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Resumo

Pseudomonas aeruginosa ¢ uma bactéria oportunista de ampla distribui¢do e que infecta
principalmente pacientes acometidos por fibrose cistica, pneumonia ou com doengas
respiratdrias pré-existentes, sendo grande responsavel por mortes em UTIs em todo o mundo.
Entretanto, os mecanismos de acdo envolvidos na determinacdo da viruléncia desse
microrganismo ainda ndo estdo completamente elucidados. A peroxidase Ohr e seu regulador
transcricional OhrR, das familias Ohr/OsmC e MarR (Multiple antibiotic resistance Regulator),
respectivamente, estdo envolvidos na defesa antioxidante de bactérias a peroxidos organicos e
peroxinitrito. No presente trabalho foram investigadas as a¢des de Ohr e OhrR em interagdes
patdgeno-hospedeiro por meio de um modelo de infec¢do pulmonar aguda em camundongos pela
linhagem PA14 de P. aeruginosa, bem como pelos mutantes simples (Aohr e AohrR) e o duplo
mutante (Aohr/AohrR). Foram construidas linhagens mutantes apolares por recombinacio
homologa e a verificagdo fenotipica ocorreu por meio dos testes de Kirby-bauer e MIC (Minimal
Inhibitory Concentration), confirmando maior sensibilidade das mutantes Aohr e ohr/AohrR
quando desafiadas por hidroperoxidos organicos em relagdo a selvagem. Inicialmente, as curvas
de sobrevivéncia de camundongos infectados pelas diferentes linhagens foram determinadas.
Nao houve diferengas estatisticas significativas entre as linhagens, mas os camundongos
infectados pela linhagem AohrR demonstraram maior capacidade de sobrevivéncia, sugerindo a
participagdo de OhrR na viruléncia da bactéria. Ao mesmo tempo, observamos a morte precoce
de camundongos infectados pela linhagem Aohr, apontando que a auséncia de Ohr poderia estar
interferindo de maneira negativa para o hospedeiro. A baixa viruléncia da linhagem AohrR foi
um resultado surpreendente, uma vez que a expressao da peroxidase Ohr estd aumentada nesses
casos. Também foi inesperado o fato da linhagem Aohr provocar mortes precoces. Diversos
parametros relacionados a resposta inflamatoéria de camundongos a infec¢do pelas distintas
linhagens de P aeruginosa foram analisados. Interessantemente, os camundongos infectados
pelas linhagens Aohr e Aohr/AohrR apresentaram maior recrutamento de neutrofilos de forma
significativa em relagcdo a linhagem selvagem. Os niveis de IL-1B e TNF-a nos pulmdes de
camundongos infectados pela linhagem Aohr foram maiores do que na linhagem selvagem,
embora os valores s6 tenham sido significativos no primeiro caso. Em geral, os niveis de
citocinas foram sempre maiores nos pulmdes de camundongos infectados com as linhagens
mutantes do que com a linhagem selvagem, embora em muitos casos sem significAncia
estatistica. O maior recrutamento de neutrdfilos e os maiores niveis de citocinas nos pulmdes de
camundongos infectados pela linhagem Aohr sdo sugestivos de resposta inflamatoria mais
intensa. As analises de citocina dos demais 6rgdos (figado e baco), bem como a analise de CFU,
ndo apontaram diferengas estatisticas entre as linhagens, o que ¢ coerente com o fato de P.
aeruginosa ser um patdgeno que infecta pulmdes. Uma outra linha de investigagdo dessa tese
envolveu analises bioquimicas e cinéticas de OhrR recombinante de P. aeruginosa (PaOhrR), ja
que esse fator de transcricdo ¢ considerado o sensor bacteriano de peroxidos organicos. As
reagdes de PaOhrR com hidroperdxidos organicos foram avaliadas por meio da fluorescéncia



