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RESUMO

Aedes aegypti € vetor de arboviroses com grande impacto para a Saude Publica,
como dengue, febre amarela urbana, febre chikungunya e febre Zika. Nas fémeas,
que sdo hematofagas, elevadas concentragBes de heme séo liberadas no intestino
médio durante a digestdo do sangue, o que é potencialmente toxico para o
hospedeiro, pois a molécula é altamente pro-oxidante. Parte do heme liga-se a
matriz peritrofica, estratégia que reduz o estresse oxidativo gerado. No entanto,
estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa sugerem que bactérias associadas
ao lumen intestinal participam do processo de degradacdo do sangue e podem
contribuir para a neutralizacdo dos efeitos toxicos do heme, 0 que precisa ser
estudado em maior profundidade. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar, in
vitro, a capacidade de trés espécies bacterianas isoladas do intestino médio de
Ae. aegypti (Pseudomonas putida, Pantoea sp. e Chryseobacterium gleum) para
utilizar ferro e heme para o crescimento. O cultivo foi feito em frascos agitados a
30 °C e 130 min™, empregando-se meios suplementado com 200 e 300 pM de
quelante de ferro (MCzoosp € MCsoosp), Sulfato ferroso (MCsg), cloreto férrico (MCcy) e
hemina (100, 150 e 200 puM; meios MCigone, MCis0He € MCo00He), tomando-se como
base o meio MC (controle). Foi avaliada a cinética de crescimento, a producéo total
de células, consumo de hemina, expressao diferencial de proteinas e atividade
peroxidadsica da biomassa. Os resultados mostraram que todas as espécies
necessitam de ferro para o crescimento, sendo a producédo de biomassa inibida em
meios com baixas concentragbes do metal (MCsgogp), Sobretudo C. gleum. Por outro
lado, o crescimento € estimulado por quaisquer das fontes de ferro inorganico, em
especial para P. putida, cuja concentracdo celular final (~4,0 g/L) foi 70% maior que
em MC. Da mesma forma, todas as espécies demonstraram capacidade de
internalizar e metabolizar hemina para o crescimento, verificando-se diminui¢ao
progressiva do consumo com o aumento da concentracdo do composto. Pantoea sp.
e C. gleum consumiram a maior parte da hemina em meio com 100 pM do
composto, mas o crescimento foi similar ao do controle (~5,6 g/L). Com P. putida, o
residual de hemina nos meios MCisone € MCogone fOi de 61 e 75%, respectivamente,
mas o crescimento foi amplamente favorecido nestas concentracdes mais elevadas
do composto. Meios suplementados com sais de ferro, na mesma concentracdo de
MCio0ne, foram mais eficientes para o crescimento que 0 proprio MCigoHe,
especialmente para P. putida. Porém, a producao de biomassa desta espécie em
meios com concentracdes mais altas de hemina (MCisone € MCogone) foram similares
as obtidas nos meios MCsk e MCc¢(, que tem menor concentracdo de ferro. Foram
verificadas diferencas nos perfis de expressao de proteinas, o que também variou
com a espeécie bacteriana testada. As diferencas foram mais proeminentes nos
meios MCsoosp € MCc.. N&o foi observada atividade peroxidasica em nenhuma das
espécies nas condi¢des testadas. Em conjunto, os resultados obtidos demonstraram
gue as trés espécies bacterianas sdo capazes de consumir heme, em concentragbes
elevadas, o que pode indicar sua habilidade de participar do processo de
detoxificagdo de heme durante a digestdo de sangue em fémeas de Ae. aegypti.
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ABSTRACT

Aedes aegypti is vector of arboviruses with great impact for Public Health, such as
dengue, yellow fever, chikungunya fever and zika virus fever. In females mosquitoes,
which are hematophagous, high concentrations of heme are released into the midgut
during blood digestion. Free heme is potentially toxic to the host since the molecule
is highly pro-oxidant. However, part of the heme binds to the peritrophic matrix as a
way to reduce the oxidative stress. Some data obtained by our research group
suggest that bacteria associated with intestinal lumen participate in the process of
blood degrading and may contribute to neutralize the toxic effects of heme, which
needs to be further studied. In this context, the main objective of this work was to
investigate the ability of three bacterial species isolated from the mosquito gut
(Pseudomonas putida, Chryseobacterium gleum and Pantoea sp.) to use iron and
heme for growth. The fermentation runs were carried out in shake flasks under the
established operational conditions (30 °C and 110 min-1) using a reference medium
(MC) supplemented with 200 and 300 pM of iron chelator (MCxosp € MCsoogp),
ferrous sulphate (MCsg), ferric chloride (MCc¢.) € hemin (100, 150 e 200 pM; MCigoHe,
MCisone € MCooone). Growth kinetics, total cell production, hemin consumption,
differential protein expression and biomass peroxidase activity were evaluated. The
results showed that all species require iron for growth and biomass production was
inhibited in media with low iron concentrations (MCsoogp), mainly C. gleum. On the
other hand, the cellular growth was stimulated by both inorganic iron sources,
especially with P. putida, whose final cellular concentration (~ 4.0 g/L) was 70%
higher than in MC medium. Likewise, all species showed the ability to internalize and
metabolize hemin for growth, with a progressive decrease in consumption profile with
increasing concentrations of the compound. Pantoea sp. and C. gleum assimilated
most of the hemin present in medium with 100 yM of the compound, but the growth
was similar to that observed in control medium (~ 5.6 g/L). With P. putida, the
residual heme in MCisone and MCyoone media was 61 and 75%, respectively, but
growth was largely improved at these higher concentrations of hemin. In media
supplemented with iron salts, at the same concentration as MCigone medium, was
more efficient for growth than MCigone itself, especially for P. putida. However, with
this species the biomass production in media with higher concentrations of hemin
(MCis04e and MCyoone) Were similar to those obtained in MCsg and MCc. media,
which has lower iron concentration. It was observed some differences in the protein
profile, which also varied with the bacterial species. The differences were more
prominent in MCszgop and MCc. media. No peroxidase activity was observed in any of
the species under the conditions tested. These results showed that the three
bacterial species are able to consume heme at high concentrations, which may
indicate their ability to participate in the heme detoxification process during the
digestion of blood in Ae. aegypti.



1. INTRODUCAO

1.1. O mosquito Aedes aegypti: caracteristicas bioléogicas e mecanismos de

digestdo de sangue

Os mosquitos do género Aedes possuem uma ampla distribuicdo geogréfica,
sendo encontrado nas regides temperadas e tropicais, no qual o clima quente e
umido favorece seu desenvolvimento e proliferacdo (Harbach, 2017). Aedes aegypti
(Linnaeus) € vetor de arboviroses relacionadas a doencas de grande importancia
para a saude publica, como dengue, febre amarela urbana (Consoli e Lourengo-de-
Oliveira, 1994), febre chikungunya (Mourya et al., 2001) e febre pelo zika virus
(Butler, 2016). Isto se deve a elevada competéncia do mosquito para a transmissao
de virus e a sua caracteristica antropofilica, ou seja, preferéncia por sangue
humano. A espécie apresenta habitos diurnos e grande capacidade de se adaptar a
ambientes urbanos densamente povoados, sendo seu controle dificultado pelo
crescimento da populacéo e a globalizacao (Gubler, 2014).

Segundo o Ministério da Saude, o Brasil registrou 1.483.623 casos provaveis e
694 6bitos de dengue em 2016. No boletim publicado pela Secretaria de Vigilancia
em Saude, em novembro de 2017, que apresenta os dados verificados neste mesmo
ano, foram registrados 184.458 casos provaveis da doenca, 243 casos graves e 122
Obitos. Nesse periodo, a regido Nordeste registrou o maior nimero de casos
(84.051; 35,2%), seguida das regibes Centro-Oeste (74.691; 31,2%), Sudeste
(55.381; 23,2%), Norte (21.057; 8,8%) e Sul (3.896; 1,6%) (Ministério da Saude,
2017). Embora tenha havido uma reducdo do numero de casos em 2017, dados
histéricos mostram grande variagdo na ocorréncia da doenca nos ultimos anos,
havendo preocupacédo constante das autoridades de Saude Publica no pais.

A febre Chikungunya vem se espalhando pelo Brasil, com 277.882 mil
notificacdes de casos suspeitos no ano de 2016 e 184.458 mil em 2017 (Ministério
da Saude, 2017). Outro virus transmitido por Ae. aegypti, o zika virus, foi confirmado
em 14 estados brasileiros em 2015 (Ministério da Saude, 2015) e tém sintomas
leves, como febre, erupcdo cutédnea e dor de cabeca. Segundo a Organizagao
Mundial da Saude, existe forte suspeita de haver relacdo da infeccdo do zika virus

durante a gravidez e microcefalia (Butler, 2016).



O Ae. aegypti apresenta em seu ciclo de vida quatro estagios de
desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adulto (Figura 1). Assim como para outros
mosquitos, a fase reprodutiva se inicia nos primeiros dias da fase adulta. Depois da
fase de acasalamento, a fémea realiza hematofagia, ou repasto sanguineo, para o
desenvolvimento e maturacdo dos ovos, e torna-se apta para a oviposicdo apés 3 a
5 dias. Os ovos eclodem depois de completar o desenvolvimento embrionario, dando
origem a fase larvaria. A larva apresenta quatro instares larvais e quando madura
transforma-se em pupa e posteriormente no adulto (Consoli e Lourenco-de-Oliveira,
1994).

Adulto

Figura 1 - Ciclo de desenvolvimento do mosquito Ae. aegypti. Adaptado
de Esper (2016).

O metabolismo energético do mosquito adulto € dependente da ingestao de
carboidrato proveniente de seiva, flores e frutos. O macho se alimenta somente de
solugdes agucaradas de origem vegetal como fonte de energia, enquanto a fémea
adulta diminui a ingestéo de agucar quando em contato frequente com vertebrados,
devido a preferéncia pelo repasto sanguineo. Durante a alimentacdo, as fémeas
injetam sua saliva no hospedeiro, a qual pode conter patdogenos. A frequéncia
da alimentacdo sanguinea nos vertebrados e a alta densidade da populacdo pode



elevar significativamente o0 risco de transmissdao de patégenos (Scott e
Takken, 2012).

A hematofagia é realizada mais de uma vez a cada ciclo gonadotrofico, sendo
capaz de suprir reservas nutricionais, aumentar a fecundidade e longevidade das
fémeas. O mosquito realiza a digestdo do alimento no aparelho digestivo que se
inicia na boca (regido anterior) e se estende até o anus (regido posterior). O tubo
digestivo é formado por uma camada de células epiteliais e é dividido em trés
regides: intestino anterior, médio e posterior (Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1994),

conforme esquematizado na Figura 2.

