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Resumo

O Streptococcus pneumoniae (ou pneumococos) € um organismo Gram-positivo e
patogénico causador de doencas graves, tais como pneumonia, bacteremia e meningite e
outras menos graves mas mais prevalentes tais como otites. O seu habitat natural sdo as
mucosas da nasofaringe, onde co-existe com outra microbiota humana sem causar
doenca. A transi¢cdo de organismo comensal a patogénico apenas ocorre quando 0s
pneumococos invadem componentes normalmente estéreis das vias respiratorias.
Durante esta progressdo entre nichos ecoldgicos as bactérias sdo forcadas a adaptar-se
as diferentes condi¢Bes nutricionais encontrados em cada nicho. Entre os varios
nutrientes, os acglcares tém um papel preponderante na fisiologia de pneumococos. Este
microrganismo € estritamente fermentativo, gerando energia para crescer e se
multiplicar durante a conversao de agUcares a piruvato através da via glicolitica. Posto
isto, € mais do que razoavel imaginar um papel importante dos aglUcares na capacidade
de S. pneumoniae causar doenga invasiva.

Este trabalho tem por objectivo estudar o metabolismo de dois acUcares, a
glucose e a galactose, que se sabem estar presentes em dois dos nichos frequentados por
S. pneumoniae, 0 sangue e a nasofaringe, respectivamente. A primeira tarefa consistia
em obter o perfil de crescimento de pneumococos estirpe R6 em ambos os agucares (1%
m/v) num meio quimicamente definido. Contudo, e embora varias tentativas, ndo se
conseguia obter perfis de crescimento reprodutiveis. Todas as culturas eram inoculadas
com uma pre-cultura crescida durante a noite nas mesmas condi¢Ges da cultura
principal, e iniciadas pela adicdo de cultura stock da estirpe R6 guardada em glicerol a
-80°C. Uma caracterizagdo detalhada da cinética do crescimento das pré-culturas
permitiu concluir que a irreprodutibilidade observada nos crescimentos das culturas
principais se devia principalmente ao facto de se utilizar como in6culo pré-culturas em
fases distintas do crescimento. Uma vez identificado o problema, fixaram-se condi¢Oes
de preparacdo e recolha da pré-cultura (fase exponencial tardia) que permitiram entéo
uma caracterizacdo detalhada dos parametros de crescimento nos dois acucares.
Sumariamente, S. pneumoniae tem a capacidade de crescer quer em glucose quer em
galactose como fontes Unicas de energia, mas a glucose permite taxas de crescimento
mais elevadas. Enquanto que o metabolismo da glucose é tipicamente do tipo

homolactico, a galactose induz um desvio metabolico a uma fermentacdo de acidos



mistos, com producdo de formato, acetato e etanol além de lactato. Este padrdo pode em
parte explicar-se pela diminuicdo da actividade (cerca de 8 vezes) de desidrogenase do
lactato, em células crescidas em galactose. Ja4 a actividade de cinase do piruvato é
idéntica nos dois agucares.

Uma andlise completa do metabolismo ndo € possivel sem determinar os
conteddos intracelulares em cada condicdo. A analise de metabolitos in vitro requer que
a amostra utilizada para o efeito reflicta o estado metabdlico de interesse. Para tal, a
inactivagdo instantdnea (quenching celular) do metabolismo é essencial. Quando a
separacdo de metabolitos intracelulares e extracelulares é um requisito, € necessario
garantir que o procedimento de quenching celular ndo afecte a integridade celular. Por
outro lado, sabe-se que métodos de extraccdo apresentam desvantagens, tais como a
degradacdo e a insolubilidade de metabolitos especificos. Para cada organismo, tém que
se optimizar e validar métodos de quenching celular e extraccdo de metabolitos. Que
nos estejamos conscientes, este procedimentos experimentais nunca foram aplicados a
S. pneumoniae. Assim sendo, grande parte deste trabalho de tese consistiu em testar
diferentes procedimentos de quenching celular (metanol a -20°C, soluc¢do aquosa a 60%
de metanol a -40°C, 60% de metanol em solucéo de 0,85% de carbonato de amoénio (pH
5,5) a -40°C), bem como diferentes métodos de extraccdo (perclorica, etandlica a
guente, e metandlica). Concluimos que as trés solucdes de quenching celular testadas
afectaram a integridade celular resultando em perdas significativas de metabolitos; no
que respeita aos tipos de extraccao, a extraccdo perclorica revelou ser a mais promissora
para estudos futuros. Tendo em conta estes resultados, testamos também um método em
que os procedimentos de quenching celular e de extraccdo ocorrem num s6 passo, pela
mistura rapida de uma solucdo fria de acido perclorico com cultura celular. S&o
apresentados resultados preliminares relativos a alguns metabolitos glicoliticos.
Discute-se a necessidade de testar novos métodos e/ou optimizar os aqui ja utilizados

para quenching celular e/ou extraccdo de metabolitos em S. pneumoniae.

Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae, Metabolismo, Glucose, Galactose

Quenching, Extraccao.



Abstract

Streptococcus pneumoniae (the pneumococcus) is a Gram-positive bacterium and a
major human pathogen that causes several serious diseases such as pneumonia,
meningitis, septicaemia, and less severe but more prevalent otitis media. S. pneumoniae
is often found in the mucosal surface of the nasopharynx of healthy individuals. The
transition from commensal to pathogenic occurs when the pneumococcus moves from
the nasopharynx to the sterile parts of the respiratory tract and beyond. During this
progression the bacteria encounter different nutritional environments to which they have
to adapt in order to survive. Within the range of exposed carbon and energy sources,
sugars play a central role in S. pneumoniae physiology. The microorganism is strictly
fermentative, relying on glycolytic metabolism of sugars for energy production to
support growth and cell division. Therefore, it is reasonable to hypothesise a major role
of sugars and their metabolism in the ability of S. pneumoniae to cause invasive disease.

This work aims at studying metabolism of two sugars, glucose and galactose,
which are known to be present in the blood and nasopharynx of humans, respectively.
The first task was to obtain the growth profiles of S. pneumoniae R6 in a chemically
defined medium supplemented with glucose or galactose (1%, w/v). However, and
despite many efforts, initially we were unable to obtain reproducible growth curves. All
cultures were inoculated with pre-cultures initiated by the addition of strain R6 stock
culture kept in glycerol at -80°C and grown overnight in the same conditions as those
used for the main culture. A detailed characterization of the growth kinetics of the pre-
cultures was performed and we concluded that the irreproducibility in growth curves of
the cultures arose largely from collecting pre-culture cells at different stages of growth.
By setting conditions that allowed collecting the overnight pre-culture at late
exponential phase we were able to overcome the observed irreproducibility in growth
and obtain a detailed characterization of growth parameters in each sugar. In brief, S.
pneumoniae has the ability to grow on glucose and galactose as sole energy sources, but
glucose supported higher growth rates. While the metabolism of glucose was
completely homolactic, galactose induced a metabolic shift towards a mixed acid
fermentation with production of formate, acetate and ethanol in addition to lactate. This
pattern could in part be explained by the much lower (about 8 times) lactate



dehydrogenase activity observed during growth on galactose. On the other hand,
pyruvate kinase displayed similar activity on both sugars.