intrinseca de triptofano usando fluorimetro acoplado a equipamento de mistura rapida com fluxo
interrompido (Stopped Flow). Dessa forma, as reacdes de PaOhrR com hidroperdxidos derivados
de 4cidos graxos procedeu com constantes de velocidade na ordem de 10° M'.s™". De maneira
semelhante, obtivemos valores na ordem de 10° M"'s™ para reagdes com peroxinitrito. Ao
mesmo tempo, confirmou-se a baixa reatividade entre PaOhrR e H,0O,, com constantes de
velocidade na ordem de 10' M™.s™". Também construimos mutantes individuais das trés cisteinas
presentes em PaOhrR, e assim pudemos determinar que Cys19 ¢ a cisteina catalitica e Cys 121 ¢
a cisteina de resolugdo. Esses resultados foram confirmados por meio de ensaios cinéticos e de
SDS-PAGE nao redutor. Isso era esperado, ja que esses residuos sdo conservados entre varias
proteinas OhrR. As constantes de velocidade de oxidagcdo de OhrR de C. violaceum (CvOhrR),
também investigadas nessa tese, foram bastante semelhantes as constantes de PaOhrR. As
constantes cinéticas de oxida¢do de CvOhrR por hidroperoxidos organicos artificiais e derivados
de acidos graxos situaram-se na ordem de 10° M's! e 10° M, respectivamente, portanto,
valores similares aos obtidos por PaOhrR. Também determinamos a constante cinética de
reducdo de CvOhrR por tiorredoxina de C. violaceum (CvTrxA), resultando em valores da ordem
de 10° M's™". Em geral, as constantes de reagio dos fatores de transcrigio OhrR estudados nessa
tese, estdo de duas a trés ordens de grandeza menores do que valores correspondentes para Ohr,
determinados previamente por nosso grupo. Esses resultados estdo de acordo com a proposicao
de que OhrR teria um papel na percep¢do de hidroperdxidos organicos, enquanto Ohr teria a
fungdo de decompor esses oxidantes. Portanto, os resultados obtidos nesta tese contribuiram para
o melhor entendimento dos papeis do sistema Ohr-OhrR na resposta bacteriana a peroxidos
organicos e possivelmente na compreensao de mecanismos de viruléncia de P. aeruginosa.



Abstract

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen of widespread distribution
that infects especially patients with cystic fibrosis, pneumonia or with pre-existing
respiratory diseases, hence being a major cause of death in intensive care units
worldwide. Nevertheless, the mechanisms involved in the virulence determination of this
microorganism are still elusive. The peroxidase Ohr and its transcriptional regulator
OhrR, from Ohr/OsmC and MarR (Multiple antibiotic resistance Regulator) families,
respectively, are involved in the antioxidant defense in bacteria against organic
hydroperoxides and peroxynitrite. In this research, we investigated the actions of Ohr and
OhrR in host-pathogen interactions, using the acute pulmonary infection model in mice
with the wild type strain PA14 of P. aeruginosa, as well as with the single mutants (Aohr
and AohrR) and the double mutant (Aohr/AohrR). Nonpolar strains were obtained by
homologous recombination and the phenotypic verification was checked by the Kirby-
bauer and MIC (Minimal Inhibitory Concentration) tests, confirming higher sensibility of
Aohr and ohr/AohrR mutants, when challenged by organic hydroperoxides and compared
to the wild type (WT) strain. Initially the survival curves of mice infected with the
different strains were determined. There were no significant statistical differences among
strains, but the mice infected by the AohrR strain showed higher survival rates,
suggesting the participation of OhrR in the bacterial virulence. At the same time, we
observed the early death of mice infected by the Aokr strain showing that the lack of Ohr
could be negatively interfering with the host. The low virulence of the AohrR strain was a
surprising result as the Ohr peroxidase is higher in these cases. It was also surprising the
fact that the Aohr strain causes early deaths. Many parameters related to inflammatory
response of mice to the infection by the strains of P. aeruginosa were analyzed.
Interestingly enough, the mice infected by the strains Aokr and Aohr/AohrR showed
significantly higher recruitment of neutrophils compared to the wild type strain. The
levels of IL-1B and TNF-a were higher in the lungs of mice infected with Aohr in
comparison to the WT strain, although only the first case showed statistical significance.
In general, the cytokine levels in the lungs of mice infected with the single and double
mutant strains were higher, but in many cases with no statistical significance. The higher
neutrophils recruitment and higher levels of cytokines suggested higher inflammatory
response caused by the Aohr strain infection. The analysis of cytokines in the other
organs (liver and spleen) as well as CFU analysis did not show statistical differences
among strains which is coherent with the fact that P. aeruginosa is a lung pathogen.
Another field of investigation of this thesis involved biochemical and kinetic analysis of
the recombinant OhrR from P. aeruginosa (PaOhrR), as this transcription factor is
considered the bacterial sensor for organic hydroperoxides. The reactions of PaOhrR with
organic hydroperoxides were evaluated by the intrinsic fluorescence of tryptophan, using
a fluorimeter attached to a stopped flow device. The rate constants of the reactions



between PaOhrR and fatty acid hydroperoxides were in the order of 10° M.s”, while
rate constants for the reaction of PaOhrR with peroxynitrite were within the 10° M™.s™
range. In contrast, the reactivity of PaOhrR to H,O, was very low (in the order of 10" M~
's"). We also obtained mutant proteins in which each one of the three cysteines of
PaOhrR were individually replaced by Ser residues, which enabled us to determine that
Cysl19 is the catalytic cysteine and Cys121 is the resolution cysteine. These results were
confirmed by kinetic and non-reducing SDS-PAGE assays. These results were expected,
as Cysl19 and Cysl21 residues are conserved across many OhrR proteins. The rate
constants for the oxidation of OhrR from C. violaceum (CvOhrR), also investigated here,
were very similar to the rate constants determined for PaOhrR. The rate constants for the
oxidation of CvOhrR by artificial organic hydroperoxides and fatty acids derivatives
were in the order of 10* M™.s™ and 10° M™.s™, respectively, again similar to the values
obtained for PaOhrR. We also determined the rate constant of CvOhrR reduction by
thioredoxin from C. violaceum (CvTrxA), resulting in values in the order of 10* M'.s™".
In general the rate constants of the OhrR transcription factors studied in this thesis are
from two to three orders of magnitude lower than the values corresponding to Ohr,
previously determined by our research group. These results are in accordance with the
proposition that OhrR would have a role in organic hydroperoxides perception while Ohr
would be responsible for decomposing these oxidants. Hence, the results obtained in this
thesis have contributed to a better understanding of the roles in the Ohr-OhrR system in
the bacterial response to organic hydroperoxides and, possibly, in the comprehension of
the mechanisms underlying P. aeruginosa virulence.



