7 pb, (GGTCAAA-NGGTCAAT), foi localizada 30 pb a montante da regi#0,
conforme mostrado na figura 8-A. Esta regido éatarsstica da sequéncia-consenso “CtsR-
box”, a qual o repressor CtsR se liga no DNA, pagular a expressdo do gedeB.
Interessantemente, um segundo codon de iniciag@B ) Grecedido pelo sitio de ligacdo ao
ribossomo, AGGAGG, foi encontrado 149 coédons arjtesdo codon de iniciacdo (ATG) do
geneclpB.
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(A) Regido promotora do tipos” do geneclpB deE. faecalis

ACAGTGATATTTAGTTGTTTTAGGTTTTTTTTATCAAZARAAAAAAGGTCAATTTA 60

TTCATTGACCTTTACTGACCAATGAGBGSTAATAAATCTATAAGGTTTACGAATACCTTA 120
-35 -10

ACTTTTGAAGAAATCCATCAAAAGTCGGATAATAATAATTGTAAAGARRATAAA 180
AAAGACAAAACAATAAACGGGCBGTCGTTATGAATATTGAAAAAATGACAACCACGC 240
SD
TACAAGAGGCGATTGCTGAAGCTCAAAAAGTTGCGGTGACACGTEABAAATTG 300
ATATCGCACATTTATGGAAAATTTTTCTTCAACCAAACCATTTTGGACITAACA 360
CAGATGCTGGTTTAGATGTTGACGCATTTGAACGAGAAGTAGATANGATGAAT 420
ATCCAAGTGTGGCAGGCGGTAATGTGCAATATGGTCAAAATTTAAGTTGAACC 480
ATTTATTGCAAGAAGCTGATTCACTTCGAGAAGAATTCCAAGATGAATTAACCG 540
AAATTGTACTTTTAGCTTTAATGAAATTGAAAAATTATCGTTTAACAAAARATGC 600
AACAAGGCATTACGGAAAAAGAGTTAAGAAAAAATATTGAAGAGAIAEBATC 660
SD

GTGTGACTTCTCAAAACCAGGAAGAACAATATAAAGCACTAGAAAAATACGSTGTZO

(B) Sequéncias -consenso de regies promotoras gmts”

TTGAca — 16 a 19pb — TAtAaT —5 a 9pb

Figura 8 - Sequéncia de nucleotideos da regido promotdearegido 5’ do genelpB deE. faecalis

(A). Sequéncias-consenso de regides promotorapao’t (B). A sequéncia reguladora, “CtsR-box”,
esta indicada em negrito e sublinhada; a seta dndicpresenca da sequéncia-consenso de
heptanucleotideos repetida e direta, identificadaoatante das regides - 35 e - 10, indicada em
negrito. Encontram-se também em destaque o cédanidacdo (ATG) da traducdo e o sitio de
ligacdo ao ribossomo ou SD (Shine-Dalgarno). Unusedg cdédon de iniciagdo GTG (em negrito),

precedido por uma sequéncia SD, foi identificado.
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A analise da regidao promotora do gagC mostrou que o gendpC parece fazer
parte de um operon que apresenta a montante deséeugna ORF (sequéncia de leitura
aberta) que codifica o repressor CtsR. Como mastfegura 9, os sitios de ligacdo ao
ribossomo e o cédon de iniciacdo dos gamgS e ctsR foram identificados A montante do
genectsRk foram encontradas possiveis regides —35 e —10aetm que, a jusante da possivel
regido —10, um sitio de ligacdo ao repressor fetificado, a “CtsR-box” (GGTCAAT-M
AGTCAAQG).

Regido promotora do tipos” do geneclpC deE. faecalis

GCTTTTGTGAGACATTAAGATAATCAGCTGAACAAAAGCAACTCCAATAAEICCG 60
AAATTCTCCAAAAATTAAAGAACAATTTTCGGAAATTTCTTCTTATGEAGCTAAA 120

CACTTTTGTCTCAGCCTCTGTGATTCAATAACATATTTTCATTTTTREEACTTA 180
AGTCAGTTTGACTGAGGTTGCTCCTCCTGTTTTGCATTTTTAAAGT CAAAGCGTT 240
-35

CCTCTTTATTAATAGGCAAAGTTCGATATAATAIST CAATATTAGT CAAGAGAGAAGO0
-10 —>
AAGATGGAAGAGNTGAGTAATCAAAATACGTCAGATTTAATCGAGGCTTATTTAAAAA 360
SD L gernieR

AGATTTTAGAAGAAAGTAATAAAATTGAAATCCGTCGGGCGGAAMTIGABTATA 420
ATTGCGTTCCTTCACAAATTAACTATGTAATTAATACACGTTTTACBATGBGGCT 480
ACGCAGTTGAAAGTAAACGTGGTGGAGGCGGCTATATTCGCATTCATAMAIG T 540
CAGATAACGATCAATTACTAAAACAAATGGATCAATTGATTGGCGUMNCAGAAA 600
AAGATGCGCTAACATTTATTCAAACATTGTATGAAGAAGAAGTGAABRABGSAAG 660
GCAATTTAATGCTAGCTGCTTTAAGTAAAAGCACATTGAATGGTCABGETRAAG 720
ATTTTCTAAGAGCTCAAATAATGCGTTCATTTTTAGAGCGCTTGAGGIRAGIAT 780
SD

AACTATGGATGAACTATTTACAGAAAGTGCGAAAGCCGTACTGGCGATTGCGBABAGAA

L_» geneclpC
AGCGAAGTATTTTCGTCACCAATCCGTCGGTTCTGAACATTTATTATCTAGTTTT 900

Figura 9 - Sequéncia de nucleotideos da regido promotdearegido 5’ do gendpC deE. faecalis.
A sequéncia reguladora, “CtsR-box”, esté indicatlanegrito e sublinhada; a seta indica a presenca
da sequéncia-consenso de heptanucleotideos repetitlata. Encontram-se também em destaque o

codon de iniciagédo (ATG) e o sitio de ligacdo d#0ssomo ou SD (Shine-Dalgarno).
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A andlise da regido promotora do getiE indicou um possivel promotor do tigd
(TTGATT-N1-TATAAT), 0 provavel sitio de ligagdo ao ribosson®@AAAGGA, do gene
clpE, localizado 13 pb a montante do codon de iniciagdbG, e uma repeticdo direta
caracteristica da sequéncia “CtsR-box” (GGTCAAABIGTCAAG), encontrada 9 pb a

jusante da regido -1Figura 10).

Regido promotora do tipos” do geneclpE deE. faecalis

TCACGAAATTGGAAAAATTCATTTTGCTCCACGATTAATTCAGAGRATA®ITTTT 60

AATGAAGCAATTTTTTCTACAAAAGGATTTTCAGCCATTGATTTCACCATITCTT 120

AAATATCAACTCTTATAGTTTACTTGAAAATGGCGCAATTGTCTGTRNAXRAATC 180

TTTGCCTTTTTTTAAACAAAGTCTTTTRKATTCTCTTACAAAAAATABTAATAAC 240
-35 -10

CTCAASGTCAAAAATGGTCAAGTGGTTTTATAGACAGAATTTATTCCTGCTATCTAGTA 300

CTTGGCTGGTTTGAGGAAAAATGGTCTGTTTATTAGAAATAATAGEBGABAATTT 360
TTCTGGCCTCAGTTATTTTGAAAGGAGTTTCATTCATGATTTGTCAAAATTGTCAA 420

SD
CAAAATGAAGCAACAATTCATTTATATGCAAATGTGAATGGTCAARBARASGAC 480

Figura 10 - Sequéncia de nucleotideos da regido promotdearegido 5’ do gendpE deE. faecalis.

A sequéncia reguladora, “CtsR-box”, esta indicatianegrito e sublinhada; a seta indica a presenca
da sequéncia-consenso de heptanucleotideos repetitleeta, a jusante das regides -35 e -10,
indicadas em negrito. Encontram-se também em destaccodon de iniciagdo (ATG) e o sitio de

ligag&o ao ribossomo ou SD (Shine-Dalgarno).
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Com relagédo ao gerstpP, observou-se que o codon de iniciacdo, ATG, éeplido
por um sitio de ligacdo ao ribossomo caracterisdé@GAGG. O possivel promotor do tipo
o” (TTGACC-N,~TATACT) parece estar presente também neste getretanto, localizado
exatamente onde se inicia a sequéncia repetidemtartucleotideos caracteristica da regiao
“CtsR-box” (GTTGACC-N-ATTGACC) (Figura 11).

