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As unidades ndo sao abreviaturas

Amp sensibilidade a ampicilina

ATCC American Type Culture Collection
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DNA é&cido desoxirribonucleico
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rpm rotagdes por minuto
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Resumo

As endolisinas sdo proteinas codificadas no genoma de bacteri6fagos de DNA de cadeia
duplas. S&o produzidas na fase tardia do ciclo de vida litico do fago e apresentam actividade
hidrolitica ao nivel do peptidoglicano, que permite a libertacdo da progenia viral. Quando
aplicadas exogenamente, como proteinas recombinantes purificadas, a células bacterianas, as

endolisinas podem degradar o peptidoglicano causando a lise rapida da célula.

O potencial uso de endolisinas como agentes antibacterianos tem vindo a ser proposto como

uma alternativa para combater 0 aumento significativo de espécies resistentes a antibioticos.

O presente trabalho teve como principal objectivo o estudo da actividade litica de duas lisinas
produzidas pelos fagos F168 e F170, que infectam Enterococcus sp.

A andlise da sequéncia aminoacidica das lisinas Lis168 e Lis170 identificou a presenca de um
dominio CHAP e de um dominio amidase-2 nestas proteinas, respectivamente. Tendo por
base esta informacdo, construiu-se um proteina quimera, Lis170-168 a fim de avaliar a sua
actividade litica comparativamente as lisinas Lis168 e Lis170

A estratégia adoptada resultou na producdo de trés amostras proteicas sollveis, que foram
testadas sobre Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium e Enterococcus sp.

Dos resultados obtidos concluiu-se que as lisinas Lis168, Lis170 e Lis170-168 sdo activas
sobre espécies Enterococcus sp e que a Lis170-168 contribuiu para alargar o espectro de
accédo destas lisinas.






Abstract

Endolysins are double-stranded DNA bacteriophage-encoded proteins produced at the end of
a litic life cycle, designed to attack the peptidoglycan in order to allow the release of the new
sintethized phage particles. Endolysins are also capable of degrading peptidoglycan when
applied externally to the cell wall, as purified recombinant proteins, which results in a rapid
lysis of the bacterial cell.

The increased antibiotic resistance has drawn the attention to the potential use of phage lysins
as antibacterial agents.

The present work aims to study the lytic activity of two lysins from phage F168 and F170
both infecting Enterococcus sp.

Amino acid sequence analysis of Lys168 and Lys170 identified a CHAP domain and an
amidase-2 domain in these proteins, respectively. With this information a quimeric protein
was constructed in order to evaluate the possibility of improving the lytic activity. The
strategy drawn allowed the production of soluble proteins, which were used to test the activity
against Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium and Enterococcus sp.

Our overall results led it the conclusion that Lys168, Lys170 and Lys170-168 proteins
exhibited antibacterial activity towards Enterococcus sp. In addition, Lys170-168 appeared to
increase the lytic spectrum.
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Estudo da actividade de lisinas codificadas por bacterioéfagos que infectam Enterococcus sp Introducdo

1.INTRODUCAQ

1.1 Bacteriofagos

Os bacteriéfagos, ou simplesmente fagos, sdo virus que tém a capacidade de infectar bactérias
(Hanlon, 2007 e Duckworh, 1976). Sdo dez vezes mais numerosos que as bactérias no meio
ambiente, fazendo dos fagos as entidades mais abundantes na Terra, sendo frequentemente

isolados de meios aquéticos (Hanlon, 2007 e Achermann, 2001)).

O estudo dos bacteriéfagos, teve inicio em 1915 quando Frederick W. Twort isolou das fezes
de um paciente com disenteria, um “agente infeccioso e filtravel” (Pennazio, 2006). Em 1917,
D’Herelle numa investigacdo independente, ou ndao (Duckworh, 1976), descobriu uma
entidade “antagonista” de bactérias, que provocavam a sua lise em culturas liquidas e levavam
a formacdo de placas de lise na superficie de meios de cultura com agar semeados com
bactérias. A designacdo de bacteriofago foi introduzida por este autor para denominar 0s
“virus que comem bactérias” (Summers, 2005 e 1999).

O impulso decisivo para o protagonismo dos fagos em Biologia, surgiu com o investigador
Delbriick, que formou um grupo de investigacdo que dava pelo nome de “phage group”, cujo
estudo se focou em perceber o mecanismo de infeccdo, multiplicacdo e lise dos fagos
(Pennazio, 2006).

1.1.1 Classificacéo

Os bacteriofagos sdo agrupados em 13 familias tendo em conta a morfologia das suas
particulas virais e natureza do &cido nucleico (Figura 1.1 e Tabela 1.1). Os fagos que possuem
na sua estrutura uma cauda, pertencem a ordem Caudovirales e correspondem a cerca de 96%
dos fagos descritos. A cauda pode ser contractil, caracteristica que define os fagos
pertencentes a familia Myoviridae, ou ndo contractil especifica dos fagos das familia
Siphoviridae (por exemplo o fago A) e Podoviridae (Hanlon, 2007 e Matsuzaki et al., 2005),
apresentando estes Ultimos uma cauda curta. Os restantes 4% dos fagos descritos distribuem-

se pelas outras 10 familias.
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Figura 1.1 — Representacdo esquematica das 13 familias descritas para a classificacdo de bacteriéfagos

Tabela 1.1 — Descrigao das familias dos bacteridfagos.

Familia Morfologia Acido Nucleico
Myoviridae Cauda Contractil
Caudovirales Siphoviridae Cauda longa, ndo contractil
Podoviridae Cauda curta, ndo contractil

Capside icosaedra com vesiculas

Tectiviridae lipoproteicas internas

Corticoviridae  Capside icosaedra com camada lipidica DNA cadeia dupla

Lipothrixiviridae Filamentos, lipidos

Plasmaviridae  plejomérficos, envelope, lipidos e sem

Fuselloviridae capside
Rudiviridae Helicoidal
Inoviridae Forma redonda com simetria helicoidal o
i _ S DNA cadeia simples
Microviridae Cépside icosaedra
Leviviridae Capside pseudo-isocaedra RNA cadeia simples
Cytoviridae Envelope, capside icosaedra, lipidos RNA cadeia dupla,
segmentado

Relativamente a natureza do &cido nucleico, a grande maioria dos fagos apresentam um

genoma de DNA em cadeia dupla (dSDNA). Existem fagos que possuem um genoma de DNA
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de cadeia simples (ssDNA) (pertencem a familia Inoviridae e Microviridae), ou de RNA em

cadeia simples (ssSRNA) (da familia Leviviridae) ou dupla (da familia Cytoviridae).

1.1.2 Ciclo de vida

Os bacteri6fagos, como todos os parasitas obrigatorios, ndo apresentam um ciclo metabdlico
proprio e dependem do hospedeiro para se manterem e replicarem. Alguns apresentam uma
especificidade muito restrita em relacdo ao hospedeiro, enquanto outros apresentam um

espectro de infeccdo mais abrangente.

Como tal, o ciclo de vida de um bacteriéfago ocorre na sua totalidade no interior da célula
bacteriana hospedeira. Com base no tipo de ciclo de vida, os bacteri6fagos podem ser de dois
tipos: fagos liticos, que apresentam um ciclo de vida litico; ou fagos temperados, que
apresentam ciclo de vida lisogénico e litico (Hanlon, 2007; Matsuzaki et al., 2005; Bernhardt
et al., 2002 e Young et al., 2000) (Figura 1.2).

Os bacteriéfagos temperados podem realizar um ciclo de vida lisogénico. Os fagos adsorvem
a superficie bacteriana, através do reconhecimento de receptores presentes na parede celular e
posteriormente injectam o genoma viral na célula hospedeira. O DNA fagico pode, na maioria
dos casos, integrar-se no genoma bacteriano, como é o caso do fago A e a replicacdo do
genoma viral ocorre aquando da replicagdo do genoma bacteriano, passando para todas as
células filhas durante a divisdo celular. Em determinadas condicfes, o genoma viral é

excisionado do cromossoma bacteriano podendo ocorrer um ciclo litico.

No ciclo de vida litico, as primeiras fases, a adsor¢do e injeccdo do DNA, sdo comuns ao ciclo
de vida lisogénico. Depois de atingir o citoplasma, o DNA viral comeca a expressar proteinas
essenciais a rapida replicacdo do DNA fagico, seguida da transcricdo de genes tardios que
codificam para 0s componentes estruturais. Posteriormente ocorre a encapsidacao do genoma
viral, levando a formacdo de particulas virais que se vao acumulando no citoplasma
bacteriano. Os novos fagos séo libertados apds a lise celular, mediada pela producdo das
proteinas tardias holina e endolisina (Young, 2005).
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Figura 1.2 - Esquema representativo dos dois tipos de ciclos de vida do fago A (adaptado de Thiel, 2004).

O sistema litico holina-endolisina estd codificado no genoma de fagos de dsDNA. As
endolisinas sdo enzimas muraliticas com actividade hidrolitica para as ligacdes especificas
que se estabelecem na camada de peptidoglicano. A holina é uma proteina membranar de
pequenas dimensfes, que tem a capacidade de se integrar na membrana plasmatica,
conduzindo a uma alteracdo do potencial de membrana como consequéncia da abertura de
poros na mesma. No modelo de lise do fago A, a endolisina acumula-se no citoplasma e, apés
um dado periodo de tempo geneticamente determinado, a holina integrada na membrana, abre
poros letais, através dos quais a endolisina, acede ao peptidoglicano (Figura 1.3) (Young et
al., 2000).

Estudos realizados com o fago T4 de E. coli, revelaram que as endolisinas sdo fundamentais
para a libertacdo da progenia viral dada a sua capacidade em hidrolisar o peptidoglicano. Num
estudo em que se substituiu o gene que codifica para a endolisina do fago T4 por uma outra
proteina sem actividade litica, verificou-se que durante a infeccdo fagica e apoés a
multiplicacdo do fago, a célula era destruida mas a progenia viral ndo era libertada. (Thiel,
2001).
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Figura 1.3 — Modelo representativo da lise provocada pela infeccdo do fago A (sistema litico holina-lisina). (A)
As endolisina acumula-se no citoplasma e as holinas integram-se na membrana citoplasmatica. (B) As holinas
oligomerizam e formam poros letais na membrana permitindo que as endolisinas atravessem estes poros e

acedam a camada de peptidoglicano, hidrolisando-o (Sdo-José et al., 2003).

Actualmente sabe-se que existem fagos que produzem endolisinas cujo transporte ndo é
dependente da holina, utilizando os sistemas de transporte bacterianos, para acederem ao
substrato. Estas lisinas em particular, apresentam na sua estrutura uma sequéncia sinal, que
permite a translocacdo da proteina, através do sistema sec (translocase) do hospedeiro, pela
membrana citoplasmatica até ao espaco periplasmico (Figura 1.4). Na literatura ja estdo
descritas lisinas deste tipo, que apresentam no dominio N-terminal um péptido sinal, como é o
caso da Lys44 produzida pelo fago de Oenococcus oeni, fOG44 (Sdo-José et al., 2000) e a
lisina do fago ®gle de Lactobacillus plantarum (Kakikawa, 2002). Noutros casos, de que é
exemplo a lisozima Lyz do colifago P1 (Xu et al., 2005 e Xu et al., 2004), a sequéncia
aminoacidica apresenta na extremidade N-terminal uma regido de caracter hidrofdbico,
designada por Signal-Arrest-Release (SAR), que permite igualmente, o transporte da
endolisina através do sistema sec, com a particularidade de nao ser clivada. Apesar de nestes
casos a holina ndo participar no transporte da endolisina, pensa-se que possa desempenhar um
papel na activacao de lisinas que se encontram no espaco periplasmico e na determinacéo do
tempo de lise (Sdo-José, et al., 2007 e Xu et al., 2004). Pensa-se que este sinal esteja
associado a desregulacdo da membrana provocada pela integracdo das moléculas de holina
nesta estrutura (Sdo-José et al., 2003). Alguns fagos codificam uma proteina adicional
designada por anti-holina que permite uma regulacdo apertada do programa litico (Young,
2005).
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Figura 1.4 — Mecanismo litico mediado por holinas e endolisinas portadoras de péptido sinal. (A) A endolisina é
translocada pelo sistema sec para o espaco periplasmico, onde se acumula. A holina integra-se na membrana
citoplasmatica. (B) A holina oligomeriza abrindo poros na membrana desregulando o potencial de membrana,

seguindo-se a degradacéo do peptidoglicano pela lisina (Sdo-José et al., 2003).

Para além do modelo holina-endolisina, existem outros fagos liticos que, como consequéncia
do seu pequeno genoma, codificam uma Unica proteina litica que interfere com o0 mecanismo
de sintese da camada de peptidoglicano. Sdo exemplo a lisina E do fago ®X174 (ssDNA)
(Bernhardt et al., 2000 e Young et al., 2000), a lisina L do MS2 (ssRNA) e a lisina A2 do Qp
(RNA de cadeia simples) (Karnik e Billeter, 1983).

Em contraste com o que ocorre no ciclo de vida de fagos liticos e temperados, no ciclo de vida
dos fagos filamentosos (familia Inoviridae), ocorre um fendmeno curioso que consiste na
fusdo dos fagos com a membrana da célula, dando-se a libertacdo das particulas virais do

hospedeiro sem que ocorra destruicdo da célula hospedeira (Russel e Model, 2005).