Intestino
Anterior

//Q.and? ) ST /

T(Jbulos de Malpighi

Intestino
Salivar Médio Intestino  Reto
Posterior

Figura 2 - Morfologia interna do mosquito Ae. aegypti (Adaptado de Hine et al., 2014).

O intestino anterior é responsavel pela ingestdo, conducdo e armazenamento
do alimento. E formado pelas bombas cibarial e faringeana, que s&o émbolos de
succdo, pelo diverticulo ventral, que reserva carboidratos, e pela véalvula de
estomodel, que direciona carboidrato e sangue ingeridos pela fémea (Consoli e
Lourenco-de-Oliveira, 1994). Quando a fémea realiza o repasto sanguineo a valvula
abre-se e 0 sangue € encaminhado e armazenado no intestino médio; no entanto, na
ingestao de alimentos ricos em acgucares, a valvula permanece fechada e o alimento
€ encaminhado para o diverticulo ventral, onde ocorre a digestao inicial através de
enzimas da glandula salivar. O carboidrato é liberado gradativamente para o
intestino meédio, sendo digerido aos poucos. Esse mecanismo da valvula de
estomodel proporciona a fémea a capacidade para manter o intestino médio vazio,

estando apta a realizar o repasto sanguineo (Romoser, 1996). O alimento né&o



digerido no intestino médio é encaminhado para o intestino posterior que é
responsavel pelo processo de excre¢cado, composto por ileo, ampola retal e anus. O
intestino posterior reabsorve seletivamente agua, aminoacidos e alguns ions,
produzindo uma urina hiper ou hiposmética, que é secretada junto ao bolo fecal. O
bolo fecal é composto por produtos ndo digeridos e produtos inutilizaveis que
passam pelo intestino posterior e perdem agua (Phillips et al., 1986; Klowden, 2013).

Em insetos hematofagos, como o mosquito Ae. aegypti, uma matriz constituida
por quitina, proteinas e proteoglicanas (Lehane, 1997), denominada matriz ou
membrana peritrofica (MP), é sintetizada ap0s a alimentacdo com sangue por
células epiteliais ao longo da porcéo posterior do intestino médio (Lehane, 2005).
Esta MP é formada em volta do alimento ingerido e separa o conteudo luminal em
dois compartimentos, o espaco endoperitréfico (localizado dentro da MP) e o espaco
ectoperitréfico (espaco fora da MP) (Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1994) (Figura
3). A digestdo do sangue que resulta na liberacdo de peptideos, aminoacidos e
grandes quantidades de heme no Iumen intestinal (Pascoa et al., 2002), inicia no
interior da MP, sob a acdo de enzimas que degradam as moléculas, entdo o0s
compostos de menor massa molecular se difundem para o espaco ectoperitrofico. A
digestao final ocorre nas microvilosidades do intestino médio (Terra, 1990).
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Figura 3 - Representacdo esquematica do trato intestinal de insetos (Silva et
al., 2012).



Em ensaios realizados com moscas tsé-tsé (Glossina spp.), Weiss et al. (2014)
observaram que a MP age como uma barreira fisica contra microrganismos
invasores, ingeridos durante a alimentagdo. Em Ae. aegypti, grande parte do heme
gerado no catabolismo da hemoglobina liga-se fortemente a MP, ficando retido no
limen intestinal, 0 que sugere que esta matriz pode funcionar como uma barreira

eficiente para o heme, auxiliando na sua detoxificacdo (Pascoa et al., 2002).

1.2. Microbiota intestinal em insetos

De modo geral, todos os animais abrigam um ndmero elevado de
microrganismos no intestino. Nos insetos, acredita-se que a associagdo com
microrganismos influenciou, em grande parte, a diversificacdo e o sucesso evolutivo
destes animais (Engel e Moran, 2013). Segundo Douglas (2014), os diferentes
aspectos das vias de sinalizagcdo e das vias reguladoras das fungbes animais
evoluiram no contexto das interagBes continuas com microrganismos, € embora
alguns taxons ndo sejam obrigatoriamente dependentes da sua microbiota, é cada
vez mais evidente que os microrganismos influenciam muitas caracteristicas do
inseto. Constantemente os insetos adquirem microrganismos do ambiente, incluindo
bactérias e fungos, mas podem também adquirir espécies de seus pais por
transmissdo vertical (Colman et al., 2012). Nos afideos (Homoptera, Insecta), por
exemplo, ocorre uma interagcdo simbidtica obrigatéria com bactérias, como Buchnera
sp., que sintetiza moléculas essenciais a reproducdo, como vitaminas e aminoacidos
(Shigenobu et al., 2000). Os triatomineos, vetores da doenca de Chagas, sao
exclusivamente hematofagos e, embora este tipo de dieta seja rico em aminoacidos
essenciais e proteinas, é escassa em carboidratos, lipideos e vitaminas. Bactérias
da espécie Rhodococcus rhodnii, que colonizam o trato digestivo destes insetos,
completam a alimentagéo do hospedeiro pelo fornecimento de nutrientes, tornando-
se essenciais para o desenvolvimento do inseto (Yassin, 2005).

As interacdes benéficas entre microrganismos e insetos podem ser essenciais
para o desenvolvimento do hospedeiro (Dillon e Dillon, 2004). Com frequéncia, os
microrganismos residentes contribuem na suplementacdo de dietas pobres em
nutrientes, fornecem protecao contra predadores, parasitas e agentes patogénicos,
auxiliam na digestdo de componentes alimentares recalcitrantes, colaboram na

comunicacao inter e intraespecifica e influenciam processos de reproducéo (Engel e



Moran, 2013). No caso de insetos vetores de importantes doencas, também foi
demonstrada a importancia da microbiota residente para a digestdo de nutrientes,
metabolismo, producgéo de ovos, desenvolvimento e resposta imune (Jupatanakul et
al., 2014).

De modo geral, os mosquitos abrigam uma dindmica e complexa comunidade
de microrganismos (Osei-Poku et al., 2012; Champion e Xu, 2017). A estrutura da
comunidade microbiana varia em funcdo de fatores como a espécie, sexo e estagio
de vida, origem geogréafica e comportamento alimentar, bem como o 6rgao analisado
(Boissiere et al., 2012; Moro et al, 2013). A composicdo €é também
significativamente influenciada pelas fontes onde o0s mosquitos adquirem
microrganismos do ambiente, ou seja, habitats aquaticos e terrestres (Buck et al.,
2016). Especificamente em relacdo ao estagio de desenvolvimento, o microbioma
tende a ser diferente, sobretudo em relagédo ao do intestino, uma vez que o habitat
das fases larval e de pupa (aquatica) é completamente diferente do habitat da fase
adulta (terrestre). A microbiota do intestino de larvas de mosquitos é amplamente
eliminada no mecoénio através da remodelacédo do intestino durante a metamorfose
e, assim, o microbioma do intestino médio de adultos tem que ser repovoado
(Jupatanakul et al., 2014). Os mosquitos recém emergidos adquirem novas bactérias
do néctar ou outras fontes de acUcar natural das plantas (Champion e Xu, 2017). Em
Anopheles gambiae, o intestino das fases aquéticas é predominantemente povoado
por cianobactérias (Thiery et al., 1991; Wang et al., 2011), enquanto a microbiota do
intestino médio de adultos é composta sobretudo por Proteobacteria e Bacteroidetes
oriundos do meio ambiente e veiculados pela dieta (Wang et al., 2011).

Bactérias podem colonizar diferentes 6rgdos do inseto, sendo o intestino o
principal deles e, em menor grau, glandulas salivares e 6rgaos reprodutivos. O
intestino € uma interface com o ambiente externo e fornece nutrientes e espaco
favoraveis & multiplicacdo microbiana (Minard et al., 2013a). O intestino médio de
mosquitos € o principal sitio de interagdo entre insetos hematéfagos e os patdégenos
por eles transmitidos (Billingsley e Lehane, 1996). Um impacto significativo na
estrutura microbiana no intestino de fémeas de mosquitos pode ocorrer ap0s uma
refeicdo com sangue, observando-se aumento na populacdo e, ao contrario,
diminuicao na diversidade (Wang et al., 2011; Boissiere et al., 2012).

Bactérias residentes no intestino destes insetos podem ter um papel decisivo

na epidemiologia de doencas infecciosas humanas (Gusmao et al., 2007), ao reduzir



a competéncia vetorial de arboviroses e outros agentes patogénicos. Esta reducao
pode ocorrer por meio da ativagdo da resposta imune, competicdo por nutrientes ou
producdo de moléculas antivirais (Jupatanakul et al., 2014). Schlein et al. (1985)
mostraram que a prevaléncia de microrganismos no trato digestivo de fémeas de
flebotomineos possuem efeito negativo na transmissdo da leishmaniose em éareas
endémicas. Beier et al. (1994) concluiram que bactérias Gram-negativas reduzem
significativamente o numero de oocistos em Plasmodium.

Alguns estudos mostraram que a microbiota associada a insetos vetores
influencia a competéncia do vetor na transmissdo de arbovirus. Xi et al. (2008)
verificaram que a remocdo da microbiota intestinal de Ae. aegypti com antibiéticos
resultou em maiores titulos do virus dengue no intestino médio do inseto. A bactéria
Wolbachia presente nas glandulas salivares de Ae. albopictus proporciona
resisténcia a infeccdo pelo virus da dengue (Mousson et al.,, 2012), enquanto
aquelas que residem nos 6Orgdos reprodutivos tém o potencial de transmisséo
vertical do patégeno (Ricci et al., 2011). A bactéria também induz resisténcia ao
mesmo virus em Ae. aegypti (Bian et al., 2010). Ramirez et al. (2012) também
constataram que a bactéria Proteus sp., isolada do intestino de Ae. aegypti de
campo aumentou a resisténcia do mosquito a infeccdo com virus dengue. Em
trabalho publicado recentemente, Ramirez et al. (2014) mostraram que a bactéria
Chromobacterium sp. isolada de Ae. aegypti de campo pode reduzir a
susceptibilidade do mosquito a infecgdo com virus dengue.