Regido promotora do tipos” do geneclpP deE. faecalis

TAATTTTCCATTTTAGTATAACATAATCCAAAAGTTTCGGATAAAARATBAAATT 60
TTTCAAGCGACTT& TGACCT TTATTGACCAAAGAGTATACTTTTCATAGGCATTCAA20
-35 -10

[

AGTGCTTTGTGATAGAATGACTTTAAAAGTTTCTTTATATAGGAGECTTATGAAT 180
SD
TTAATTCCAACAGTTATTGAACAATCATCTCGCGGTGAACGTGCTARTGXCICT 240
CGTTTATTAAAAGACCGCATCATTATGCTAAGCGGCCCTATCGATGRGBABAAC 300
TCAGTGATTGCACAGTTATTATTCTTAGATGCCCAAGATTCAGAAAAAGACTTG 360
TACATTAACTCTCCTGGTGGCAGCGTTTCTGCAGGCTTAGCGAT AOTCAIAIAAT 420
TTCGTTAAAGCGGATGTCCAAACGATCGTATTAGGAATGGCAGCTIER¥MIGITC 480

Figura 11 - Sequéncia de nucleotideos da regido promotogaregifo 5 do genepP deE. faecalis.

A sequéncia reguladora, “CtsR-box”, esté indicatlanegrito e sublinhada; a seta indica a presenca
da sequéncia-consenso de heptanucleotideos repetiideta; as regides -35 (realce em cinza) e -10
estdo indicadas em negrito. Encontram-se tambémestaque o cdédon de iniciacdo (ATG) e o sitio

de ligacdo ao ribossomo ou SD (Shine-Dalgarno).
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Como observado na figura 12, na sequéncia queetigergenelpX, foi identificado
um possivel promotor do tip”* (TTCGCA-N;g TATTAT), localizado 52 pb a montante do
codon de iniciacdo (ATG) do geokX. Contudo, a mesma analise nos mostrou que nenhuma
sequéncia repetida e direta de 7 pb, representanto possivel regido “CtsR-box”, foi
encontrada para este gene, indicando que provantneegeneclpX ndo é regulado pelo

repressor CtsR.

Regido promotora do tipos” do geneclpX deE. faecalis

GACCTTGTGTCGTATCTAATGCAATTTTATAAATGCCTTGGCTGGGAGTRTAGG 60

TACCTAGTAAAATTTGTTCTAACATCACAATTCCTCCAATTTGTTTCAATEACTT 120

TTTATGAAAGTGCTTTTATATAATGTAGTATACCATAAGAAGTCTAAGSHMAACT 180

TTCTATCTGAGATA CCCATTTTAAAGTGGTTTGTGEBTTATGATGAGAGACTGTGAT 240
-35 -10

GACAGTCATTTTTTGATTTTTAGAGGGECGAALTGTACGACAATACGGATAATAAC 300
SD
GGGACCGTTCGTTGTTCATTTTGTGGGAAAACACAAGAAGAAGTAAAGAAGCT 360
GGTCCGGGTGTCTATATTTGTAATGAATGTATTGATCTATGTAAABABGBATGAA 420
GAATTTTATGATGAAGCAGTCCGAGAATTAACGGATGTGCCAAAATFRTAATA 480

Figura 12 - Sequéncia de nucleotideos da regido promotdearegido 5’ do gengpX deE. faecalis.
Nenhuma sequéncia reguladora, “CtsR-box”, foi etredla na regido promotora deste gene; as
regides -35 e -10 estdo indicadas em negrito. Eraoorse também em destaque o cdédon de iniciagdo
(ATG) e o sitio de ligacao ao ribossomo ou SD (&ftxalgarno).
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2. Andlise de transcricdo dos geneadp através de “northern blot”

Para a analise dos transcritos dos gehss; clpC, clpE, clpP e clpX, o RNA total de
células dekE. faecalis OG1X mantidas a 37°C ou submetidas a choque térrAigpartir da
analise do “northern blot”, utilizando-se uma soedpecifica para cada gerip, detectou-se
a presenca de cada transcrito do gene, aparenteimdorzido pelo estresse térmico.

O mRNA do geneclpB é um transcrito monocistrénico com tamanho de
aproximadamente 2,6 kb. Este tamanho € compatoral @ do geneslpB, com 2.607 pb.
Assim, como esperado, sob temperaturas elevadé®’de50°C, aumentos maiores do que 10

e 35 vezes na quantidade do transcrito foram ohdesy respectivamente (Figura 13).

TTS
A
orf clpB orf
nt 2.281.148 a 2.278.542
2.607pb /98,07 kDa N,78
B

37°C 42°C 4 48°C  50°C

5°C

<«——— 26kb

Figura 13 — Andlise da regido gendnima e da expressdo de deB. (A) Representacdo
esquematica da regido gendmica do gelp8 de E. faecalis V583. A seta indica a direcdo da
transcricdo. O diagrama esta apresentado confono&do no genoma e mostra a localizacédo e o
tamanho do gene no genoma do micro-organismo (vignweltg), a massa molecular (kDa) da
provavel sequéncia de aminodcidos e o ponto ismelépl). (B) Andlise por hibridizacao, através de
“northern blot”, da indug&o delpB sob condi¢cdes de estresse térmico,Eerfaecalis. A cultura foi
mantida a 37°C (controle) ou a 42° 45° 48° e 5@®& 10 min. Os sinais observados na
autorradiografia representam a hibridizacdo com wareda especifica pa@pB. TTS, sitio de

terminacao da transcrigao.
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As analises por “northern blot” com sonda espexifiaraclpC revelaram diferentes
transcritos com aproximadamente 9,0, 2,8 e 1,&ldufa 14). O transcrito com tamanho de
2,8 kb provavelmente representa os get&®clpC, sugerindo uma organizagao na forma de

operon.

TTS
A orf clpC ctsR
nt 3.160.021 a 3.157.526 468 pt
2.496 pb /92,6 kDa /116,29
B 37°C  42°C 45°C 48°C 50°C

<+«—— 9,0kb

<+«—— 28kb

<+«— 14kb

Figura 14 - Analise da regido genénima e da expressao dodjgd. (A) Representacdo esquematica
da regido gendbmica do geowC de E. faecalis V583. A seta indica a dire¢cdo da transcricdo. O
diagrama esta apresentado conforme anotado no gemonostra a localizacdo e o tamanho do gene
no genoma do micro-organismo_(www.tigr.yrg massa molecular (kDa) da provavel sequéncia de
aminodcidos e o ponto isoelétricd)(p(B) Andlise por hibridizacdo, através de “northélot”, da
inducdo declpC sob condicbes de estresse térmico, Eenfeecalis. A cultura foi mantida a 37°C
(controle) ou a 42°, 45°, 48° e 50°C, por 10 mmsiDais observados na autorradiografia representam

a hibridizacdo com uma sonda especifica pge@. TTS, sitio de terminacdo da transcri¢ao.
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Os transcritos dos gen&fpE e clpX apresentaram tamanho um pouco acima do
esperado, 3,0 kb e 1,7 kb, respectivamente, ind@cagune ambos poderiam estar organizados
sob a forma de operon, como mostram as figuras 16. & analise do transcrito aipE
revelou que este gene poderia ser cotranscritoasafs que flanqueiam o gerpE. Sob
temperaturas elevadas de 45°, 48° e 50°C, obseevoun aumento maior do que dez vezes
na quantidade do transcrito do gefeE (Figura 15). Ja o transcrito do geshpX ndo parece
apresentar diferencas de expressdo sob difereatepetaturas; entretanto, as analises
sugerem que o gerapX poderia ser cotranscrito com o gayip, que codifica a proteina

ligante ao GTP (Figura 16).
A TTS

orf clpE orf

nt 6.619.61 a 6.597.09

177 pb
2.253 ph/ 82,9 kDa /Iph,69 P

315 pb

B 37°C  42°C 45°C 48°C  50°C

-4— i

Figura 15 - Analise da regido gendnima e da expresséo dodye (A) Representacdo esquematica
da regido gendbmica do geolpE de E. faecalis V583. A seta indica a dire¢do da transcricdo. O
diagrama esta apresentado conforme anotado no gemonostra a localizacdo e o tamanho do gene
no genoma do micro-organismo_(www.tigr.yrg massa molecular (kDa) da provavel sequéncia de
aminodcidos e o ponto isoelétricd)(p(B) Andlise por hibridizacdo, através de “northélot”, da
inducdo declpE sob condi¢cdes de estresse térmico, Eerfiaecalis. A cultura foi mantida a 37°C
(controle) ou a 42°, 45°, 48° e 50°C, por 10 mmsiDais observados na autorradiografia representam
a hibridizacdo com uma sonda especifica piga TTS, sitio de terminacao da transcrigao.
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A Gene que codifica a
proteina ligante ao clpX

GTP orf

582 pb nt 1.858.864 a 1.857.611
1.254 pb/ 46,11 kDa N1 @,57

B 42°C 45°C 48°C

- o

Figura 16 - Analise da regido gendnima e da expressédo dodygd (A) Representacdo esquematica
da regido gendémica do geckpX de E. faecalis V583. A seta indica a dire¢do da transcri¢do. O
diagrama esta apresentado conforme anotado no gemanostra a localizacédo e o tamanho do gene
no genoma do micro-organismo_(www.tigr.nrg massa molecular (kDa) da provavel sequéncia de
aminoacidos e o ponto isoelétricd)(p(B) Andlise por hibridizagdo, através de “northélot”, da
inducdo declpX sob condicdes de estresse térmico, Eenfaecalis. A cultura foi submetida a
temperaturas de 42°, 45° e 48°C, por 10 min. Qessobservados na autorradiografia representam a

hibridizagdo com uma sonda especifica giA. TTS, sitio de terminacdo da transcrigao.
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O mRNA do genelpP também apresentou-se como um transcrito monogistrd
com tamanho de aproximadamente 0,6 kb, compativel @ tamanho do gene de 594 pb,
teve a sua expressdo aumentada em aproximadanmenteeres a temperatura de 48°C e
50°C (Figura 17).