1.2 Endolisinas fagicas

A designacdo de endolisina surgiu em 1958 para designar uma substancia litica proteica,
sintetizada nas células bacterianas durante a multiplicacdo de um fago, com capacidade de

actuar na parede celular a partir do interior da bactéria (Jacob et al., 1958).
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1.2.1 Estrutura das endolisinas fagicas

Como ja foi referido, as endolisinas sdo produzidas na fase mais tardia do ciclo de vida de
infeccdo do fago. Muitas destas proteinas apresentam uma estrutura modular composta por
dois dominios com funcges distintas: um dominio catalitico e um dominio de ligacdo a parede
celular (Figura 1.5) (Diaz et al., 1990 e Garcia et al., 1990). Na regido N-terminal localiza-se
o dominio catalitico (representado a amarelo e azul na Figura 1.4), que pode exibir diferentes
actividades cataliticas consoante o tipo de ligacdo que hidrolisam (Loessner, 2005 e Young,
1992). Ja sdo conhecidas lisinas fagicas que possuem nesta regido 2 ou mais dominios
cataliticos com actividade distinta, associados ao mesmo dominio de ligacdo (Navarre et al.,
1999).

Catalytic Binding

N U T

Figura 1.5 — Estrutura basica de uma lisina fagica. A amarelo e a azul estdo representados dois dominios

cataliticos distintos, localizados na regido N-terminal. A cinzento com a letra L esta localizado o linker,
sequéncia aminoacidica que liga os dois dominios. A cor-de-rosa esta representado o dominio de ligacdo, que se
localiza na regido C-terminal (Fischetti, 2008; Fischetti, 2005).

Na regido C-terminal localiza-se o dominio de ligacdo (representado a cor-de-rosa) a parede
celular, que se liga a uma molécula especifica presente nesta estrutura (Lopez et al., 1997;
Lopez. et al., 1992 e Garcia et al., 1988). Este dominio, para além de contribuir para a
eficicia da actividade enzimética na hidrolise do peptidoglicano, é responsavel pela
especificidade da endolisina, visto que o substrato do dominio de ligacdo apenas se encontra
em bactérias sensiveis a accao das lisinas (Hermoso et al., 2003). Os dois dominios funcionais
estdo ligados entre si por uma sequéncia linker (representado a cinzento e pela letra L).

Apesar do dominio C-terminal desempenhar a funcdo de ligacdo da endolisina a parede
celular, nem sempre € requerido para que ocorra actividade litica. Estudos efectuados por
Vasala et al.(1995) mostraram que a truncagem da regido C-terminal, dominio catalitico, da
lisina Mur (lisina do fago LL-H de Lactobacillus delbrueckii) mantém a sua capacidade litica

mesmo na auséncia da regido C-terminal.
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A estrutura modular das endolisinas foi demonstrada experimentalmente através de analise
enziméatica por mutacdo na regido C-terminal (Loessner et al., 2002; Morita et al., 2003 e
Navarre et al., 1999), da construgdo de enzimas quimeras funcionais (Lopez et al., 1997) e
através de cristalografia de raios-X (Hermoso et al., 2001).

A estrutura modular das endolisinas é bastante vantajosa pois torna possivel conjugar
dominios cataliticos de umas enzimas com dominios de ligagdo de outras enzimas, resultando
em enzimas diferentes com um espectro de ac¢do mais alargado (Weiss et al., 1999; Lopez et
al., 1997 e Garcia et al., 1990). Um estudo realizado por Garcia e colaboradores, consistiu em
trocar o dominio catalitico de uma autolisina de S. pneumoniae, com o dominio de ligacdo de
uma lisina produzida por um bacteriéfago das mesma espécie, criando uma nova enzima com
a capacidade de clivar outra ligacdo do peptidoglicano (Lopez et al., 1997 e Croux et al.,
1993). Esta tecnologia permite desenhar enzimas com uma elevada especificidade e com
actividade catalitica variada.

1.2.2 Modo de acc¢éo das endolisinas

Como ja foi referido anteriormente, as endolisinas actuam ao nivel da camada de
peptidoglicano. O peptidoglicano que é composto por varias cadeias de agucar amino N-
acetilglucosamina e acido N-acetilmuramico, ligadas entre si por ligac6es -1,4 glicosidicas e
cadeias tetrapeptidicas ligadas ao grupo lactil do &cido muramico, através de uma ligacdo

amida (Donovan et al., 2006).

As endolisinas tém como alvo as diferentes ligacdes que se estabelecem entre os constituintes
do peptidoglicano. Tendo em conta o tipo de ligagdo que hidrolisam, as endolisinas sdo
divididas em 5 classes principais (Figura 1.6): (i) amidase N-acetilmuramoil-L-alanina; (ii)
endopeptidase L-alanoil-D-glutamato; (iii) endopeptidase intraespecifica; (iv) N-acetil-p-D-
glucosaminidase e (v) N-acetil-B-D-muramidase (também conhecida como muramoil-
hidrolase) (Fischetti et al., 2008; Fischetti et al., 2005; Loessner, 2005; Fischetti et al., 2004 e
Young et al., 2000).

De um modo geral, as lisinas de bacteriéfagos que infectam bactérias Gram-positivas, quando
aplicadas exogenamente, sdo activas para a espécie bacteriana da qual deriva o fago que as
produziu. Por exemplo, enzimas produzidas por fagos de Pneumococcus apenas lisam

pneumococos (Loeffler et al., 2001 e Nelson et al., 2001). Outro exemplo, é o caso da lisina
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produzida por um fago de Streptococcus do grupo C (a endolisina PlyC), que apresenta
actividade enzimatica contra estreptococos dos grupos A, C e E e ainda tem accdo sobre S.
uberis e S. equi, mas ndo apresentam qualquer accao sobre estreptococos da flora comensal da
cavidade oral humana (Borysowski et al., 2005).

Amidase H-acetil-muramoil-
L-alanina

Endopeptidase .
Per Endopeptidase intraespecifica

L-alanoil-U-glutamato @

) f

@@Té @

N-acetil-B-D-glucosaminidase -acetii-ﬁ'-D-‘mtiramidase
{muramoil-hidrolase}
Figura 1.6 — Esquema representativo dos alvos das endolisinas no peptidoglicano. Abreviaturas: GICNAc, N-

acetil glucosamina; m-DAP, acido meso-diaminopimelico; MurNAc, acido muramico N-acetil; L-ala, L-alanina;
D-Ala, D-alanina; D-Glu, D-glutamato (adaptado de Loessner, 2005).

1.3 Terapia fagica

A terapia fagica consiste na aplicacdo de bacteri6fagos na sua totalidade ou de produtos por
eles produzidos, como agentes antibacterianos para combater infeccdes bacterianas.

O estudo da terapia fagica foi iniciado por Félix d’Herelle, um dos investigador que descobriu
os fagos em 1917 (Summers et al, 1999). Desde essa data, na Europa de Leste e na antiga
Unido Soviética os bacteriofagos eram usados como tratamento de infeccBes bacterianas. No
entanto, as investigaces em terapia fagica foram postas de lado com o aparecimento da era
dos antibidticos.
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Actualmente, a problematica do crescente aparecimento de estirpes bacterianas resistentes aos
antibiodticos, estimulou a necessidade de encontrar alternativas ao uso de antibiéticos numa

tentativa de ultrapassar esta dificuldade.

A procura de novas terapias eficazes no combate as infecgdes bacterianas, conduziu as
investigacdes nesta area a voltarem novamente a atencdo para a potencial capacidade
terapéutica dos bacteri6fagos, ou produtos por eles produzidos. Ja se encontram registados
estudos sobre a utilizacdo de bacteriofagos como tratamento clinico ou mesmo como
profilaxia de doencas infecciosas, quer causadas por bactérias Gram-negativas quer causadas
por Gram-positivas (Bull et al., 2005 e Matsuzaki et al., 2005) e também no controlo de
agentes patogénicos de produtos alimentares, tais como Listeria monocytogenes,
Campylobacter jejuni e Salmonella sp (Greer, 2005).

No entanto, a area de maior relevo para o presente trabalho consiste no hipotético uso de
produtos com origem fagica, mais concretamente das endolisinas, e ndo no uso de
bacteriofagos na sua totalidade. Estas enzimas fagicas tém vindo a ser estudadas como
possiveis novas terapias, em alternativa ou como complemento as terapias de antibioticos ja
existentes, no combate a infeccGes provocadas por bactérias resistentes a terapéutica

convencional.

1.3.1 Uso de endolisinas fagicas como terapia antibacteriana

As endolisinas parecem constituir uns bons candidatos no combate a bactérias resistentes aos
antibiéticos convencionais, dado que diferem destes no mecanismo de accdo. Estudos recentes
revelaram que ja existem endolisinas activas contra estirpes de S. penumoniae resistentes a
penicilina, como é o caso da PlyC (Jado, 2003; Loeffler et al., 2003; Loeffler et al., 2001),
contra S. aureus resistentes a metilcilina, como é o caso da LysK (Horgan et al., 2008 e
O’Flaherty et al., 2005) e contra E. faecalis e E. faecium resistentes a vancomicina, como é o
caso da lisina PlyV12 (Yoong et al., 2004).

Outra questdo de elevado interesse, consiste na possibilidade de usar endolisinas no
tratamento de infeccBes causadas por bactérias Gram-negativas. Nestas bactérias a camada
fina de peptidoglicano estda rodeada por uma membrana externa impermeavel a
macromoléculas (Vaara et al., 1992) que, a primeira vista, parece dificultar a actividade das

endolisinas quando aplicadas exogenamente (Loessner, 2005). Porém, verificou-se que existe
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uma endolisina, produzida por um fago de Bacillus amyloliquefaciens, que apresenta a
capacidade de lisar a espécie Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa apesar da presenca da
membrana externa. Esta lisina apresenta na regido C-terminal uma sequéncia aminoacidica
com caracter hidrofobico que permite a passagem da lisina através da membrana externa e o

acesso do dominio catalitico ao peptidoglicano (Orito et al., 2004 e Morita et al., 2001).

Uma caracteristica que distingue as endolisinas dos antibidticos convencionais é o seu
espectro de ac¢do. Normalmente estas enzimas sdo especificas para o género da qual deriva o
fago que as produz. Pelo contrario, 0s antibioticos apresentam um espectro de ac¢do muito
mais alargado e ndo havendo distin¢do entre as bactérias causadores da infeccdo e as bactérias
que constituem a flora comensal do organismo, levando a um desequilibrio na populagéo
bacteriana (Dancer, 2004). Um outro ponto a favor das endolisinas é o facto de até a data

ainda ndo terem sido descritos casos de efeitos secundarios no modelo animal.

Por outro lado, as endolisinas podem ser aplicadas em conjugacdo com antibidticos
convencionais, exibindo um efeito sinérgico. Como é o caso da lisina Cpl-1 que, em
conjugacdo com a penicilina, tem a ac¢do aumentada sobre estirpes de S. pneumoniae
resistentes a penicilina (Djurkovic et al., 2004).

Grande parte das endolisinas, quando aplicadas exogenamente a uma bactéria apresentam um
espectro de actividade litica, que pode ser determinado por trés factores distintos: (i) clivagem
de ligacdes especificas na parede celular; (ii) activacdo enzimatica especifica por
componentes presentes exclusivamente na parede celular de uma dada bactéria e (iii)
especificidade no reconhecimento do substrato e na posterior ligacdo a parede celular. Como
ja foi referido, geralmente os espectros de accdo de uma lisina fagica restringem-se a espécie
bacteriana da qual a enzima deriva (Shuch et al., 2002; Zimmer et al., 2002 e Loeffler et al.,
2001), ou ao género (Loessner et al., 2002 e Loessner et al., 1997). No entanto, lisinas com
actividade de amidase parecem apresentar um espectro de ac¢do mais alargado do que as
outras classes de endolisinas, devido ao facto da ligacdo amida entre o acido N-acetil
muramico e o residuo L-alanina no peptidoglicano ser comum a vérias espécies bacterianas
(Navarre et al., 1999). Um exemplo € o caso da lisina PlyV12, produzida pelo fago de
Enterococcus @1, que apresentou actividade litica sobre estirpes de Streptococcus pyogenes e
de Staphylococcus aureus (Yoong et al., 2004)

As endolisinas poderdo vir a ser aplicadas nas mais diversas areas como agentes

antimicrobianos: (i) na eliminacdo de bactérias patogénicas que colonizam a mucosa da
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cavidade oral; (ii) no tratamento de infeccBes bacterianas; (iii) no biocontrolo de alimentos e
(iv) na proteccao de plantas contra bactérias fitopatogénicas (Parisien et al, 2007; Borysowski
et al., 2005 e Payne et al, 2004).

A lisina produzida pelo fago de Streptococcus do grupo C, C1, foi a primeira endolisina a ser
administrada topicamente como um agente antimicrobiano, para o tratamento de uma infeccao
na cavidade oral em ratinhos. Esta lisina mostrou ser eficiente na eliminacdo de varias estirpes
de Streptococcus dos grupos A e M, e apresentou alguma actividade litica contra
Streptococcus dos grupos C e E. As estirpes de Streptococcus dos grupos B, D, F, G, L e N
parecem ser resistentes a actividade desta lisina (Borysowski et al., 2005).

Na literatura ja foram registados estudos do uso intravenoso da endolisina Cpl-1, codificada
no fago Cp-1de pneumococos, em ratinhos previamente infectados com S. pneumoniae. Este
estudo revelou que a administracdo da lisina em multiplas doses, de 12 em 12 horas, era
eficaz na eliminagéo da infeccdo na totalidade (Loeffler et al., 2003).