A microbiota do intestino de mosquitos adultos tem sido a mais estudada. O
intestino médio de fémeas é na maior parte colonizada por membros de
Gammaproteobacteria, assim como para outros insetos que se alimentam de
sangue. Bactérias dos géneros Pseudomonas, Serratia e Enterobacter estdo
frequentemente associadas as fémeas de varias espécies de mosquito (Minard et
al., 2013a). Alguns géneros, como Pantoea, Acinetobacter e Asaia sdo também
muito prevalentes em mosquitos, e podem colonizar diferentes espécies (Terenius et
al., 2012; Moro et al., 2013). Em trabalho realizado na india com Culex
guinquefasciatus, mosquito vetor da febre do Nilo, Chandel et al. (2013)
identificaram bactérias dos géneros Enterobacter, Pseudomonas, Pantoea e Proteus
(Proteobacteria), além de Bacillus (Firmicutes) e Acinetobacter (Actinobacteria). Em
outro estudo, feito com diferentes espécies de mosquitos do Quénia, as bactérias

mais comuns foram Gammaproteobacteria (tais como Aeromonas), Flavobacteria



(tais como Chryseobacterium) e Alphaproteobacteria (tais como Asaia) (Osei-Poku et
al., 2012). Os genomas de varios isolados bacterianos derivados de mosquitos
foram sequenciados, incluindo Elizabethkingia anophelis (Kukutla et al., 2013;
Raygoza et al.,, 2016), Enterobacter sp. (Jiang et al., 2012), Pseudomonas sp.
(Alvarez et al., 2012), Serratia sp. (Pei et al., 2015), Stenotrophomonas maltophila
(Hughes et al., 2016a) e Staphylococcus hominis (Hughes et al., 2016b).

Usando meétodos dependentes de cultivo, Moro et al. (2013) avaliaram a
composicao bacteriana em populacbes de campo de Ae. albopictus em diferentes
regibes de Madagascar. O estudo permitiu identificar 27 géneros, distribuidos em
trés filos principais. Em mosquitos fémea, os isolados bacterianos foram
principalmente Proteobacteria (51,3%), seguido por Firmicutes (30,3%) e
Actinobacteria (18,4%). Por outro lado, o filo mais abundante em mosquitos machos
foi Actinobacteria (48%), seguido de Proteobacteria (30,6%) e Firmicutes (20,4%).
Pantoea foi o género mais comum em ambos 0s sexos, em todos 0s pontos de
amostragem. Acinetobacter tem sido frequentemente associada com mosquito de
diferentes espécies, incluindo Ae. aegypti, Ae. albopictus, Ae. triseriatus, An.
stephensi, Cx. Pipiens e Cx. quinquefasciatus. Esta bactéria também foi encontrada
em locais de reproducdo de larvas e em varias fontes alimentares do mosquito
adulto tais como vertebrados ou plantas (Minard et al., 2013a e b). De maneira
semelhante, os géneros Asaia e Pantoea, cujo habitat natural € o néctar de flores
tropicais, também foram observados em mosquitos (Moro et al., 2013).

Gusmao et al. (2007, 2010) isolou e caracterizou espécies bacterianas do
diverticulo ventral do trato digestivo de Ae. aegypti, identificando Serratia sp.,
Bacillus sp. e Bacillus subtilis, com predominancia de Serratia sp. Os dados
indicaram o provavel papel desta espécie na fermentacdo de sacarose. De acordo
com Gusmao et al. (2010), algumas espécies bacterianas se associam ao epitélio
intestinal de Ae. aegypti durante a digestdo sanguinea e prevalecem em regides
com alta atividade proteolitica, sugerindo que a microbiota pode participar na
inducdo da expressdo de proteinas envolvidas no processo digestivo do sangue.
Gaio et al. (2011a) reforcaram esta hipotese, demonstrando que a reducdo da
populacdo bacteriana por administracdo de antibioticos afetou a lise de hemacias,
retardando o processo digestivo e privando o mosquito de nutrientes essenciais, 0o

que afetou a maturacdo de odcitos, reduzindo a produgéo de ovos.



De acordo com (Douglas, 2014), além do interesse intrinseco, o estudo das
interagOes de insetos com a microbiota residente pode gerar conhecimentos sobre
0S processos equivalentes em outros animais, incluindo seres humanos. Pesquisas
nesta area tém potencial para identificar os mecanismos fundamentais sobre como
0S animais interagem com sua microbiota residente. Os autores ressaltam que as
interacdes entre mosquitos e sua microbiota ainda precisam ser investigadas em
profundidade. A maioria dos estudos publicados descrevem a diversidade bacteriana
e sua variacdo com fatores especificos. No entanto, uma analise mais abrangente
das interacbes simbibticas de mosquitos € necessaria em niveis evolutivos e
funcionais. Jupatanakul et al. (2014) também afirmam que o estudo das interacdes
entre insetos vetores e sua microbiota € um passo importante para o
desenvolvimento de estratégias alternativas de controle de transmissdo de
arbovirus. Neste contexto, a hipétese do nosso grupo de pesquisa, que vem
estudando diferentes aspectos da colonizacédo do trato digestivo de Ae. aegypti por
bactérias, € que esta microbiota pode contribuir no processo de resposta ao estresse

oxidativo provocado pelo heme durante a digestdo do sangue.

1.3. Captacdo e armazenamento de ferro por bactérias

1.3.1. Ferro e Grupo Prostético Heme

O ferro é um elemento essencial para todos os organismos, incluindo bactérias.
E considerado o quarto metal mais abundante na superficie terrestre. O ferro pode
existir em um dos dois estados redox prontamente interconversiveis, na forma férrica
(Fe*"), encontrado na presenca de altas concentracdes de oxigénio, e na forma
ferrosa (Fe*") que possui uma maior solubilidade, mas é encontrado apenas em
ambientes com auséncia de oxigénio ou com baixo pH (Andrews et al., 2003; Chu et
al., 2010). O ferro normalmente é utilizado como grupo prostético ou cofator de
proteinas, participando de processos metabdlicos como fixagdo de nitrogénio, ciclo
do &cido citrico, resisténcia a estresse redox, transporte de oxigénio, fotossintese,
regulacdo génica e biossintese de DNA (Andrews et al., 2003).

Apesar de o ferro estar envolvido em processos metabdlicos importantes, em
condicdes aerdbicas pode ser extremamente toxico, gerando espécies reativas de
oxigénio (ERO), que compreendem os radicais de O,, como radical superoxido (O3,

peréxido de hidrogénio (H,0O,) e radical hidroxila (OH") e alguns nao-radicais (HOCI,
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HOBr, O3, ONOQO") (Halliwell, 2006). As células possuem mecanismos antioxidantes
para protecdo contra a producdo elevada desses radicais, que apesar de ser
essencial para um bom funcionamento do sistema biolégico como na defesa contra
agentes infecciosos e sistema de sinalizacdo celular, em altas concentracdes podem
ser prejudiciais as células, causando danos as estruturas e componentes celulares,
incluindo membranas, lipidios, proteinas e acidos nucleicos (Valko et al., 2006).
Deste modo, para obter homeostase eficaz, o ferro se mantém associado a
proteinas ou outros ligantes dentro dos organismos, 0 que garante a solubilidade do
metal e previne a formacdo de ERO (Chu et al., 2010). O desequilibrio entre a
geracdo e neutralizacdo de ERO é denominado estresse oxidativo (Valavanidis,
2006). O disturbio ocorre, portanto, quando as defesas antioxidantes ndo séao
suficientes para combater as altas concentracdes de ERO (Foyer e Noctor, 2003).

Em vertebrados, o ferro € limitado dentro de um anel de porfirina, como
ferriprotoporfirina IX ou heme (Anzaldi e Skaar, 2010). O grupo prostético heme esta
presente na hemoglobina (Hb) e é constituido por uma parte organica e um atomo
de ferro (Rose et al.,, 1985) (Figura 4). Dessa forma, a hemoglobina é uma
hemeproteina e faz parte da familia das proteinas globulares, que sé&o
caracterizadas por terem a cadeia polipeptidica enrolada de forma esférica ou
globular, possuindo varios tipos de estruturas secundarias (Nelson e Cox, 2004). O
heme pode ser degradado para liberar ferro ou ser usado como um co-fator em
proteinas respiratorias (hemoglobina e mioglobina), translocases de elétrons
(citocromo) e enzimas redox (catalases, peroxidase) (Tong e Guo, 2009).

Figura 4 - Representacdes da estrutura do grupo prostético heme
(Fe-protoporfirina IX). Adaptado de Nelson e Cox (2004).
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O heme é uma importante molécula catalisadora de muitos processos
oxidativos, no entanto quando estd livre da cadeia polipeptidica da hemoglobina, o
heme € altamente pré-oxidante (Dansa-Petretski et al., 1995; Ryter e Tyrrell, 2000).
Portanto, a digestdo da hemoglobina libera uma quantidade significativa de heme
livre, gerando radicais hidroxilicos através da reagdo de Fenton, que pode induzir o
estresse oxidativo (Sadrzadeh et al., 1984; Gutteridge e Smith, 1988; Ryter e Tyrrel,
2000). Do mesmo modo, quando a degradacao de heme por oxigenases ultrapassar
a demanda de ferro livre dentro da célula, a toxicidade € desencadeada (Anzaldi e
Skaar, 2010). Como molécula anfifilica, o0 heme pode se associar a membranas
biolégicas causando uma perturbacdo na sua permeabilidade e seletividade, além
da peroxidacdo de lipideos componentes destas membranas (Schmitt et al., 1993).
Por isso, as concentracdes desse metal nas células sdo finamente reguladas.

A microbiota intestinal de mosquitos se adaptou as condi¢cdes oxidativas
geradas apos a alimentacdo com sangue. Ambos, inseto e sua microbiota intestinal
trabalham em conjunto para manter uma homeostase redox, adotando mudltiplos
mecanismos para contornar os niveis elevados de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Champion e Xu, 2017). Os mosquitos também produzem ROS para
combater agentes patogénicos. Em uma cepa refrataria de Anopheles gambiae,
elevados niveis de ROS demonstraram ser um dos fatores limitantes ao
desenvolvimento de Plasmodium, parasita da malaria (Kumar et al.,, 2003). O
mosquito Ae. polynesiensis, vetor primario de Wuchereria bancrofti , que é o agente
causador da filariose linfatica, € naturalmente infectado com Wolbachia. Andrews et
al. (2012) infectaram Ae. polynesiensis com uma cepa de Wolbachia isolada de Ae.
albopictus e observaram aumento nos niveis de ROS, o que afetou a fisiologia do

hospedeiro e o desenvolvimento do agente causador da filariose.

1.3.2. Mecanismos de captacao de ferro e heme

Apesar de o ferro ser abundante na terra e o crescimento celular depender de
concentragcbes micromolares do metal, este é biologicamente indisponivel na maioria
dos ambientes. Em condi¢cdes anaerobicas, o ferro férrico pode ser transportado
para dentro da célula bacteriana sem nenhum quelante, e sob condi¢cbes aerdbicas,
o ferro esta na sua forma insolluvel e precisa ser complexado e solubilizado para a

captagcdo. Outra fonte de ferro para bactérias € aquele ligado ao grupo prostético
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heme, e que pode ser captado a partir das moléculas de hemoglobina, hemopexina
e haptoglobina (Andrews et al., 2003).