1. Introducao

1.1. Pseudomonas aeruginosa

O género Pseudomonas abriga mais de 200 espécies e seu nome deriva de ‘pseudes’ (falso) e
. , . . : . -
monas’ (uma unidade) e foi proposto para designar um género de bactérias nao esporulantes, em forma
de bastdo, com flagelo(s) em um dos polos. Pseudomonas aeruginosa ¢ uma proteobactéria, Gram-
negativa, pertencente ao grupo gama com viruléncia comprovada em individuos filogeneticamente
.- 1,2 e e A , . .
distintos *. Apresenta ampla distribui¢@o e carater oportunista, podendo ser encontrada em praticamente
todos os ambientes e em associacdo com plantas ou animais. Sua grande capacidade de adaptagdo permite
que sobreviva tanto em meios naturais quanto em condi¢des de hipoxia em ambiente hospitalar.
A versatilidade desse patogeno ¢ dada, dentre outros fatores, pela capacidade de utilizacdo de um
. . 3 . .
amplo espectro de nutrientes para sobreviver - (Figura 1), fazendo com que possa ser encontrado vivendo
em ralos e pias de hospitais e, até mesmo, em solugdes desinfetantes *. Apresenta proteinas que atuam
como fatores de viruléncia através de diferentes mecanismos regulatorios e sdo capazes de lidar de
maneira excepcional com fatores de estresse endogeno e exdgeno, permitindo sua adaptacdo a ambientes
.5 . . . . . 3 , - .. .
bastante hostis °. E capaz de sintetizar diferentes compostos bioativos °, e ¢ intrinsicamente resistente a

muitos antibiéticos, podendo adquirir resisténcia a tantos outros, tornando os tratamentos muito dificeis *.
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Pseudomonas spp.

Pseudomonas
aeruginosa

Figura 1. Distribuicio do género Pseudomonas. Esquema representativo de onde podem ser encontradas bactérias
do género Pseudomonas com destaque para P. aeruginosa com agdo patogénica humana. Adaptado de °.



Esse patdgeno ¢ importante causa de infecgdes humanas, principalmente em pacientes debilitados
e/ou com sistema imunologico deficiente. Foram observadas bacteremia em vitimas de queimadura,

. ~ . . . . ~ . 6 r
contaminacdo de pacientes acometidos por pneumonia e infec¢cdes hospitalares °. Apresenta também
expressiva participacdo na morbidade e mortalidade em pacientes acometidos por fibrose cistica ' pois,

~ A . ey e 6 . ~ y ~ 8
ndo raro, apresenta resisténcia a antibidticos °. Casos de infec¢do ocular também sdo relatados °.
Pseudomonas aeruginosa esti entre as maiores causas de infecgio hospitalar no Brasil e no mundo °.
Além disso, esse patdogeno estd dentro da classe dos chamados "superbugs" pois sdo bactérias

. . ROt . ro 10
multirresistentes aos antibidticos disponiveis .

A maioria das linhagens de P. aeruginosa produz um ou mais pigmentos, incluindo piocianina
(azul-verde), pioverdina (amarelo-verde fluorescente) (Figura 2) e piorrubina (vermelho-marrom).
Trabalhos apontam que as piocianinas ndo s6 contribuem para a persisténcia da bactéria nos pulmdes de
pacientes acometidos por fibrose cistica mas também interferem em fungdes celulares de outros

, . ey . ~ . . 11
mamiferos; entretanto, o mecanismo utilizado por elas ainda nio foi elucidado .

Apos a entrada do patdégeno no hospedeiro, pode ocorrer a colonizagdo do epitélio respiratorio de
individuos em condi¢des de pré-disposi¢do, como pacientes com fibrose cistica, ventilagdo mecéanica,
. . . y . , . 5 . ~
imunodeficientes ou com doengas respiratorias pré-existentes . A movimentacdo de Pseudomonas
aeruginosa no epitélio se d4 por meio do flagelo e do pilli; entretanto, particularmente em casos de
pacientes com fibrose cistica, a bactéria pode perder ambas as estruturas locomotoras, formando um
biofilme >°. Biofilmes mostram alta tolerdncia a antibidticos e ao sistema imune do hospedeiro. Para P.
aeruginosa, biofilmes formados em pulmdes de pacientes portadores de fibrose cistica resulta em

A . . . , - - 12 :
resisténcia pois a superficie aderente das células fica protegida por uma matriz extracelular ~ e, credita-se

. . 11
a 1Sso, a mailor causa de morte nesses casos .