A aplicacdo de produtos fagicos traz algumas vantagens a terapia antimicrobiana
convencional: (i) sdo efectivos contra bactérias patogénicas multi-resistentes; (ii) ndo alteram
a flora comensal do organismo, uma vez que a maior parte das endolisinas sdo especificas
para as espécies alvos; (iii) combatem rapidamente o aparecimento de estirpes patogénicas
resistentes a antibioticos; (iv) ndo se conhecem efeitos secundarios no modelo animal; (v) a
terapia com fagos ou com os seus produtos requer menos custos que desenvolver um novo
antibidtico e (vi) nem os fagos nem os produtos fagicos tém accdo contra células eucaridticas
(Matsuzaki et al., 2005).

1.3.2 Resisténcia as endolisinas fagicas

Até a data ainda ndo sdo conhecidos mecanismos de resisténcia as endolisinas. Pensa-se que a
razdo de ndo se desenvolverem resisténcias a estas enzimas, seja o facto de elas se ligarem a
moléculas bacterianas essenciais a vida do hospedeiro (Fischetti et al., 2004; Fischetti, 2003 e
Loeffler et al., 2001). Esta teoria é suportada pelo facto de lisinas de fagos de pneumococos se
ligarem a colina, um amino alcool presente no peptidoglicano, indispensavel a viabilidade dos
pneumococos (Loeffler et al., 2001). Outra evidéncia, € o caso da lisina com ac¢do em
estreptococos do grupo A que se liga a poliramnose, uma molécula indispensavel ao
crescimento destas bactérias (Fischetti, 2003).
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Alguns estudos de resisténcias efectuados, quer em meio solido quer em meio liquido,
provaram que a exposigdo continuada a baixas doses de endolisina ndo levava ao
desenvolvimento de mutantes resistentes as lisinas testadas (Schuch et al., 2002 e Loeffler et
al., 2001).

1.3.4 Resposta imunitaria as endolisinas

Um dos potenciais obstaculos a terapia antimicrobiana com endolisinas, € a resposta
imunitéria induzida apds o tratamento sistémico e de administracdo oral (Fischetti, 2005). A
resposta humoral pode levar & diminuicdo ou bloqueio total da actividade litica,
principalmente apds a aplicacdo repetitiva em casos de infecgdo cronica.

Em estudos pré-clinicos realizados em ratinhos sujeitos a um tratamento intravenoso com a
endolisina Cpl-1, mostrou-se que a actividade litica desta enzima ndo sofreu qualquer
diminuicdo com a presenca de anticorpos. Testes in vitro realizados com soros de coelhos
hiperimunizados para esta lisina, revelaram uma diminuicdo pouco significativa na actividade
litica da lisina Cpl-1 (Loeffler et al., 2003). Jado e colaboradores verificaram que, apds uma
segunda administracdo de lisina nos mesmos ratinhos 10 dias apds a primeira administracao, a

actividade litica mantinha a sua eficacia (Jado et al., 2003).

Um outro estudo em que se produziram anticorpos contra lisinas de estreptococos e de antrax
em coelhos hiperimunizados para estas lisinas, mostrou que ndo ocorria a neutralizacdo da
actividade enzimatica das proteinas em causa, provavelmente por estas lisinas apresentarem
uma elevada afinidade do dominio de ligacdo para o seu substrato. Esta explicacdo pode estar
na base da ndo neutralizacdo das endolisinas pelos anticorpos através da regido C-terminal
(Fischetti, 2005). O que permanece por explicar € a razdo pela qual os anticorpos néao

neutralizaram as enzimas pela regido N-terminal.

Os resultados obtidos por estes testes pré-clinicos, indicam que a aparente imunogenicidade as
endolisinas, manifestou-se através da producdo de anticorpos. No entanto, a presenca destes
anticorpos ndo é suficiente para impedir o uso das proteinas como tratamento de infeccbes
bacterianas. No caso da lisostafina, a conjugacdo com polietilenoglicol (PEG) diminuiu a
ligacdo dos anticorpos. Apesar da PEGuilagdo inibir ligeiramente a actividade litica da
lisostafina, verificou-se que aumenta o tempo de meia-vida desta lisina para 24 horas, em

comparagdo com 1 hora, exibida pela enzima sem modificacao.

13



Estudo da actividade de lisinas codificadas por bacterioéfagos que infectam Enterococcus sp Introducao

A resposta imunitéaria e a producdo de anticorpos contra as endolisinas € uma questdo que
merece a devida atencdo, no entanto ainda ndo consiste numa problematica a administracéo
terapéutica de lisinas. Pensa-se que a ac¢do bacteriolitica das endolisinas seja tdo rapida, que
no fim do seu efeito, ainda ndo se iniciou a producgdo de anticorpos.

1.3 Género Enterococcus

1.3.1 Importancia médica

O género bacteriano Enterococcus pertence a familia Enterococcaceae juntamente com 0s
géneros Atopobacter, Enterococcus, Melissococcus, Pilibacter, Tetragenococcus e
Vagococcus. Actualmente este género engloba 40 espécies
(http://www.bacterio.cict.fr/e/enterococcus.html), destacando-se as espécies de Enterococcus
faecalis e Enterococcus faecium, com especial interesse para o presente trabalho. Sdo cocos
Gram-positivos, que pode aparecer associados aos pares, diplococos, ou em cadeia, ndo tém a
capacidade de formar esporos, sdo catalase-negativos, sdo anaerébios facultativos e
fermentativas. A maior parte das estirpes de E. faecalis e E. faecium ndo sdo hemoliticas.

As espécies E. faecalis e E. faecium estdo documentadas como patogénicos oportunistas nos
humanos e, tém vindo a ser associados a infec¢cbes humanas. Ja na década de 70 e 80, as
espécies E. faecalis e E.faecium foram consideradas as principais responsaveis por doencas
nosocomiais. Actualmente sdo a 42 principal causa de infec¢Ges adquiridas em hospitais
(Emori et al., 1993).

As espécies E. faecalis e E.faecium fazem parte da flora comensal do tracto intestinal e da
cavidade oral nos humanos (Uchiyama et al., 2008 (a); Uchiyama et al., 2008 (b) e Yoong et
al., 2004). Em individuos saudaveis a colonizacdo por estas bactérias ndo conduz a nenhuma
condicdo patolégica. No entanto, devido a aquisicdo de factores de viruléncia e ao
aparecimento de estirpes resistentes a antibioticos, nomeadamente a vancomicina (Deshponde
et al., 2007 e Fujita, 2005), comegaram-se a registar infeccOes nosocomiais associadas a
enterococos em individuos imunocomprometidos (Centikaya et al., 2000; Jett et al., 1994;
Johnson, 1994 e Murray, 1990).

As patologias mais comummente associadas a uma infeccdo por enterococos incluem

endocardite, abcesso abdominal e infeccbes do tracto urinario (Fugita, 2005 e Kayser, 2003).
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1.3.2 Endolisinas produzidas por fagos que infectam Enterococcus

A problematica da aquisicdo de resisténcias aos antibioticos de uso comum tem sido cada vez
mais observada em espécies do género Entercoccus. EXiste portanto uma crescente
necessidade em trabalhar para se desenvolverem novas terapias antimicrobianas que possam

contribuir para controlar esta situacao.

A quantidade de endolisinas produzidas por fagos que infectam enterococos, registadas, é
ainda muito reduzida. A Unica lisina deste tipo descrita até hoje € a lisina PlyV12, produzida
pelo fago ®1 que tem acc¢do litica contra a estirpe V12 de E. faecalis (Yoong et al., 2004). A
PlyV12 apresenta um dominio catalitico com actividade de amidase que tem acgdo sobre
multiplas estirpes de E. faecalis, incluindo estirpes resistentes a vancomicina. No entanto, a
principal caracteristica desta endolisina € o facto de apresentar um espectro de ac¢do que se
estende ndo s6 a outras espécies do género Enterococcus, mas também a espécies fora deste
género, como € o caso de algumas estirpes patogénicas de Streptococcus e Staphylococcus.
Na base desta observacdo pode estar a partilha de um polimero da parede celular comum a

todas as estirpes.

A investigacdo na area das lisinas € extremamente importante, pois estas enzimas, na sua
forma purificada, podem vir a ser utilizadas para fins terapéuticos ou profilaticos, in vivo, para
eliminar bactérias patogénicas colonizadoras das mucosas, responsaveis por infeccdes
adquiridas na comunidade, infec¢es nosocomiais, ou que existam na corrente sanguinea, sem
afectar a flora circundante normal (Fischetti, 2006, Fischetti et al., 2006 e Fischetti, 2005).
Devido aos sérios problemas de bactérias resistentes em hospitais, particularmente
estafilococos, pneumococos e mais recentemente enterococos, estas enzimas podem ser um

beneficio imediato neste tipo de ambientes.

E no seguimento desta linha condutora, que o presente trabalho tem como objectivo a
identificacdo, caracterizacdo e avaliacdo do potencial antibacteriano, de duas endolisinas
fagicas, a Lis168 e Lis170, codificadas respectivamente no genoma de dois fagos de
Enterococcus designados por F168 e F170.

Na tentativa de melhorar e alargar o espectro de accdo destas enzimas, pretende-se ainda
construir uma sequéncia quimera resultante da conjugacdo do dominio catalitico da Lis170
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com o dominio de ligacdo da Lis168 e registar quais 0s beneficios de produzir este tipo de

enzimas modificadas.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Estirpes bacterianas e vectores

Os vectores pIVEX 2.3d (Roche ) e pTrCHisA (Invitrogen) foram usados para a clonagem dos
genes que codificam para as endolisinas Lis168 e Lis170, bem como para o fragmento de
DNA que codifica para a quimera Lis170-168. Usou-se como estirpe de clonagem a E. coli
MRF’ XL1-blue (Stratagene), crescida em meio Luria-Bertani (LB) a 37°C, com agitacdo, a
uma velocidade de 150rpm. As estirpes de expressdo usadas foram a E. coli CG61 [E. coli
BL21 (pGP1-2)] (Séo-José et al., 2000) e E. coli BL21, crescidas em meio LB a temperatura
de 28°C e 37°C, respectivamente, com agitacdo e a velocidade de 150rpm. A marca de
seleccdo de ambos 0s vectores € a ampicilina, sendo esta adicionada ao meio de crescimento
numa concentragdo final de 100pg/mL. O plasmideo pGP1-2, presente na estirpe de expressao
E. coli CG61, apresenta resisténcia a canamicina, sendo esta adicionada ao meio de

crescimento numa concentragdo final de 30pg/mL.

Para 0 ensaio da actividade litica das proteinas, foram testadas estirpes clinicas provenientes
de amostras biol6gicas variadas recolhidas em diferentes unidades hospitalares, que estdo
sumariadas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Tabela representativa das estirpes bacterianas de origem clinica utilizadas nos ensaios clinicos para
testar a actividade litica das lisinas Lis168, Lis170 e Lis170-168.

1/06 Enterococcus faecalis Pus

1902/05 Enterococcus faecalis Liquido ascitico
344/06 Enterococcus faecalis Exsudado de escara
363/06 Enterococcus faecalis Liquido pleural

46/06 Enterococcus faecalis Pus peritoneal
497/06 Enterococcus faecalis Hemocultura
834/06 Enterococcus faecalis Hemocultura
838/05 Enterococcus faecalis Urina
911/05 Enterococcus faecalis Urina
953/06 Enterococcus faecalis Exsudado
1130/06 Enterococcus faecalis Exsudado
1451/05 Enterococcus faecalis Urina
1665/05 Enterococcus faecalis Pus
1915/05 Enterococcus faecalis Urina
2092/05 Enterococcus faecalis Urina

45/06 Enterococcus faecalis Hemocultura
604/07 Enterococcus faecalis Urina

17



Estudo da actividade de lisinas codificadas por bacterioéfagos que infectam Enterococcus sp

Materiais e Métodos

71/07 Enterococcus faecalis Urina
786/06 Enterococcus faecalis Hemocultura
993/06 Enterococcus faecalis Pus

1553/05 Enterococcus faecalis Urina
556/06 Enterococcus faecalis Urina

73/07 Enterococcus faecalis Urina
857/05 Enterococcus faecalis Urina
882/06 Enterococcus faecalis Urina
926/06 Enterococcus faecalis Urina
958/05 Enterococcus faecalis Urina

1113/06 Enterococcus faecalis Hemocultura

127/06 Enterococcus faecalis Urina

1408/05 Enterococcus faecalis Urina
1409/05 Enterococcus faecalis Urina
1551/05 Enterococcus faecalis Urina
1554/05 Enterococcus faecalis Urina
1558/05 Enterococcus faecalis Urina
1853/05 Enterococcus faecalis Urina

2/06 Enterococcus faecalis Urina
2093/05 Enterococcus faecalis Urina

3/06 Enterococcus faecalis Urina
307/06 Enterococcus faecalis Urina

43/06 Enterococcus faecalis Urina
44/06 Enterococcus faecalis Pus
563/07 Enterococcus faecalis Hemocultura
750/06 Enterococcus faecalis Hemocultura
751/06 Enterococcus faecalis Hemocultura

81/06 Enterococcus faecalis Urina
952/06 Enterococcus faecalis Hemocultura
954/06 Enterococcus faecalis Hemocultura

1/07 Enterococcus faecalis Urina

110/07 Enterococcus faecalis Urina
139/07 Enterococcus faecalis Urina
158/07 Enterococcus faecalis Hemocultura
310/07 Enterococcus faecalis Urina
311/07 Enterococcus faecalis Urina
328/07 Enterococcus faecalis Urina
332/07 Enterococcus faecalis Urina
514/07 Enterococcus faecalis Urina
606/07 Enterococcus faecalis Urina