As bactérias utilizam dois mecanismos de captacdo especificos para mobilizar
ferro e heme. O primeiro envolve um contato direto entre a bactéria e a fonte
exogena de ferro e heme, e o segundo, baseia-se em compostos sintetizados e
liberados no meio extracelular para retirar ferro ou heme de diferentes fontes
(Figura 5) (Koster, 2001). Como a sobrecarga de ferro é toxica para as células
bacterianas, sua assimilacdo € estritamente regulada. A maioria dos genes
bacterianos envolvidos na captagcdo do metal sdo expressos em condi¢cdes de
deficiéncia de ferro, e quando a concentracdo do metal aumenta, estes genes séo

reprimidos (Wandersman e Depeleire, 2004).

: Hemopexina
Transferrina Hemoglobina Ferro férrico Metais
Lactoferrina Heméforo Heme Sideréforo (Fe, Zn, Mn,...)

§
f

Ferro ferroso

Figura 5 - Sistemas de aquisicéo de ferro por bactérias Gram-negativas.
As proteinas de transporte estéo localizadas na membrana externa (ME),
periplasma (PP) e membrana interna (Ml). Adaptado de Késter (2001).

Bactérias sao capazes de secretar quelantes de ferro de baixo peso molecular,
denominados sideréforos (Figura 5), que sdo capazes de ligar Fe** com alta
afinidade e apresentam trés tipos estruturais envolvidos na complexacdo dessa
forma do metal: catecolatos, hidroxamatos e a-hidroxicarboxilatos (Andrews et al.,

2003; Wandersman e Depeleire, 2004). O sideréforo € produzido na sua forma
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isenta de ferro, liga-se ao ferro formando o complexo ferrisider6foro, mas néo é
transportado através da membrana da bactéria por difusdo passiva (Wandersman e
Stojilikovic, 2000).

Em bactérias Gram-negativas, essas moléculas sdo reconhecidas por
receptores especificos da superficie celular e transportadas ativamente contra um
gradiente de concentracdo para o periplasma bacteriano (Wandersman e Stojilikovic,
2000). A proteina TonB localizada no espaco periplasmatico, juntamente com as
proteinas ExbB e ExbD, ambas ancoradas a membrana interna, formam uma
unidade funcional denominada sistema TonB-ExbB-ExbD, capaz de acoplar o
transporte mediado pelo receptor de membrana externa ao potencial eletroquimico
através da membrana interna, permitindo abertura do canal e transporte de
moléculas para o periplasma (Koster, 2001; Andrews et al., 2003). Dessa forma, as
proteinas de ligacao periplasmaticas transferem ferrisideroforos dos receptores de
membrana externa para transportadores cassetes de ligacdo de ATP (ABC) na
membrana citosélica que, por sua vez, liberam os ferrisideroforos para o citosol onde
os complexos sdo dissociados por reducdo, liberando o ferro complexado para
utilizagdo no metabolismo celular (Wandersman e Stojilikovic, 2000).

Como ndo possuem membrana externa, as bactérias Gram-positivas néo
necessitam de receptores de membrana externa, nem de sistema TonB-ExbB-ExbD.
Estas utilizam permeases ABC dependentes de proteinas de ligagdo que sédo
analogas as utilizadas por Gram-negativas, exceto que a proteina de ligacdo é
geralmente uma lipoproteina ligada a superficie externa da membrana citosoélica
(Wandersman e Stojilikovic, 2000; Koster, 2001; Andrews et al., 2003; Wandersman
e Depeleire, 2004).

Como o heme é fonte de ferro para as bactérias, 0 grupo prostético é
prontamente internalizado por receptores dependentes de TonB, mas também pode
ser internalizado por proteinas de ligacdo de ferro de elevada afinidade. Uma
proteina de ligacdo de heme, chamada hemoféro (HasA), € secretada por
transportadores ABC para o meio extracelular na sua forma apo, com funcéo de
captar o heme de diferentes hemoproteinas, e o devolvem ao seu receptor de
membrana externa especifico, HasR (Wandersman e Stojilikovic, 2000). O sistema
HasA ja foi caracterizado em Serratia marcescens (Létoffé et al., 1994),

Pseudomonas aeruginosa (Idei et al., 1999) e Yersinia enterolitica (Rossi et al.,
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2001). De acordo com Létoffé et al. (1994), a bactéria Gram-negativa Serratia
marcescens secreta a proteina HasA em condi¢des de deficiéncia de ferro.

Certas bactérias Gram-negativas adquirem heme a partir de proteinas
transportadoras de heme do hospedeiro, como transferrina, com funcdo de
transporte e protecdo contra toxicidade do ferro, e lactoferrina, cuja funcéo é captura
de ferro (Figura 5). A internalizacdo desses complexos contendo ferro € mais uma
vez realizada por receptores dependentes de TonB. As proteinas carreadoras de
heme s&o descarregadas na superficie celular, mediado por receptores de
membrana externa e o heme € encaminhado para o periplasma. Do mesmo modo,
ao chegar no periplasma, o heme é transportado por permeases periplasméaticas
dependentes da proteina ABC especifica, pela membrana interna até o citoplasma,
onde é degradado pela heme oxigenase, liberando o ferro complexado (Koster,
2001; Andrews et al., 2003; Chu et al., 2010).

Algumas espécies bacterianas, como E. coli, apresentam proteinas de
armazenamento de ferro, denominadas ferritinas e bacterioferritinas, as quais
fornecem reserva de ferro intracelular quando os suprimentos externos sao restritos,
e proteinas de desintoxicacdo de ferro (Dps) para proteger o cromossomo de danos
causados por radicais livres induzidos pelo ferro. As proteinas de armazenamento
absorvem ferro na forma ferrosa sollvel, mas o ferro € depositado na cavidade

central na forma férrica oxidada (Andrews et al., 2003).
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OBJETIVOS

1.4. Geral

O trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de crescimento de trés
espécies bacterianas isoladas do intestino médio do mosquito Aedes aegypti,
Pseudomonas putida, Pantoea sp. e Chryseoacterium gleum, em meios contendo
heme e duas fontes inorganicas de ferro, visando mostrar o papel auxiliar desta
microbiota no processo de detoxificacdo do heme durante a digestdo de sangue no

inseto.

1.5. Especificos

» Avaliar o perfil cinético de crescimento das trés espécies bacterianas em meios
de cultivo suplementados com composto quelante de ferro ou com fontes
inorganicas do metal, de modo a identificar seu efeito sobre a producdo de

células;

» Avaliar o perfil cinético de crescimento e de consumo de hemina, pelas trés
espécies bacterianas, em meios suplementados com este composto, buscando
verificar a capacidade de internalizacdo e metabolismo desta fonte organica de

ferro;

» Analisar a expressdo diferencial de proteinas bacterianas nos cultivos
realizados com todos meios empregados nos ensaios de avaliagdo da cinética

de crescimento;

» Analisar a atividade peroxidasica nos cultivos realizados em meios

suplementados com hemina.
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MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismos

As espécies bacterianas isoladas do intestino médio de Aedes aegypti (Gaio et
al., 2011b; Rodrigues, 2008) e identificadas como Pseudomonas putida,
Chryseobacterium gleum e Pantoea sp. (Mota, 2016) foram utilizadas no trabalho.

As culturas foram estocadas em solugéo de glicerol em freezer a -70 °C.

3.2. Meios de cultivo

O meio CASOnoq (Tabela 1), estabelecido por Mota (2016), foi utilizado para
manutencdo das culturas, preparo de indculos e como meio controle ou de
referéncia. O meio foi renomeado como meio MC neste trabalho, ressaltando-se que
sua composic¢ao nao inclui a adicdo de qualquer fonte de ferro.

Para avaliar o efeito da presenca de ferro sobre o crescimento bacteriano
foram testados os meios MCsg e MCcf, formulados com sulfato ferroso (FeSO,) e
cloreto férrico (FeCls), respectivamente. A concentracdo de cada sal foi aquela
necessaria para manter a concentracdo de ferro aportada por 100 uM de hemina
(0,00558 g/L). A massa de cada um dos sais foi calculada a partir da concentracéo
de ferro presente em 1 mol do composto (Tabela 2). Para evidenciar o efeito da
supressao de ferro do meio sobre o crescimento bacteriano, foi empregado o meio
MC contendo 200 ou 300 uM do composto quelante de ferro 2,2’-bipiridil (SIGMA).
Este meio foi denominado MCzposp € MCsoogp, respectivamente.

Para avaliar o crescimento bacteriano em meios com contracdes crescentes de
hemina (Sigma), o meio MC foi suplementado 100, 150 e 200 uM do composto
(meios MCigone, MCi1s0ne € MCogore, respectivamente).

Tabela 1- Composicdo do meio de cultivo MC.

Componente Concentracgéo (g/L)
Peptona de caseina 15,0
KoHPO, 2,5
NaCl 5,0
Glicose 2,5% ou 10,0”
Agar 15,0

* Meio de preparo de cultura estoque e inéculos;
** Meio de fermentacao
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Tabela 2 — Composicdo dos meios de cultivo para
avaliacao de diferentes fontes de ferro.

Meio >

MCsr MCcr
' Componente
Peptona de caseina 15,0 15,0
K;HPO, 2,5 2,5
NaCl 5,0 5,0
Glicose 10,0 10,0
Sulfato ferroso 0,0278 -
Cloreto férrico - 0,01622

Para preparo dos meios, os componentes foram dissolvidos em agua ultrapura
(Milli-Q) e, ap6s solubilizacéo, os meios foram autoclavados a 121 °C por 15 min. O
pH foi ajustado para 7,5 com KOH antes da esterilizagéo.

3.3. Condic¢des de cultivo

3.3.1. Ativacao das culturas

Para reativacdo das culturas, estocadas em freezer a -70 °C, foi utilizado meio
MC com 2,5 g/L de glicose. Frascos Erlenmeyer de 250 mL, com chicanas, contendo
50 mL de meio foram inoculados pela transferéncia direta de uma algada de cultura
estocada em meio MC solido, em placa de Petri, a 4 °C. Os frascos foram cobertos
com manta de algod&o e gaze e incubados em agitador orbital (Nova Etica modelo
430 RDB) a 30 °C e 130 min™, por tempo suficiente para atingir densidade ética total
de cerca de 1,0 a 600 nm. Uma aliquota da cultura foi repicada em meio MC sdlido,
em placa de Petri, por estria simples, usando alca de platina. As placas foram
incubadas por 24 h em estufa a 30 °C e a cultura assim obtida foi usada para
preparo de indculos ou estocada em geladeira até realizacdo de novo ensaio, em

prazo ndo superior a 10 dias.

3.3.2. Preparo do inéculo

Para o preparo de in6culos, frascos Erlenmeyer de 250 mL, com chicanas,
contendo 50 mL de meio MC com 2,5 g/L de glicose foram inoculados pela
transferéncia direta de algcada da cultura estoque. Os frascos foram cobertos com

manta feita de algod&o e gaze e incubados em agitador orbital (Nova Etica modelo
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430 RDB) a 30 °C e 130 min™. O tempo de incubac&o foi aquele necessario para o
cultivo atingir a metade da fase linear de crescimento, registrando-se a densidade
Otica do cultivo neste momento para padronizacdo dos ensaios subsequentes. Uma
curva de crescimento até a fase estacionaria foi feita previamente, para cada

espécie bacteriana, para definir o tempo adequado de incubacéo.