A full metabolic characterization is only possible through assessment of the levels
of intracellular metabolites at a given condition. Analysis of metabolites in vitro
requires that the sample reflects the biological status of interest. For that purpose rapid
inactivation (quenching) of the metabolism is essential. When separation of extra- and
intracellular metabolites is needed leakage due to the quenching procedure has to be
avoided. The extraction method also poses several problems, such as degradation,
solubility and recovery of the metabolites. Quenching and extraction methods have to
be optimized and validated for each organism. To our knowledge, these procedures have
not been applied yet to S. pneumoniae. A major part of this work consisted in testing
different quenching procedures (cold methanol at -20°C, methanol 60% at -40°C; 60%
methanol + 0.85% ammonium carbonate (pH 5,5) at -40°C) as well as different
extraction procedures (perchloric extraction, boiling ethanol extraction and methanolic
extraction). We concluded that all three quenching solutions led to extensive leakage of
metabolites; regarding the extraction procedures, perchloric extraction appeared as the
most promising. Taken these results, a method combining in one step quenching and
extraction with cold perchloric acid was also tested. Preliminary data on the levels of
key glycolytic metabolites during growth on glucose or galactose are presented. The
need to further test and/or optimize the current protocols for quenching and extraction
of metabolites in S. pneumoniae is discussed.

Keywords: Streptococcus pneumoniae, Metabolism, Glucose, Galactose, Quenching,
Extraction.

Vi



Indice

o =16 [T [0 1=] 1 0 PPN |

AN 411 - (o AV
LT £ PPN ¥,

N 01 £ T (1] - PN ¢
i L0 4 oo (3ot To BT 1
1.1, StreptOCOCCUS PNEUMONIAE. .. ...t e eeeeen ettt et ee e eieeeee e et ren e e een e, 1
1.1.1 CaracteriStiCas QEIAIS. .. ... ue e e vneere e e ve e et e e e e e eaeeaevenans 1

1.1.2 Metabolismo da glucose e da galactose.............ccoeviiieiieiie e, 4

1.2. Anélise de metabolOmiCa.........ccvvvie i 00O
I N 410 511 2o [ o PP 12

1.2.2. Quenching celular............ccooviii i a0 13

1.2.3. Extrac¢do de metabolitos intracelulares.......................oocveennl15

1.2.4. Quantificagdo de metabolitos............c.ooviiiii i 17

1.3. Sinopse do trabalho apresentado.............cccocvieviiiiiiiiie e ... 18

2. Materiais € METOUOS. .. ... vttt ettt ee e et ee e e e ieneeeeeeenee 19
2.1. Microrganismo e condi¢es de CUltura............coevieieie i i, 19
2.2. Comparacdo de métodos de quenching celular..................cooveivveinnnn 21
2.2.1. Teste de degradagdo da frutose 1,6-bisfosfato...................c.evene.22

2.3. Comparacdo de métodos para extracgdo de metabolitos.................cc.eeeveene 23
2.3.1. Teste de eficiéncia/qualidade do método de quenching celular........... 24

2.3.2. Comparacéo da extraccdo perclorica conjugada ou ndo com o quenching
CRIUIAT . . e e e 24
2.4. Contetdos intracelulares durante o crescimento em glucose e galactose....... 25
2.5. Quantificacdo de metabolitos intracelulares por métodos enzimaticos......... 26
2.6. Quantificacao de produtos de fermenta¢ao................cocevveiiinnnninnn 27
2.7. Medigdo de actividades enzimatiCas. .. ... ....c.uveviriieieiie e, 27
2.8. Determinac&o da concentragdo da proteina............coovevieveine e eenn. 28

3. Resultados € diSCUSSA0. .. .. v en e ot e e e e et 230

Vii



3.1. Optimizacdo das condicdes de crescimento de pré-culturas e culturas.......... 30
3.2. Caracterizacdo do crescimento de S. pneumoniae R6 em glucose e
GALACTOSE. .. e 33
3.3. Efeito do agucar nas actividades enziméticas da desidrogenase do lactato
(LDH) e da cinase do piruvato (PK) de S. pneumoniae R6.............ccooevivii i, 37
3.4. Determinacdo de conteldos em metabolitos intracelulares........................ 38
3.4.1. Estudo comparativo de métodos de quenching celular e de extrac¢do de
metabolitos aplicados a S. PNeUMONIAE. ... ...coivii it 38
3.4.2. Estudo comparativo do método de quenching celular........................40
3.4.3. Estudo da degradacao da FBP pelo processo de quenching celular........ 41
3.4.4. Estudo comparativo de métodos de extraccdo de metabolitos.............. 42
3.4.5. Estudo comparativo da extraccdo perclorica conjugada ou ndo, com
quenching celular em amostras de uma mesma cultura de S. pneumoniae R6......... 44

3.4.6. Comparacéo dos niveis de metabolitos de S. pneumoniae R6 cultivado em

OIUCOSE € QAIACTOSE. .. ..\ttt e e e e e e e e e 46
4. Considerages FINaiS. ... .....ovveuiiiriie e e e e e enn 2 49
5.Bibliografia..........coooii D]

viii



Abreviaturas

ADP
ATP
CDM
DHAP
EMP
FBP
GAP
LDH
MOPS
NADH
NAD+
PFL
3-PGA
PK
PEP
PEP: PTS

Adenosina 5’-bisfosfato

Adenosina 5’-trisfosfato

Meio quimicamente difinido
Dihidroxiacetona fosfato
Embden-Meyerhof-Parnas

Frutose 1,6-bisfosfato

Gliceraldeido 3-fosfato

Desidrogenase do Lactato

Tampao acido 3-morfolinopropano sulfénico
Dinucledtido de dihidronicotinamida-adenina
Dinucleotido de nicotinamida-adenina

Liase do piruvato cinase

3-fosfoglicerato

Cinase do piruvato

Fosfoenolpiruvato

Sistema de fosfoenolpiruvato:fosfotransferase



Introdugdo

1. Introducao

1.1. Streptococcus pneumoniae

1.1.1. Caracteristicas gerais

O Streptococcus pneumoniae (ou pneumococos, Figura 1.1) ¢ a causa bacteriana mais
frequente de doencas infecciosas em criangas e idosos, tais como otites, pneumonias
adquiridas na comunidade e meningites. De acordo com dados da Organizagao Mundial
de Satde (OMS, http://www.who.int/wer) 1 a 3 milhdes das mortes anuais a nivel
mundial sdo devidas a infec¢des por pneumococos.

Este importante agente patogénico foi isolado pela primeira vez, e de forma
independente, na década de 80 do século XIX pelo médico e bacteriologista americano
George M. Sternberg e pelo quimico e bacteriologista francés Louis Pasteur. Foi
também por esta altura que se identificou como sendo a causa maior de pneumonia
lobar humana (Lopez, 2006; Gray e Musher, 2008). Durante anos foi conhecido como

Diplococcus pneumoniae.

A. B. C.

Figura 1.1. Streptococcus pneumoniae. Imagens de microscopia electronica de varrimento
de S. pneumoniae em cadeia curta (diplococo) (A) e na superficie de células epiteliais
humanas (B). Imagem de imunomicroscopia electronica. A seta vermelha indica a capsula.
(C). As imagens foram adaptadas das apresentadas em “Center for Disease Control
CDC/Janice Carr” (A), ilustracdo de capa da revista cientifica Microbiology-SGM, Vol.
152, 2006 (B), http://genome.microbio.uab.edu/strep/ (C).

O surgimento de novas técnicas bioquimicas e moleculares para identificacao
taxonomica levou a classificacdo de pneumococos no género Streptococcus, pertencente
a familia Streptococcaceae, que inclui também o género Lactococcus (Schleifer et al.,

1985) (Figura 1.2). O género Streptococcus ¢ relativamente variado e compreende um




Introdugdo

nimero de microrganismos clinicamente relevantes (ex. S. pneumoniae, S. pyogenes, S.

mutans), bem como bactérias usadas em fermentagdes lacteas (ex. S. thermophilus).

V.
N\

L Ao
Streptococcus

[/

Staphylococcus /O

/

Lactococcus

Figura 1.2. Arvore filogenética do ramo Clostridium de bactérias Gram-positivas com
baixo teor de GC. A familia Streptococcaceae aparece destacada do ramo principal
(sombreado a amarelo). Em (Teuber et al., 1992).