1000/05 Enterococcus faecium Urina
1131/05 Enterococcus faecium Pus
1132/05 Enterococcus faecium Pus
1607/05 Enterococcus faecium  Exsudado de escara
1729/05 Enterococcus faecium Urina
1793/05 Enterococcus faecium Pus
1795/05 Enterococcus faecium Urina
1866/05 Enterococcus faecium Urina
1903/05 Enterococcus faecium Pus
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969/05 Enterococcus faecium Urina
184/06 Enterococcus faecium Pus
185/06 Enterococcus faecium Cateter
186/06 Enterococcus faecium Pus
187/06 Enterococcus faecium Pus
188/06 Enterococcus faecium Hemocultura
198/06 Enterococcus faecium Bilis
226/06 Enterococcus faecium Urina
267/06 Enterococcus faecium Exsudado anal
268/06 Enterococcus faecium Pus
269/06 Enterococcus faecium Hemocultura
388/06 Enterococcus faecium Hemocultura
389/06 Enterococcus faecium Hemocultura
390/06 Enterococcus faecium Hemocultura
729/06 Enterococcus faecium Liquido pleural
515/07 Enterococcus faecium Exsudado vaginal
1040/06 Enterococcus sp. Urina
1041/06 Enterococcus sp. Urina
1271/06 Enterococcus sp. Urina
1285/06 Enterococcus sp. Urina
140/07 Enterococcus sp. Urina
1403/06 Enterococcus sp. Liquido ascitico
1404/06 Enterococcus sp. Urina
1405/06 Enterococcus sp. Urina
263/06 Enterococcus sp. Urina
1654/05 Enterococcus sp. Bilis
1710/05 Enterococcus sp. Cateter
264/06 Enterococcus sp. Urina
470/06 Enterococcus sp. Pus
992/06 Enterococcus sp. Urina
1518/05 Enterococcus sp. Pus
926/05 Enterococcus sp. Hemocultura
1020/05 Staphylococcus aureus Liquido sinuvial
590/07 Staphylococcus aureus Pus
(MRSA)
586/07 Staphylococcus aureus Exsudado
(MSSA)
5/06 Staphylococcus Hemocultura
haemoliticus
546/06 Staphylococcus Urina
epidermidis
1/09 Bacillus subtilis ATCC
2/09 Bacillus licheniformis ATCC
12/08 Streptococcus grupo A  Exsudado faringico
13/08 Streptococcus grupo A Exsudado faringico
3/09 Micrococcus luteus ATCC
44/08 Escherichia coli Urina
35/08 Escherichia coli Urina
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As espécies pertencentes aos géneros Enterococcus, Staphylococcus e Micrococcus usadas
neste trabalho foram crescidas a 37°C em meio Brain Heart Infusion (BHI), com agitacédo de
135rpm. As estirpes clinicas de E. coli e as espécies Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis
foram crescidas em meio LB a 37°C com agitacdo de 150rpm. As espécies do género
Streptococcus foram crescidas em meio Todd-Heyit Yeast (THY), a temperatura de 37°C sem

agitacao.

2.2 Pesquisa e caracterizacdo das sequéncias das lisinas Lis168 e Lis170

Recorrendo a ferramentas de bioinformatica, pesquisaram-se 0s genes que codificam para as
lisinas Lis168 e Lis170, respectivamente no genoma dos fagos F168 e F170. Inicialmente
identificaram-se os locais de iniciacdo, como sendo a presenca de coddes de iniciacdo da
traducdo e a sequéncia de ligacdo aos ribossomas (RBS), utilizando os programa SECentral e
Gene Runner. A pesquisa de sequéncias homélogas na base de dados foi efectuada usando o
programa BLAST-X e BLAST-P (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para a analise da

sequéncia aminoacidica recorreu-se ao servidor de protedmica ExPASy (Expert Protein
Analysis System, www.expasy.ch), ao programa Predict Protein
(http://www.predictprotein.org/) e a base de dados online Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/).

2.3 Construcao dos plasmideos recombinantes

O plasmideo pDP1 foi obtido por clonagem de um fragmento de DNA contendo a sequéncia
nucleotidica que codifica para o gene lis168, no vector pIVEX2.3d. O fragmento de DNA de
714pb, foi obtido por reaccdo de polimerizagdo em cadeia (PCR), com o par de primers F168-
Nco e F168-Xma (Tabela 2.2), usando o DNA gendmico do fago F168 como molde. De
sequida, foi purificado usando o kit comercial High Pure PCR Product Purification Kit
(Roche), digerido com as enzimas Ncol (Fermentas) e Xmal (Fermentas) e clonado no vector
pIVEX2.3d previamente digerido com as mesmas enzimas de restri¢éo.

O plasmideo pDP2 foi obtido, por clonagem do gene lis170 no mesmo vector. O fragmento de
870pb foi amplificado com os primers F170-Bsp e F170-Xma (Tabela 2.2), usando como
molde o DNA do fago F170, purificado, usando o kit comercial referido anteriormente,
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digerido com as enzimas de restricdo Bspl (Fermentas) e Xmal (Fermentas) e clonado no
vector pIVEX2.3d, previamente digerido com as enzimas Ncol e Xmal.

O plasmideo pDP3 foi obtido pela técnica Overlap Extension PCR, através da amplificagdo
paralela de parte do gene 1is168, com os primer F168-CWBD e F168-Xma, e de parte do gene
lis170, com os primers F170-Bsp e F170-168 (Tabela 2.2), usando como molde o DNA
fagico do fago F168 e do fago F170, respectivamente. Os fragmentos de 279pb e 573pb
obtidos foram adicionados a mesma mistura reaccional e procedeu-se a uma segunda reaccao
de PCR com os primers F170-Bsp e F168-Xma (Tabela 2.2). O fragmento de 852pb obtido
foi purificado com o kit comercial referido anteriormente, digerido com as enzimas Bspl e

Xmal e clonado no vector pIVEX2.3d, digerido com as enzimas Ncol e Xmal.

As reaccOes de restricao referidas anteriormente foram efectuadas sequencialmente devido a
incompatibilidade entre os tampdes das enzimas de restricdo. Primeiramente digeriram-se 0s
produtos amplificados e o vector com a enzima Ncol ou Bspl, (no caso dos genes lis170 e
lis170-168), durante 2h 30min a 37°C. Procedeu-se & inactivacdo da enzima a 80°C durante
20min. Dialisaram-se as amostras durante 1h com discos de dialise (Millipore) contra agua
bidestilada e seguiu-se a digestdo com a enzima Xmal durante 2h 30min a 37°C. As amostras

foram novamente dialisadas pelo método descrito anteriormente.

Tabela 2.2 — Estirpes, plasmideos e primers usados neste estudo.

Estirpe,

bacteriofagos, - Referéncia ou
Descricéo

plasmideos e marca
oligonucle6tidos

Escherichia coli

A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96

XL1-Blue MRF" A1 1o [F' proAB laclZAM15 Tn10 (Tet)] Stratagene
Sé&o-José etal.,

CG61 BL21 (pGP1-2) 2000

BL21 E. coli B F dem ompT hsdS(rs- mg-) gal [malB*]k.12(1>)

Plasmideos

pIVEX2.3d Vector de expressdo Roche

pTrcHisA Vector de expressdo Invitrogen

pDP1 Gene 1is168_ clonado em pIVEX2.3d

pDP2 Gene lis170 clonado em plVEX2.3d

pDP3 Gene 1is170-168 clonado em plVEX2.3d Presente estudo

pDP4 Gene lis168_ clonado em pTrcHisA

pDP5 Gene lis170 clonado em pTrcHisA

pDP6 Gene lis170-168 clonado em pTrcHisA

Oligonucleottidos (5°-3)
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F168-Nco gATTCATCCATggTTAAATTAAATYATGTACTTAGC
F168-Xma TCTTATACCCgggTAACTTAACTTgTggATAAQC
F168-Bam gATQgATCCgTTAAATTAAATGATOTACTTAQGCT
F168-Pst CTTCTgCAgGTTATAACTTAACTTgTggATAAQC
F168-CWBD AAQCCTAAACCACCTgCACC
Presente estudo
F170-Bsp gTTTAATTCATgACAggAgAAGTATTTAGTAGCTTg
F170-Xma AAATCTACCCQggAgATTTTTTAQTAATACCTACTA
F170-Bam gTTagATCCgCAggAgAAGTATTTAGTAGCT
F170-Pst AATCT9CAQTTAAQATTTTTTAgTAATACCTACTA
F170-168 CTggTTTTggTgCAggTggTTTAgYCTT TggCTCCggCTTAACTYCATTgTTAgAGC
pTrc HisA-1 gAQOTATATATTAATYTATCg
pTrc HisA-2 TCggATCATgACYATCCTgg

pIVEX-T7 terminator ~ gCTATTATTgCTCAgCgg

pIVEX-T7 promoter ~ ATTAATACgACTCACTATAgY

A sublinhado simples estdo indicados os locais de restri¢do incluidos nos oligonucleétidos. O duplo sublinhado
indica a regido complementar ao primer F168-CWBD

O plasmideo pDP4 foi obtido de forma semelhante aos anteriores. Amplificou-se o gene
lis168 com os primers F168-Bam e F168-Pst (Tabela 2.2), usando como molde o DNA do
fago F168. O fragmento de 714pb obtido foi purificado do mesmo modo ja referido, digerido
com as enzimas BamHI (Fermentas) e Pstl (Fermentas) e clonado no vector pTrcHisA,

igualmente digerido com as mesmas enzimas.

Para a construcdo do plasmideo pDP5, amplificou-se o gene lis170 com os primers F170-Bam
e F170-Pst (Tabela 2.2), usando como molde o genoma do fago F170. O fragmento de 870pb
foi purificado e digerido com as enzimas BamHI e Pstl, clonado no vector pTrcHisA,

previamente digerido com as mesmas enzimas.

O plasmideo recombinante pDP6 obteve-se do seguinte modo: efectuou-se uma amplificacdo
paralela de parte do gene lis168, com os primers F168-CWBD e F168-Pstl (Tabela 2.2), e de
parte do gene lis170, com os primers F170-Bam e F170-168. Obtiveram-se dois fragmentos
cada um com 279pb e 573pb, que foram adicionadas & mesma mistura reaccional e sujeitos a
uma nova reac¢do de PCR com os primers F170-Bam e F168-Pstl (Tabela 2.2). O fragmento
obtido com 852pb foi purificado seguindo o método ja referido, clivado pelas enzimas de
restricdo BamHI e Pstl e clonado no vector pTrcHisA, também ele clivado pelas mesmas

enzimas.

O vector pTrcHis A e os fragmentos amplificados a clonar neste vector foram digeridos
duplamente durante 2h 30min a 37°C. Ap0s a digestdo, as enzimas foram inactivadas pelo
calor e as amostras foram dialisadas, pelo método descrito anteriormente.
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Antes da reaccdo de ligacdo ambos o0s vectores e os produtos amplificados digeridos foram,
novamente purificados usando o mesmo kit comercial High Pure PCR Product Purification
Kit (Roche), seguindo as instrucdes do fabricante.

A mistura reaccional de todas as reac¢des de PCR, cuja composi¢do esta resumida na Tabela
2.3, foi sujeita as seguintes condicbes: 1min a 95°C; 35 ciclos de 1min a 95°C, 1min a 58°C e
2min a 72°C; e 10min a 72°C. As reac¢fes ocorreram no termociclador BioRad MyCycler
(Bio-Rad).

Tabela 2.3 — Condigdes da mistura reaccional das reac¢des de PCR.

| Mistura Reaccional de PCR Concentracéo final
Tampdo da polimerase 1x
MgCI2 2,5mM
DNA molde 2 ng/ulL
dNTP’s (Fermentas) 0,25mM
Primer Fw 0,4pmol/ pL
Primer Rev 0,4pmol/ pL
DNA polimerase Pfu (Fermentas) 0,025U/uL

Depois de preparados o0s vectores e os fragmentos a clonar, procedeu-se a reac¢ao de ligacao.
Este passo consistiu na preparacdo de uma mistura reaccional de vector digerido e inserto
digerido numa proporcéao de 1:2, 2,5U de T4 DNA ligase (Biolabs) e tamp&o da enzima a 1x,
num volume total de 20uL. A mistura reaccional foi incubada a temperatura ambiente durante

10min.

As construcOes obtidas foram inseridas na estirpe de clonagem E. coli MRF’ XL1-blue, por
choque térmico, usando a solucdo de transformacdo (50mM de MgSO4, 5% de DMSO, 5¢g/L
de extracto de levedura, 10g/L de triptona, 10g/L de NaCl e 10% de PEG) (Chung, C. T. et al,
1988).

As coldnias positivas para a presenca dos plasmideos recombinantes foram seleccionadas,
numa primeira fase, por PCR. A selec¢do consistiu em preparar varias misturas com aliquotas
de 10 colédnias transformantes cada e efectuou-se uma reaccdo de amplificacdo usando o par
de primers pIVEX-T7 promoter e plVEX-T7 terminator, para selecionar os plasmideos pDP1,
pDP2 e pDP3. Os primers pTrc HisA-1 e pTrc HisA-2 foram usados para seleccionar os
plasmideos pDP4, pDP5 e pDP6. Nestas reac¢des de PCR usou-se a enzima polimerase
GoTaq Flexi DNA (Promega) e as condigdes foram: 1min a 95°C; 35 ciclos de 1min a 95°C,
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1min a 56°C e 1:15min a 72°C; e 10min de extensdo a 72°C. A composicdo da mistura
reaccional estd resumida na Tabela 2.3. Os clones positivos foram seleccionados pela
presenca ou auséncia de um gene que codifica para a endolisina, através da analise do peso
molecular dos produtos de amplificacdo apds electroforese em gel de agarose a 0.7% com
10ug/mL de Brometo de Etidio, realizada a 80V durante 45min. Usou-se 0 marcador de pesos
moleculares 1Kb Plus DNA (Invitrogen). A seleccdo dos clones recombinantes com
actividade litica foi efectuada em meio LB suplementado com 0,7% de agar e 0,1% de Triton-
X100, ao qual foram incorporados 2% de células hospedeiras dos fagos F168 (EN1518/05) e
F170 (EN926/05), previamente autoclavadas durante 45min a 120°C. As col6nias positivas
foram seleccionadas para extraccdo do DNA plasmidico, usando o kit comercial Pure Link
Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen). As amostras de DNA foram quantificadas no aparelho
Nanodrop (ND-1000 Spectrophotometer).