Figura 2. Coloragao de P. aeruginosa-PA14. Cultura em meio liquido das linhagens PA14 (WT), Aohr e AohrR. A
coloragdo das colonias sugere que produgdo de piocianina e pioverdina ndo ¢ alterada nas linhagens mutantes.



1.2. Interacao de Pseudomonas aeruginosa com o hospedeiro

A interacdo patdogeno-hospedeiro nem sempre resulta em doenga. O resultado depende da
interacdo inicial, que pode ser: comensalismo, colonizagdo, persisténcia e, finalmente, infecgao,
resultando em prejuizos para o hospedeiro '*.

O sistema imune inato de um hospedeiro estd programado para responder ao contato com
um patdégeno, mas a reagdo a diferentes infecgdes requer tempo para a geracao de uma resposta
especifica. Células do sistema imune geram oxidantes contra microrganismos patogénicos e
podem causar danos a 4cidos nucléicos, proteinas e lipideos do invasor . Nosso sistema imune
apresenta diferentes mecanismos de atua¢do que promovem a eliminagdo rapida e eficiente de
bactérias. A fagocitose, por exemplo, pode acontecer e a digestdo da bactéria se d4 em apenas
alguns minutos '*.

Neutroéfilos sdo as células mais abundantes de nosso sistema imune, correspondendo entre
50% e 70% de nossos leucocitos. Os neutrdfilos sdo células do sistema imune inato que colocam-
se na linha de frente em casos de infec¢des bacterianas, fagocitando e gerando um burst
oxidativo no local da infec¢do. Neutrofilos sdo as células imunes predominantes em infecg¢des

15,16 ~ . . ~ .
7 e sdo, rapidamente, recrutados ao local de infeccdo sendo cruciais na

por P. aeruginosa
defesa do hospedeiro . Eles atravessam as paredes dos vasos sanguineos e chegam até os locais
da inflamagao.

Bactérias, por sua vez, tentam escapar de neutrdfilos pela inibigdo da fagocitose '*,
detoxificando ROS ', degradando NETs (redes compostas por aglomerado de cromatina e
proteinas granulares de neutréfilos) '° ou matando neutrdfilos recrutados *°. Ao longo do
processo evolutivo, esses patogenos desenvolveram uma série de mecanismos para escapar da
fagocitose e burst oxidativo provocados pelo hospedeiro. Dentre eles sistemas de detoxificacdo
de hidroperoxidos, evitando a a¢do de ROS produzidos que levariam a danos na membrana
plasmatica e DNA.

O recrutamento de neutrofilos se da por meio de sinalizadores chamados citocinas.
Citocinas sdo polipeptideos produzidos em resposta a microrganismos e outros antigenos, que
medeiam e regulam reagdes imunolégicas e inflamatérias *'. TNF-o é a principal citocina
mediadora da resposta inflamatoria aguda a bactérias Gram-negativas e outros microrganismos

infecciosos e ¢ responsavel por muitas das complicagdes sistémicas de infeccdes graves;

participa do recrutamento e estimula a atividade microbicida de macrofagos e neutrofilos (burst



oxidativo), sendo presente na fase aguda de infec¢des. TNF-a ¢ uma citocina pré-inflamatoria
produzida a partir de estimulos a vias de sinalizagio como a dos TLRs em macréfagos **. Os
receptores semelhantes ao toll (TLRs) de mamiferos, por sua vez, sdo membros de um sistema de
reconhecimento e de sinalizagdo evolutivamente conservado, descoberto em Drosophila
melanogaster. Esses receptores estdo presentes em macrofagos e em outras células do sistema
imune e apresentam especificidade, por exemplo, na ligacdo a componentes da parede celular
bacteriana.

Na resposta imunolégica, sabe-se que ROS interagem na via do NF-kB como resposta do
sistema imune inato . O NF-kB é um complexo proteico que desempenha fung¢des como fator
de transcricdo e, quando ativo, ¢ translocado do citoplasma para o nucleo, onde promove a
ativagdo de genes que codificam as citocinas TNF-o, IL-1 e IL-6 **. Em experimentos com ratos,
foi demonstrada a elevacdo nas quantidades de TNF-a, IL-1 e IL-6 apds infeccdo por P.
aeruginosa *. Além dessas, outra citocina pro-inflamatéria importante e também analisada em
infecgdes por P. aeruginosa é IL-1p 127

O contato de P. aeruginosa com o hospedeiro humano pode se dar pelas mucosas,
desencadeando respostas inflamatorias com ativagdo de enzimas como 6xido nitrico sintase *;
NADPH oxidase ** ¢ mieloperoxidase *°. Portanto, as bactérias sdo expostas a varios oxidantes,
incluindo: radical anion superdxido, radical hidroxila, perdxido de hidrogénio, peroxinitrito e
hidroperoxidos organicos (OHPs) *°. Dessa forma, a prote¢io de microorganismos contra
estresse oxidativo é um componente crucial na interagdo bactéria-hospedeiro *'.