TTS

orf clpP orf

nt 7.308.30 a 7.302.37
594 pb / 21,6 kDa /Ipt,38

37°C 42°C 45°C 48°C 50°C

-4_ h

Figura 17- Analise da regido genbnima e da expressao dodjeiRe(A) Representagdo esqueméatica
da regido gendbmica do gewolpP de E. faecalis V583. A seta indica a dire¢do da transcricdo. O
diagrama esta apresentado conforme anotado no gemonostra a localizacdo e o tamanho do gene
no genoma do micro-organismo_(www.tigr.yrg massa molecular (kDa) da provavel sequéncia de
aminodcidos e o ponto isoelétricd)(p(B) Andlise por hibridizacdo, através de “northélot”, da
inducdo declpP sob condicBes de estresse térmico, Eerfaecalis. A cultura foi mantida a 37°C
(controle) ou a 42°, 45°, 48° e 50°C, por 10 mmsiDais observados na autorradiografia representam

a hibridizacdo com uma sonda especifica pggd. TTS, sitio de terminacgéo da transcricao.
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3. Andlise dos mRNAs dos geneslp através de “real-time PCR” sob diferentes

condi¢des de estresse

3.1 — Choque térmico:

Com o objetivo de se avaliar a expresséo dos gpela estirpe selvageb faecalis
OG1RF submetida ao choque térmico, experimentd¥3k em tempo real foram realizados.
Assim como observado nos experimentosndethern blot, os resultados do gRT-PCR
(Figura 18) mostraram que os mMRNAs dos gemgB, clpC, clpE e clpP apresentaram um
aumento significativog < 0,05) na expressdo quando as células estavamtepiparatura de
48°C por 15 e 30 min. Estes perfis de expressacaéngerem quE. faecalis, mediante um
estresse térmico, ajusta 0s niveis de transcriggogeneslp, permitindo que a bactéria
sobreviva sob estresse. O transcrito do gepX também foi analisado (Figura 18-E),
entretanto, ao contrario do observado para os ®uemesclp de E. faecalis, nenhuma
alteracao significativap(< 0,05) foi observada na expressdo do ggp¥, mesmo apos 30
min de exposicdo ao estresse térmico. Como contr@mo, o transcrito do gene 16S rDNA
foi analisado e os resultados mostraram que, stlogue térmico a 48°C, nenhuma alteracao

significativa foi observada na expressao deste.gene

3.2 -Estresse Oxidativo:

Durante a avaliacdo da expressdo dos gehesla estirpe selvagerk. faecalis
OG1RF sob estresse com perédxido de hidrogéniojéstrda técnica de PCR em tempo real,
verificou-se que as alteracdes nos niveis de esgwedos genedp foram opostas aquelas
encontradas sob estresse térmico. A expressaadesapB, clpC, clpE, clpP eclpX (Figura
19, A-E) foi reprimida quando as células foram satidas ao tratamento com estresse
oxidativo. Estes resultados mostraram que, provasate, os geneslpC, clpE e clpP
poderiam apresentar um papel na resposta ao eswsfativo. Entretanto, embora uma
repressdo para 0s genepB e clpX tenha sido observada, a mesma parece nao ser
estatisticamente significativgp < 0,05), o que nos levaria a supor que estes ged@s n
estariam relacionados com a resposta a este tigstoesse. Como controle interno, analises
do transcrito do gene 16S rDNA mostraram que, stiesse oxidativo, nenhuma alteracao

significativa p < 0,05) foi observada na expresséo do pré-rRNA (gig9-F).
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Figura 18 — Andlise da expressdo dos RNAs dos geh#s (A), clpC (B), clpE (C), clpP (D), clpX

(E) e 16S rDNA (F) por gRT-PCR. As células selvegydeE. faecalis OG1RF foram submetidas ao
choque térmico a 48°C por 15 (barra xadrez) e 30(barra branca). Como controle, foram usadas
células a 37°C (barra preta). O 16S rDNA foi usamoo controle interno da reagéo. *, represgnta
0,05 (teste T de “student”) em relagédo ao cona@&°C.
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Figura 19 — Analise da expressdo dos RNAs dos gehpis(A), clpC (B), clpE (C), clpP (D), clpX (E)
e 16S rDNA (F) por gRT-PCR. As células selvageasEdfaecalis OG1RF foram sufetidas ¢
estresse oxidativo com,8, (4 mM) por 15 (barra xadrez) e 30 min (barra baan€omo controle
foram usadas células a 37°C (barra preta) 68 rDNA foi usado como controle interno da rea¢a

representgp < 0,05 (teste T de “student”) em relagdo ao cona@&°C.
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Parte Il — Obtencéo e analise das estirpes mutantaslpB e ActsR deE. faecalis OG1RF

Com o objetivo de se verificar se os gedes, clpC, clpE, clpP e clpX fazem ou néo
parte do regulon CtsR, um mutanteEKldaecalis para o genetsR foi construido. Além dele,
um mutante deE. faecalis para o geneclpB foi também construido com o intuito de

caracterizar a proteina ClpB.

2. Obtenc&o de mutantes

Os experimentos para a obtencdo de mutanipts e ctsR em E. faecalis OG1RF
foram executados conforme descrito em materiai®®@aos, no item 20. A inativacdo dos
genes resultou em mutantAslpB ou ActsR em E. faecalis OG1RF. Para se confirmar a
obtencédo dos mutantéslpB ou ActsR deE. faecalis OG1RF, o DNA cromossdmico obtido a
partir da colonia purificada de cada estirpe tranggante foi analisado pela reacdo de PCR
e por sequenciamento, confirmando assim a delegzgeme-alvo.

A analise da PCR mostrou que com a inativacao de-givo, o DNA dos mutantes
(AclpB ou ActsR) gerou fragmentos amplificados com menor tamarhaue os gerados a
partir do DNA da estirpe selvagem (wt), mostrandiel@cao no gene, ou, especificamente no
caso declpB, a PCR também pdde significar a auséncia de doggléo na estirpe mutante.

Uma vez que o par de oligonucleotideos originacs fnécionou para confirmacao da
delecdo no genelpB, novos pares de iniciadores foram desenhadospmrnafdescrito em
materiais e métodos. A analise com os oligonuadeot desenhados para a regido interna do
geneclpB indicou auséncia de amplicon, quando da analisBMA dos transconjugantes
(Figura 20 B, coluna 2), contudo, como esperadofragmento de 1,0 kb foi detectado no
produto da PCR da estirpe selvagem (Figura 20 Bnadl). Além disso, a utilizacdo de um
novo par de oligonucleotideos flanqueando o gpte detectou um fragmento de DNA com
tamanho de cerca de 3,0 kb na estirpe selvagenuréig0 B, coluna 3), enquanto os
mutantesIpB apresentaram um fragmento menor, com apenas 1fddra 20 B, coluna 4),
demonstrando a delecao no gene.

A analise dos produtos amplificados pela PCR,zatildo-se os iniciadores externos
ao genectsR, mostrou que, como esperado, a estirpe selvageeseaou um fragmento
amplificado de 1,8 kb (Figura 20 C, coluna 1), earqa a delegcdo no gemtsR gerou um
fragmento de 1,4 kb, (com 0,4 kb a menos, correspues a delecdo de uma parte central da
sequéncia do gersR), conforme mostrado na figura 20 C, coluna 2.
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Figura 20 - Andlise dos mutantedctsR e AclpB em E. faecalis OG1RF. (A) Posi¢do dos
oligonucleotideos desenhados para confirmacao bgade nos geneslpB (iniciadores indicados
pelas setas vermelha e lilas) deR (iniciadores indicados pelas setas azuis). (B) iio@cdo por
PCR do fragmento interno do getipB na estirpe selvagem (coluna 1) e no mutawtpB (coluna 2),
utilizando-se os iniciadores representados peléas dédas; amplificacdo por PCR do fragmento
flanqueando o genepB na estirpe selvagem (coluna 3) e no mutéatpB (coluna 4), usando-se os
iniciadores representados pelas setas vermelhpang@lificacdo por PCR do fragmento flanqueando
0 genectsRk na estirpe selvagem (coluna 1) e no mutdatsR.(coluna 2), usando-se os iniciadores
representados pelas setas azuis; Padrdo de tamehdcular de DNA (1 kb-“DNA ladder”) (coluna
M).
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2. Estudo da regulacéo da expressdo dos gerohs em E. faecalis OG1RF, através de
gRT-PCR.