2.4 Expressdo, purificacdo e quantificacdo das endolisinas Lis168, Lis170 e Lis170-168

2.4.1 Expressdo das endolisinas fagicas Lis168, Lis170 e Lis170-168

Para a expressdo das lisinas, os plasmideos recombinantes foram previamente introduzidos de
acordo com o procedimento descrito anteriormente em E. coli BL21 (derivados do pTrcHisA)
e em E. coli CG61 (derivados do pIVEX) (Tabela 2.2). Para a expressao de proteina a partir
de plasmideos recombinantes derivados do pTrcHisA usaram-se 200mL de células que foram
multiplicadas a 37°C com uma agitacdo de 150rpm até a DO de 0,3-0,5, altura em que se
induziu a expressao proteica por adicdo de 1mM de IPTG, prolongando o crescimento por
mais 3h. Para a expressdo das lisinas através dos derivados recombinantes do pIVEX,
multiplicaram-se 200mL de células a 28°C a uma agitacdo de 150rpm até a densidade dptica
(DO) de 0,3-0,5, altura em que a expressao foi induzida por choque térmico durante 45min a
42°C, prolongando-se o crescimento por mais 3h a 37°C. De seguida as células foram
centrifugadas a 8000g durante 30min e ressuspensas em 10ml de tampé&o de equilibrio (Tabela
2.5) suplementado com 1x de cocktail anti-protease (Roche). As células foram lisadas por
sonicacgdo no sonicador Dutty Cicle Vibra cell (Sonics Materials) em ciclos de 1min durante
10min e centrifugadas a 8000g, para a separac¢do da fraccdo sollvel da insoltvel.
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As amostras proteicas foram analisadas por Sodium Dodecyl Sulphate- Poliacrilamide Gel
Electroforesis (SDS-PAGE) com o sistema Mini Protein Tetra Cell (Bio-Rad), preparando-se
0s géis de poliacrilamida a 11%, que foram sujeitos a uma voltagem de 180V durante 45min.
Um dos géis foi corado com Coomassie Brilliant Blue (0,25% de azul brilhante Coomassie
R250, 50% de metanol, 10% de &cido citrico) durante 1h a temperatura ambiente com
agitacdo constante, seguido de uma descoloracdo com uma solucdo de 10% de &cido acético e
30% de metanol. O 2° gel foi utilizado para Western-Blot. Para a transferéncia utilizou-se o
sistema de transferéncia Mini Transblot Module (Bio-Rad). As proteinas foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose Hybond-C (Amersham Biosciences), entre quatro folhas
de papel de filtro embebidas em tampé&o de transferéncia (48mM de Tris, 39mM de glicina,
0,4% de SDS e 10% de metanol). Aplicou-se de seguida uma corrente eléctrica de 200mA
durante 60min. A membrana foi de seguida bloqueada com PBS-T (137mM de NaCl, 2,7mM
de KCI, 10mM de Na2HPO4, 20mM de KH2PO4 e 0,02% de Tween-20) suplementado com
5% de leite magro em pé durante a noite a 4°C. Apos este tempo, lavou-se a membrana 3
vezes, 5 minutos cada, com PBS-T e incubou-se a mesma com Anticorpo anti-His (Roche)
diluido a 1:5000, durante 1h a temperatura ambiente e com agitacdo suave. Lavou-se
novamente a membrana 3 vezes, 15min cada vez, com PBS-T. Por fim procedeu-se a
revelacdo usando o kit comercial ECL Plus Western Blotting Detection System (GE
Healthcare).

As fracgdes sollveis obtidas apds a expressao proteica foram testadas quanto a sua capacidade

litica em células de enterococcus autoclavadas incorporadas em agar.

2.4.2 Purificacdo das endolisinas no sistema de cromatografia AKTA-prime

Para a purificagéo, as amostras lisadas foram previamente filtradas utilizando um filtro de
poro 0,2uM (Millipore). As proteinas foram purificadas segundo um gradiente de imidazole,
no sistema de cromatografia AKTA-prime (GE Healthcare), utilizando uma coluna de niquel
(Qiagen). Todas as solug¢des usadas (Tabela 2.5) foram filtradas num filtro de poro 0,45um
(Nalgene).
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Tabela 2.5 — Composigéo e designacdo das solugdes tampéo usadas no processo de purificagdo das
endolisinas fagicas.

Solugbes tampdao de Composicao Concentracdo de Imidazole
purificacao

Tampdo de Equilibrio 20mM de HEPES, 500mM de 10mM
Tampéo de Lavagem NaCl, ImM de DTT e 1% de 30mM

Tampao de Eluicdo glicerol. pH8.0 250-500 mM

50mM Fosfato, 500mM NacCl,
Tampéo da Lisina 1mM de DTT e 25% glicerol. 0
pH8.0

No final da purificacdo foi efectuada uma troca de tampéo, substituindo o tampé&o de eluicao
pelo tampédo de lisina, usando uma coluna de disalting (Quiagen) de modo a remover o
imidazole da amostra proteica. As amostras foram armazenadas a -20°C.

2.4.3 Quantificacdo das endolisinas pelo método de Bradford

As endolisinas fagicas obtidas foram quantificadas pelo método de Bradford usando o kit
comercial Protein Assay Standard Il (Bio-Rad) e a albumina bovina (BSA) como padréo.
Usou-se 0 MicroAssay, seguindo as instrugdes do fabricante. Deste modo, construiu-se uma
recta padrdo baseada nos valores de absorvancia, a 595 nm, obtidos para as concentracdes,
num intervalo de 1 a 20 pg/ml, de BSA, a partir da qual foi calculada a equagdo da recta

utilizada para determinar a concentragdo das amostras analisadas.

2.5 Actividade litica das endolisinas em estirpes clinicas

2.5.1 Actividade litica em meio solido em células inviaveis e viaveis

A actividade litica das endolisinas foi inicialmente testada em células ndo vivas de
Enterococus, nomeadamente nas estirpes EN1518/05 e EN926/05, hospedeiras dos fago F168
e F170, respectivamente. Para o efeito as células foram multiplicadas até a DO de 0,8-1,0,
centrifugadas a 8000g durante 30min e ressuspensas hum volume de agua bidestilada estéril,
de modo a ficarem a uma concentracdao de 0,4g/mL. As células foram inviabilizadas a 120°C

durante 45min num autoclave. Incorporaram-se 2% de células em tampdo de incorporacao
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(25mM de NaH2PO4, 250mM de NaCl e 0,5mM de DTT, a pH8) suplementado com 0,7% de
agar. Depois de solidificado o agar, aplicaram-se Sug, 1 ug, 0,2 ug e 0,04 pg de cada uma
das lisinas, em volumes de 10uL. A actividade litica foi evidenciada pela presenca de halos

liticos no local da aplicacdo das lisinas apds incubacdo das placas 16-18 horas a 37°C.

A actividade litica das endolisinas Lis168, Lis170 e Lis170-168 foi testada nas estirpes
clinicas referenciadas na Tabela 2.1, do mesmo modo descrito anteriormente, excepto 0 passo
de inviabilidade das células pelo calor.

2.5.2 Actividade litica em meio liquido

Para testar a actividade em meio liquido foram utilizadas as estirpes hospedeiras de cada um
dos fagos que deram origem as lisina em estudo. As células foram crescidas até a DO de 0,3,
concentradas duas vezes por centrifugacdo a 8000g durante 20 minutos as quais se
adicionaram 10pg de lisina. A actividade foi medida através da leitura da densidade Optica, a
600nm, ao longo do tempo. O ensaio foi realizado em meio de cultura BHI e em tampéo de

incorporagéo.
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3. RESULTADOS

3.1 Analise da sequéncia das lisinas Lis168 e Lis170

Os fagos F168 e F170 sdo constituidos por dsSDNA com cerca de 58 e 40Kb, respectivamente,
e infectam espécies do género Enterococcus. Uma andlise da sequéncias nucleotidicas dos
fagos F168 e F170, permitiu identificar os genes lis168 e lis170, os quais sdo constituidos por
714 pares de base (pb) e 870pb, respectivamente.

Os genes lis168 e lis170 codificam para as endolisinas Lis168 e Lis170, que sdo constituidas
por 237 e 289 amino&cidos, respectivamente, tripartidas num dominio catalitico, num dominio
de ligagdo e numa sequéncia linker que une os dois dominios, o que esta de acordo com o

descrito para outras endolisinas (Diaz et al., 1990 e Garcia et al., 1990).

Recorrendo ao programa de bioinformatica BLAST-P, verificou-se que a Lis168 apresenta
homologias maioritariamente com proteinas codificadas em fagos que infectam
Staphylococcus, tendo sido a Ply187 do fago 187, uma hidrolase da parede celular, a proteina
com maior percentagem de identidade, 42%. A mesma analise foi realizada para a Lis170, a
qual revelou que esta enzima apresenta 99% de identidade com uma potencial amidase
codificada num fago de Enterococcus.

Com o objectivo de pesquisar a existéncia de dominios na sequéncia aminoacidica recorreu-se
a base de dados online Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/) e foi possivel determinar que a
endolisina Lis168 tem um dominio catalitico CHAP (Cistein, Histidine dependent
aminohydrolases/peptidases), compreendido entre o aminoacido 12 e 137, dominio este
presente em endolisinas com actividade de endopeptidase. A analise da sequéncia da lisina
Lis170, revelou a presenca de um dominio Amidase-2 localizado entre o aminoacido 17 e o
162 (Figura 3.1).
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Figura 3.1 — Esquema representativo dos dominios cataliticos e sua sequéncia aminoacidica das lisinas
Lis168 e Lis170.

A sequéncia aminoacidica correspondente ao linker foi determinada recorrendo ao programa
Domain Linker Prediction (http://www.tuat.ac.jp/), que forneceu a informacdo das regides
mais flexiveis das lisinas. Esta informacdo em conjugacdo com a previsdo da estrutura
secundaria das lisinas Lis168 e Lisl70 prevista no site Predict Protein
(http://www.predictprotein.org/), em que foram identificadas regides com estrutura em coil
possiveis de corresponderem a sequéncia do linker, permitiu identificar as sequéncias
VIRPPYEAESKPKPPAPKPDKPNLGQ € SNNAVKPEPSKPTPSKPSNNKNKEG, como sendo o
linker das lisinas Lis168 e Lis170, respectivamente.

A massa molecular e o ponto isoeléctrico (PI) das lisinas foram determinados através do
servidor de protedmica ExPASy (http://www.expasy.ch/tools/protparam.html) recorrendo ao
programa Protein Parameters. A Lis168 apresenta uma massa molecular de 26kDa e um PI
de 6,03 e a Lis170 possui uma massa molecular de 31kDa e um Pl de 7,02.

3.2 Construcado do gene quimera lis170-168

Com o objectivo de construir uma endolisina com um espectro de ac¢do mais alargado e
sabendo que, tal como foi referido, a actividade catalitica amidase-2 apresenta um espectro de
accdo mais alargado que as restantes classes de endolisinas, construiu-se uma sequéncia
quimera lis170-168, que resultou da juncdo da sequéncia nucleotidica correspondente ao
dominio amidase-2 da Lis170 com a sequéncia nucleotidica correspondente ao dominio de
ligacdo da Lis168. A estratégia utilizada para construir a quimera Lis170-168 esta
representada na Figura 3.2.
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reaccdo de PCR
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Produto | Produto Il
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Fragmento final

Gene quimera lis170-168

Figura 3.2 — Esquema representativo da construcdo da quimera lis170-168. Os produtos amplificados | e Il foram

obtidos na primeira PCR e serviram de molde a segunda reaccéo.

Numa primeira fase, as sequéncias correspondentes a cada um dos dominios foram
amplificadas por PCR usando primers especificos para estas regides, tal como representado na
Figura 3.2. Ao primer forward que hibrida no gene lis170 (primer 1, Figura 3.2) e ao primer
reverse que hibrida no gene lis168 (primer 1, Figura 3.2), foi adicionada uma sequéncia
reconhecida por enzimas de restri¢cdo, de modo a permitir a posterior inser¢do dos fragmentos
em vectores de clonagem. Ao primer reverse que hibrida nos primeiros 29 nucle6tidos da
sequéncia linker na extremidade 3’ do gene lis170, foi adicionada uma sequéncia de 31
nucledtidos complementar a sequéncia linker do gene lis168 (primer 3, Figura 3.2). Os
fragmentos obtidos nesta reaccdo de PCR serviram de molde a uma segunda reaccdo de
amplificacdo, de modo a sintetizar um fragmento contendo os dois dominios, ligados por uma
sequéncia linker, e flanqueado por duas sequéncias de restricao.