Os estreptococos sdo bactérias Gram-positivas com forma de cocos e dimensdes
que variam entre 0,5 e 1,25 pm. Podem formar cadeias de comprimento variado, mas ¢
frequente visualizar-se S. pneumoniae agrupado aos pares (diplococos, Figura 1.1). S.
pneumoniae ndo forma esporos, vacuolos, granulos visiveis ou flagelos e, portanto sdo
imoveis. Quando cultivados em agar de sangue sdo alfa-hemoliticos, i.e., caracterizam-
se por lise enzimatica de globulos vermelhos (hemolise) incompleta. O pneumococos é
nutricionalmente exigente, anaerobio aerotolerante, catalase negativo € com uma
temperatura optima de crescimento de 37°C. E uma bactéria produtora de 4cido lactico
estritamente fermentativa (fermentacdo homolactica) (Tuomanen, 2006). Sendo um
organismo nutricionalmente exigente, necessita de varios nutrientes que, normalmente
sao fornecidos através do sangue ou das secrecdes mucosas no seu habitat natural, ou
em meios de cultivo complexos no laboratorio.

Embora o pneumococo seja bem conhecido como agente patogénico, trata-se de
uma bactéria comensal cujo nicho ecologico € a nasofaringe dos humanos. Estima-se
que a taxa de prevaléncia seja de aproximadamente de 50% em criangas e cerca de 10%
em adultos saudaveis (Bogaert et al., 2004). A transi¢do de bactéria comensal para
oportunista patogénica ocorre, geralmente, apds outra infec¢do respiratoria ou em
individuos imunocomprometidos (Dowson, 2004; Bogaert et al., 2004). Embora os

mecanismos moleculares envolvidos na transi¢cao colonizagao-infec¢do nao tenham sido
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ainda totalmente elucidados, ¢ bem sabido que S. pneumoniae sintetiza diversos factores
que sdo determinantes na viruléncia do mesmo (Figura 1.3) (Hava et al., 2003;
Kadioglu et al., 2008). Estes incluem a capsula polissacarida (Figura 1.1.C),
componentes da parede celular, diversas proteinas, tais como a pneumolisina, a
neuraminidase, a hialuronidase e a autolisina, bem como pequenas moléculas
inorganicas (ex. peroxido de hidrogénio) (Kadioglu et al., 2008). Entre todos, a capsula
constitui uma condi¢@o sine qua non para a patogenicidade do organismo, ¢ a perda de
capsula resulta em aviruléncia (Ogunniyi et al., 2002). Até a data foram identificados 91
polissacaridos capsulares (serovares ou serétipos) (Mavroidi et al., 2007), e a sua
fungdo principal ¢ a de inibir a fagocitose das bactérias por macrofagos (Abeyta et al.,

2003).

Autolisina

Proteinas que PspC
ligam colina O

PspC '

Neuraminidase

/

@ Libertacio de
pneumolisina

Pneumolisina ©
ABC transporter

S. pneumoniae
HZOZ

@
QA () Sortase

O~

)
Hialuronidase
Proteinas

ancoradas em
LPXTG

Figura 1.3. Principais factores de viruléncia em S. pneumoniae. Adaptado de (Mitchell,
2003).

Nas ultimas décadas houve contribui¢des significativas para a compreensdo da
infec¢do por estreptococos, nomeadamente no que respeita a expressdo de factores de
viruléncia, interac¢do patogénico-hospedeiro e resposta imunitaria do hospedeiro,
compiladas entre outros nos seguintes artigos de revisdo (Kadioglu et al., 2008;
Mitchell, 2003; Kadioglu ¢ Andrew, 2004; Hava et al., 2003). No entanto, se por um
lado o desenvolvimento de vacinas (prevencdo) de largo espectro tem sido dificultado
pelo grande numero de serdtipos (tipos de capsula), ¢ ja sabido que a reducdo na
prevaléncia dos ser6tipos vacinais aparece associado a um aumento de outros serétipos

(Nunes et al., 2008; Sa-Leao et al., 2009; Dagan, 2009). Mais ainda, o aumento ¢ a
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propagacao da resisténcia de S. pneumoniae a antibioticos, é preocupante (Dowson e
Trzcinski, 2001; Reinert, 2009), fazendo com que seja urgente procurar alvos para
novos anti-bacterianos.

Curiosamente, o conhecimento sobre processos fisioldgicos basicos em S.
pneumoniae ¢ actualmente limitado, embora se comece a reconhecer uma relagdo
estreita entre patogenicidade e a eficiente aquisicdo e metabolismo de nutrientes
necessarios ao crescimento e proliferacdo (Shelburne et al., 2008). De importancia para
este estudo, ¢ a variacdo de factores ambientais encontrada para S. pneumoniae nos
diferentes nichos por si frequentados no hospedeiro (colonizagdo — nasofaringe;
infeccdo — pulmdes, sangue, cérebro), nomeadamente no que respeita ao nivel e
composicdo em agucares. No sangue a concentragdo em glucose ¢ cerca de mil vezes
superior a da nasofaringe, onde ocorrem derivados de acucares glicosilados

constituintes das secrecdes mucosas. Segue-se uma descrigdo do metabolismo dos

acucares glucose e galactose em S. pneumoniae e/ou bactérias relacionadas.

1.1.2. Metabolismo da glucose e da galactose

Nas bactérias fermentativas da familia das Streptococcaceae o metabolismo de aglicares
¢ um processo fisiologico central. De facto, estas bactérias obtém a energia (ATP)
necessaria para se dividirem e proliferar por fosforilagdo ao nivel do substrato no
processo de oxidagdo incompleta de agucares a piruvato através da via glicolitica, neste

caso a via de Embdem-Meyerhoff-Parnas (EMP) (Figura 1.4).

Aglucar
AR
G6P
|
‘{ PFK
FBP
/_L\/\kiolasc
DHAP «~ GAP
| —NAD*
/CNADH
1

|
|
v

PEP
PK
Piruvato
NADH
NAD*

\\ Produtos Finais/j

Figura 1.4. Representacdo esquematica geral do metabolismo de agucares em bactérias da
familia das Streptococcaceae. As enzimas chave da via glicolitica de Embdem-Meyerhoff-
Parnas estdo destacadas a cinzento. Os passos em que ha consumo ou produgio de energia
(ATP) e transferéncia de electrdes através das coenzimas NAD' e NADH aparecem
assinalados. PFK, cinase da frutose 6-fosfato; Aldolase, aldolase da frutose 1,6-bisfosfato;
PK, cinase do piruvato.
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Deste modo, ndo ¢ de estranhar que um dos mecanismos mais importantes de
regulacdo genética em bactérias fermentativas (bem como em outras) seja a repressao
catabdlica por agucares, também conhecida como utilizacdo hierarquica e coordenada
de acgucares (Deutscher et al., 2006). Quando confrontadas com uma imensa variedade
de acgucares, as bactérias optam por uma fonte preferencial, como a glucose, em
detrimento de outras no sentido de manter uma eficiéncia maxima de crescimento. A
utilizagdo simultinea de actcares ¢ metabolicamente desfavoravel dada a especificidade
das vias catabolicas destes nutrientes.

O primeiro passo no metabolismo de qualquer nutriente é o transporte através da
membrana citoplasmatica. Em bactérias, o transporte de acgucares ocorre por trés
mecanismos diferentes (Figura 1.5): (i) translocacio de grupo (sistema de
fosfoenolpiruvato:fosfotransferase, PTS), em que o substrato ¢ transportado e
simultaneamente fosforilado, sendo o dador do grupo fosfato o fosfoenolpiruvato (PEP)
(Postma et al., 1993); (ii) transporte activo secundario (uniporte, simporte, antiporte),
em que o transporte esta associado a um gradiente quimico ou electroquimico de outros
solutos (Poolman e Konings, 1993); e (iii) transporte activo primdrio (sistema ABC),
em que a translocag@o do agucar estd acoplada a hidrolise de ATP (ATPases) (Erhmann

etal., 1998).