A analise da expressao dos geclesem células selvagens Eefaecalis mostrou que
os gene<lpB, clpC, clpE (Figura 21- A, B e C) elpP (Figura 22-A) foram induzidos
durante choque térmico a 48°C, durante 30 min, artqunenhum aumento de inducéo foi
observado para o gempX (Figura 22-B). Quando foi analisada a express&ogemestip,
através de PCR em tempo real, no mutdusR, os resultados revelaram que, ja a 37°C, a
expressao dos genelpB, clpC, clpE e clpP uma maior expressao na auséncia do repressor
CtsR. Da mesma maneira, péde-se observar que assfpr dos genespB, clpC, clpE
(Figura 21- A, B e C) elpP (Figura 22-A) sofreu uma inducdo, quando compasaas
guantidades do mRNA de células-controle a 37°C aguoelas de células submetidas ao
choque térmico a 48°C.

Em relacdo a expressao do geheX (Figura 22-B), os resultados da qRT-PCR em
células ActsR mostraram que ndo houve aumento na expressao @ANER37°C como
observado para os outros gechsde E. faecalis. Embora néo tenha sido observada inducao
da expressao do genkwX em células selvagens #efaecalis OG1RF, em células mutantes
ActsR, verificou-se um aumento significativo na indugim mMRNA declpX sob o choque
térmico a 48°C.

As andlises destes resultados e as anahsskco da regidao promotora dos gerahs
sugerem que todos os gerlyy com excecdo do gemipX, fazem parte do regulaisR e,
assim, séo regulados negativamente pelo repressBr @sto que um aumento na expressao
destes genes foi observado em células mut#yatsR a 37°C. A inducdo dos transcritos de
clpB, clpC, clpE, clpP e clpX, sob o choque térmico de 48 °C em mutaAt#sR, sugerem
ainda que possivelmente estes genes estejam seguéagdo de um segundo sistema
regulador, visto que a expressado destes genes mumsignificativamente sob o choque

térmico a 48°C, quando comparado com a expres3&ia

70



A
1.0x107 x
2 7.5x106-
o
O
g 5.0%x1064 |
©
o
z 2.5x106-
*
. e
WE-37°  Wt-48°  ActsR-37°  ActsR- 48°
B
1.0x107+
w»  8.0x10°4
©
g 6.0x106-
o
3 s0x10°- =
o
Z ------
2.0x10°- P '
o1 R e :
WE-37°  Wt-48°  ActsR-37°  ActsR- 48°
C
8.0x1071
& 6.0x1071
o
O
(&S]
(D) 7
3 4.0x10
o
Z
2.0x1071 T
*
. A |
wt - 37° Wt-48¢  ActsR-37¢  ActsR- 48°

Figura 21 - Analise da expressao dos mRNAs dos getpor qRT-PCR. Andlise da expressédo dos
MRNAs dos geneslpB (A), clpC (B) eclpE (C), em células selvagens (wt) Befaecalis OG1RF
(duas primeiras barras — preta e xadrez) ou nomeutsctsR (duas Ultimas barras — branca e
pontilhada) submetidos adhoque térmico de 48°C por 30 min (barras xadrporailhada). Como
controle, foram usadas células a 37°C (barras grédieanca). *p < 0,05 (Teste T “student”) em
relacdo ao controle a 37°C.
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Figura 22 - Analise da expressao dos mRNAs dos getpor qRT-PCR. Andlise da expressédo dos
MRNAs dos genesdlpP (A) e clpX (B), em células selvagens Hefaecalis OG1RF (duas primeiras
barras — preta e xadrez) ou no mutaktisR (duas Ultimas barras — branca e pontilhada) suaset
ao choque térmico de 48°C por 30 min (barras xaérpeantilhada). Como controle, foram usadas

células a 37°C (barras preta e branc@)<*0,05 (Teste T “student”) em relagédo ao contrd&%C.
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3. Cinética de crescimento e tempo de geracdo deipes selvagens e mutanteAclpB e
ActsR deE. faecalis

Para se realizar um estudo sobre o papel da paoteirchoque térmico ClpB el
faecalis OG1RF e do regulador de choque térmico CtsR, tipes mutantes para 0s genes
clpB ectsR foram caracterizadas.

Os Enterococcus spp. sado conhecidos por sua capacidade de sobrevivambientes
hostis. Assim, células de. faecalis OG1RF e os mutantesclpB e ActsR foram analisados
quanto a capacidade de crescimento em diferenteticgdes de estresse. O crescimento da
estirpe selvagem ou dos mutantedpB e ActsR foi monitorado através da leitura da
densidade Optica. A analise do crescimento de rregacipB e ActsR em BHI a37°C apos
12 h de crescimento, indicou que estas estirpeantag crescem de forma semelhante a
estirpe selvagem, conforme mostrado na figura 23.
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Figura 23 - Cinética de crescimento d#lulas selvagens e mutanteslpB e ActsR) de E.
faecalis OG1RF O crescimento da estirpe selvagem OG1RF (azldsenutanteaclpB (vermelho)

e ActsR (verde) foi determinado por 12 &37°C em meio de cultura BHI, usando-se o monitor de
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leitura de crescimento “Bioscreen C”. O resultadoresentado representa a média de trés
experimentos independentes.

A habilidade das estirpes mutantes e da selvagescanem sob diferentes condicdes
de estresse foi examinada e nenhuma diferencdisagivia foi observada entre as diferentes
estirpes durante o crescimento na presenca de BPAC({p/v) (Figura 24) ou nas demais
condi¢cdes testadas, como: pH 5, pH 9, presencaDd& 05003% (p/v), presenca de &cidos
biliares ou sob estresse oxidativo,Q4 1 ou 2 mM). Estes resultados mostraram que a
auséncia dos genedpB e ctsR ndo alterou no crescimento de faecalis OG1RF sob

condicOes de estresse (dados ndo mostrados).
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Figura 24 - Cinética de crescimento d#lulas selvagens e mutanteslpB e ActsR) de E.
faecalis OG1REFE O crescimento da estirpe selvagem OG1RF (azidsenutanteaclpB (vermelho)
e ActsR (verde) foi determinado por 12 &,37°C em meio de cultura BHI adicionado de NaCl 5%
(p/v), usando-se o monitor de leitura de crescimeidioscreen C”. O resultado apresentado

representa a média de trés experimentos indeparsdent
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A partir dos resultados obtidos nas cinéticas ésaimento em diferentes condi¢des
de estresse e utilizando-se o programa “MicrosafteE, o tempo de geracdo da célula
selvagem e dos mutantesAlgpB e ActsR foi calculado sob as mesmas condi¢des de estresse
testadas para a analise da cinética de crescintemt@ompara¢do com a estirpe selvagem, o
mutanteActsR apresentou uma diferenca significativa no tempaelacdo da célula, sob
todas as condicOes testadas, com excecao do tratanten detergente (SDS) e sais biliares
(Figura 25). Sob estas condi¢cdes de cresciment®(@HH 9,0, presenca de NaCl 0x(p),

a inativacdo do genetsR em E. faecalis resultou em um crescimento mais lento, quando
comparado com o da estirpe selvagem. Entretantmutante AclpB, diferentemente do
mutante para o genesR, apresentou diferenca significativa de tempo dag® apenas
durante o crescimento em pH 9, quando comparadoacestirpe selvagem, mostrando que,

provavelmente, a proteina ClpB ndo esta envolvadeesposta a estresses em geral.

300

250
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Tempo de geragdo (min)
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BHI pH5 pH 9 SDs Bile NaCl H,0, H,0,

Condicdes de crescimento 2mM imM

Figura 25 - Tempo de geragédo em diferentes condi¢cbes de mrestm. O grafico mostra o tempo de
geragdo da estirpe selvagem Klefaecalis OG1RF (azul) eActsR (verde) e dos mutantesclipB
(vermelho) sob diferentes condicbes de crescimédttempo de geragao foi dado em minutos. *,

representp < 0,05. A barra acima das colunas representa oalpadrao.
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4. Concentracdo minima inibitéria (CMI) de diferentes antimicrobianos apresentada

pela estirpe selvagem OG1RF e pelos mutantasipB e ActsR

A concentracdo minima inibitéria (CMI) para antiimds comumente usados na

clinica, como: ampicilina, canamicina, cloranfehi@itromicina, gentamicina, norfloxacina,

tetraciclina e vancomicina, foi determinada aposh2de incubacdo. A densidade Optica de

cada estirpe foi avaliada e os resultados mostraema menor concentracao dos diferentes

antibiéticos, que inibiu o crescimento celular, rsgesentava diferenga entre os mutantes

AclpB e ActsR e a estirpe selvagem OG1RF (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores da concentragdo minima inibitéria de difegse antimicrobianos

apresentada pela estirpe selvagem OG1RF e pelesmtasiclpB e ActsR.