Em resposta a alteracdes de estado redox dentro da célula, a bactéria ajusta seus sistemas
de controle, alterando seu metabolismo. Dessa forma, mantém as func¢des de proteinas essenciais,
tratando de garantir sua sobrevivéncia, porém essas alteracdes redox podem servir como
sinalizacdo para informar a necessidade de mudancas de estratégia. Essas alteragdes demonstram
como alteragdes redox sdo determinantes na promog¢ao de ambientes redutores, essenciais a vida
32

A viruléncia de genes de P. aeruginosa, utilizando Caenorhabditis elegans como
organismo hospedeiro foi utilizada ** e os resultados obtidos apontam semelhangas nas
estratégias da bactéria no ataque ao verme e a humanos.

Assim como em animais, a infeccdo de patdgenos em plantas dispara a producdo de

resposta por parte do hospedeiro de elevadas quantidades de oxidantes no local da infec¢gdo como

10



forma de combate ao patogeno ** apresentando-se como uma alternativa no estudo das vias e
estratégias de combate a bactéria.

De forma parecida, outros trabalhos apontam em diferentes patdgenos e hospedeiros a
participagio de proteinas atuando na resposta a estresse oxidativo e resposta imunologica *'>*.
Trabalhos semelhantes tém demonstrado a relevancia de mecanismos de defesa contra estresse
oxidativo em bactérias e suas respostas in vitro e in vivo >".

Dentre os varios oxidantes, o presente trabalho estd focado no estudo de OHPs que
podem reagir com acidos nucléicos, proteinas e lipidios, causando mutagdes no DNA, inativagdo
de enzimas e oxidagdo de fosfolipideos de membranas ***’. Consequentemente, mecanismos de
detoxificagdo de OHPs por bactérias sdo importantes para sua sobrevivéncia e proliferagdo no
hospedeiro *°. Organismos patogénicos desenvolveram estratégias complexas de reparo de danos
e detoxificagdo causados por OHPs que serdo descritos a seguir .

A enzima alquil hidroperoxido redutase C (AhpC) catalisa a reducdo de peroxido de
hidrogénio e hidroperoxidos orgéanicos, em agua e o alcool correspondente; AhpC faz parte das
enzimas da familia das peroxirredoxinas (Prx) *°. A importancia de AhpC no papel de protecio
de microorganismos contra o estresse oxidativo se reflete na grande variedade de espécies de
eubactérias e arqueobactérias nas quais o referido gene é encontrado *', além de seu papel na
detoxificagdo de hidroperoxidos ***'.

Além de AhpC, a enzima Ohr estd envolvida na detoxificacdo de OHPs, apresentando
atividade peroxidase dependente de tiél como descrito por diferentes autores ****. Ohr apresenta
baixa indugdo frente a estimulos com perdxido de hidrogénio mas apresenta alta especificidade e

34,36,43
~>* " sendo essa

¢ fortemente induzida quando desafiada por hidroperoxidos orgéanicos
caracteristica determinada pelo par de cisteinas conservadas em seu sitio ativo (Cys61 e Cys125
de acordo com numeragéo de proteina de Xylella fastidiosa) *** que se apresenta conservado em

todos os representantes da familia Ohr/OsmC **.

1.3. O sistema Ohr/OhrR

O sistema Ohr/OhrR compreende a peroxidase Ohr e o fator de transcricdo OhrR. Em
varias bactérias como Pseudomonas aeruginosa, o sistema Ohr-OhrR se mostrou central para
conferir resisténcia contra estresse oxidativo gerado por OHPs, como hidroperéxido de cumeno

(CHP) e tércio-butil (t-BHP), mas ndo para peréxido de hidrogénio (Figura 3), além de contribuir
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com a decomposi¢do desses OHPs em cultura de bactérias ™. Inicialmente, vamos descrever as

enzimas Ohr.

Figura 3. Estrutura de hidroperéxidos. (A) Peroxido de hidrogénio. (B) Perdxido de tércio-butil. (C)
Peréxido de cumeno; comparagdo entre as estruturas de peroxido de hidrogénio e dois hidroperéxidos
organicos (OHPs). Os atomos de oxigénio que compdem o grupo peroxido, estdo realgados em vermelho.
O grupo OOH ligado a um substituinte com carbono (organico) caracteriza um OHP. O substituinte
organico pode ser varidvel. Imagens de https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

A familia de proteinas Ohr/OsmC compreende proteinas ligadas a detoxificacdo de OHPs
no caso de Ohr *°, e de choque osmético no caso de OsmC *°. A familia de proteinas Ohr/OsmC,
pode ser dividida em trés subgrupos principais, sendo um representado por Ohrs, outro
representado por OsmCs e o terceiro pela YhfA, sendo que todas apresentam cisteinas
conservadas *'.