Transporte Agiicar

secundario

Acucar-P

g simporte

e
map
Pirsvato EI T o
:-\E:X EI HPrP

Actcar

A

ADP +P1

Acicar

Figura 1.5. Sistemas de transporte de agucares em bactérias. Adaptado de (Castro, 2009).

Os varios tipos de transportadores estdo representados em bactérias da familia

Streptococcaceae (Lorca et al., 2007). Esta presente no genoma de S. pneumoniae um
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numero elevado de genes codificantes de transportadores de agucares (Tettelin et al.,
2001; Hoskins et al., 2001; Lanie et al., 2007). Curiosamente, estes transportadores sao
maioritariamente do tipo PTS (~ 24) e ABC (~ 8), sendo que apenas um gene apresenta
homologia com sistemas de transporte activo secundario. Salvo raras excepgdes,
desconhece-se a fun¢do dos diferentes sistemas de transporte codificados no genoma de
S. pneumoniae (Iyer e Camilli, 2007; Oggioni et al., 2009 - Europneumo).

O agucar glucose ¢ reconhecido como uma fonte de carbono preferencial para
bactérias (Deutscher et al., 2006; Jahreis et al., 2008). Este agticar é abundante na
Natureza, quer na forma de monossacarido quer como constituinte de polissacaridos de
reserva ou estruturais. O seu nivel no sangue, um dos potenciais nichos ecoldgicos de S.
pneumoniae (doenga invasiva), encontra-se em concentra¢des significativas (Shelburne
et al., 2008). O transporte de glucose em Lactococcus lactis, uma bactéria
filogeneticamente relacionada com S. pneumoniae, foi recentemente elucidado:

L. lactis possui dois sistemas de transporte do tipo PTS (manose-PTS, PTSM* ¢
celobiose-PTS, PTS®®) ¢ um sistema de transporte activo secundario (GlcU) (Castro et
al., 2009). Até a data, uma caracterizagdo do transporte de glucose em S. pneumoniae
ndo estd reportada. No entanto, existem no seu genoma genes cujos produtos sao

homologos dos diferentes dominios do PTS™*"

. Este sistema de transporte ¢ tido como o
principal translocador de glucose em muitas bactérias do filo Firmicutes ao qual
pertence a familia Streptococcaceae (Jahreis et al., 2008). Assim sendo, ¢ valido
assumir que em S. pneumoniae a glucose ¢ transportada ¢ concomitantemente
fosforilada pelo PTS™" (Figura 1.6). Contudo, ndo é de excluir a presenca de outros
transportadores com afinidade para glucose. Uma vez na forma de glucose 6-fosfato,
este composto ¢ convertido em frutose 1,6-bisfosfato pela ac¢do sequencial de duas
enzimas, a isomerase da glucose 6-fosfato e a cinase da frutose 6-fosfato. No passo
seguinte a frutose 1,6-bisfosfato ¢ clivada, originando dois metabolitos com trés 4&tomos
de carbono, a dihidroxiacetona fosfato e o gliceraldeido 3-fosfato, sendo este ultimo
convertido em 1,3-bisfosfoglicerato numa reac¢ao redox em que o aceitador de electroes
¢ a coenzima NAD'. O intermediario 1,3-bisfosfoglicerato ¢ finalmente transformado
em piruvato pela accdo sucessiva de varias enzimas (Figura 1.6). Para que a glicolise
(EMP) funcione tem que haver regeneragio do NAD" consumido no passo redox. Esta
regeneracdo da-se preferencialmente através da redugdo de piruvato a lactato, catalisada
pela desidrogenase do lactato, em que o dador de electrdes ¢ forma reduzida de NAD",

isto ¢, NADH (Yesilkaya et al., 2009; Carvalho et al., 2008- ISPPD). Portanto, S.
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pneumoniae transforma glucose em lactato, através de um processo metabolico
designado homofermentativo.

Glucose Glucose

DHAP «——» GAP
2 NAD+ 2Pi
6

2 NADH
2 (1,3-BPG)

7 l\s 2 ATP
2 3-PGA)

8
2 2-PGA)

9

2 PEP

10 i\s 2 ATP

2 Piruvato
2 NADH
11 F
2 NAD+
2 Lactato

Figura 1.6. Representagido esquematica do metabolismo de glucose em S. pneumoniae. As
reacgdes representadas sdo catalizadas pelas seguintes enzimas: 1. sistema manose-
fosfoenolpiruvato: fosfotransferase (PTSM™); 2. isomerase da glucose 6-fosfato; 3. cinase
da frutose 6-fosfato; 4. aldolase da frutose 1,6-bisfosfato; 5. isomerase dos fosfatos de
trioses; 6. desidrogenase do gliceraldeido 3-fosfato; 7. cinase do 3-fosfoglicerato; 8. mutase
do fosfoglicerato; 9. enolase; 10. cinase do piruvato; 11. desidrogenase do lactato.
Abreviaturas: G6P, glucose 6-fosfato; FO6P, fructose 6-fosfato; FBP, frutose 1,6-bisfosfato;
GAP, gliceraldeido 3-fosfato, DHAP, dihidroxiacetona fosfato; 1,3-BPG 1,3-
bisfosfoglicerato; 3-PGA,  3-fosfoglicerato;  2-PGA,  2-fosfoglicerato;  PEP,
fosfoenolpiruvato.

A galactose ¢ um substrato menos comum que a glucose, € ¢ normalmente
considerado um substrato pouco favoravel para o crescimento bacteriano. Em
Streptococcus pyogenes, Streptococcus mutans e L. lactis o metabolismo da galactose
esta sujeito a repressdo catabolica por glucose (Shelburne et al., 2008; Abranches et al.,
2008; Zomer et al., 2007). Na nasofaringe humana, a galactose é um dos agucares que
resultam da desglicolisacdo de glicoproteinas, nomeadamente as mucinas presentes em
grande abundancia no muco que reveste as mucosas (King et al., 2006). Na Figura 1.7
estdo representadas as possiveis vias metabolicas para dissimilacdo de galactose em
Streptococcacceae: a via das tagatoses fosfato e a via de Leloir. Na via das tagatoses

fosfato, a galactose ¢ fosforilada concomitantemente com o processo de transporte para
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dentro da célula (sistema PTS); uma vez na forma de galactose 6-fosfato ¢ convertida a
fosfatos de trioses, intermediarios da via glicolitica, pela accdo sequencial das enzimas
isomerase da galactose 6-fosfato, cinase da tagatose 6-fosfato e aldolase da tagatose 1,6-
bisfosfato (Figura 1.7). Quando metabolizada pela via de Leloir, a galactose ¢
internalizada por uma permease do tipo nao-PTS (ABC ou transporte activo secundario)
e metabolizada pelas enzimas especificas da via a a-glucose 1-fosfato, que por sua vez ¢
convertida pela ac¢do da a-fosfoglucomutase a glucose 6-fosfato, entrando assim na via

de EMP (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Representacdo esquematica das possiveis vias para o transporte € passos
iniciais do metabolismo da galactose. As reac¢des sdo catalizadas pelas seguintes enzimas:
1. isomerase da galactose 6-fosfato; 2, cinase da tagatose 6-fosfato; 3. aldolase da tagatose
1,6-bisfosfato; 4. permease da galactose; 5. galactose mutarotase; 6. galactocinase; 7.
uridililtransferase da galactose 1-fosfato; 8. 4-epimerase da UDP-galactose; 9.
fosfoglucomutase; 10. enzimas da via glicolitica. Abreviaturas: Gal, galactose; Gal-6P,
galactose 6-fosfato; Tag-6P, tagatose 6-fosfato; TBP, tagatose 1,6-bisfosfato; Gal-1P,
galactose 1-fosfato; G1P, glucose 1-fosfato; G6P, glucose 6-fosfato; GAP, gliceraldeido 3-
fosfato, DHAP, dihidroxiacetona fosfato, UDP-Glc, UDP-glucose; UDP-Gal, UDP-
galactose.