Estirpes | Amp Cam Van Nor Tet Kan Erm Gen
OG1RF 16 16 4 32 2 1.024 2 500
AclpB 16 16 4 32 2 1.024 2 500
ActsR 16 16 4 32 2 1.024 2 500

Os valores da CMI sédo dados em/ml. Este experimento foi realizado em triplicaremp,

ampicilina; Cam, cloranfenicol; Erm, eritromicin&en, gentamicina; Kan, canamicina; Nor,

norfloxacina; Tet, tetraciclina; Van, vancomicina.
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5. Teste de difuséo a partir de disco

A susceptibilidade da estirpe selvagem e dos megaapB e ActsR, sob condi¢bes
de estresse como: HCI 3 N;® 2 ou 5% (v/v), NaCl 5 M e Tris (pH 12,6), foi tada
utilizando-se testes de difusédo a partir de didpads 24 h de incubacéo, a leitura do diametro
da zona de inibicdo de cada composto testado nuogtre ndo houve grandes diferencas no
halo de inibicdo provocado pelo estresse aciddaatxo (Tabela 5), mostrando que a estirpe
selvagem e o0s mutanteAclpB e ActsR ndo apresentam diferenca significativa na
sensibilidade a estas condi¢cOes testadas. Em oetac@stresse salino e basico, observou-se
auséncia de halo de inibicdo para todas as estigséadas, o que provavelmente também
indica que as proteinas ClpB e CtsR néo estariaml\@das na resposta a estas condi¢gdes de
estresse (Tabela 5).

Tabela 5:Valores do diametro da zona de inibicado de catiigpedestada para diferentes

condigcdes de estresse

HCI (3N) | H20,5% | Hy0,2% | Tris (pH 12,6)| NaCl (5M)
Estirpe pH 2,0

OG1RF 13 25,1 19 0 0
AclpB 14 25,5 19 0 0
AcCtsR 14 25,5 19 0 0

Os valores sédo dados em milimetros e repi@sen média de um experimento realizado em

triplicata.
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6. Resposta ao estresse oxidativo das células He faecalis OG1RF e das estirpes

mutantesAclpB e ActsR

Para se avaliar se as proteinas ClpB e CtsR desbampeum papel na respostakle
faecalis OG1RF ao estresse oxidativo, a capacidade dagessthutanteAcipB e ActsR para
suportar o estresse oxidativo con(h foi analisada. As unidades formadoras de colaaeas
células submetidas a8, (30 mM) foram determinadas em um periodo de 3t*@ Ambas
as estirpes mutantes apresentaram sensibilidadellserte frente ao tratamento com
perdxido de hidrogénio. Todavia, ndo houve difeasngignificativas entre os mutantes e a
estirpe selvagem (Figura 26). Estes resultadosrarast que a auséncia das proteinas ClpB e

CtsR néo alterou a sobrevivénciakldaecalis sob duas horas de estresse oxidativo.
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Figura 26 - Analise de viabilidade dos mutantedpB e ActsR sob estresse oxidativo. As células de
E. faecalis OG1RF (azul) e as células mutanietpB (vermelho) eActsR (verde) foram submetidas
ao estresse oxidativo cdrfpO, (30 mM), por 2 ha37°C.
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Andlises da expressdo do geripB na estirpe selvagem OG1RF, por gRT-PCR,
mostraram que nao houve inducdo do transcrito aw geB quando as células foram
submetidas ao estresse oxidativo cog@HFigura 27). Analises estatisticas mostraram que a
reducdo da expressdo do gefEB nao foi estatisticamente significativo. Os dadbtdos
atraves destes experimentos mostraram que, possived, a proteina ClpB ndo € essencial a

resposta ao estresse oxidativo.
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Figura 27 - Analise da expressdo do mRNA do gelpB deE. faecalis OG1RF por qRT-PCR sob
condicao de estresse oxidativo. A cultura da essglvagem foi submetida a 4 mMIdeO, durante
15 min (barra vermelha), 30 min (barra amarela) enth (barra verde) a 37°C. Como controle, foram

usadas células mantidas a 37°C em meio de cultdigoBrra azul).
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7. Andlise das proteinas ClpB e CtsR na inducédo darmotolerancia:

Para se testar o envolvimento das proteinas CIpECt&€R na inducdo de
termotolerancia por células de faecalis, uma cultura da estirpe selvagem OG1RF e dos
mutantesActsR e AclpB foi submetida a pré-incubacao a 45°C por 30 min efmtratamento
com choque térmico a 60°C, durante 30 e 60 mirfocore descrito em materiais e métodos.
O grafico apresentado na figura 28 mostra queigeselvagem OG1RF e 0 mutamgtsR,
previamente submetidos a temperatura de 45°C, foegrazes de sobreviver a 30 e 60 min de
exposicdo ao calor de 60°C, demonstrando Huéaecalis, como outras bactérias, pode
induzir a termotolerancia. Por outro lado, o mwaktlpB morreu rapidamente depois de
exposto ao calor de 60°C, mesmo quando submetitsi@mente a uma pré-adaptacédo a
45°C (Figura 28), revelando, assim, a importancé ptoteina ClpB na indugdo da
termotolerancia. Quando as células foram submetidashoque térmico a 60°C, sem a pré-
-incubacdo a uma temperatura intermediaria, asisasaimostraram que células, tanto
selvagens como dos mutantespB e ActsR, apresentaram marcada reducéo de sobrevivéncia
(Figura 28).
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Figura 28 - ClpB é requerida para induzir termotoleranciakerfaecalis OG1RF. O grafico mostra a
viabilidade celular da estirpe selvagem OGI1RF jarutos mutanteaclpB (vermelho) eActsR
(verde) apds pré-incubacédo das células a 45° (pbsterior choque térmico a 60°C por 30 (t2) e 60
min (t3). A viabilidade celular da estirpe selvagéi@1RF e dos mutant@slpB e ActsR foi avaliada
apo6s o choque térmico a 60°C por 30 min (60°C dirdinha preta).
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8. Capacidade da formacéao de biofilme pelos mutargaclpB e ActsR emE. faecalis

Para se avaliar a formacao de biofilme por célsidgagens e mutantes Hefaecalis
OG1REF, foi analisada a aderéncia das células daes@m placas de poliestireno, em meio
semidefinido contendo 1% de glicose, conforme dlesem materiais e métodos. A producao
de biofilme foi detectada apoOs incubacéo por 2énftretanto, as células mutantsdpB e
ActsR ndo apresentaram nenhuma diferenca significativarelatdo a estirpe selvagem
OGI1RF, conforme mostrado na figura 29. A produgédidfilme pode ser observada pelos
valores da absorbancia das células formadoras afénta (Figura 29). Estes resultados
indicam que, provavelmente, nem a proteina ClpEra a CtsR sdo necessarias para uma

eficiente formacao de biofilme pé&t faecalis OG1RF.
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Figura 29 - Analise da formacdo do biofilme. Grafico dos vatorda absorbancia das células

formadoras de biofilmeE. faecalis OG1RF (azul) e por mutantaslpB (verde) eActsR (vermelho).
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9. Viruléncia deE. faecalis OG1RF e dos mutanteaclpB e ActsR

Para se testar a viruléncia dos mutantes e dasedyegem dé&. faecalis OG1RF em
um modelan vivo, larvas deGalleria mellonella foram selecionadas com, aproximadamente,
2 cm de comprimento e peso variando entre 200 er@p(Figura 30-A). Conforme mostrado
na figura 30-B, através da utilizacdo de uma mggoega, as larvas foram inoculadas com
uma aliquota de Bl da estirpe bacteriana (1 x®10FU). Durante o curso da infecc&o |for
faecalis, observou-se que as larvas demonstraram sinaiderdes de melanizacao,
caracterizando as larvas como doentes ou mortgsréFB80 - C). O efeito da delecdo dos
genesclpB e ctsR na viruléncia de. faecalis p6de ser observado e, conforme mostrado na
figura 30 (D), as taxas de morte foram significatnente menores nas larvas infectadas com
0s mutanteaclpB e ActsR do que naquelas infectadas com a estirpe selv@@ehRF p <
0,001). Apo6s 28 h de infeccdo, aproximadamente @&%olarvas infectadas com a estirpe
OG1RF estavam mortas, enquanto 35% e 25% das lafeatadas com as estirpes mutantes
AclpB e ActsR, respectivamente, foram mortas (Figura 30 - D).laksas utilizadas como
controle apresentaram, aproximadamente, 95% dee\swBncia, apds o0s cinco dias de

infeccao.
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Figura 30 - Efeito da delecdo nos genelpB e ctsR na viruléncia deE. faecalis. (A) Galleria
mellonella em trés estados: mortas (M), doentes (D) e sd&ips(B) Inoculagdo subcutanea. (C)
Processo de melanizagdo das larvas durante adofecgnE. faecalis. (D) Gréfico de sobrevivéncia
das larvas apos infecgdo com células selvagens BEARI) e mutanteAclpB (vermelho) eActsR
(verde). Como controles néo virulentos, foram tetdarvas infectadas somente com salina (amarelo)

ou com a estirpe OG1RF (preto) submetida ao calatsdC por 20 min.
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DISCUSSAO

NOs ultimos anos, 0 nosso grupo tem trabalhado anacterizagdo das principais
proteinas de choque térmico dos complexos DnaKilflariiSP70) e GroEL/S (familia
HSP60/ HSP10) e na organizacao e regulacdo dosctesys genebrcA-grpE-dnaK-dnal e
groEL/S, emE. faecalis e emE. faecium (LAPORT et al., 2001; 2003; 2004; 2006). Estes
complexos estdo envolvidos na viabilidade celuharcendicdes normais e em condi¢gbes de
estresse, assegurando um enovelamento corretorataénps celulares (HOURY, 2001). O
intuito deste trabalho foi estender os estudo<imlados as proteinas de choque térmico,
com énfase na investigacdo das proteinas Clpss fstdeinas fazem parte da familia
HSP100 e participam do enovelamento correto e dpadacdo de proteinas celulares
(HOURY, 2001).