3.3.3. Ensaios de fermentacao

Os ensaios de fermentacdo em frascos agitados foram realizados em frascos
Erlenmeyer de 500 mL, com chicanas, contendo 100 mL de meio, cobertos com
manta de algoddo e gaze, e inoculados com 5% (v/v) de inéculo. Os frascos foram
incubados em agitador orbital (Nova Etica modelo 430 RDB) a 30 °C e 130 min™ até
gue o cultivo atingisse a fase estacionaria. Sob estas condicbes foi avaliado o
desempenho das diferentes espécies bacterianas nos meios MC, MCxgogp, MCsoogp,
MCsg, MCcr, MCre100, 150 e 200 EM todos 0s casos, a concentracao inicial de glicose
foi de 10 g/L. Os valores de DO, medidos ao longo do cultivo, foram convertidos em
concentracdo por meio da equacao da curva de calibragao.

Para cada isolado, foram retiradas amostras do meio fermentado em diferentes
tempos de fermentacdo para quantificacdo do consumo de hemina (item 3.4.2.),

analise do perfil proteico (item 3.4.4.) e atividade peroxidasica (item 3.4.5.).

3.4. Métodos Analiticos

3.4.1. Concentracgéo celular

A concentracdo celular foi quantificada indiretamente pela medida da
absorbancia de suspensfes diluidas do meio fermentado, convertida em
concentracdo (massa de matéria seca por unidade de volume) por uma equacao que
descreve o trecho linear de uma curva de calibracdo. Foi construida uma curva de
calibracdo para cada espécie bacteriana.

Para a construcdo da curva foi utilizada uma suspenséo de células obtidas nas
mesmas condi¢cOes adotadas para os ensaios de fermentacédo em frascos agitados,
usando meio MC com 10 g/L de glicose. Foi usado o procedimento descrito por
Berbert-Molina (1998). Um volume do meio fermentado foi centrifugado,

descartando-se o0 sobrenadante; o pellet foi homogeneizado em agua destilada e
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centrifugado duas vezes. As células foram transferidas para cadinhos de porcelana,
previamente secos e pesados, 0os quais foram colocados em estufa para secagem
por 24 h. Os cadinhos foram resfriados em dessecador e pesados, calculando-se a
concentracdo celular. Paralelamente as operacfes de determinacdo da massa seca
de células, a absorbancia das amostras, convenientemente diluidas, foi medida em
espectrofotometro (SHIMADZU UV1800) a 600 nm.

A absorbancia de cada uma das suspensofes de células foi correlacionada com
a concentracao e, com os pontos do trecho linear da reta obtida, foi definida a
equacao, por regressao linear. Esta foi utilizada no calculo da concentragédo celular
das amostras de fermentacao durante os diferentes ensaios. As equagdes e a curva

de calibracdo estédo representadas na Figura 6, em que X representa a concentracao
celular, em g/L.

045 - )
Y = 2,0097X - 0,00725 A 025

0.4 R=0,997482828

Y = 2,324605X +0,002901 B

R=0,99989
0,35 - 02

03 - p 2

0,25 0,15 -

02

0,1 -
0,15

Absorbéncia (600 nm)
Absorbéancia (600 nm)

01 0,05 -

0,05

0 0,05 01 0,15 0,2 0,25

0 01 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Concentragdo celular (g/L)

Concentragdo celular (g/L)

025 -
Y = 2,2552X - 0,0048 C

R=0,999028
0,2 -

0,15

0,1 -

Absorbancia (600 nm)

0,05 -

0 01 0,2 03 0,4 0,5 0,6

Concentrago celular (g/L)

Figura 6 - Curva de calibracdo para determinacdo da concentracdo celular das espécies
bacterianas: P. putida (A), Pantoea sp. (B) e C. gleum (C).
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3.4.2. Quantificagdo de hemina

A quantificacdo do teor de hemina no sobrenadante de amostras do meio
fermentado, foi feita pelo método proposto por Huy et al. (2005). Uma aliquota de
100 pL de amostra convenientemente diluida foi misturada com 400 pL do reagente
Turbo TMB-ELISA (3,3’,5,5 tetrametil benzidina). A mistura foi incubada por 30 min
a temperatura ambiente e, em seguida, a reacao foi interrompida pela adicdo de
500 pL de acido sulfurico 2M, sendo a absorbancia medida em espectrofotdmetro
(SHIMADZU UV1800) a 450 nm. Para a construcao da curva padrao (Figura 7), uma
solucédo concentrada de hemina (1 mM) foi diluida para concentracdes finais entre

0,1 e 13,0 uM, realizando-se a analise da mesma forma.
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Figura 7 - Curva de calibracdo para determinacdo da
concentracdo de hemina.

3.4.3. Andlise do perfil proteico

3.4.3.1. Extracdo de proteinas bacterianas

Uma aliquota (1 mL) das culturas bacterianas obtida em processo fermentativo
(item 3.3.3.) foi centrifugada a 5.000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi descartado
e o pellet foi lavado duas vezes com agua Milli-Q autoclavada. Apos a lavagem as
bactérias foram ressuspendidas em Tris-HCI 20 mM pH 7,5 e sonicadas no Lavadora
Ultrassom (Embrasol, modelo: LS-8D-1/X) com 2 ciclos de 1 minuto. Em seguidas as
amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm por 15 min. e o sobrenadante foi retirado

para um novo tubo e congelado.
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3.4.3.2. Quantificacao proteica

A quantificagdo proteica dos extratos bacterianos foi feita utilizando-se o
método de Lowry et al. (1951). O principio do método baseia-se numa mistura
contendo molibdato, tungstato e acido fosférico, reagente Folin-Ciocalteau, que sofre
uma reducdo quando reage com proteinas, na presenca do catalisador cobre (ll), e
produz um composto com absor¢cdo maxima a 660 nm.

A curva padrdo de albumina foi feita com as concentracdes de 2,5; 10; 25 e
50 ug/mL. A curva padrédo (Figura 8), relaciona a concentracdo protéica das
solugbes com a leitura de absorbancia no Espectofotbmetro Shimadzu no
comprimento de onda igual a 660 nm. ApGs a construcdo da curva padréo, foi feita
uma regressao linear com o auxilio do software EXCEL e obteve-se uma equacao
da reta que foi utilizada para a quantificacéo de proteina nas diferentes amostras. A
quantificacdo de proteinas totais nas amostras foi feita com os mesmos reagentes

utilizados na construgéo da curva padréo.
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Figura 8 - Curva de calibracdo para andlise de proteinas feita com
albumina bovina.

3.4.3.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida

As eletroforeses desnaturantes foram feitas em gel de poliacrilamida a 12,5% e
1,0 mm de espessura. Foram aplicadas 15 ug de proteinas dissolvidas tampéo de
amostra (Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8 contendo SDS 2%, glicerol 10%; azul de
bromofenol 0,0005%; B-mercaptoetanol 2,5%) e fervidas por 3 min a 100 °C. As

corridas eletroforéticas foram realizadas a 110 V por aproximadamente 1h em
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tampéao de corrida (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 1%). O gel foi fixado com 40%
de etanol e 10% de &cido acético por 1h, corado com uma solugédo de 80% Colloidal
Coomassie Staining (0,1% Coomassie Brilliant Blue G250, 2% de acido ortofosférico
e 10% de sulfato de amonia) e 20% de metanol, overnight e descorado com solugéo

de acido acético a 1%.

3.4.4. Atividade peroxidasica em gel de poliacrilamida

As eletroforeses ndo desnaturantes, feitas na auséncia de SDS, foram
realizadas em gel de poliacrilamida 12,5%, e 1,0 mm de espessura. Foram aplicadas
40 pg de proteinas dissolvidas em tampao de amostra (Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8
contendo glicerol 10% e azul de bromofenol 0,0005%). As corridas eletroforéticas
foram feitas a 110 V por aproximadamente 1,5 h, em tampé&o de corrida (Tris 25 mM
e glicina 192 mM). O gel foi fixado com TCA 12,5% por 30 min e lavado em &agua
destilada, por 30 min. Para revelacao da atividade, os géis foram submersos em
20 mL de tampé&o citrato de sodio 0,05 M, pH 4,4 contendo DAB (dimetoxibenzidina)
1 mg/mL e peréxido de hidrogénio 0,06%. ApGs o aparecimento das bandas, o gel

foi lavado com agua destilada.

3.5. Célculo de parametros de fermentacao
Para o célculo da produtividade volumétrica em células (Qx) foi utilizada a
equacao:
Qx = Xm / txm

Em que X, é a maxima concentracdo celular produzida no processo, ja
descontado a biomassa presente no tempo inicial de cultivo (Xp) enquanto txm
representa o tempo para obtencao de Xy,
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4. RESULTADO E DISCUSSAO

4.1. Efeito da presenca de ferro no meio de cultivo sobre a cinética de
crescimento bacteriano

4.1.1. Fermentagdo em meios contendo quelante de ferro

Para avaliar a presencga de tracos de ferro no meio MC, usado como referéncia
para estudar o crescimento celular nos demais meios empregados no trabalho, este
foi suplementado com um forte quelante de ferro (2,2’-bipiridil) nas concentracdes de
200 pM (MCaz008p) € 300 pM (meio MCzoogp). A escolha da concentragédo de 200 pM,
testada inicialmente, foi feita com base no trabalho de Chaves (2013), que permitiu o
sequestro de todo o ferro disponivel no meio usado no cultivo de Xylella fastidiosa.

A Tabela 3 mostra alguns parametros de fermentacdo, enquanto a Figura 9
apresenta a cinética de crescimento das trés espeécies bacterianas nestes meios de
cultivo. Verificou-se que, com P. putida, os perfis de crescimento foram similares nos
meios MC e MCyyp, até o tempo de 12 h de fermentagéo, aproximadamente
(Fig. 9A). Porém, em MC o cultivo atingiu a maxima concentracdo celular
(Xm=2,3 g/L) com 12,6 h (txm), enquanto em MCyqogp O Crescimento se estendeu por
mais tempo, sendo tx,alcancado com 16,3 h, quando o cultivo entrou na fase
estacionaria. Como o valor de X, neste meio (2,4 g/L) foi muito similar ao do
controle, a produtividade em células (Qx), que em MC foi de 0,19 g/L.h, caiu para
0,15 g/L.h, uma diferenca de 27%.

Tabela 3 - Pardmetros de crescimento de P. putida, Pantoea sp. e C. gleum na fermentagéo
dos meios MC, MCZQOBp e MCgQQBp.