Os sistemas de transporte e metabolismo para a galactose estio bem
documentados para outros organismos pertencentes a familia das Streptococcaceae, tais
como L. lactis ¢ S. mutans (Thomas et al., 1980; Grossiord et al., 1998; Abranches et
al., 2004). No que respeita a S. pneumoniae a informagdo existente restringe-se a

proveniente por analise dos genomas (Hoskins et al., 2001; Tettelin et al., 2001); foram
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encontrados genes cujos produtos sao homoélogos de enzimas especificas quer da via das
tagatoses fosfato, quer da via de Leloir. Que via esta operacional e em que condigdes, ¢
uma questao que merece futuro esclarecimento.

Sabe-se que em L. lactis e outras Streptococcaceae existem determinados
parametros que influenciam o destino do produto final da glicdlise, piruvato, que pode
ser convertido em varios compostos nomeadamente, formato, acetato, etanol, acetoina, e
2,3-butanodiol (Neves et al., 2005). S. pneumoniae esta equipado com a maquinaria
enzimatica que permite converter piruvato em etanol e acetato (Figura 1.8); a enzima-
chave deste tipo de fermentacao ¢ a liase do piruvato-formato que converte o piruvato
em formato e acetil-Coenzima A, e o gene que a codifica foi recentemente identificado
em S. pneumoniae no ambito de uma colaboragao com o nosso grupo (Yesilkaya et al.,
2009). Adicionalmente, existe uma actividade em S. pneumoniae, oxidase do piruvato,
que cataliza, na presenga de oxigénio, a conversao de piruvato a acetil-fosfato com

producgéo de perdxido de hidrogénio (Figura 1.8, Belanger et al., 2004).

Acgtcar

/ Etanol NAD* \
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INAD' « | NADH > 1
2 NADH 6 Formato

Acetll-CoA 4; Plruvato

NADH
Acetll P NAD*

ATP A/i HZO
Lactato

\\ Acetato //

Figura 1.8. Vias alternativas do metabolismo do piruvato em S. pneumoniae. As reacgdes
sdo catalizadas pelas seguintes enzimas: 1. enzimas da via glicolitica; 2. desidrogenase do
lactato; 3. liase do piruvato formato; 4. fosfotransacetilase; 5. cinase do acetato; 6.
desidrogenase do etanol; 7. oxidase do piruvato.

1.2. Analise de metabolomica

Os metabolitos ou intermediarios das reac¢des bioquimicas desempenham um papel
extremamente importante na interac¢do entre as diversas componentes celulares,
nomeadamente através de mecanismos de regulacdo directa e/ou indirecta (Figura 1.9).

Os conteudos intracelulares em metabolitos s3o uma consequéncia directa das
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concentragdes e propriedades das enzimas, cuja quantidade e actividade pode depender
directamente do contetido de um determinado metabolito (regulacdo por retroactivagao
positiva ou negativa). Logo, os conteudos intracelulares em cada instante sdo uma
funcdo complexa de diferentes processos regulatorios, tais como regulagdo da
transcricdo e de transdugdo, regulacdo de interacgdes proteina-proteina e regulacao
metabolica das proteinas pelos metabolitos (Villas-Boas et al., 2004; Mashego et al.,
2007). Nesta perspectiva, o contetdo em metabolitos representa ndo mais que

informagdo integrada da funcdo celular, e portanto define o fendtipo celular numa

determinada condigao.
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Figura 1.9. Analise de metaboloma no contexto pds-gendmico. Setas a tracejado indicam
processos de regulacgdo ¢ a seta continua indica o processo de formagdo. Figura adaptada de

Villa-Béas et al., 2004.

Grande parte dos metabolitos intracelulares estd envolvida em diversas reacgoes
bioquimicas, e estes estabelecem a ligagdo entre as diferentes vias metabolicas, que no
seu conjunto constituem a rede metabdlica celular (Nielsen, 2003). Uma analise
detalhada dos contetdos em metabolitos celulares, bem como dos mecanismos de
regulacdo subjacentes, ¢ essencial para uma compreensao alargada da fisiologia celular.
Acesso a este tipo de informacdo permitird gerar impressdes metabdlicas de

microrganismos, determinar fluxos metabodlicos e particdo de fluxos, determinar
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cinéticas enzimaticas, identificar fenotipos, e determinar efeitos devidos a variacao de
condi¢des ambientais ou mutacdes genéticas. Espera-se que este conhecimento tenha
um grande impacto em areas de ponta como a Engenharia Metabdlica ou a recentemente
criada disciplina de Biologia dos Sistemas (Nielsen, 2001; Buchholz et al., 2002).

O conjunto total de metabolitos (moléculas de pequena dimensdo) que resultam
do metabolismo celular define-se como metaboloma (Figura 1.9). A andlise do
metaboloma ou metabolémica, termo inicialmente criado na década de 90, define-se
como o estudo dos conteudos de todos os metabolitos intracelulares e extracelulares
(metaboloma). Na pratica, ¢ impossivel detectar todos os metabolitos visto ndo existir
nenhum método analitico que o permita, logo metabolémica emprega-se como sindénimo
de uma abordagem experimental que permita analisar um grupo de metabolitos de
interesse. De forma a aumentar o niimero de metabolitos detectados e/ou doseados
aplicam-se diferentes técnicas analiticas a uma mesma amostra (Schaub et al., 2006;
Buchholz et al., 2002). Do ponto de vista metodologico, existem duas estratégias
principais numa abordagem de metabolomica: (i) a andlise dirigida, e (ii) o estudo do
perfil metabdlico. A analise dirigida define-se como um estudo quantitativo de um
unico metabolito ou de um grupo restrito de metabolitos. Neste caso, os procedimentos
analiticos devem incluir a identificagdo e quantificacdo dos metabolitos seleccionados
na amostra. O estudo do perfil metabolomico tem por objectivo a andlise de um grande
nimero de metabolitos ou mesmo de todos os metabolitos produzidos pela célula. Este
estudo engloba a determinacdo de metabolitos intracelulares e extracelulares através de
uma ou varias técnicas analiticas combinadas (Villas-Boas et al., 2004; Oldiges e
Takors, 2005).

Uma compreensdo quantitativa do metabolismo microbiano e da sua regulagdo in
VivO, requer uma analise quantitativa dos metabolitos intracelulares e extracelulares. Os
metabolitos extracelulares sdo quantificados rotineiramente a partir de sobrenandantes
obtidos por centrifugacdo de culturas celulares a baixas temperaturas (Figura 1.10). Em
contraste, a andlise quantitativa de metabolitos intracelulares ¢ relativamente complexa,
e envolve diversos passos experimentais: (i) rapida amostragem, (ii) paragem imediata
do metabolismo — quenching celular (iii), extrac¢do de metabolitos, ¢ (iv) quantificagdo

de metabolitos (Figura 1.10) (Schaub et al., 2006; Mashego et al., 2007).
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Figura 1.10. Esquema geral dos principais passos envolvidos na preparagdo de uma
amostra para analise quantitativa de metabolitos celulares. Imagem adaptada de Villas-Boas
etal., 2004.

1.2.1. Amostragem

Na andlise metabolica, o passo de amostragem deve ser efectuado num espaco de tempo
muito curto (~1 s), e de uma forma sistematica, assegurando nas diferentes amostras a
comparar, que os processos fisiologicos foram interrompidos na mesma fase, e que
todas as reacgdes bioquimicas serdo paradas em simultdneo e imediatamente no passo
seguinte de quenching celular (Villas-Boas et al., 2004).