Os enterococos vém recebendo destaque desde aadéead0, em especiak.
faecalis, que destacou-se como causa comum de infeccOagiddg em hospitais, devido a
resisténcia a antibidticos e a resisténcia ao®ydinpos de estresses ambientais (GIARD
al., 2001; MURRAY et al., 2003). Durante a realizacdo deste trabalhojzonise,
principalmente, trés estirpes Hefaecalis: OG1X, V583 e OG1RF. O genoma Befaecalis
V583 foi totalmente sequenciado e encontra-se dispb (www.tigr.org, possibilitando,
assim, o uso desta estirpe para a realizacao tisemma silico. As estirpes OG1RF, com seu
genoma sequenciado, mas com acesso nao dispanav€G1X, ambas derivadas da estirpe
OG1, foram utilizadas para o estudo dos gehgscom énfase especial para os geshpB e
CtsR, assim como seus produtos proteicos.

A manipulacdo genética de célulaskldaecalis e a construcdo de estirpes mutantes
vém se mostrando como um processo dificil e tralsalh Em 2007, KRISTICH,
CHANDLER & DUNNY construiram células mutantes Hefaecalis através de um sistema
de entrega conjugativa para a introducédo, comfrdtpéncia, do DNA clonado em estirpes
deE. faecalis e um sistema de troca genética sem a utilizacaordmarcador de selecdo. A
construcdo de células mutantesEdéaecalis, utilizando a metodologia apresentada acima, foi
recentemente utilizada por Abranches e colaboradneceestudo da resposta a diferentes
estresses, tolerancia a vancomicina e viruléncaiac@llas deE. faecalis (ABRANCHES et
al., 2009). Para a realizacdo do presente estud@&tadm de troca genética sem a utilizacdo
de um marcador de selecdo também foi utilizado paenstrucdo de duas estirpes mutantes,
através da inativagdo dos gewrhB e ctsR (AclpB e ActsR) em células d&. faecalis OG1RF

e um dos objetivos deste trabalho consistiu nacteiaacao destes mutantes. Os resultados
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obtidos aqui representam um estudo inicial do pajzs proteinas de choque térmico
Clp/ATPases e do repressor CtsR no gémsterococcus, mais especificamente em uma das
principais espécies deste géndicfaecalis.

Trabalhos anteriores do nosso grupo dénfiaecalis e E. faecium mostraram que 0s
genesdnaK e groE séo classificados dentro da classe | dos genehabpie térmico e que
estes mesmos genes sao regulados ao nivel tramsaliem resposta ao estresse térmico e a
outros estresses. O operdmaK desses micro-organismos € precedido por duas rsgigaé
CIRCE conservadas e por um promotor do tipo signfa’}, localizado a montante do gene
hrcA (LAPORT et al., 2004; 2006). Dois principais reguladores téno stkbntificados como
fazendo parte do sistema negativo de regulacdgettss de choque térmico. Enquanto HrcA
controla a expressao das chaperonas moleculare& BiGroEL (LAPORTet al., 2004), o
repressor CtsR regula, principalmente, a exprededayenes que codificam as proteinas de
choque térmico Clp/ATPases e da protease ClpP (BE&RI., 1999). O repressor CtsR
reconhece uma repeticdo direta de sete pares s HESTCAAAXAXGGTCAAA),
também chamada “CtsR-box” (DERRE, RAPOPORT & MSADHER99).

Através dos nossos estudos, a provavel regiao pooandos genedp deE. faecalis
foi caracterizada através de analiseslico do genoma d&. faealis V583. De forma similar
ados geneslp de outros micro-organismos Gram-positivo, caBaubtilis (SCHUMANN,
2003) encontramos a sequéncia-consenso detipo promotor de todos os geruis.

A sequéncia “CtsR-box”, geralmente localizada reagdes promotoras de genes de
choque térmico de classe IdlpC, clpE e clpP (SCHUMANN, 2003), foi encontrada na
regido promotora dos genefpB, clpC, clpE e clpP, mas nédo delpX, em E. faecalis,
sugerindo que o repressor CtsR também se encaonindvielo na regulacdo destes genes, mas
nao declpX deE. faecalis.

Em um estudo sobre a regulacdo da expressédo donopp€ pelo repressor CtsR,
KRUGER & HECKER (1998) mostraram, através de umailise por eletroforese
bidimensional, que houve diferencas nas proteirpgessas por células selvagens e células
mutantes para o gertsk de B. subtilis. Este trabalho relatou ainda a importancia de @sR
expressdo de alguns gengp, visto que as proteinas CIpC e ClpP tiveram um#oma
expressdo em células mutant@skR do que nas células selvagens. Durante uma analise
transcricional comparativa entre célulasSl@aureus e seu derivado mutante no gestsR,
trés genesglpB, clpP e clpC, foram fortemente induzidos pelo estresse térma® células
mutantes (FREE& al., 2004).
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No presente estudo, experimentos realizados a plartjRT-PCR mostraram que na
estirpe selvagem de faecalis, houve um aumento na expressao dos gepBsclpC, clpE e
clpP quando as células foram submetidas ao choquect@Bm8°C, entretanto 0 mesmo nao
ocorreu na expressao do gef@X, onde nenhuma alteracéo foi observada nas céukaslo
comparado células-controle a 37°C com aquelas &gpa calor a 48°C. Em células
mutantes para o gertsR deE. faecalis, os resultados obtidos através de PCR em tempo rea
mostraram um aumento no nivel de expressao dos geieclpC, clpE eclpP deE. faecalis
em células-controle a 37°C quando comparado asas&elvagens de. facacalis OG1RF.
Contudo, assim como ja observado em outras bastgroa exemploS aureus (FREESet
al., 2004), vale ressaltar que no nosso estudo, vdrses que, provavelmente, o gaheX
ndo faz parte do reguloctsR. Este fato foi observado visto que células mutaAisR
submetidos a 37°C nao apresentaram diferencas pess@o do genelpX quando
comparado as células selvagen&dimeacalis OG1RF.

A proteina de choque térmico ClpB (HSP100) é um bremda familia de
polipeptideos Clp que funcionam como chaperonasecutdres e que poderiam estar
envolvidas em etapas do processo infeccioso dérnmxpatogénicas (HENDERSGHal.,
2006). No presente trabalho, o ged@B anotado no genoma dE. faecalis V583
(www.tigr.org) foi caracterizado através da construcdo da estirfutante AclpB. As
pesquisas realizadas na sequéncia do geBerevelaram, ainda, a presenca de um segundo
codon de iniciagdo, GTG, que poderia indicar oidnga sintese de uma segunda proteina
ClpB (80 kDa), de menor tamanho.

Andlise por “western blot”, utilizando-se anticorpoliclonal anti-ClpB, permitiu a
identificacdo do produto do gewpB em E. faecalis (OLIVEIRA, 2006). A proteina ClpB
apresentou-se de duas formas neste micro-organamums com massa molecular maior do
gue 80 kDa. Interessantemente, este resultadonjastdo relatado para outros micro-
-organismos. Enk. monocytogenes, o cdédon de iniciacdo ATG, precedido por um gigo
ligacdo ribossémico (RBS), foi encontrado iniciandloORF de uma proteina de massa
molecular de 97,5 kDa. Mas, 0 mesmo estudo mostnmbém a existéncia de um segundo
codon de iniciagdo, GTG, localizado 151 codons sarjte do codon de iniciagdo ATG
descrito. Este potencial sitio interno de tradugdgeriu a existéncia de uma forma menor da
proteina ClpB, com uma massa molecular teéricalgee lDa (CHASTANETet al., 2004).

Em E. coli, um estudo realizado por SQUIRES e colaboraderas] 991, relatou que
a inativacdo do gengpB ndo somente eliminou a sintese da proteina ClpBodambém

levou a inativacdo de uma outra proteina de mearoamho, derivada da mesma sequéncia
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aberta de leitura correspondente a proteina Clp®apelmente pela traducao a partir de um
segundo codon de iniciagdo. Assim como em nossssltados emE. faecalis, onde
detectamos duas formas proteicas (OLIVEIRA, 20086);se que outros estudos também
relataram que duas formas distintas da proteinB €Xistem em procariotos e eucariotos e,
em cada caso, ambas formas sdo HSPs (PORANKIEWICZARKE, 1997).