P. putida Pantoea sp. C.gleum
Parametro MC MCZOOB MC3OOBP MC MCZOOBp MCBOOBp MC MCZOOBp MC3OOBp
p
tyxm (h) 12,6 16,3 12,6 14,0 14,0 14,0 14,0 14,0 10,0
Xm (g/L) 2,3 2,4 1,7 5,6 3,6 1,9 54 41 0,87
Qx (g/L.h™) 0,19 0,15 0,14 0,40 0,26 0,18 0,38 0,29 0,087

txm - Tempo para obtencdo da méaxima concentragdo celular; X, — Maxima concentragdo celular
(diferencga entre a concentragdo celular em ty, e no inicio do cultivo); Qx - Produtividade em células.
MC: meio controle; MCygosp € MCsoogp: meios com 200 e 300 uM de 2,2’-bipiridil, respectivamente.
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Ao avaliar as curvas de crescimento das outras duas espécies, Pantoea sp. e
C. gleum (Fig. 9B e 9C, respectivamente), observou-se um comportamento
completamente distinto. O cultivo de Pantoea sp no meio de referéncia (MC) levou a
uma concentracdo total de biomassa de 5,6 g/L em 14 h de processo, 0 que
representa uma produtividade em células de 0,40 g/L.h. No entanto, no meio MCxgogp
0 crescimento foi muito mais lento e a cinética apresentou um perfil linear durante
todo o processo. Aparentemente, seria necessario um maior tempo de incubacéo
para que o cultivo alcancasse a maxima concentracao celular, mas verifica-se que o
valor obtido com 14 h (X, = 3,6 g/L) € 55,5% menor que o verificado no meio MC no
mesmo tempo. Da mesma forma, o valor de Qx (0,26 g/L.h) foi negativamente
afetado (54% menor). No caso do cultivo com C. gleum, verificou-se igualmente um
impacto negativo da composi¢do do meio MCxgogp SObre o crescimento, mas o efeito
da supressao do ferro foi mais brando. Apés uma fase lag e, possivelmente, uma
fase exponencial, verificou-se aumento das velocidades de crescimento,
alcancando-se 4,1 g/L de células em 14 h, valor 32% menor que o obtido no meio
MC. Como txy foi idéntico, o valor de Qx no meio MCzuosp (0,29 g/L.h) foi inferior ao
do meio MC (0,38 g/L.h).

Os resultados obtidos no cultivo de Pantoea sp. e C. gleum no meio MCxgogp
permitem deduzir que o meio MC contém ferro, uma vez que a diminuicdo da
concentracdo do metal no meio prejudicou o crescimento celular. De modo geral, a
exigéncia de ferro para maioria das bactérias Gram-negativas varia de 0,3 a 1,8 uM
(Vasil e Ochsner, 1999). Nao foi possivel afirmar que a concentracdo empregada do
composto quelante (200 uM) era suficiente para retirar de solu¢do todo o ferro
existente no meio, pois nenhuma das duas espécies foi completamente inibida. No
caso de P. putida, este meio ndo impactou negativamente a producdo de biomassa,
embora tenha levado a diminuicdo da produtividade em células, o que poderia
indicar que a bactéria apresenta, aparentemente, uma menor dependéncia de ferro
para o crescimento, que as outras duas espécies. Ou seja, mesmo que na
concentracdo usada o quelante ndo tenha sido suficiente para sequestrar todo o
ferro, a concentracao residual permitiu a producéo de biomassa no mesmo nivel do
obtido no meio controle. Outra hipotese para justificar o comportamento observado
seria a captacao de ferro residual proveniente do inéculo ou, ainda, que as células
inicialmente cultivadas no MC, durante a etapa de producdo de in6culo, tenham

estocado reservas intracelulares desse metal. Fawazy et al. (2016) identificaram
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uma cepa de P. putida que, quando cultivada em meios com ferro, acumulam o
metal em vacuolos intracelulares.

3,04 A

Conc. celular (g/L)

20

Conc. celular (g/L)

Conc. celular (g/L)

Tempo (h)

Figura 9 - Concentracdo de células, em funcdo do tempo, no cultivo de P.
putida (A), Pantoea sp. (B) e C. gleum (C) nos meios MC (m), MCyu0gp (m) €
MCso0gp (m).
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Na busca de melhor esclarecer os resultados, optou-se por aumentar a
concentracéo de quelante no meio MC para 300 pM (meio MCzposp). COmo mostra a
Figura 9, nessa condicdo, o crescimento de todas as espécies foi negativamente
afetado, com maior evidéncia para o cultivo de C. gleum (Fig. 9C), em que a
producdo de biomassa foi extremamente reduzida. Comparando-se com o meio MC,
o valor de X, alcangcado com o meio MCzqogp foi mais de 6 vezes menor para esta
espécie. No cultivo de Pantoea sp., verificou-se o mesmo perfil linear apresentado
no meio MCxo0gp, mas com velocidades de crescimento ainda menores. Neste caso,
em relacdo ao controle, a producdo de biomassa foi quase trés vezes menor,
enquanto a diferenca no valor da produtividade em células foi superior a 100%. Com
P.putida, a cinética de crescimento no meio MCsgg,, foi distinta as verificadas em MC
e MCxoosp. Embora os perfis tenham sido coincidentes nas primeiras 4 horas de
processo, verificou-se reducdo das velocidades de crescimento a partir deste
momento do processo, obtendo-se concentracdo celular 35% menor que em MC.
Como txn, foi idéntico ao de MC, a produtividade em células foi 36% menor.

Os resultados obtidos no cultivo das trés espécies bacterianas no meio com
maior concentracdo de composto quelante (300 uM) reforgam a constatacéo de que
todas elas necessitam de ferro para o crescimento. No entanto, fica também
evidente que essa dependéncia é bastante variavel entre as espécies, uma vez que
0 impacto sobre a producao de biomassa variou de modo significativo.

Bactérias podem assimilar ferro de forma passiva ou pela secrecdo de
sideréforos, que ligam Fe** com alta afinidade, formando o complexo ferrisideréforo
gue se liga a receptores de membrana externa (Wandersman e Stojilikovic, 2000;
Andrews et al., 2003). Bactérias Gram-negativas, como é o0 caso das trés espécies
agui estudadas, apresentam proteinas transportadoras no periplasma, que
transferem ferrisider6foros para o citosol, onde o ferro é liberado (Wandersman e
Stojilikovic, 2000). A maioria dos genes bacterianos envolvidos na captacédo do metal
sdo expressos em condi¢cdes de deficiéncia de ferro, e quando a concentracdo do
metal aumenta, estes genes sao reprimidos (Wandersman e Depeleire, 2004). Desta
forma, estudos mais aprofundados sado necessarios para identificar os mecanismos
usados por P. putida, Pantoea sp. e C. gleum para o transporte e captagéo de ferro,

0 que pode esclarecer as diferencas encontradas nos perfis de crescimento.
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4.1.2. Fermentacdo em meios suplementados com sais de ferro

As trés espécies bacterianas foram cultivadas em meio MC suplementado com
duas fontes distintas de ferro, os sais sulfato ferroso (meio MCsg) e cloreto férrico
(meio MCc¢g), buscando identificar eventuais diferencas nos perfis de crescimento. A
concentracdo de cada sal foi equivalente a concentracdo do metal presente em
100 uM de hemina, uma vez que era objetivo do trabalho avaliar a capacidade da
bactéria de utilizar este composto (item 3.2). Os resultados sdo mostrados na
Figura 10 e na Tabela 4, as quais também apresentam os resultados obtidos no

meio MC para facilitar a comparacgao.

Tabela 4 - Parametros de crescimento de P. putida, Pantoea sp. e C. gleum na fermentacdo
dos meios MC, MC¢g € MCge.

R P. putida Pantoea sp. C. gleum
Parametro
MC MCcr  MCgqe MC MCcr  MCgse MC MCcr  MCgqe
txm (h) 12,6 20,0 18,0 14,0 10,8 10,8 14,0 12,0 12,3
Xm (g/L) 2,3 3,9 4,0 5,6 6,9 6,5 54 6,6 7,1
Qx (g/L.h™) 0,19 0,19 0,22 0,40 0,64 0,60 0,38 0,55 0,58

tym - Tempo para obtencdo da méaxima concentragdo celular; X, — Maxima concentracdo celular
(diferenca entre a concentracao celular em ty, € no inicio do cultivo); Qx - Produtividade em células. MC:
meio controle; MCcr e MCse: meios suplementados com cloreto férrico e sulfato ferroso,
respectivamente.

Verificaram-se cinéticas de crescimento semelhantes, na maior parte do tempo
de cultivo, nos meios MCsg e MCcr e para todas as trés espécies, com evidente
estimulo da producdo de biomassa, mostrando que estas apresentam afinidade
pelas duas fontes de ferro. Porém, comparando-se com MC, o resultado mais
marcante refere-se ao cultivo de P. putida, que, de forma surpreendente, apresentou
aumento médio de 70% em X, (3,9 e 4,0 g/L em MC¢cr e MCsr, respectivamente)
(Tabela 4). Ainda em relagdo ao controle, as velocidades de crescimento foram
maiores e a producao de biomassa prolongou-se por varias horas, verificando-se txm
muito superiores (20 e 18 h, em MCcr e MCsp, respectivamente). Apesar disso,
compensando as maiores concentracdes de células em ambos os meios, os valores

de Qx no cultivo desta espécie foram similares ao obtido em MC.
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Figura 10 — Concentracdo de células, em fungcdo do tempo, no cultivo de P.

putida (A), Pantoea sp. (B) e C. gleum (C) nos meios MC (m), MC¢r (m) € MCgr
(w).
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A expressiva producédo de biomassa no cultivo de P. putida nos meios MCgsr e
MCcr indica que a hipétese feita anteriormente de que o crescimento da bactéria
seja menos influenciado pelo ferro que o das demais espécies testadas nao se
confirma. Assim, é mais provavel que a suposicdo usada para justificar o
crescimento nos meios MC e MCypsp, baseada na eventual capacidade de
armazenamento de ferro em vacuolos, possa explicar os resultados.

Para as espécies Pantoea sp. e C. gleum, foram observadas diferencas no
efeito dos dois sais de ferro sobre alguns parametros de fermentacdo, em
comparacao com o controle. Com Pantoea sp., a maior concentracao celular obtida
no meio MCck (6,9 g/L) foi 23% maior que a de MC, enquanto a diferenca no caso do
cultivo de MCsg (Xm = 6,5 g/L) para o controle foi de 16%. Em ambos 0s meios, txm
foi 30% menor (10,8 h) que o do controle, resultando em incremento de 60 e 50%,
respectivamente, na produtividade em células (Qx = 0,64 e 0,60 g/L.h,
respectivamente). No cultivo de C. gleum, a diferenca entre os valores de X, obtidos
em MCcr e MC foi similar a observada no cultivo de Pantoae sp., 22%. De modo
distinto, no entanto, no meio MCsg 0 valor de Xy, (7,1 g/L) foi 31,5% maior que em
MC. Os valores de tyx, também foram menores que o do controle (~12 h), mas a
diferenca foi de apenas 17%. Nesse contexto, verificaram-se valores de Qx 45 e
53% maiores (para MCcr e MCgp, respectivamente) que o controle.