Os fragmentos amplificados na primeira reac¢do de PCR foram analisados por electroforese

em gel de agarose e os resultados obtidos estéo representados na Figura 3.3.
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Figura 3.3 — Analise dos fragmentos amplificados na primeira reaccdo de PCR para a construgdo da
sequéncia quimera lis170-168. As bandas 1 e 3 correspondem a amplificacdo da sequéncia
nucleotidica do dominio catalitico da Lis170, apresentam 579pb; as bandas 2 e 4 correspondem a
amplificacdo da sequéncia nucleotidica do dominio de ligacdo da Lis168, apresentam 279pb.

Como se pode observar, os fragmentos obtidos apresentam o peso esperado, ou seja, 579pb
para o produto | e 279pb para o produto Il (Figura 3.2). Posteriormente, estes fragmentos
foram adicionados a uma mesma mistura reaccional, de modo a servirem como molde a uma
segunda reaccdo de PCR, usando os primers Lisl170-forward e Lis168-reverse (1 e 4 na
Figura 3.2). A amplificacdo de um produto com 852pb foi posteriormente confirmada por
electroforese em gel de agarose (Figura 3.4). Este fragmento apresenta na extremidade 5’ o
local de restricdo Bspl e na extremidade 3’ o local Xmal incluidos nos primers F170-Bsp
(Lis170-forward) e F168-Xma (Lis168-reverse), de modo a ser inserido no vector pIVEX, nos
mesmos locais de restricdo. Paralelamente construiu-se um fragmento de modo idéntico, em
que a extremidade 5’ contém o local de restricdo BamHI e a extremidade 3’ o local de
restricdo Pstl, de modo a ser inserido no vector pTrcHisA nos mesmos locais de restrigéo.
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Figura 3.4 — Andlise do fragmento quimera lis170-168. A banda M corresponde ao marcador de massa
molecular usado. A banda 1 corresponde a sequéncia lis170-168 que sera clonada no vector pIVEX. A banda 2

corresponde ao mesmo fragmento que sera clonado no vector pTrcA.

A andlise da sequéncia aminoacidica da quimera Lis170-168, no programa Protein
Parameters permitiu o célculo da massa molecular e do PI, desta lisina, que foram,

respectivamente 31kDa e 7,17.

3.3 Construcdo dos plasmideos recombinantes

Inicialmente as sequéncias nucleotidicas que codificam para as lisinas Lis168 e Lis170 foram
amplificadas por PCR, usando os primers contendo locais de restricdo de modo a permitir a
insercdo em vectores de expressdo. Os resultados desta reaccdo de amplificagdo estdo
representados na Figura 3.5.
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Figura 3.5 — Analise dos produtos amplificados dos genes lis168 e lis170. As bandas 1 e 2 correspondem a
amplificacdo do gene lis168, que possui 714pb. As bandas 3 e 4 correspondem a amplificacdo do gene lis170,
gue possui 870pb. Os fragmentos das bandas 1 e 3 foram clonados no vector pTrcA e os fragmentos das bandas

2 e 4 foram clonados no vector pIVEX.

As bandas 1 e 2, na Figura 3.5, correspondem ao fragmento de 714pb amplificado do gene
lis168 e as bandas 3 e 4 com 879pb correspondem ao gene lis170.

Depois de amplificados os genes que codificam as endolisinas, procedeu-se a reaccdo de
restricdo com as respectivas enzimas. Os fragmentos amplificados a clonar no vector pTrcA,
assim como o préprio vector, foram digeridos com as enzimas BamHI e Pstl. No caso das
clonagens no vector pIVEX, este e o gene lis168 foram digeridos com as enzimas Ncol e
Xmal, no entanto, o fragmento quimera lis170-168 e o gene lis170 foram digeridos com as

enzimas Bspl e Xmal.

Os 3 genes obtidos por amplificacéo, lis168, lis170 e lis170-168, foram clonados no vector de
expressao plIVEX dando origem aos plasmideos pDP1, pDP2 e pDP3, respectivamente e no
vector pTrcHisA originando aos plasmideos pDP4, pDP5 e pDP6, respectivamente (Figura
3.6).
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Figura 3.6 — Esquema representativo dos 6 plasmideos recombinantes obtidos neste trabalho. (A) Plasmideos
derivados do pIVEX. (B) Plasmideos derivados do pTrcHisA.

O plano adoptado para a producéo das lisinas Lis168, Lis170 e Lis170-168 consistiu em usar
dois sistemas de expressdo em E. coli distintos ao nivel de expressdo da proteinas, variando
quer o promotor quer 0 nimero de copias do plasmideo, por forma a ultrapassar possiveis
problemas de solubilidade e quantidade de proteina expressa. O vector pTrcHisA permite a
expressao de proteinas sob a regulacdo do promotor trc (trc-lac). A jusante ao promotor existe
uma sequéncia que codifica para um péptido de fusdo constituido por uma cadeia de 6-
Histidinas seguida por 26 aminoacidos adicionais, localizada na regido N-terminal. A
vantagem em usar este vector esta relacionada com o facto de produzir um nimero baixo de
copias, que facilita a purificacdo de proteinas com tendéncia a formar agregados insollveis
(corpos de inclusdo). O vector pIVEX2.3d proporciona uma elevada expressdo de proteina
sob a regulagdo do promotor forte T7. Adiciona um péptido de fusdo na regido C-terminal
constituido por 5 aminoacidos extra e uma cadeia de 6-Histidinas.

A fim de se obter uma amostra de DNA plasmidico recombinante, transformou-se a estirpe de
clonagem E. coli  XL1-blue MRF’ com as 6 construcbes. A seleccdo dos clones
transformantes foi efectuada, numa primeira fase, a partir de misturas contendo 10 coldnias
transformantes cada e se efectuou uma reaccdo de PCR com os primers F168-Bam e plVEX-
T7 promoter (especificos para seleccionar o plasmideo pDP1). Este procedimento permitiu
identificar as misturas positivas para a presenca do fragmento lis168 (Figura 3.7.A). Numa
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segunda fase, analisaram-se isoladamente as 10 colénias transformantes constituintes de uma

das misturas positivas, pelo mesmo método (Figura 3.7.B).
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Figura 3.7 — Andlise dos transformantes obtidos apds a transformacdo com o plasmideo recombinante pDP1. (A)
Andlise em gel de agarose de 5 misturas contendo 10 coldnias cada (A a E). (B) Analise em gel de agarose das
10 colénias que constituem a mistura A (1 a 10). A banda M corresponde ao marcador de massa molecular 1Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen).

A figura 3.7.A corresponde ao resultado da selec¢do de uma mistura de 10 coldnias positiva
para a presenca do plasmideo recombinante pDP1. Os transformantes que contém o fragmento
de DNA inserido d&o origem a um produto de PCR de 714pb enquanto que na sua auséncia
obtém-se um produto com 300pb. A Figura 3.7.B corresponde a analise individual das 10
colénias transformantes que constituem a mistura A. Verifica-se que os transformantes 1, 2, 3,
4,5 e 7, sdo positivos para a presenca do fragmento lis168. Pelo contrério, os transformantes
6, 8, 9 e 10, ndo contém o inserto. A seleccdo das restantes 5 construcdes foi efectuada de
modo semelhante ao descrito.

Os transformantes portadores dos plasmideos recombinantes, foram avaliados quanto a
capacidade de lisar células de enterococos. Para o efeito, incorporaram-se paredes celulares de
enterococos num meio de cultura sélido, sobre o qual se repicaram os transformantes

portadores dos plasmideos recombinantes pDP1, pDP2, pDP3, pDP4, pDP5 e pDP6. Apds 18
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horas de incubacdo, as col6nias positivas foram evidenciadas pela presenca de um halo de lise.
Os resultados obtidos para as culturas contendo os plasmideos pDP1, pDP2 e pDP3 estdo
representados na Figura 3.8.

‘A \
| e 0%

Figura 3.8 — Actividade litica das col6nias transformantes capazes de produzir as lisinas na conformacao activa,
onde é possivel observar-se os halos de lise. (A) Estdo representadas colénias positivas para o plasmideo
recombinante pDP1. (B) Estdo representadas colénias positivas para o plasmideo recombinante pDP2. (C) Estédo

representadas colénias positivas para o plasmideo recombinante pDP3.

Tal como se pode verificar, a endolisina Lis170 é a que apresenta uma maior actividade
(Figura 3.8.B). Enquanto que a Lis168 é a que evidencia menor actividade litica. O facto de se
observar um halo de lise, indica que as endolisinas estdo a ser produzidas na conformacéo

activa.

De seguida extraiu-se 0 DNA plasmidico das 6 construces recombinantes e a confirmacdo da
correcta insercdo dos fragmentos foi obtida por digestdo enziméatica com as enzimas que
reconhecem as sequéncias de restricdo flanqueadoras dos insertos, e posterior sequenciacéo
(Macrogen, Coreia do Sul).

37



Estudo da actividade de lisinas codificadas por bacteri6fagos que infectam Enterococcus sp Resultados

3.4 Expressdo, purificacdo e quantificacdo das endolisinas Lis168, Lis170 e Lis170-168

3.4.1 Expressdo/Producao das endolisinas fagicas Lis168, Lis170 e Lis170-168

Com o objectivo de produzir as endolisinas Lis168, Lis170 e Lis170-168, introduziram-se 0s
plasmideos pDP1, pDP2 e pDP3 na estirpe de expressdo de E. coli CG61. Esta estirpe
contém o vector pGP1-2, o qual possui 0 gene que codifica a T7 RNA polimerase, cuja
expressao € induzida por choque térmico. O aumento de temperatura cliva o repressor C1857
codificado no mesmo plasmideo, permitindo a transcri¢cdo da referida enzima. Os plasmideos

recombinantes pDP4, pDP5 e pDP6 foram introduzidos na estirpe de E. coli BL21.

Foi possivel obter a expressao das proteinas de interesse a partir de ambos 0s vectores. Assim
foram seleccionados para os ensaios seguintes os plasmideos recombinantes derivados do
vector pIVEX, tendo em conta as vantagens associadas a expressdo de proteinas neste vector,

descritas anteriormente.

As fracgdes obtidas durante a expresséo das lisinas foram analisadas em SDS-PAGE corado
com coomassie brilliant blue e por imunodeteccdo da cadeia de 6-Histidinas. Os resultados
obtidos estéo representados na Figura 3.9.

37kDa

B
M 1 23456 7 8 9 M1 2 3 4 5 6 7 8 9

180k Da—>
115kDa—>
82kDa—> i ~ 180kDa

} - 115kDa
64kDa—> - 82kDa
49%Da—> 64kDa
37kDa—> | B S e e 49027

|

|

—— e

19kDa

26kDa—> e — ? “ 26kDa

19%kDa—> & O

15kDa

15kDa—>

Figura 3.9 - Andlise das frac¢Bes insollveis e sol(veis obtidas antes e depois de induzida a expressdo das lisinas
Lis168, Lis170 e Lis170-168 por SDS-PAGE. (A) Coloracdo com coomassie brilliant blue. (B) Imunodeteccéo
da cauda de 6-Histidinas. M corresponde ao marcador de massa molecular. As restantes pistas correspondem a

amostra obtida antes da inducéo (1, 4 e 7), e ap6s inducdo fraccdo insoltvel (2, 5 e 8) e soltvel (3, 6 € 9). As
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pistas 1, 2 e 3 séo referentes a expressao da Lis168, as pistas 4, 5 e 6 correspondem a Lis170 e as pistas 7, 8 e 9

dizem respeito a Lis170-168.

Observando os resultados obtidos da expressdo proteica, é possivel identificar, no gel corado
com coomassie brilliant blue (Figura 3.9.A), a presenca das bandas com o peso molecular de
28, 33 e 31kDa, que correspondem respectivamente as lisinas Lis168, Lis170 e Lis170-168.
Verifica-se ainda que, para todas as enzimas, as frac¢oes solUveis apresentam uma quantidade
consideravel de proteina soltvel. Este resultado é confirmado por Western-blot (Figura 3.8.B),
em que Se usou um anticorpo para detectar a cadeia de 6-Histidinas, onde se pode observar a
presenca das mesmas trés bandas.

Com o objectivo de se verificar a existéncia de actividade litica nos extractos proteicos
soluveis, efectuou-se um ensaio preliminar em células autoclavadas de Enterococcus sp
EN926/05 e Enterococcus sp EN1518/05, hospedeiras dos fagos F168 e F170,
respectivamente. Sobre as células incorporadas em meio sélido aplicaram-se as fraccOes
sollveis obtidas apo6s a expressao das endolisinas em estudo. Apds 3 horas de incubacgdo a
37°C, houve o aparecimento de halos de lise no local da aplicacéo (Figura 3.10).

Figura 3.10 — Actividade das fraccdes soltveis das endolisinas fagicas em estirpes de Enterococcus. (A) Lis170-
168 (halo 1), Lis168 (halo 2) e Lis170 (halo3) na estirpe EN926/05. (B) Lis170-168 (halo 1), Lis168 (halo 2) e
Lis170 (halo3) na estirpe EN1518/05.

Analisando os resultados obtidos neste ensaio, verificou-se que as trés lisinas tém a
capacidade de lisar as células das estirpes hospedeiras dos fagos F168 e F170, evidenciando
um halo de lise no local da aplicacdo dos extractos proteicos soltveis. A lisina Lis170 é
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aquela que apresenta o maior halo litico, sugerindo que seja a mais activa. Pelo contrério, a
lisina Lis168 foi aquela que apresentou o menor halo de lise, indicando que esta é a menos
activa. A Lis170-168 foi igualmente activa nas duas estirpes testadas. Estas observacfes sdo
concordantes com o0s resultados obtidos na seleccdo dos transformantes, descrita
anteriormente. Como controlo negativo utilizou-se a fraccdo sollvel de extractos que contém
apenas o vector pIVEX, sem inserto, ndo se tendo observado halos de lise. Mais uma vez, 0s
resultados séo indicativos de que as lisinas estdo a ser expressas na sua conformacéo activa e

a presenca das 6-Histidinas parece ndo afectar a actividade das enzimas.