A identificacdo inicial do gene ohr foi realizada em Xanthomonas campestris pv.
phaseoli, devido a sua capacidade de resgatar a resisténcia a OHPs de um mutante 44pC de
Escherichia coli *® e proteinas relacionadas ja foram encontradas em uma grande variedade de
bactérias **. O gene osmc de Escherichia coli foi relacionado a resposta a choque osmotico .

Nosso grupo de pesquisa foi responsavel por mostrar que a proteina Ohr apresenta
atividade peroxidasica centrada em residuo de cisteina, apresentando maior eficiéncia em relacao
a OHPs do que peréxido de hidrogénio **, o que explica o fendtipo de células dohr de alta
sensibilidade a OHPs. Também mostramos que proteinas lipoiladas sdo os substratos redutores
de OHPs **. A proteina Ohr ¢ um homodimero de forma eliptica caracterizada por apresentar
duas folhas B compostas por seis fitas cercando duas alfa hélices centrais formando uma estrutura

em forma de barril ** (Figura 4).
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Figura 4. Estrutura de homodimero de Ohr. Estrutura quaternaria de Ohr de Xylella fastidiosa (PDB =
1ZB9). A Cys61 em rosa € a cisteina catalitica, enterrada entre as duas folhas . Na cadeia lateral a Arg 19
(magenta) envolvida na estabilizagdo do tiolato com a Cys 61 e Glu 51 (vermelho) que forma uma ponte
com Argl19. Cys 125 (amarelo), envolvida na formagio da ponte dissulfeto intramolecular >

Ohr apresenta-se como uma peroxidase, com duas cisteinas reativas em seu sitio ativo
localizadas em faces opostas na proteina e dependente de tidl. Outros residuos importantes no
ciclo catalitico sdo os residuos de arginina (Arg 19) e de glutamato (Glu 51) (Figura 5), que

estabilizam o 4nion tiolato ¥.

Portanto, Ohr apresenta propriedades unicas entre vdrias
peroxidases dependentes de tiol e estd presente principalmente em bactérias, sendo candidata

para o desenvolvimento de drogas.
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Figura 5. Mecanismo proposto para o ciclo catalitico de Ohr de X. fastidiosa (adaptado de OLIVEIRA et al.,
2006). O residuo de cisteina peroxidasica (Cysp) na sua forma reduzida, Cysp-S- (anion tiolato) é oxidada a Cysp-
SOH (ac. sulfénico) pelo hidroperoxido de ac. graxo (LHP). Em seguida, a instabilidade do ac. sulfénico € resolvida
através de uma reagdo de condensacdo com o residuo de cisteina de resolugdo (Cysgr), formando uma ligacdo
dissulfeto. Concomitantemente a reagdo de condensagdo, ocorre a liberagdo do alcool correspondente do acido.\
graxo e de uma molécula de dgua. Postula-se que a liberagdo do substrato ¢ ajudada pela mudanga conformacional
gerada pela perda da interagdo do residuo de arginina com o anion tiolato. Uma vez oxidada, Ohr deve ser
regenerada por um sistema redutor que acredita-se ser composto por proteinas lipoiladas **

+ @

Homologos ao gene ohr foram identificados em bactérias patogénicas °', como
Pseudomonas aeruginosa . Llewellyn et al (2011)’* realizaram testes de viruléncia em
mutantes de Francisella tularensis em ratos e em cultura de macréfagos e identificaram uma
proteina putativa de Ohr (FTN_1133) com papel de patogenicidade e predominante de defesa do
microrganismo contra estresse induzido por OHPs. Contudo, nosso grupo mostrou que a proteina
FTN_1133 nio pertence a familia Ohr/OsmC **, reforcando a necessidade de mais estudos sobre
as proteinas e mecanismos envolvidos nos processos de defesa do patdogeno.

A expressdo do gene ohr estd diretamente ligada a inducdo por OHPs e sua regulagdo ¢
mediada por OhrR, um regulador negativo **>°. O mecanismo de inibigdo da expressio do gene
ohr por OhrR envolve a ligagdo fisica desse fator de transcricdo no promotor de ohr, quando

OhrR esta reduzida. Ao ser oxidada por OHPs, OhrR deixa de se ligar ao promotor de ohr,

14



ativando a transcri¢io desse gene *~ (Figura 6).

3 L &
DNA OhrR binding and OHP - OhrR dissociation and
Ohr repression Ohr transcription

Reductant

Figura 6. Mecanismo proposto para o ciclo catalitico de OhrR. Inicialmente OhrR esta fisicamente ligada a
regido promotora de ohr, no DNA, com as cisteinas reduzidas; apds o ataque por hidroperdxidos organicos se
desprende do DNA pela alteragio de conformagio, com as cisteinas oxidadas. Figura modificada **. O retorno a seu
estado inicial se d4 pela redugdo via sistema Trx *.