Ao avaliar o efeito de concentracbes crescentes de FeCl; (0,1; 10; 50 e
100 uM) sobre o cultivo em meio liquido de Xylella fastidiosa, Silva-Stenico et al.
(2005) verificaram aumento progressivo da densidade celular. O aumento na
méaxima densidade 6tica foi de 66% no meio com 100 uM da fonte de ferro. Cabaj e
Kosakowska (2009) observaram que a concentracdo de ferro Il influenciou
fortemente a cinética de crescimento de Micrococcus luteus e Bacillus silvestres,
com variacdo na duracdo das diferentes fases e menor velocidade deste ultimo.
Para M. luteus, a maior densidade otica foi obtida com 1 uM de cloreto férrico,
comparando-se concentracdes de 0,4 e 50 uM. Os autores relatam que ambas as
espécies sao produtoras de diferentes tipos de sideréforos.

Em ensaios de cultivo de quatro isolados de agua subterranea em meios
suplementados com sulfato ferroso, Fawazy et al. (2016) identificaram uma cepa de
P. putida que demonstrou resisténcia a concentracdo de até 8 mg/L do composto. O
crescimento bacteriano foi inibido em meio com 9 mg/L de FeSO,, concentracdo 3

vezes menor que a utilizada nos meios MCsg no presente trabalho.
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4.2. Cinética de crescimento e consumo de hemina em meio contendo
hemiem meios com diferentes concentragcbes do composto

Para avaliar a capacidade das espécies bacterianas em captar ferro associado
ao heme, as trés espécies bacterianas foram cultivadas em meio MC suplementado
com hemina. Para as espécies Pantoea sp. e C. gleum, foi testada uma Unica
concentracdo do composto, 100 uM (meio MCigone), €nquanto para P. putida, foram
avaliadas duas outras concentracdes, 150 e 200 pM (meios MCisope € MCaooHe,
respectivamente).

Na Tabela 5 sdo mostrados alguns parametros de fermentacdo obtidos no
processo. A Figura 11 apresenta os perfis cinéticos de crescimento de P. putida nos
diferentes meios, além do resultado obtido em MC. Observa-se que, em comparacao
com o controle, todos os meios formulados com hemina permitiram maior
crescimento celular. A diferenca entre os valores de X, obtidos no meio com menor
concentracdo do composto (MCioone) € €em MC foi de 17,4% (Xm = 2,7 e 2,3 g/L,
respectivamente), indicando a capacidade da bactéria de captar ferro presente na
molécula organica. Perfis analogos foram observados até 8 h de processo nos dois
meios, mas em MCioone as velocidades de crescimento aumentaram a partir desse
ponto, indicando que a presenca de maior quantidade de ferro permitiu melhor
aproveitamento dos demais componentes do meio pela bactéria. A maxima
concentracdo celular foi alcancada mais de 5 h depois (txm = 18 h) que o observado
em MC, mas sem incremento proporcional da concentracdo celular, houve
diminuicdo da produtividade em células (Qx = 0,15 g/L.h), que em MC foi igual a
0,19 g/L.h.

O aumento da concentracdo de hemina de 100 para 150 e 200 uM (meios
MCisone € MCooone) favoreceu amplamente o crescimento celular, verificando-se
valores de X, 44,4 e 59,6% maiores, respectivamente, que o alcancado em MCigone.
Ainda que o tempo necessario para atingir essas concentracdes também tenha sido
maior (txm = 20,5 e 21,1 h, respectivamente), a grande diferenca entre os valores de
Xm resultou em produtividades 30% maiores, em média. Comparando-se, por outro
lado, os resultados obtidos nos meios MCisone € MCogone, CONstatou-se que a
producdo de biomassa foi apenas 10% maior em MCyoHe, €M tempo de processo

similar, implicando em produtividades analogas.
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Tabela 5 - Parametros de crescimento de P. putida, Pantoea sp. e C. gleum na fermentagéo
do meio controle (MC) e em meios contendo hemina.

P. putida Pantoea sp. C. gleum
Parametro
MC IvlclOOHe IvlclSOHe |\/ICZOOHe MC MClOOHe MC IVIClOOHe
txm (D) 12,6 18,0 20,5 21,1 14,0 10,6 14,0 14,0
Xm (g/L) 2,3 2,7 3,9 4,3 5,6 5,8 54 5,7
Qx (g/L.h™) 0,19 0,15 0,19 0,203 0,40 0,54 0,38 0,41

txm - Tempo para obtencdo da maxima concentracdo celular; X,, — Maxima concentracdo celular
(diferenca entre a concentracdo celular em ty, € no inicio do cultivo); Qx - Produtividade em células.
MC 1g0He; MCis0ne € MCoone — meios com 100, 150 e 200 uM de hemina, respectivamente.
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Figura 11 - Concentracao de células, em funcdo do tempo, no cultivo

de P. putida em meio MC (m), MC1gone (m), MCisohe (8) € MCopopie (m).

As Figuras 12 e 13 apresentam, além do perfil de crescimento, a cinética de
consumo de hemina por P. putida nos meios MCisone € MCooone, respectivamente,
ficando evidenciada, em ambos os casos, uma elevada concentracdo residual do
composto ao final do processo. Os percentuais de consumo, em relacdo a
concentragdo inicial no meio, foram de 38,7 e 25%, respectivamente. Notou-se,
igualmente, que as maiores velocidades de consumo ocorreram nas primeiras 10
horas de fermentacéo, tendo havido, a partir desse ponto, uma baixa internalizacao
do composto pela biomassa bacteriana. Também nos dois casos, observou-se que a
diminuicdo das velocidades de crescimento foi coincidente com o periodo do

processo de menor consumo de hemina.
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Na Figura 14 sdo mostrados os perfis de crescimento de Pantoea sp. e C.

gleum no meio MCjgone, reapresentando-se também a cinética obtida em MC.

Observou-se que, para ambas as espécies, a evolucdo do crescimento no meio

MCioone OcCOrreu de modo muito semelhante ao verificado no meio controle.

Comparando-se o desempenho das duas espécies no meio com hemina constatam-

se valores analogos de X (Tabela 5), embora com Pantoea sp. o valor de tynm
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(10,6 h) tenha sido 32% menor que o obtido com C. gleum (txn = 14 h), resultando
em valor de Qx (0,54 g/L.h) quase 32% maior. Contrastando-se estes resultados
com os obtidos no cultivo de P. putida em MCigne, Verifica-se que esta espécie
apresentou concentracdo maxima de biomassa duas vezes menor. O valor de txm
também foi superior (~ 70%) para esta bactéria, especialmente em relacdo ao cultivo

de Pantoea sp., 0 que implicou em Qx quase trés vezes menor.

Conc. celular (g/L)

Conc. celular (g/L)

Tempo (h)

Figura 14 - Concentracdo de células, em fungéo do tempo, no cultivo
de Pantoea sp. (A) e C. gleum (B) em meio MCjgope (m) € MC (m).

A andlise do consumo de hemina durante o cultivo de Pantoea sp. e C. gleum
no meio MCioone, apresentada na Figura 15, mostrou que, para ambas as espécies,

a maior parte do composto (70 e 80%, respectivamente) foi consumida no processo.
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No entanto, isto ndo resultou em aumento da produgédo de biomassa, uma vez que
os perfis de crescimento neste meio foram similares aos verificados no meio

controle, conforme ja destacado.

Conc. celular (g/L)
Hemina (uM)

16

Conc. celular (g/L)
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Tempo (h)

Figura 15 - Concentracdo de células (m) e hemina (m), em funcdo do
tempo, no cultivo de Pantoea sp. (A) e C. gleum (B) em meio MCiggne.

No caso de P.putida, os resultados da analise das concentracbes de hemina
durante o cultivo em MCjgone N0 foram conclusivos e deverdo ser posteriormente
repetidos. No entanto, ao contrario das demais espécies, a curva de crescimento da
bactéria neste meio mostrou aumento das velocidades de crescimento a partir de 8 h
(Figura 11) e resultou em maior concentracao celular em comparagédo com MC. A

diferenca no comportamento foi atribuida a maior disponibilidade de ferro no meio,
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aportado pela hemina. Os resultados indicam, portanto, que a captacdao do metal
presente na molécula do composto ocorre de modo distinto nas diferentes espécies
estudadas. Ainda que o cultivo de Pantoea sp. e C. gleum néo tenha sido avaliado
nos meios com 150 e 200 uM de hemina, a analise conjunta dos resultados indica
gue o aumento da concentracéo inicial do composto implica em aumento progressivo
de sua concentracdo residual no meio de fermentacdo. Com P. putida, 75% da
hemina permaneceu no meio ao final do processo com MCyyne, diferenca
importante do observado, por exemplo, em relagdo ao cultivo de C. gleum em
MCioone, CuUjo residual foi de 20%.

De acordo com Schmitt et al. (1993), os danos oxidativos induzidos por heme
em membranas fosfolipidicas ja sao significativos em concentracdes na faixa de 50-
100 uM, mas em concentracdes acima de 100 uM o efeito sobre a permeabilidade
da membrana € importante. Nossos resultados evidenciam que as espécies
bacterianas avaliadas ndo parecem ter sido afetadas pelo estresse oxidativo
provocado pelo heme nas concentragdes usadas.

A maioria das bactérias ndo é capaz de crescer em meios contendo heme
como Unica fonte de ferro. Porém, algumas espécies estabeleceram estratégias para
a captura, importacdo e gestdo da toxicidade de heme, sobretudo bactérias
patogénicas para humanos (Cornelissen e Sparling, 1994; Mayfield et al., 2011). A
participacdo de proteinas € requerida para absorcao e o transporte de heme através
das membranas bacterianas e uma variedade de receptores de membrana,
especificos para ligacdo de hemeproteinas e heme, foram desenvolvidos. Apos este
reconhecimento seletivo na superficie da célula bacteriana, heme é transportado
através da membrana externa em um processo dependente de TonB. O controle da
expressao do receptor parece ser multifatorial, provavelmente envolvendo uma série
de reguladores globais (Lee, 1995).