Mediante as analisés silico do geneclpB e a deteccéo de duas formas da proteina em
E. faecalis;, com anticorpo policlonal direcionado para o ddmircarboxi-terminal
(OLIVEIRA, 2006) notou-se que assim como na ciaatdda Synechococcus spp.
(PORANKIEWICZ & CLARKE, 1997) e enh.. monocytogenes (CHASTANET et al., 2004),
um unico gene codifica duas formas da proteina €lpkE. faecalis.

Trés funcdes da proteina ClpB foram relatadas ectébas Gram-negativas e em
eucariotos: (i) a resisténcia ao estresse a @tapdraturas erHelicobacter pylori (ALLAN,
MULLANBY & TABAQCHALI, 1998), Brucella suis (EKAZA et al., 2001) eE. coli
(SQUIRES,et al., 1991); (ii) a resisténcia ao choque frio &mecochococcus spp. e (iii) a
inducéo da termotolerancia na cianobact8yreecochococcus spp. (ERIKSSON & CLARKE,
1996; PORANKIEWICZ & CLARKE, 1997). Contudo, em l@&tas Gram-positivas, ha
cerca de dez anos atrds, somente dois gepBstinham sido descritos, o gempB de
Sreptomyces albus (GRANDVALET, SERVANT & MAZODIER, 1999) e del. lactis
(INGMER et al., 1999). Atualmente, o estudo com base na caizatéo do genelpB
estendeu-se e alguns relatos tém descrito alguasafid¢cdes da proteina ClpB em bactérias
Gram-positivas: a mutacdo do geogB ndo afetou a resisténcia de lactis a altas
temperaturas, a condicfes de salinidade ou aosssticom puromicina (INGMERt al.,
1999); a proteina ClpB foi necessaria para a inolulg termotoleréncia e viruléncia te
monocytogenes (CHASTANET et al., 2004); en. aureus, a expressdo do genigB esta sob
o controle do repressor CtsR e a proteina ClpBdoessaria para inducdo de termotolerancia
(FREESet al., 2004). No entanto, mesmo diante da importanigraca dosEnterococcus
spp., hdo existem atualmente trabalhos relatandaracterizando um possivel papel da
proteina ClpB em resposta ao estresse na edpéarxalis.

Ao se investigar os fenotipos da célula mutantdpB em E. faecalis OG1RF,
nenhuma diferenca significativa foi observada nanégdo de biofiilme ou na resposta a
outros estresses em geral, tais como estressetiogidacalino e acido, quando comparadas
as da estirpe selvagem, mostrando que a mutacgensalipB ndo afetou a capacidade deste
micro-organismo sob tais condi¢cdes de estresses Essultados foram concordantes com 0s

estudos realizados por outros autores. Interessante, emS mutans, KAJFASZ e
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colaboradores (2009), testando a capacidade dentesitdp crescerem sob condicdes de
estresse térmico a 42°C ou em meio acidificado §@) e quanto a capacidade de formar
biofilme na presenca de glicose e sacarose, mastrque, quando comparados com a estirpe
original, ndo houve diferengas no crescimento domesAclpB, AclpC, AclpE e AclpL sob
as condicdes de estresse testadas e que a estitpeter\clpB ndo apresentou nenhuma
diferenca significativa quanto a formacao de hiodil

CAPESTANY e colaboradores (2008), estudangapel do sistema das proteinas
Clp na tolerancia ao estresse, na formacédo dolrhmfie na invasdo intracelular de
Porphyromonas gingivalis, relataram que mutantes no geh@ e um duplo mutante para os
genesclpX e clpP apresentaram uma maior producdo de biofilme doagastirpe parental,
entretanto, nenhuma diferenca significativa foiestaada na formacao de biofilme do mutante
AclpB. Além disso, a auséncia da proteina ClpB prejudgignificativamente a capacidade
invasiva daP. gingivalis e, embora esta proteina ndo pareca desempenhammgrapel na
entrada desta bactéria em células epiteliais, 8 @fp importante para a sobrevivéncia
intracelular deP. gingivalis. Da mesma forma, as células $leaureus mutantes para ClpB
foram incapazes de replicar intracelularmente dolasbovinas (FREE& al., 2004).

Geralmente, acredita-se que a etapa de adaptaghoesmssaria para se induzir a
sintese de proteinas de choque térmico, que pmstemte irdo permitir que as células
recuperem-se do tratamento severo com choque @rf@IRAIG, 1985). Assim como em
outros micro-organismos, os estudos realizadosvédraleste trabalho mostraram que,
enquanto a proteina ClpB tem um papel essencighocesso de adaptacdo a temperaturas
elevadas deE. faecalis, células mutantes para o geoesR induziram o fendmeno de
termotolerancia tdo bem quanto a célula selvagerk. daecalis OG1RF. Nossos estudos
mostraram que uma pré-incubacdo ou uma adaptakgioperatura de 45°C por 30 min, em
células selvagens ou mutantes para o g&sie possibilitou a sobrevivéncia da bactéria por
60 min a 60°C. Contudo, este mesmo processo deagdap quando submetido a célula
mutante para o gerapB, mostrou que os mutantéasipB ndo foram capazes de sobreviver
apos um subsequente choque térmico a 60°C.

ClpB tem se mostrado importante para a aquisicatewotolerancia em diversos
organismos, incluindo bactérias Gram-positivas, @om monocytogenes e S aureus
(CHASTANET €t al., 2004; FREESt al., 2004). EmE. coli, a exigéncia da proteina ClpB
para inducdo de termotolerancia diz respeito acapacidade de resgatar agregados proteicos
formados durante o choque térmico (THOMAS & BANEY2998). A proteina ClpB pode

formar, com a proteina DnaK, um complexo de bichapes que reativa fortemente
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agregados proteicos. A interacdo entre ClpB e Dsiadfere que uma das chaperonas pode
recrutar seu parceiro durante a reativacao do rstibst que esta interacao ocorre através do
dominio N-terminal e do dominio central da proteédhaB (KEDZIERSKAet al., 2005).

Através de experimentos por “microarray” em céluad. gengivalis, foi mostrado
que outros genes envolvidos na recuperacao deiqastagregadas, especialmegtpE e
dnaJ, foram reprimidos nas células mutantefpB. Estes dados sugerem que a diminuicao da
termotolerancia observado em mutantes para o gk pode estar relacionado com a
auséncia ou o decréscimo destas chaperonas (Y&iAN, 2007). Nossos estudos também
mostraram que a proteina ClpB Hefaecalis esta diretamente envolvida na aquisicao de
termotolerancia nesta bactéria e este fato podesiar contribuindo para o aumento da
resisténcia da bactéria a temperaturas letais. Aiéto, foi possivel mostrar o papel da ClpB
na viruléncia deE. faecalis, assim como observado em outras bactérias Graitivpes tais
comoL. monocytogenes (CHASTANET et al., 2004) €S aureus (FREESet al., 2004).

As respostas de. faecalis ao estresse também tém sido objeto de estudauagaxfo.
Estudos demonstram que a pré-exposicado a estradsiesais, condicdes oligotroficas ou a
auséncia de glicose levam a um aumento globalsist&acia ao estresse (FLAHAUT, 1996
(@); FLAHAUT et al., 1997; GIARDet al., 1997). Entretanto, com excecéo da proteina de
estresse geral Gls24 e as chaperonas moleculaogd @r DnaK, a maioria das proteinas
sintetizadas pelos micro-organismos, em decorrédeialiferentes condicbes de estresse,
permanece desconhecida (FLAHAUT, 1996 (b); FLAHA&EI., 1997; GIARDet al., 2000;
LAPORT et al, 2006).

Quando investigando a expressao de gespspor andlises de “northern blot”,
INGMER e colaboradores descreveram que a sintesaRINA dos geneslpB e clpE foi
fortemente induzida pelo choque térmico, enquanti@mscrito declpC foi moderadamente
induzido em células de. lactis INGMER et al., 1999). Experimentos, através de “northern
blot”, utilizando mMRNA deE. faecalis indicaram que os genepB e clpP se expressam
através de transcritos monocistronicos, enquané agugeneslpC, clpE e clpX parecem
estar organizados em operons. Os resultados nastrgue com excegdo apenaschX,
estes genes parecem ser regulados ao nivel dericdose serem induzidos pelo estresse
térmico.

A analise do provavel operon d@C mostrou a presenca de trés transcritos; onde o de
2,8 kb representou provavelmente o opesi@C-ctsR; o de 1,4 kb poderia representar uma
degradacéo do mRNA; e o de 9,0 kb poderia repraséturas “readthrough”, sob choque

térmico, apesar de um sitio de terminacdo da trigscter sido encontrado a montante do
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codon de terminacdo do ged@C. Vale ressaltar que experimentos futuros necessser
realizados a fim de melhor se caracterizar os d¢raas de 9,0 e 1,4 kb e a inducédo dos
mesmos. Assim como o geal@C, propomos que outros experimentos sejam realizpal@s
completa caracterizacdo dos gedek e clpX e, assim, confirmar ou ndo se estes encontram-
se em um operon com ORF(s) que flanqueia(m) esresg Sugerimos que, futuramente,
uma sonda para outra(s) ORF(s) localizadas a gisana montante dos gen#pC, clpE e

clpX poderia ser sintetizada e utilizada em novas sestie “northern blot”.