3.4.2 Purificacéo e quantificacao das endolisinas no sistema de cromatografia AKTA-
prime

Visto que as trés lisinas fagicas sdo sollveis, procedeu-se a purificacdo das mesmas numa
coluna de afinidade Ni-NTA usando o sistema cromatogréfico AKTA-prime (GE-Healthcare).
Todo o processo de purificacdo das trés lisinas foi acompanhado num cromatograma através
da medicéo da absorvancia a 280nm (Figura 3.11).
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Figura 3.11 — Cromatogramas referentes a purificacdo da proteina Lis170-168, em que (A) diz respeito a amostra
eluida da coluna de afinidade e (B) corresponde a amostra obtida apds a troca de tampao. A verde esta indicada
a concentracdo de imidazole, a azul estd indicada a absorvancia, a vermelho a condutividade, os nimero a
vermelho identificam as fraccBes obtidas e o tracejado rosa corresponde ao ponto de injeccdo da amostra na

coluna.

Ambos 0s cromatogramas apresentam no eixo dos yy unidades de absorvéncia e no eixo dos
XX 0 tempo (em minutos) a que cada fraccdo foi obtida. No cromatograma A é possivel
verificar-se que ap6s a injeccdo da amostra no sistema de purificacdo, a absorvancia
aumentou significativamente, indicando a presenca de proteina. Observa-se ainda que em
simultaneo com o aumento da concentracdo de imidazole, é recolhida uma amostra com
elevada absorvancia, indicativo de que esta fraccdo corresponde a proteina de interesse. A
analise desta fraccdo por SDS-PAGE comprova que a proteina eluida corresponde a proteina
de interesse, pois apos coloracdo com coomassie brilliant blue pode detectar-se a presenca de
uma banda com 31kDa correspondente a Lis170-168 na pista 3 (Figura 3.12.C).

O cromatograma B corresponde a troca de tampéo da proteina, realizada com o objectivo de
eliminar o imidazole da amostra. A curva a azul correspondente a frac¢do 1, indica a presenca
de proteina. A curva a vermelho corresponde a eluicdo do imidazole da amostra. Como se
pode observar pelo cromatograma, o imidazole foi eluido imediatamente apds a eluicdo da
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Lis170-168 e ndo esta presente na fraccdo 1. Estas frac¢bes foram igualmente analisadas por
SDS-PAGE corado com coomassie brilliant blue e corresponde a pista 4 do gel C da figura
3.10, onde é possivel identificar-se uma banda com 31kDa correspondente a presenca de
Lis170-168 nesta amostra.

Os cromatogramas obtidos na purificacdo das proteinas Lis168 e Lis170, foram idénticos aos
apresentados para a proteina Lis170-168.
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Figura 3.12 — Analise da purificacdo das endolisinas fagicas por SDS-PAGE usando coloracdo coomassie

brilliant blue. A pista M corresponde ao marcador BenchMark Pre-Stained Protein (Invitrogen) que contém
bandas de 168 a 6kDa, a pista EB corresponde ao extracto proteico bruto sollvel, a pista 1 corresponde ao
extracto proteico soltvel filtrado, a pista 2 corresponde a frac¢do recolhida ap6s a passagem da amostra lisada na
coluna de afinidade, a pista 3 corresponde a lisina eluida da coluna Ni-NTA pelo sistema cromatografico e a
pista 4 corresponde a amostra proteica obtida apds a troca de tampédo. (A) Gel referente a purificacdo da Lis168.
(B) Gel referente a purificacdo da Lis170. (C) Gel referente a purificacdo da Lis170-168.

Na pista 1 dos géis A, B e C da Figura 3.12, é possivel identificar-se as respectivas bandas
com 28, 33 e 31kDa, correspondentes as lisinas Lis168, Lisl70 e Lis170-168,
respectivamente. Esta amostra corresponde ao extracto proteico solivel apés filtracdo e foi a
amostra injectada no sistema cromatrografico de purificacdo. A pista 2 corresponde a fraccao
recolhida no processo de purificacdo ap6s a passagem da amostra lisada na coluna de
afinidade. Observa-se que esta amostra é negativa para a presenca de lisina indicando que a
ligacdo através da cauda de 6 histidinas a coluna de afinidade ocorreu com bastante eficacia.
Este facto indica ainda que grande parte da proteina de interesse ficou retida na coluna de
niquel indicando que a ligagdo da cauda de 6-Histidinas foi eficiente. O grau de pureza destas
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purificacBes é elevado, tal como se pode observar na pista 4, em que a presenca de bandas

inespecificas é quase nula.

Dos resultados obtidos foi possivel obter proteinas com elevado grau de pureza, permitindo a
sua quantificacdo, para a qual se utilizou o método de Bradford. A determinacdo da
concentracdo proteica efectuou-se através de uma equacdo obtida de uma recta padrdo

construida usando BSA como padréo (Figura 3.13).

0,6
o
0,5
. y=0,027x+ 0,026
RZ2=0,991
0,4
0,3
0,2 /
0,1
o .
0 5 10 15 20 25

Figura 3.13 — Equacdo da recta padrdo usada para a quantificacdo das lisinas lis168, lis170 e lis170-
168.

Com os valores de absorvancia medidos para cada uma das lisinas determinou-se uma
concentragdo de 1,96mg/mL para a Lis168, 1,16mg/mL para a Lis170 e 0,47mg/mL para a
Lis170-168.

3.5 Actividade litica das endolisinas em estirpes clinicas

As proteinas purificadas foram testadas sobre estirpes bacterianas clinicas. Inicialmente
testaram-se as proteinas em células vidveis incorporadas num meio solido e posteriormente
avaliou-se a actividade litica das enzimas em meio liquido apenas nas estirpes hospedeiras dos
fagos F168 e F170.
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3.5.1 Actividade litica em meio solido

Com o objectivo de avaliar o espectro de ac¢do das endolisinas fagicas, testaram-se 110
estirpes clinicas (Tabela 2.1) das quais 57 sdo de Enterococcus feacalis, 25 sdo de
Enterococcus faecium, 16 Enterococcus sp, 3 sdo de Staphylococcus aureus, 1 de
Staphylococcus epidermidis, 1 de Staphylococcus haemoliticus, 1 de Micrococcus luteus, 1 de
Bacillus licheniformis, 1 de Bacillus subtilis, 2 Streptococcus grupo A e 2 estirpes de
Escherichia coli.

O ensaio foi realizado em células vidveis que foram incorporadas em tampao de incorporagdo
suplementado com 0,7% de agar, sobre as quais se aplicaram 4 quantidades diferentes de cada
uma das lisinas: 5, 1, 0,2 ¢ 0,04 pug . A interpretagdo dos resultados foi efectuada de uma
forma qualitativa, avaliando o tamanho e transparéncia do halo litico. Alguns dos resultados
obtidos estéo presentes na figura 3.14.
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Figura 3.14 - Actividade litica das lisinas Lis168, Lis170 e Lis170-168 testadas em estirpes clinicas. Cada

aplicagdo corresponde a uma quantidade diferente de enzima, sendo da esquerda para a direita: 0,04; 0,2; 1 ¢ Sug.
(A) EFS45/06. (B) EFS2092/06. (C) EFS993/06. (D) EFS1902/06

Analisando os resultados obtidos, pode-se observar a especificidade das lisinas para algumas
estirpes. No caso das estirpes EFS45/06 e EFS993/06 observa-se a existéncia de halos liticos
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nas trés lisinas, sendo a Lis170 a que apresentou maior actividade, seguida da Lis170-168 e
por fim a Lisl68, que apenas foi activa nas quantidades mais elevadas. Na estirpe
EFS2092/06 verifica-se que também as trés lisinas exibiram actividade, no entanto, observa-
se uma diminuicdo acentuada da actividade da Lis170-168 quando comparada com o
resultado obtido para as estirpes EFS45/06 e EFS993/06. E de salientar que, em algumas
estirpes apenas a proteina quimera revelou actividade, como € o caso da estirpe EFS1902/06
(Figura3.14.D).

Os resultados obtidos da actividade litica nas estirpes do género Enterococcus estdo
resumidos na Figura 3.15.

100,0 1 1

90,0

80,0

70,0

W E. faecalis

400 W E. faecium

M Enterococcus sp
30,0

20,0

Estirpes sensiveisa actividade liticadas lisinas (%)

Lis168 (ug) Lis170-168 (ug) Lis170 (ug)

Figura 3.15 — Actividade litica das lisinas Lis168, Lis170-168 e Lis170, testada com 4 quantidades diferentes,
em 98 estirpes clinicas do género Enterococcus.

Analisando o grafico da Figura 3.15, verifica-se que a tendéncia observada no ensaio
realizado com os extractos solUveis preliminares mantém-se: a enzima Lis170 foi a que
apresentou maior espectro de ac¢do, ou seja foi activa contra um maior nimero de estirpes
testadas, revelando na maioria dos casos um halo de lise com maior didmetro que o exibido
pelas lisinas Lis168 e Lis170-168 (como se pode verificar na Figura 3.14). Apesar desta lisina

ser mais activa contra E. faecalis, 97%, revelou também alguma actividade em E. faecium,
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46%, mesmo nas concentragdes mais baixas, sendo activa em 54% das estirpes. A Lis170
apresentou actividade em todas as concentragdes testadas, verificando-se apenas uma reducgéo
do tamanho do halo mantendo-se a transparéncia do mesmo. Em relacdo a Lis168,
comprovou-se que é a lisina com menor espectro de ac¢do, tendo mostrado uma actividade
mais eficaz nas estirpes de E. faecalis, cerca de 77% e espécies ndo identificadas do género
Enterococcus, cerca de 86%. Apenas 47% das E. faecium foram sensiveis & ac¢do da Lis168.
Relativamente a Lis170-168, verificou-se que foi activa em todas as espécies ndo
identificadas do género Enterococcus, 100%, em 68% de E. faecalis e em 50% de E. faecium.
Em comparacdo com o espectro de accdo da Lisl68, a quimera Lis170-168 apresentou
actividade sobre um maior nimero de estirpes, observando-se uma melhoria na eficacia da
actividade litica da Lis168 em todas as concentracdes, mais especificamente para as menos

concentradas.

Das 12 espécies, fora do género Enterococcus, apenas a espécie B. subtilis foi sensivel a
actividade litica das 3 lisinas testadas.

Em todos os ensaios foi utilizado como controlo negativo o tampé&o das lisinas, o qual como

era esperado néo revelou qualquer actividade.

A substituicdo do dominio de ligacdo da Lis170 pelo dominio de ligacdo da Lis168 traduz-se
num alargamento do espectro de accdo da lisina nativa, observando-se uma diminuicdo na
actividade revelada pela diminuicdo do halo. E de salientar que a Lis170-168 apresentou
actividade sobre estirpes que ndo foram sensiveis a accao das lisinas Lis168 e Lis170.

3.5.2 Actividade litica em meio liquido

Com a finalidade de avaliar a actividade litica das endolisinas Lis168, Lis170 e Lis170-168
em funcdo do tempo, sobre uma cultura liquida das estirpes EN926/05 e EN1518/05,
adicionaram-se 10ug de cada uma das proteinas, em ensaios independentes, a uma cultura em
fase exponencial das estirpes referidas. As células foram preparadas quer em meio de cultura
BHI, quer em tampéo de incorporacdo para melhor avaliar o efeito litico das lisinas. Em todos
0s ensaios foi testada a acgdo do tampéo de lisina, que foi usado como controlo negativo. Os
resultados obtidos estéo representados na figura 3.16.
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Figura 3.16 — Actividade litica das lisinas de enterococos em func¢do do tempo. Os graficos A e B correspondem
a actividade das lisinas na estirpe EN1518/05, preparada em meio BHI e tampdo de incorporacéo,
respectivamente. Os graficos C e D correspondem a actividade das lisinas na estirpe EN926/05, preparada em

BHI e tampéo de incorporacao, respectivamente. No grafico D, C- corresponde ao controlo negativo.

Como se pode observar no grafico B, o efeito litico das lisinas Lis168, Lis170 e Lis170-168
na estirpe EN1518/05 é evidente, tendo-se verificado uma diminuicdo da DO para metade do
seu valor inicial ao fim de 15 min. E possivel também observar-se, através do controlo
negativo, que o tampao em que se encontram as lisinas ndo afecta a viabilidade celular. Estes
resultados verificam-se também com a estirpe EN926/05 (Figura 3.16.D), com a diferenca de
que, neste caso, a DO diminuiu para metade ao fim de 40 min .

Em relacdo aos graficos A e C, observa-se que tanto a Lis170 como a Lis170-168 ndo
apresentam o mesmo padrdo de actividade observada nos graficos B e D. Esta diferenca
poderd estar relacionada com o facto das células se encontrarem em meio de cultura, o qual
poderd conter substancias que de alguma forma possam inibir a actividade litica destas

enzimas.

47



Estudo da actividade de lisinas codificadas por bacteri6fagos que infectam Enterococcus sp Resultados

Ao contrario do que se revelou nos testes em meio sélido, a actividade da Lis168 em células
em suspensdo em BHI, parece ser potenciada, como se pode comprovar pelos resultados
apresentados nos graficos A e C. Este resultado é mais evidente para a estirpe EN1518/05.