A aplicagdo de técnicas de amostragem no sentido de medir concentragdes fidveis
de metabolitos intracelulares so serd bem sucedida se: (i) uma amostra representativa for
retirada de um cultivo sem perturbar o crescimento, (ii) a inactivagdo do metabolismo
na amostra for rapida comparada com as taxas de reac¢do metabolicas, (iil) a extrac¢ao
dos metabolitos intracelulares e a desnaturagdo e separacdo das enzimas intracelulares
for completa, (iv) a paragem do metabolismo e o processo de extraccao ndo afectarem a
estabilidade dos metabolitos, (v) a diluicdo por inactivacdo e/ou extrac¢ao for
controlada, reprodutivel e minima, e (vi) a taxa de amostragem for suficientemente
grande para estudar a dindmica rapida das reac¢des metabolicas (Schaefer et al., 1999).

O passo de amostragem pode ser manual ou automatico. A amostragem manual ¢é
um processo mais econdémico em termos de equipamento, visto ser frequentemente
efectuado com recurso a seringas plasticas para dosear a amostra; no entanto, nos casos
em que o objectivo ¢ obter cinéticas dos conteudos intracelulares, a amostragem

manual, ndo sé ¢ mais lenta, como requer imensa mao-de-obra em recursos humanos
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(Theobald et al., 1997). Na tultima década tém-se desenvolvido diversos dispositivos
para automatizar o processo de amostragem (revistos em Oldiges e Takors, 2005;
Mashego et al., 2007; Villas-Boas et al., 2004). Estes dispositivos estdo frequentemente
acoplados a bioreactores e permitem a rapida amostragem seguida de mistura com uma
solugdo de quenching celular num mesmo passo (Shaefer et al., 1999; Lange et al.,
2001; Visser et al., 2002; Buziol et al., 2002; Schaub et al., 2006; Hiller et al., 2007).

1.2.2. Quenching celular

O quenching celular define-se como um processo de paragem instantanea do
metabolismo celular, normalmente através de mudangas drésticas de temperatura
(inferiores a -40°C ou superiores a 80°C) ou de pH (meio alcalino ou acido) (Mashego et
al., 2007; Villas-Boas et al., 2004). O processo de quenching celular s6 pode ser
considerado eficiente quando a inactivagdo do metabolismo é mais rapida do que as
taxas de reac¢ao metabdlicas, numa escala de tempo da ordem dos sub-segundos. Para
microrganismos em crescimento a conversdo dos metabolitos intracelulares pode ser
extremamente rapida (Faijes et al., 2007; Oldiges e Takors, 2005). Correntemente,
usam-se duas metodologias para paragem instantanea de metabolismo celular e
extraccdo de metabolitos: uma em que os dois processos se realizam em simultaneo
(ndo hé separacdo de metabolitos intra e extracelulares) e outra em que os dois
processos sdo sequenciais, a extraccdo de metabolitos so ¢ efectuada a seguir ao passo
de quenching e separagdo do meio extracelular por centrifugacdo. No primeiro caso a
solugdo de quenching celular causa também extrac¢do dos metabolitos intracelulares
devido a disrupcdo da parede celular. Neste caso, os metabolitos extracelulares e
intracelulares sdo quantificados na mesma amostra. Idealmente, quenching celular ¢ a
extrac¢cdo de metabolitos sdo processos independentes. Apds inactivacdo instantanea do
metabolismo a biomassa ¢ separada do meio extracelular por centrifugacao, seguindo-se
um passo de lavagem e s6 depois a extrac¢do dos metabolitos intracelulares (Villas-
Boas et al., 2004). As vantagens da separacdo do método de quenching celular e de
extraccdo sdo a separacao dos metabolitos intracelulares dos extracelulares e dos
nutrientes no meio de cultivo, o que permite uma maior concentracdo da amostra que
contém os metabolitos intracelulares, faculta a analise (menor complexidade das
amostras) e que aumenta a probabilidade de detectar um maior nimero de metabolitos,
além de permitir uma distingdo clara entre metabolitos intra e extracelulares (Villas-

Boas et al., 2004; Oldiges e Takors, 2005; Hiller et al., 2007; Wellerdiek et al., 2008).

13



Introdugdo

Os métodos de quenching celular descritos na literatura sdo diversos (Tabela 1.1).

Entre outros, destacam-se as solugdes de metanol a frio, azoto liquido e acido perclorico

a frio para inactivagdo instantanea do metabolismo. Os procedimentos metodoldgicos

encontram-se descritos para diferentes organismos (Wittman et al., 2004; Buziol et al.,

2002; Maharjan e Ferenci, 2003).

Tabela 1.1. Métodos de quenching celular aplicados a microrganismos

Microrganismo

Métodos aplicados

Método mais adequado

Referéncias

Corynebacterium
glutamicum

60% metanol® (-58°C)

60% metanol/10 mM HEPES

(-58°C)
0,9% NaCl (-0,5°C)

Filtracdo rapida

Todas as solucdes de
metanol originam perdas
consideraveis de
metabolitos.

Em alternativa, um
método de filtragao
rapida sem quenching

Wittman et al.,
2004; Bolten et al.,
2007; Wellerdiek et
al., 2008

Lactobacillus
plantarum

60% metanol (-40°C)

60% metanol/70 mM HEPES

(pH 5,5), (-40°C)
60% metanol/0,85% (m/v)

carbonato de amoénia (pH 5,5),

(-40°C)

60% metanol/0,85% (m/v)
NaCl, (-40°C)

Resultados idénticos para
60% metanol/70 mM
HEPES (pH 5,5) e 60%
metanol/0,85% (m/v)
carbonato de amoénia (pH
5.5).

Faijes et al., 2007

Lactococcus lactis

60% metanol (-40°C)

Jensen et al., 1999

Escherichia coli

Azoto liquido
Acido perclérico

60% metanol com ou sem
tampdo (-30°C, -40°C e
-50°C)

Etanol absoluto a quente

60% metanol a baixas
temperaturas com ou sem
tampao

Chassagnole et al.,
2002; Maharjan e
Ferenci, 2003;
Schaefer et al.,
1999; Hiller et al.,
2007; Winder et
al.,2008.

Saccharomyces
cerevisiae

60% metanol com ou sem
tampao (-40°C)

Acido perclorico

Azoto liquido

60% metanol a -40°C

Koning e van Dam,
1992; Loret et al.,
2007; Buziol et al.,
2002 ; Theobald et
al., 1997

* 60% metanol = solugdo aquosa de metanol

Da revisdo da literatura é patente que o processo de quenching celular mais

adequado na inactivacdo do metabolismo varia de microrganismo para microrganismo,

parece mesmo ser microrganismo-dependente. Por exemplo, enquanto para L.

plantarum uma solugdo tamponizada de 60% de metanol a -58°C (Faijes et al., 2007)
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produz os melhores resultados, ja para S. cerevisiae a solugdo de quenching mais
prometedora foi 60% de metanol em solucdo aquosa (Koning e van Dam, 1992).

Nao foi possivel encontrar na literatura qualquer referéncia a métodos de
quenching celulares aplicados a S. pneumoniae, com excepgdo de inactivacdo por
mistura com azoto liquido com vista ao isolamento de mRNA. Assim sendo, um dos
objectivos deste trabalho consiste em testar diferentes métodos de quenching celular em
culturas de S. pneumoniae, e se possivel encontrar as condi¢des adequadas a uma
inactivagdo instantanea do metabolismo para futuros estudos do conteudo em

metabolitos.