Semelhante a este trabalho, df faecalis, LAPORT e colaboradores (2004)
destacaram que o operdnaK mostrou um transcrito de maior tamanho sendo rfaetde
transcrito quando as células foram tratadas a H@CLO0 min e este mesmo transcrito foi
discretamente detectado ap0s crescimento do migesiizsmo em meio de cultura adicionado
de NaCl. Os autores deste trabalho sugeriram guant condigdes de estresses extremas 0s
genes do operordnaK sao fortemente induzidos. Como consequéncia, mirér da
transcricdo nao é totalmente eficiente e, em algumandicbes, 0s genes que estado
localizados a jusante do gedieaJ sdo cotranscritos como parte do opedoaK, resultando
num transcrito de maior tamanho do que o esperado.

Andlises de PCR em tempo real confirmaram a indugés genesclp sob
temperaturas elevadas. Em células da estirpe ssivigfaecalis OG1RF submetidas ao
calor de 48°C, constatou-se que a expressao des gpncom excecdo do gerofpX, foi
induzida mediante o estresse térmico. Consideraadnfato de que pode existir uma relacédo
entre a resposta ao estresse oxidativo e a viial@edE. faecalis (RIBOULET et al., 2007),
foi avaliado o possivel papel dos gechs em especial o da proteina ClpB, na resposta ao
estresse oxidativo. Assim sendo, analises realizadan a estirpe selvagel faecalis
OGI1RF, através de gRT-PCR, mostraram que, ao contté choque térmico, o estresse
oxidativo provocou uma reducdo na expressdo dogsgep quando as células foram
submetidas ao estresse cop®OkH4 mM.

Além da resisténcia ao choque térmico e ao estresgativo, a disseminacédo de
estirpes deEnterococcus spp. resistentes a vancomicina (VRE) tornou-se di diversos
estudos, visto que as estirpes VRE constituem uoblgma clinico em ambientes
hospitalares. A vancomicina é um glicopeptideo @jua sobre bactérias Gram-positivas pela
inibicdo da biossintese da parede celular (S@D8&., 2008) Com base na relevancia das
estirpes com resisténcia a vancomicina, a expredssigeneslp em células dé&. faecalis
tratadas com vancomicina também foi avaliada e, emoecdo apenas do gedeX, esta

expressao foi induzida apés 15 e 30 min de incubaca
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Diante dos estresses analisados, pode-se conclairog geneslp de E. faecalis
apresentam, provavelmente, um papel na resposesta@sse térmico ou com adicdo de
vancomicina, mas nao parecem estar relacionadespasta ao estresse oxidativo.

Estudos através de PCR em tempo real mostrarampeess@o de trés genes
envolvidos na resposta ao estresfeR, clpX e gls24, em diferentes estirpes &e faecalis
isoladas de alimento, material clinico ou de origamimal, sob diferentes condicdes
ambientais, tais como diferentes meios de culturaudancas no pH e na salinidade. Em
geral, todos os trés genes demonstraram um altel mie expressdo nas células em
crescimento exponencial, quando comparadas corfaséla fase estacionaria, para todas as
condicOes testadas (HEW, KORAKLI & VOGEL, 2007).

Uma variedade de dados indica que a capacidadespharaviver em condi¢des de
estresse, processo que frequentemente esta reldoioom o aumento da expressao de genes
de estresse, estd altamente relacionada com @&ndral emS. aureus (CLEMENTS &
FOSTER, 1999) e outros patégenos, cdmishmania spp. eL. monocytogenes (HUBEL et
al., 1997; ROUQUETTEet al., 1998). A invasdo de patdgenos bacterianos enmasétio
hospedeiro leva a mudangas ambientais e o papelnipaente conservado de proteinas Clp
na viruléncia poderia ser uma consequéncia do seolvemento nos danos impostos pelo
estresse bacteriano (FREES., 2007).

Recentemente, simples invertebrados, tais como acanae fruta,Drosophila
melanogaster (ERICKSONEt al., 2004), e dois insetos lepidépterBembyx mori (KAITO et
al., 2002) eGalleria mellonella (CHOI et al., 2002; REEVESet al., 2004), tém atraido
interesse por representarem um potencial sistemsa qEecdo de fatores de viruléncia de
bactérias patogénicas ou para a elucidacao deagias no hospedeiro. Diante disto, a larva
da mariposd. mellonella tem sido empregada em estudos de viruléncia desvgatdogenos
humanos, incluindde. faecalis (PARK et al., 2007; GASPARet al., 2009), Pseudomonas
aeruginosa (MIYATA et al., 2003) eCandida albicans (BRENNAN et al., 2002). Algumas
limitagcbes, que possam existir com outros modgbosiem ser resolvidas com o uso do
modelo daG. mellonella. Primeiro, as larvas d&. melonella podem ser mantidas a
temperatura de 37°C e, portanto, sdo bem adaptadastudo de patdgenos humanos. Em
segundo lugar, o inéculo do micro-organismo podeadeninistrado com precisdo através de
uma microinjecdo no corpo da larva. Terceiro, agak apresentam tanto vias de resposta
imune humoral como celular mediada por peptideos antohianos e células fagociticas,
respectivamente, o que permite uma melhor respdstéhospedeiro (KAVANAGH &

REEVES, 2004). Finalmente, o modelo de infeccdoGlamellonella é favoravel ao
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tratamento com antibibticos, e, assim, a eficaeiagkntes antimicrobianos pode ser avaliada
(MYLONAKIS et al., 2005; APERISet al., 2007). Em relacdo a eficiéncia do modelo de
estudo comG. mellonella, BRENNAN e colaboradores (2002) observaram, deramh
estudo correlacionando a viruléncia de estirpesantes deC. albicans em camundongos e
em larvas deé5. mellonella, que a viruléncia de estirpes mutantes mensuradastema de
camundongos foi similar a observada @éxmellonella, sugerindo que as larvas @Gelleria

sdo um modelo pratico de estudwivo.

Apesar do crescente reconhecimento da importaniiidcac de infec¢des por
Enterococcus spp., 0s mecanismos de patogenicidade utilizadoggias bactérias ainda néao
foram esclarecidos (KRISTICH, CHANDLER & DUNNY, 20p Diante de estudos
realizados por KONKEL & TILLY (2000) mostrando q@enes de viruléncia de alguns
micro-organismos poderiam estar relacionados coesposta ao choque térmico (KONKEL
& TILLY, 2000), e uma vez que &. mellonella tem sido usado com sucesso como um
modelo simples para estudos c@nfaecalis (PARK, et al., 2007; GASPAR et al., 2009;
LEBRETONZ et al. 2009), foi investigado, no presente trabalhamsegeneslpB e ctsR deE.
faecalis estdo envolvidos no processo de viruléncia destéehia, utilizando-se as larvas de
G. mellonella como hospedeiro. Através de estudosivo, realizados no presente trabalho e
utilizando-se este modelo de infeccéo, péde-seradasque células mutant@slpB e ActsR
apresentaram uma viruléncia menor quando compaggiaslulas selvagens &e faecalis
OGI1RF, concluindo-se que tanto ClpB como CtsR séteimas que podem estar envolvidas
na viruléncia dé. faecalis.

Estudos em outros modelos animais tém sido utihzgzhra demonstrar que ClpB é
importante para a viruléncia de patégenos bactsijancluindoP. gingivalis (YUAN, et al.,
2007), Salmonella typhimurium, (TURNER et al., 1998),L. monocytogenes (CHASTANET
et al., 2004) eYersinia enterocolitica (BADGER et al., 2000). Em concordancia com 0s
nossos resultados, CHASTANET e colaboradores (26@$traram, enh. monocytogenes,
que a proteina ClpB também apresenta um papelffisahio na patogénese deste micro-
-organismo. Este trabalho mostrou que camundonmgestados com células selvagensL.de
monocytogenes comegaram a morrer a partir de cinco dias da gaf@cenquanto aqueles
camundongos infectados com células mutantek. eaonocytogenes afetadas no gendpB
apresentaram morte apenas a partir de doze diasadpfeccdo (CHASTANEE al., 2004).

Os resultados obtidos nesta tese e descritos apapiesentam um estudo inicial dos
genesclp em E. faecalis e da importancia da chaperona molecular ClpB sposta ao

estresse térmico, na inducédo de termotolerancia @raléncia deE. faecalis, cocos Gram-
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-positivos de importancia clinica. Além disso, vadssaltar que, atualmente, as pesquisas
genéticas e moleculares avancadas nesta bact&y@afmase na obtencdo de mutantes.
Entretanto, tal obtencéo é extremamente dificihnqoando se dispde das técnicas necessarias.
Desejamos ainda salientar que a obtencao de msijaotelupla recombinagéo dinfaecalis

nos permitird ampliar as nossas pesquisas soleiguiacao da resposta ao choque térmico em
estirpes do géneirenterococcus, assim como aprofundar nossos estudos sobre asnaote
choque térmico Clp/ATPases.
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