Paralelamente aos testes da actividade litica das lisinas, efectuou-se um ensaio de viabilidade
celular no tampé&o de incorporacdo em algumas estirpes testadas. Os resultados revelaram que
0 tampdo de incorporacdo nao inviabiliza as células bacterianas e que estas se mantém viaveis
durante todo o ensaio do teste da actividade litica das endolisinas, conforme confirmado

através da contagem do nimero de coldnias.
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4. DISCUSSAO DOS RESUL TADOS

No presente trabalho pretendeu-se avaliar a actividade das endolisinas Lis168 e Lis170,
codificadas no genoma dos fagos F168 e F170, respectivamente, em paralelo com a actividade
de uma proteina quimera resultante da combinacdo entre o dominio catalitico da Lis170 e o
dominio de ligacdo da Lis168.

A primeira fase do trabalho consistiu em produzir as proteinas Lis168, Lis170 e Lis170-168.
Para atingir este objectivo, clonaram-se 0s respectivos genes em dois vectores de expressao de
E. coli, pTrcHisA e pIVEX 2.3d. O facto de se ter obtido um elevado nivel de expressdo de
proteina soltvel no vector pIVEX, levou a escolha dos plasmideos recombinantes derivados
deste vector (pDP1, pDP2 e pDP3) para 0s ensaios posteriores. Neste sistema produzem-se
proteinas em fusdo com uma cauda de 6-Histidinas em C-terminal, o que parece vantajoso no
processo de purificacdo e em estudos de actividade litica de endolisinas. Com efeito, foi
possivel purificar, com elevado grau de pureza, qualquer uma das proteinas utilizando o
sistema de cromatografia AKTA-prime, permitindo a obtencdo de concentracbes proteicas
suficientes para realizar os ensaios de actividade litica para cada umas das lisinas.

E de salientar que a anélise da sequéncia aminoacidica das lisinas Lis168 e Lis170 permitiu
identificar um dominio CHAP na Lis168, o qual esta presente em endolisinas com actividade
de endopeptidase e um dominio com actividade de amidase-2 na Lis170. As lisinas com
actividade de endopeptidase, tém a capacidade de clivar as ligacGes peptidicas que se
estabelecem entre as cadeias aminoacidicas do peptidoglicano. Algumas endolisinas, possuem
para além deste dominio CHAP, outro dominio catalitico associado a uma actividade
enzimatica diferente. Tal como é o caso da LysK, que possui um dominio CHAP e outro
amidase na regido C-terminal (Horgan et al., 2008). A actividade amidase-2 quebra as
ligacGes amida que se estabelecem entre o acido murdmico e o aminoécido L-alalina no
peptidoglicano. Estd comprovado que a actividade de amidase € muitas vezes associada a um
espectro de accdo mais alargado, apresentando por vezes actividade litica em espécies fora do
género bacteriano do qual originou (Navarre et al., 1999). E exemplo a endolisina PlyV12,
codificada no fago ®1 de Enterococcus, que esta associada a uma actividade de amidase-2,
que apresenta accdo enzimatica em S. pyogenes, Streptococcus do grupo B, Streptococcus do
grupo C e apresentou alguma actividade numa estirpe de S. aureus (Yoong et al., 2004).
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A presenca de uma estrutura modular nas endolisinas fagica, permite manipula-las
geneticamente de forma a construir novas enzimas com propriedades combinadas. E o caso da
Lysl6 do fago P68 que infecta S. aureus, cujo dominio CHAP est4d associado a uma
actividade de endopeptidase e foi conjugado com o dominio de ligacdo da Lys17 codificada
no mesmo fago, originando uma proteina quimera P16-17. A aplicacdo desta quimera
conjugada com o antibiético gentamicina, contribui para a penetracdo do antibidtico em
células de S. aureus. (Manoharadas et al., 2008). Com base em estudos deste tipo, construiu-
se 0 gene quimera lis170-168, conjugando a sequéncia correspondente ao dominio catalitico
da Lis170 com a sequéncia do dominio de ligacdo da Lis168, com o objectivo de obter uma

enzima com um espectro de ac¢do mais alargado que o das lisinas nativas.

O segundo plano a seguir consistiu na producdo das lisinas Lis168, Lis170 e Lis170-168,
cujas sequéncias nucleotidicas foram clonadas no vector pIVEX, numa estirpe de expressao
de E. coli. Optou-se por usar a estirpe E. coli CG61. Para consolidar a observacdo de que as
lisinas estavam a ser expressas na conformacéo activa, testaram-se primeiramente os extractos
sollveis sobre extractos celulares de Enterococcus e verificou-se o aparecimento de halos de
lise no local da aplicacdo dos extractos. Comprovou-se entdo que para além das lisinas
apresentarem actividade litica, a quantidade de proteina sollvel era suficiente para permitir a
sua purificagéo.

Estes resultados s@o bastante promissores e constituem o ponto de partida para o estudo do
potencial terapéutico destas endolisinas Lis168, Lisl70 e Lis170-168. Foi nesta linha
condutora, que se efectuou a purificacdo das proteinas fagicas com o objectivo de estudar a
actividade enzimatica sobre estirpes de origem clinica. Durante o processo de purificacdo,
surgiram, inicialmente, alguns problemas de insolubilidade e instabilidade das proteinas em
solucgdo, razéo pela qual se optou por efectuar uma troca para o tampédo de lisina, que se
revelou eficaz em manter a proteina estavel e em solucdo, impedindo a formacdo de
agregados proteicos. Ensaios realizados com solu¢des tampédo com diferentes composicdes,
permitiram determinar que para a estabilidade das lisinas em solugdo € necessaria a presenca
de um agente redutor (DTT), que impede a formacdo de pontes dissulfureto que promovem a
precipitacdo e, a presenca de um agente de crio-preservacao (25% de glicerol) em quantidade
suficiente para que permita o armazenamento das amostras proteicas a -20°C sem que se corra

0 risco de congelarem.
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Esta estratégia de fundir uma cadeia de 6-Histidinas a proteina de interesse, mostrou ser muito
eficiente na extraccdo das lisinas das amostras proteicas e posterior eliminacdo de possiveis

proteinas contaminantes.

Cumprido o primeiro objectivo, isto é, a obtencdo das trés lisinas purificadas, foi possivel
atingir com sucesso o principal desafio proposto neste trabalho, que consistiu no estudo da
actividade litica das endolisinas Lis168, Lis170 e Lis170-168 sobre bactérias Gram-positivas
de origem clinica. Os resultados obtidos foram bastante satisfatorios, pois as 3 lisinas
apresentaram uma actividade antibacteriana em grande parte das estirpes de Enterococcus
testadas. Comparando a actividade de qualquer uma das lisinas sobre as espécies E. faecalis e
E. faecium, pode-se concluir que a espécie E. faecalis € mais sensivel a accao litica das
endolisinas. De um modo geral, as trés lisinas apresentaram maior actividade litica sobre o
grupo de espécies de Enterococcus sp. A lisina Lis168 foi a proteina que apresentou um
espectro de ac¢do mais estreito. A lisina Lis170, por sua vez, foi a que apresentou o espectro
de accdo mais alargada. Curiosamente, a Lis170-168, comparada com a Lis168, apresentou
um espectro de accdo mais alargado, tendo sido activa num maior nimero de estirpes. Apesar
da combinacdo destes dominios funcionais ter alargado o espectro de accdo da Lis168,
revelou uma ligeira perda de actividade amidase-2, evidenciada por uma reducéo no diametro
do halo, quando comparado com os halos resultantes da ac¢do da Lis170. O facto de existirem
estirpes que apenas foram sensiveis a ac¢do da Lis170-168, sugere que o dominio de ligacdo
da Lis168 é mais eficaz na ligacdo ao substrato presente na parede celular, no entanto, a
especificidade concedida ao dominio CHAP, ndo permitia que ocorresse actividade, a qual foi
conseguida com o dominio de amidase-2 que, tal como foi referido, esta associado a um
espectro de ac¢do mais alargado. Nesta situacdo a Lis168 ligar-se-ia ao substrato, mas nao é

visivel actividade litica.

Pode-se inferir que, a combinacdo de dominios funcionais com vista a obter lisinas com
propriedades activas diferentes é uma boa estratégia para alargar o espectro de accdo de uma
enzima destes tipo.

Relativamente aos resultados obtidos para a actividade litica das lisinas nas 10 espécies Gram-
positivas, mas nao pertencentes ao género Enterococcus, apenas se obteve um resultado
positivo. Foi 0 caso da estirpe de B. subtilis, na qual as concentracdes mais elevadas das trés

lisinas exibiram um efeito litico. Este resultado sugere que a parede celular da bactéria B.
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subtilis apresente uma composicdo em hidratos de carbono semelhante a parede celular dos
Enterococcus sp.

As lisinas foram ainda testadas em duas estirpes de E. coli, ndo se revelando nenhuma
actividade sobre esta espécie. Este resultado vai de encontro ao esperado, visto tratar-se de
uma espécie Gram-negativa na qual a presenca de uma membrana externa, por si s6, constitui
uma barreira ao acesso das lisinas a camada de peptidoglicano quando adicionadas
exogenamente. No entanto, estudos realizados por Orito (2004) e Morita (2003) sugerem que
a presenca de uma sequéncia hidrofobica na regido C-terminal podera permitir a passagem da
lisina pela membrana externa e, desta forma, actuar sobre o peptidoglicano.

Tem sido referido por outros autores que, o espectro de accdo das endolisinas descritas €,
normalmente, estreito (estirpes ou espécies) e limitado pelos ligandos associados ao
peptidoglicano, frequentemente hidratos de carbono, que servem como alvos de ligacdo das
lisinas e encontram-se distribuidos de acordo com o tipo de estirpe ou espécie.
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As experiéncias reunidas no presente trabalho permitiram a producdo de trés lisinas fagicas,
Lis168, Lis170 e Lis170-168, partindo da pesquisa da sua sequéncia nucleotidica no genoma
dos fagos F168 e F170 de Enterococcus sp., passando pela sua purificacdo e finalizando com
um teste de avaliacdo da sua ac¢do antimicrobiana em 98 espécies clinicas de Enterococcus
sp., e outras bactérias Gram-positivas, isoladas de unidades hospitalares e da comunidade.

As endolisinas, mostraram uma actividade bastante satisfatoria em espécies Enterococcus sp.
A Lis168, Lis170 e Lis170-168 foram activas, respectivamente em 77%, 97% e 68% das
estirpes de E. faecalis e 46%, 54% e 50% das estirpes de E. faecium testadas. As espécies nao
classificadas pertencentes ao género Enterococcus sp, apresentaram uma elevada
sensibilidade a accéo liticas destas lisinas. A construcdo da lisina quimeras permitiu alargar o
espectro de accdo das lisina Lis168, apesar de se ter verificado uma ligeira reducdo na
actividade litica.

Os resultados obtidos para a quimera permitem concluir que a substituicdo do dominio CHAP,
que apresenta um espectro de accdo mais reduzido, por um dominio amidase-2, melhora

significativamente a actividade litica.

A combinacéo de dominios funcionais de diferentes endolisinas, com o intuito de produzir
enzimas distintas com propriedades diferentes, parece constituir uma boa estratégia na
obtencdo de espectros de ac¢do mais alargados.

Os resultados obtidos neste trabalho comprovam que as endolisinas fagicas constituem um
forte agente antibacteriano, sugerindo que estas proteinas poderao vir a ser muito promissoras
no desenvolvimento de uma terapéutica eficaz no combate a emergéncia de estirpes de

Enterococcus resistentes a antibioticos.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Dados os resultados satisfatérios obtidos neste trabalho, surge a vontade de investigar e
estudar mais aprofundadamente o potencial bacteriano destas lisinas de Enterococcus.

Para uma melhor interpretacdo dos resultados, seria interessante caracterizar as espécies

Enterococcus sp testadas neste trabalho.

Seria interessante estudar ao pormenor quais sdo o0s aminodcidos do peptidoglicano
especificamente clivados pelas Lis168.

Outra andlise importante que poderia ser feita, consiste na determinacdo da estrutura
tridimensional das lisinas. Este estudo traria questGes importantes quanto a conformacao

activa e inactiva da lisina.

Visto que actualmente ainda existe pouca informacdo acerca de endolisinas activas contra
Enterococcus sp, seria importante aprofundar o conhecimento sobre a sua estrutura proteica e,
em particular, sobre a sua actividade litica para o caso de uma eventual aplicacdo terapéutica
futura. Sugerindo estratégias que modifiquem as enzimas de forma a potenciar a sua

actividade enziméatica.

Um dos estudos que era interessante fazer seria, fundir numa proteina apenas os dois
dominios cataliticos das lisinas Lis168 e Lis170, dando origem a uma proteina bifuncional
com apenas um dominio de ligacdo e avaliar quais as alteragdes observadas nos espectros de

accdo que as lisinas exibiram isoladamente.

Seguindo a mesma linha de raciocinio e mantendo o foco no dominio catalitico, outro estudo
aliciante consistia em truncar os dominios cataliticos destas lisinas e estudar a sua actividade
litica isoladamente sobre espécies foram do género de Enterococcus e perceber qual a
alteracdo no espectro de accédo das lisinas nativas.

Um outro passo importante a ser dado seria passar aos testes in vivo, testando em ratinhos
infectados com espécies potencialmente patogénicas de Enterococcus e perceber qual o efeito
das lisinas quando usadas como terapia nestas condicoes.
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Abordando a temaética lisinas fagicas por uma outra perspectiva, também era interessante
aprofundar e especificar para que molécula da parede celular tem afinidade e perceber que
sequéncia aminoacidica especificamente se liga a esta molécula. Assim, poder-se-ia
maximizar a afinidade de ligacdo do hidrato de carbono ao dominio de ligacéo, alterando 0s
residuos de amino&cidos do dominio de ligacao.
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