Staphylococcus aureus requer ferro para o crescimento e utiliza heme como
fonte de ferro durante a infecgdo. Proteinas de superficie capturam hemoglobina,
liberam heme da molécula e transportam este composto através da parede celular e
da membrana plasmatica para o citoplasma. Proteinas citoplasmaticas (IsdG e Isdl)
com propriedade de ligar heme, clivando o anel tetrapirrolico e liberando ferro.
Cultivo em meio contendo heme mostrou significativo aumento do crescimento da
bactéria (Skaar et al., 2004). Wyckoff et al. (2005) compararam o crescimento de um
mutante de Shigella dysenteriae defectivo para utilizacdo de heme como fonte de
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ferro com o da cepa parental em meio solido contendo diferentes concentracfes de
hemina. Em baixas concentragdes (5 uM), o0 mutante cresceu lentamente, enquanto
em concentragées intermédias (25 uM), o crescimento foi moderadamente
prejudicado, mas a estirpe parental cresceu muito bem. Em concentracfes elevadas
de heme (40 pM) ndo houve crescimento do mutante, mas sim da estirpe selvagem.
Em cultivo de Shigella dysenteriae em meio liquido, sob agitacdo, contendo 5, 10 e
15 uM de hemina como unica fonte de ferro, observou-se aumento de quatro vezes
na densidade celular, independentemente da concentracdo de hemina empregada
(Wyckoff et al., 2005).

Na busca de evidenciar eventuais diferencgas entre os perfis de crescimento em
meios contendo hemina e aqueles suplementados com sais de ferro, foi feita uma
analise da cinética de crescimento das trés espécies nos meios MCigoe € MCsr
(Figura 16), que apresentam concentra¢gfes equivalentes de ferro. Este ultimo foi
escolhido aleatoriamente para a comparagcdo, uma vez que as cinéticas de
crescimento foram semelhantes as verificadas em MCcg, Observou-se que, em todos
0S casos, o crescimento celular foi favorecido nos meios formulados com a fonte
inorganica de ferro, embora o aumento em X, tenha variado com a espécie
bacteriana. A maior diferenca foi observada no cultivo de P. putida, no qual a
producdo de biomassa obtida no meio MCgse (X, = 4,0 g/L) foi 48% maior que a
obtida em MCipone (Xm = 2,7 g/L). A diferenca, no caso de Pantoea sp. e C. gleum,
foi de 12 e 24,6%, respectivamente. Por outro lado, plotando-se os resultados
obtidos para P. putida nos meios com maiores concentracdes de hemina (MCispne €
MCyo0ne) € em MCgse (Figura 17), observa-se que, apesar de variacbes nos perfis
cinéticos ao longo do cultivo, as maximas concentracdes celulares obtidas nos meios
com 150 e 200 uM de hemina foram similares a alcancada no meio com sulfato
ferroso, que apresenta muito menos ferro sollvel. O resultado sugere, mais uma
vez, que a cepa de P. putida usada neste trabalho é capaz de armazenar ferro para
posterior utilizagdo no crescimento. Conforme pode ser constatado nas Figuras 12 e
13, cerca de 56 e 58% da concentracdo total de biomassa foi produzida pelas
bactéria no periodo de maior consumo de hemina em MCisone € MCoooe,
respectivamente. Isto significa que, aparentemente, as reservas internas de ferro
foram responsaveis por uma parcela importante do total de células produzida, em

ambos 0s meios.
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Figura 16 - Concentracdo de células, em funcdo do tempo, no cultivo de P.
putida (A), Pantoea sp. (B) e C. gleum (C) nos meios MCigope (m) € MCsr (m).
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Figura 17 - Concentracdo de células, em fungdo do tempo, no
cultivo de P. putida nos meios MCisone (1), MCoone (m) € MCsr (m).

Em resumo, é possivel afirmar que P. putida ndo € inibida por concentracfes
de hemina de até 200 uM. Para Pantoea sp. e C. gleum, a concentracao de 100 uM
também néo foi inibitéria, mas, por outro lado, ndo estimulou o crescimento além do
observado em MC. Em relagdo as fontes de ferro, o melhor desempenho foi
verificado na presenca de sais de ferro, quando em concentracdo equivalente aquela
presente em 100 uM de hemina. Porém, para P. putida, a producao de biomassa em
meios com ferro inorganico é equivalente a obtida no meio com 200 uM de hemina,
gue tem o dobro da concentracao de ferro.

O ambiente de cultivo artificial aqui testado para avaliar a resposta das
espécies bacterianas na presenca de heme € muito distinto daquele do intestino
médio do mosquito durante a digestdo de sangue. Da mesma forma, o desempenho
de cada uma foi testado separadamente, enquanto, no mosquito, estas bactérias
compdem uma comunidade diversificada e dindmica. Além disso, ndo se sabe o
grau de representatividade das trés espécies em relagdo a microbiota como um
todo. Porém, ainda que com essas ressalvas, os resultados obtidos, na medida em
gue comprovam a capacidade de todas elas de consumir heme, sugerem a
possibilidade de sua participagcdo como coadjuvantes na detoxificacdo de heme
durante a digestdo sanguinea. As concentracbes de heme internalizadas pelas
espécies no presente trabalho sédo equivalentes as utilizadas por bactérias

patogénicas, que apresentam mecanismos eficientes para esta finalidade.
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4.3. Perfil proteico e atividade peroxidasica de biomassa bacteriana obtida em
cultivos com ferro e hemina

As bactérias intestinais de mosquitos precisam se adaptar ao metabolismo de
seus hospedeiros para utilizar o sangue como fonte nutricional para a sua
multiplicacdo. De acordo com Gusmé&o et al. (2010), esses micro-organismos
colonizam o epitélio intestinal de Ae. aegypti durante a digestdo do sangue, no qual
a microbiota pode induzir a expressdo de proteinas envolvidas no processo digestivo
do sangue. Neste contexto, foi utilizada a técnica de eletroforese unidimensional
para verificar possiveis diferencas no perfil proteico das espécies estudadas, quando
cultivadas em meio de cultura rico em nutrientes.

A Figura 18 apresenta os perfis proteicos obtidos para P. putida sp. e C. gleum,
respectivamente, quando cultivadas nos meios MC, MC1one, MC2008p, MCs008p, MCcL
e MCse. Verificaram-se perfis proteicos similares em todos os tratamentos,
ressaltando-se a presenca de duas bandas (~ 35 kD) nos meios com sais de ferro,

ndo observadas nas demais condi¢fes, no caso da espécie P. putida (Fig. 18A).
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Figura 18 - Perfil proteico de P. putida (A), no tempo de 10 h, e de C. gleum (B), no tempo
de 8 h, cultivadas nos meios: MC (raia 1), MCigore (2), MC2o08p (raia 3), MCaqogp (raia 4),
MCc, (raia 5) e MCgr (raia 6). Marcador molecular (M). Foram utilizadas 15 pg de proteina
por raia.

Com Pantoea sp. ndo foi verificada diferenga entre o controle e o0 meio com
hemina (Figura 19). Porém, foi possivel observar a expresséo diferencial em alguns
casos. As diferengcas mais visiveis estdo na faixa de massa molecular apontada na

marcacdao. O resultado obtido em meio com 200 pM de quelante ndo sera
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considerado na analise, pois ndo é confiavel. Constatou-se uma banda de ~ 66,2 kD
mais visivel no meio MCsgosp €m comparagdo com os demais meios. Por outro lado,
verificou-se uma banda de ~ 60 kD em todos 0s meios, a excecdo do meio com
300 uM de quelante. Outra proteina de menor massa molecular (~ 25 kD) ficou
evidente no meio formulado com cloreto férrico (MCc_), pouco pronunciada no meio
com hemina (MCioone) € ausente no meio com sulfato ferroso (MCsg). Esses
resultados parecem indicar que as diferentes fontes de ferro ativam diferentes genes

na bactéria e configuram mecanismos distintos de captacédo do metal.

Figura 19 - Perfil proteico de Pantoea sp. no tempo de 8 h cultivada nos
meios: MC (raia 1), MClOOHe (2), MCZOOBp (raia 3), MC3OOBp (raia 4), MCCL
(raia 5) e MCg¢ (raia 6). Marcador molecular (M). Utilizou-se 15 pg de
proteina por raia.

Para verificar se hemina seria capaz de induzir/aumentar a expressdo de
heme-proteinas nos isolados bacterianos, foi avaliada a atividade peroxidasica em
gel de poliacrilamida. Estas proteinas seriam proteinas especializadas para a
mobilizacdo de heme e para manter os reservatorios intracelulares deste composto
(Anzaldi e Skaar, 2010). A analise foi feita em amostras obtidas em diferentes
tempos de fermentacao, para as trés espécies, nao tendo sido observada atividade
peroxidasica em nenhuma delas. O resultado contrasta com os obtidos nos ensaios
de fermentagdo, uma vez que, conforme discutido no item 4.2, as trés espécies

bacterianas foram capazes de utilizar heme durante o crescimento.
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4. CONCLUSOES

e As trés espécies bacterianas estudadas (Pseudomonas putida, Pantoea sp. e
Chryseoacterium gleum) utilizam ferro para o crescimento, mas o efeito do metal
sobre a producdo de biomassa varia com a espécie. O impacto mais
contundente da sua escassez foi observado no cultivo de C. gleum, que mostrou
significativa diminuicdo da concentracdo celular final. Por outro lado, a
suplementacdo do meio com ferro, independentemente do sal empregado,
estimulou a producdo de biomassa, com destaque para P. putida, em que o

aumento da concentracao celular foi expressivamente maior que o das demais.

e As trés espécies demonstraram capacidade de internalizar e metabolizar hemina
para o crescimento. Com P. putida, o consumo do composto diminuiu
progressivamente com o aumento de sua concentracao inicial no meio. Para a
bactéria, concentracdes de até 200 uM nao foram inibitérias, mas, ao contrério,
favoreceram amplamente a producdo de células. Pantoea sp. e C. gleum
consumiram a maior parte da hemina presente em meios com 100 uM do

composto, mas a producédo de biomassa néo foi incrementada.

e Em comparacdo aos meios formulados com 100 puM de hemina, os meios
compostos com sulfato ferroso e cloreto férrico, que contém a mesma
concentracdo de ferro do primeiro, favoreceram o crescimento celular,
especialmente de P. putida. No entanto, com concentracdes mais altas de
hemina (150 e 200 pM), esta espécie produz concentracdes celulares similares

as obtidas nos meios com menor concentracéo de ferro;

e A analise do perfil de proteinas apontou algumas diferencas na expressao em
alguns meios, notadamente aqueles com quelante de ferro e com ferro Ill, o que
também variou com a espécie. Nao foi observada atividade peroxidasica em

nenhuma das espécies nas condic¢des testadas.

e Em conjunto, os resultados obtidos demonstraram que as trés espécies
bacterianas sdo capazes de consumir heme, em concentracdes elevadas,
indicando sua habilidade para participar do processo de detoxificagdo de heme

durante a digestdo de sangue em fémeas de Ae. aegypti.
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