O mecanismo de acdo de OhrR foi também descrito em X. campestris, realcando seu

. . 4
* e em Chromobacterium violaceum *. Nosso grupo,

controle sobre a transcricado de ohr
mostrou que OhrA e seu regulador negativo OhrR compreendem uma via de percepgdo e
detoxificagdo de peroxidos organicos, importante para a defesa desse patdgeno oportunista *°.
Ainda nesse trabalho, foi mostrado que OhrR ¢ especificamente reduzido por tiorredoxina, com
consequente liberagdo desse fator de transcrigio do promotor de ohr ** (Figura 6).

Resultados obtidos em X. campestris por Panmanee et al. (2006) indicaram diferentes
mecanismos de atuacdo de OhrR em organismos distintos. A partir do alinhamento da sequéncia
de aminoacidos, OhrRs podem ser classificados em 1-Cys ou 2-Cys OhrR, dependendo do
numero de residuos de cisteina envolvidos na ativa¢io do fator de transcri¢do ®. O grupo de

OhrR contendo uma unica cisteina (denominado 1-Cys) foi descrito para B. subtilis ®'. Em

algumas bactérias, existe mais de um gene ohr, denominados ohr4 e ohrB. Nesses casos, como
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por exemplo em Chromobacterium violaceum e Bacillus subtilis, a agdo de OhrR s6 se da no
promotor de ohrd *>*.
Diferentes autores sugerem que OhrR pertenca a um regulon que controle a

~ 12,62
expressao de outros genes

, além de seu proprio gene ohrR por autorregulacio e a de
ohr. De fato, o grupo liderado pelo Dr. José Freire da Silva Neto, em colaboracdo com
nosso grupo, mostrou recentemente que OhrR também regula a expressdo de diguanilato
ciclases, atuando em sinalizagio mediada por di-cGMP ®. Por outro lado, o gene ohrR
pode ser regulado de maneira hierarquica, por OspR em P. aeruginosa *, além da
autoregulacao descrita acima.

Recentemente, outros autores tém sugerido que a identificacdo de regulons da
familia MarR podem contribuir significativamente no esclarecimento de fatores que
determinem viruléncia e diversidade fenotipica '>. Essa familia recebe esse nome por
abranger fatores de transcrigdo com multipla resisténcia a antibioticos (Multiple
antibiotic resistance Regulators).

OhrR apresenta-se como um dimero e sua estrutura assemelha-se as de todos os
outros membros da familia MarR, sendo formada por 6 a-hélices e 3 folhas B que se
organizam da seguinte maneira: al, (residuos 14-36), a2 (residuos 40-51), B1 (residuos
54-57), a3 (residuos 58-64), a4 (residuos 68—81), B2 (residuos 83—-88), B3 (residuos 95—
101), a5 (residuos 102-122), ¢ a6 (residuos 130— 143) ® (Figura 7); sendo que as
porcdes da proteina que fazem contato com o DNA reconhecem o major groove e o
minor groove da estrutura helicoidal ®. O estado de oxidagdo de OhrR (Figura 8)
determina a conformacdo da proteina e, consequentemente, sua interacdo ou

desligamento do DNA.
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Figura 7. Estrutura de OhrR de B. subtilis. (A) OhrR com N-terminal e C-terminal de ambas as
subunidades e estrutura secundaria de uma das subunidades colorida e marcada, e a outra em rosa. (B)
Alinhamento da sequéncia estrutural da proteina OhrR e da familia MarR. Os elementos da estrutura
secundaria de OhrR ¢ DNA ligado a OhrR estdo indicados por flechas (folhas B), retdngulos solidos (o-
hélices) e retangulos (310 hélices). O residuo da cisteina catalitica C15 esta ressaltado por um quadrado em
vermelho e as tirosinas Y29 e Y40 estdo coloridas em vermelho. Os residuos que se ligam ao DNA estdo
marcados com asteriscos vermelhos. Os residuos homodlogos que interagem com o DNA estdo demarcados
por um contorno dourado. Figura modificada

Figura 8. Estruturas de OhrR de Xanthomonas campestris. (A) Estrutura de OhrR reduzida com uma
subunidade magenta e a outra rosa claro. Cisteinas estdo em amarelo; (B) Estrutura de OhrR oxidada com
uma subunidade em azul esverdeado e a outra em azul claro. Figuras feitas com PyMOL, modificadas '

Além de OhrR, segundo Gupta (2018)", outros genes pertencentes a familia
MarR apresentam-se localizados no genoma préoximos a genes que codificam proteinas
importantes na interacdo com hospedeiros mamiferos.

Considerando que a maioria das proteinas da familia MarR apresenta um ou mais
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residuos de cisteina e que os mecanismos de defesa bacterianos contra o ataque de ROS
do hospedeiro s3o cruciais no sucesso ou fracasso da colonizagdo, o papel das respostas

. 12
redox deve ser considerado "~.