1.2.3. Extraccio de metabolitos intracelulares

Como referido anteriormente, apos o processo de paragem instantdnea do metabolismo,
os metabolitos intracelulares sdo extraidos do sedimento celular. O método utilizado
deve extrair todos os metabolitos de uma maneira nao selectiva e reprodutivel, e deve
também inibir todas as reacgdes enzimaticas reversiveis (Faijes et al., 2007; Maharjan ¢
Ferenci, 2003). Nao existe actualmente nenhum método de extrac¢do que permita a
analise de todos os metabolitos (metaboloma). Assim sendo, o passo de extraccdo tem
por objectivo extrair um numero maximo de metabolitos celulares. Quando uma analise
compreensiva ¢ necessaria, aplicam-se a mesma amostra diferentes procedimentos de
extrac¢do. Os métodos de extraccdo podem ser quimicos ou mecanicos (Villas-Boas et
al., 2004). Para extrac¢do de metabolitos intracelulares em microrganismos os métodos
mais comuns s3o 0s quimicos, tais como metanol a frio (Maharjan e Ferenci, 2003),
cloroformio (Jensen et al., 1999), etanol a quente (Visser et al., 2002) e acido perclorico
ou cloridrico (Schaefer et al., 1999). A Tabela 1.2 apresenta um resumo dos métodos de
extrac¢do mais comuns aplicados a microrganismos, bem como as suas vantagens e
desvantagens. No caso dos acidos e das bases a grande desvantagem ¢ a degradacao dos
metabolitos a valores extremos de pH. Em alternativa, usam-se solu¢des de extrac¢do a
pH neutro como o cloroférmio, etanol a quente ou o metanol. No entanto, estes métodos
também apresentam desvantagens, tais como a baixa polaridade e solubilidade dos
metabolitos em cloroféormio e/ou metanol, ou a instabilidade de determinados
metabolitos a temperaturas elevadas (Faijes et al., 2007; Villas-Boas et al., 2004). A
escolha correcta de um método de extrac¢do depende fortemente dos metabolitos de

interesse. Idealmente, um método de extraccao eficiente deveria ser aplicado para uma
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vasta variedade de microrganismos, mas a susceptibilidade de diferentes organismos a

condigdes que causam lise ¢ diferente (Oldiges e Takors, 2005; Faijes et al., 2007).

Tabela 1.2. Métodos de extrac¢do de metabolitos aplicados a microrganismos (adaptado de
Villas-Boas et al., 2004)

Método

Vantagens

Desvantagens

Referéncias

Metanol a frio/
cloroféormio
tamponizado

Reprodutivel e eficiente

A desnaturagao de
enzimas pelo cloroférmio
evita reacgdes posteriores

Boa recuperagio para
compostos fosforilados

E usado a temperaturas muito
baixas (-20 a -40°C)
Demorado

Toxidade provocada pelo
cloroférmio

Dificuldade na automatizag¢do

Koning and van
Dam, 1992

Jensen et al., 1999

Mabharjan e Ferenci,
2003

Le Belle et al., 2002

Etanol a quente

Répido e simples
Preciso e fidvel

Ideal para cultura
celulares diluidas

Excelente recuperagio
para certos grupos de
compostos (ATP, glucose
6-fosfato, piruvato, NAD"
¢ NADH)

Alguns metabolitos ndo sdo
estaveis a temperaturas altas
(ATP, fosfatos de pentoses, 2-
oxoglutarato, PEP entre outros)

Gonzalez et al.,
1997

Visser et al., 2002
Lange et al., 2001

Maharjan e Ferenci,
2003

Metanol a frio

Todas as vantagens do
etanol a quente

Nao degrada compostos
sensiveis a temperatura

A fiabilidade do método é
discutivel

Informacéo escassa

Mabharjan e Ferenci,
2003

Acido
perclérico a frio

Muito usado na extracgdo
de nucledtidos e
metabolitos soliveis em
agua

Extrac¢do dos metabolitos
em frac¢des de segundos

Meio muito oxidativo

Alguns metabolitos s3o sensiveis
a pH baixo (piruvato, NADH,
ATP e alguns fosfomonoésteres)
Perda de metabolitos durante o
processo

Buchholz et al.,
2002

Lowry etal., 1971

Mabharjan e Ferenci,
2003

Acido cloridrico
a frio

Semelhante ao acido
perclorico

As mesmas desvantagens do
acido perclorico a frio

Nao forma precipitado,
concentragdo de ides muito
elevado, o que pode dificultar
analise

Villas-Boas et al.,
2004

Extracgoes
alcalinas
(NaOH)

Muito usado na extracgao
de nucledtidos e
metabolitos soliveis em
agua

As mesmas desvantagens do
acido perclorico a frio

Degrada NAD", entre outros

Maharjan e Ferenci,
2003

Hajjaj et al., 1998

Buchholz et al.,
2002

A susceptibilidade de S. pneumoniae a diferentes métodos de extracgdo de

metabolitos ndo estd descrita na literatura, e ¢ um dos objectivos deste trabalho.
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1.2.4. Quantificacao de metabolitos

A quantificacdo de metabolitos intracelulares em grande escala faz-se essencialmente
através de duas técnicas analiticas: a espectrometria de massa (MS) e a ressonadncia
magnética nuclear (NMR). O NMR ¢ muito usado na caracterizagdo estrutural de
compostos nao conhecidos, e tem sido aplicado na andlise de metabolitos em fluidos
bioldgicos e extractos celulares (Villas-Boas et al., 2004). No entanto, este processo
analitico tem menor sensibilidade e os custos de equipamento sdo maiores quando
comparados com as técnicas baseadas na espectrometria de massa (Oldiges e Takors.,
2005; Villas-Boas et al., 2004; Neves, 2001). No entanto, o NMR permite mais
facilmente a identificacdo de compostos desconhecidos ou inesperados (Neves et al.,
2005). Além disso, o0 NMR ¢ a unica técnica que permite determinar as dindmicas
temporais dos perfis de metabolitos em tempo real e de forma nao-invasiva (Neves et
al., 2005). A MS apresenta diversas vantagens como por exemplo a grande
sensibilidade, possibilidade de confirmar a identidade de determinados compostos
presentes numa amostra bioldgica complexa, custos menos elevados e menor
especializacdo do operador. Adicionalmente, a combinag¢do de técnicas de separagdo
(cromatografia) com a MS (e também com o NMR), expande enormemente a
capacidade de analise quimica de amostras biologicas complexas. As técnicas de
separacdo mais frequentemente acopladas a MS e/ou NMR sdo a cromatografia de fase
gasosa, a cromatografia liquida e a electroforese capilar (Villas-Boas et al., 2004).

Quando o objectivo ¢ analisar apenas o contetido num metabolito em particular,
ou num grupo de metabolitos restrito, tais como os metabolitos glicoliticos, ¢ comum
recorrer-se a métodos enzimaticos espectrofotométricos. Estes métodos quando
aplicados a um nuimero reduzido de metabolitos sdo mais econdmicos que a MS ou a
NMR, requerem menos especializacdo por parte do operador, mas sdo mais morosos.
Muitos dos métodos enzimaticos para determinacdo de metabolitos encontram-se
compilados no manual “Methods of enzymatic analysis”, como ¢ o caso dos métodos
usados neste trabalho para dosear frutose 1,6-bisfosfato, gliceraldeido 3-fosfato,
dihidroxiacetona fosfato (Michal, 1988) e 3-fosfoglicerato (Czok, 1988).

O doseamento de produtos de fermentagdo e substratos utilizados no cultivo de
microrganismos (metabolitos extracelulares) faz-se correntemente recorrendo a técnica
analitica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Esta técnica baseia-se na
separagdo de diferentes grupos de metabolitos de acordo com tempos de retengdo de

cada metabolito em face de um determinado tipo de coluna e eluente (Villas-Boas et al.,
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2004). Este método ¢ muito usado por ser de facil uso e aprendizagem; além disso, nao
estd limitado pela volatilidade ou estabilidade dos compostos presentes numa

determinada amostra.