A
455 bp 428 bp
ohr
_—  —
B .
Hypothetical Organic MarR family .
protein (GGDEF domain)  hydroperoxide transcriptional Hypothetical
resistance protein regulator protein

ohrA ohrR

CV0208 CV0209 CCo210 cCo211

Figura 9. Organizacio gendmica de ohr-ohrR. (A) Locus génico de ohr e ohrR em P. aeruginosa; (B)
operon de Ohr e OhrR de C. violaceum. Figuras retiradas de * e *, respectivamente.

A dele¢do de ohrR em Mycobacterium smegmatis promoveu aumento da
viruléncia em macréfagos pela expressdo constitutiva de Ohr  porém linhagens Aokr
exibiram viruléncia equivalente a linhagem selvagem (WT). Segundo Caswell et al.
(2012)”°, contudo, tanto a linhagem mutante Aokr quanto AohrR ndo alteraram a
viruléncia em Brucella abortus no modelo de infeccdo de camundongos quando
comparadas a linhagem selvagem. Esses e outros dados da literatura apontam para a
necessidade de mais informagdes para a elucidagdo do funcionamento desses genes.

Em comparagdo com a enzima antioxidante Ohr, pouco se sabe sobre a
reatividade do fator de transcrigdo OhrR frente a diferentes redutores e oxidantes. Assim,
justifica-se a caracterizagdo cinética de OhrR de P aeruginosa e C violaceum realizada
nesta tese, ja que esses fatores de transcricdo sdo considerados os sensores redox de

OHPs.
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1.4. Chromobacterium violaceum

Além de P aeruginosa, nesta tese também avaliamos o modo de agdo de OhrR de
Chromobacterium violaceum, aproveitando-se de construcdes geradas pelo Dr. José
Freire da Silva Neto, nosso colaborador. C. violaceum é um bacilo Gram-negativo,
portador de flagelo encontrado na natureza, no solo e em agua parada. Seu predominio

1,72 . . 3 r
172 agindo como decompositor *; porém,

ocorre em regides tropicais e subtropicais
ocasionalmente, pode agir como patdgeno oportunista em animais € no homem via
infecgdo cutinea '*. As infec¢des podem ser localizadas ou septicémicas graves com
multiplos abscessos, mais esporadicamente relatadas "> mas que apresentam alta taxa de
mortalidade .

Esse patogeno foi descrito pela primeira vez em 1927, na Malasia ' ¢ uma de
suas caracteristicas ¢ a producdo de um antibidtico natural, violaceina, que pode ser ttil
no tratamento de alguns tipos de cénceres '' e apresenta coloragdo violeta intenso,
caracterizando as colonias ',

Assim como P. aeruginosa, C. violaceum ¢ um patdégeno oportunista e, por serem
bactérias Gram-negativas, apresentam regulacdo de expressdo de genes em resposta a
densidade populacional, mecanismo regulatério chamado de quorum sensing ™ requerido
para diferentes caracteristicas fenotipicas bem como para producdo de enzimas
extracelulares em C. violaceum "'. De fato, Evans (2018)" relata a agfio de controle via
quorum-sensing em C. violaceum na defesa contra microbicidas.

Trabalhos reforcam a importancia do sistema Ohr-OhrR na defesa contra

43,63

oxidantes além da a¢do de OhrR como um regulon modulando a defesa do patogeno

63

em ensaios realizados em camundongos Ainda assim, os autores reafirmam a

necessidade de mais informagdes em relacdo a esse mecanismo.
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2. Conclusoes

- A auséncia de OhrR em linhagens de P. aeruginosa pode acarretar maior sobrevida de
camundongos infectados.

- A auséncia de Ohr parece promover maior inflamagao nos tecidos do hospedeiro.

- A auséncia de Ohr e OhrR promove maior recrutamento de neutr6filos nos pulmdes do
hospedeiro em relagdo a linhagem selvagem.

- A linhagem Aohr ocasiona maior producdo de citocinas IL-1 B nos pulmdes de
camundongos do que a linhagem selvagem.

- Andlises de CFU com as diferentes linhagens testadas (WT, Aohr, AohrR e
Aohr/AohrR) ndo apresentaram diferengas estatisticas significativas entre si.

- OhrR tem importante papel na percepcao da presenca de hidroperdxidos organicos.

- PaOhrR tem as Cysl9 e Cysl21 como cisteinas catalitica e de resolugdo,
respectivamente.

- OhrR apresenta alta afinidade por hidroperdxidos organicos com constantes de reagao
da ordem de 10° M 57",

- PaOhrR apresenta alta afinidade por peroxinitrito com constantes de rea¢do da ordem de
10°M s,

- PaOhrR apresenta baixa afinidade por peroxido de hidrogénio com constantes de reagao
da ordem de 10' M 57",

- CvOhrR deve ter como redutor TrxA.
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