1.3. Sinopse do trabalho apresentado

Tal como mencionado, este trabalho teve como objectivos optimizar um método répido,
simples, reprodutivel e eficiente de quenching celular, bem como um método extracgdo
de metabolitos que se aplicasse ao microrganismo em estudo, S. pneumoniae. Usaram-
se distintos métodos de quantificagdo de metabolitos, nomeadamente HLPC para
quantificagdo de metabolitos extracelulares e métodos enzimaticos para quantificagdo
de metabolitos intracelulares. O objectivo geral deste trabalho era contribuir para uma
compreensdo mais alargada do metabolismo de dois acticares, a glucose e a galactose,
importantes na ecologia de S. pneumoniae. Os resultados obtidos serdo apresentados e

discutidos na sec¢do seguinte, Resultados e discussao.
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2. Materiais e métodos

Informacao referente a composicao de solu¢des usadas e protocolos experimentais pode

ser consultada no Anexo 1.

2.1. Microrganismo e condicoes de cultura

Microrganismo

Neste estudo usou-se Streptococcus pneumoniae R6, uma estirpe laboratorial ndo
encapsulada e avirulenta de S. pneumoniae (Hoskins et al., 2001). A estirpe R6 foi
obtida aproximadamente hd quarenta anos a partir da estirpe R36A usada por Avery e
colaboradores na demonstragdo do DNA como material genético (Avery et al., 1944). A
R36A derivou da estirpe nao capsulada R36, que por sua vez teve origem na estirpe
encapsulada D39, um isolado clinico ¢ virulento do ser6tipo 2 (Figura 2.1) (Lanie et al.,
2007). S. pneumoniae D39 tem sido usada como estirpe modelo no estudo de
mecanismos de patogenicidade e viruléncia por pneumococos, ¢ a sua derivada R6
amplamente usada como um controlo avirulento (Lanie et al., 2007). Devido as suas
caracteristicas, R6 apresenta-se como uma estirpe ideal para optimizacdo de

metodologias no estudo de S. pneumoniae.

Isolado clinico, 1916; D39
Colénias com morfologia lisa

Perda de capsula; perda de

/ viruléncia

v

Colénias mutantes com R36

morfologia rugosa, 1934
Alteraggo de morfologia
/ transformavel

v

Avery etal., 1914; R36A

Aumento da eficiéncia de
transformacgéo; diminuigéo do
/ tamanho da colénia
v

Tomasz and Hotchikiss, R6
1964

Figura 2.1. Representacdo esquematica da origem da estirpe nao encapsulada R6 a partir de
uma estirpe virulenta D39. Figura adaptada de Lanie et al., 2007.
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Preparacéo de culturas stock

Células do stock-mae (estirpe R6 proveniente do Departamento de Genética Molecular,
Universidade de Groningen, Holanda; células em 20% de glicerol guardadas a -80°C)
foram inoculadas (1,25% v/v) em meio complexo M17 (Difco) enriquecido com
glucose 0,5% (m/v), a pH inicial 6,5. As culturas foram incubadas a 37°C sem controlo
de pH ou atmosfera, em modo estatico durante cerca de 7 h (densidade optica a 600 nm
(DOgoo) de aproximadamente 1,8). Ao fim deste periodo de tempo as culturas foram
transferidas para tubos de Falcon estéreis e centrifugadas (7519 % g, 7 min, 4°C). O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 20 mL de M17,
correspondente a metade do volume usado no crescimento. Glicerol foi adicionado para
uma concentragao final de 25%. Prepararam-se aliquotas de 1 mL (culturas stock) em

eppendorfs estéreis e guardaram-se a -80°C.

Condicoes de cultivo

S. pneumoniae foi cultivado em frasco, sem controlo de pH ou atmosfera. Para cada
crescimento da estirpe R6 preparou-se uma pré-cultura a partir das culturas stock como
descrito a seguir: 20 uL de cultura stock diluidos em 400 uLL de M17 (esta condicao foi
usada como padrao neste trabalho, salvo algumas excepgdes descritas nos resultados)
foram cultivados em 40 mL de meio quimicamente definido, adaptado de Neves et al.,
1999 (CDM, ver Anexo 1), enriquecido com colina a 0,001% (m/v) e piruvato a 0,01%
(m/v) em frascos em modo estatico. Como fonte de carbono usou-se a glucose ou a
galactose a uma concentragdo final de 1% (m/v). O meio estava a um pH inicial de 6,5.
Ao longo do crescimento o pH e a atmosfera ndao foram controlados. A temperatura de
crescimento foi mantida a 37°C.

As culturas foram crescidas a partir das pré-culturas (Figura 2.2) acima
mencionadas. Meio CDM (200 mL ou 100 mL) enriquecido com colina a 0,001%
(m/v), piruvato a 0,01% (m/v) e fonte de carbono adequada (glucose ou galactose a 1%,
m/v) foram inoculados a aproximadamente 4,5% (v/v) com células das pré-culturas
recolhidas na fase exponencial tardia do crescimento (DOgp aproximadamente de 1)
para uma ODgq inicial de 0,04-0,05. As condi¢des de crescimento da cultura no que
respeita a atmosfera, pH e fonte de carbono foram idénticas as descritas para a pré-
cultura respectiva.

O crescimento de pré-culturas e culturas foi avaliado pela leitura da turbidez a 600

nm num espectrofotometro (Shimadzu UV-1601), sendo as leituras de turbidez feitas
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contra agua. Para evitar saturacdo e obter leituras correctas, a partir de DOgyo 0,6
efectuaram-se dilui¢des da cultura inicial em agua.

As taxas especificas de crescimento (p) foram calculadas através de regressdes
lineares dos valores de In (DOgy) versus o tempo, durante a fase exponencial de

crescimento.

0050, 45 % (DO 1)

N
I

! Pré- |
‘cultura |
L i Cultura

——

Cultura
stock

Figura 2.2. Representacdo esquematica da transferéncia de células da pré-cultura para a
cultura.

2.2. Comparacgao de métodos de quenching celular

Os métodos de quenching celular usados nesta tese foram baseados nos procedimentos
descritos por Faijes et al., 2007 (para maior detalhe ver Anexo 1). O conteudo
intracelular em frutose 1,6-bisfosfato (FBP, metabolito de referéncia) em células
submetidas aos diferentes métodos de quenching celular foi analisado apds extracgdo

metanolica. As culturas foram crescidas em CDM enriquecido com glucose (1% m/v).

Métodos de quenching celular

Trés tipos de solug¢des de quenching foram usadas e comparadas: 60% metanol/0,85%
carbonato de amonia (pH 5,5) a -40°C, metanol absoluto a -20°C, e 60% (v/v) metanol a
-40°C. Para efectuar o quenching celular, transferiram-se rapidamente (com seringa) 50
mL de cultura na fase exponencial tardia do crescimento (DOg de aproximadamente
1,1) para tubos de centrifuga contendo 150 mL de cada solucdo a -40°C (60% (v/v)
metanol/ 0,85% (m/v) carbonato de amoénio ou 60% metanol) em banho de azoto
liquido ou 150 mL de metanol absoluto a -20°C em banho de gelo. As misturas foram
imediatamente centrifugadas (7519 x g, 7 min, 2°C). Recolheram-se os sobrenadantes e
guardaram-se a -20°C para posterior analise de perdas durante o processo de quenching

celular. Os sedimentos foram submetidos a extrac¢ao metanolica.
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Extraccdo metandlica

Os sedimentos foram ressuspendidos em 10 mL de metanol absoluto a -80°C e em
seguida centrifugados (39191 x g, 7 min, 2°C). Os sobrenadantes foram transferidos
para baldes de liofilizacdo e os sedimentos lavados e centrifugados (39191 x g, Smin,
2°C) duas vezes com 5 mL de metanol absoluto a -80°C e duas vezes com 5 mL de agua
destilada a 4°C. Os sobrenadantes das diferentes lavagens foram combinados com o
respectivo sobrenadante original (no baldo de liofilizagdo) e a mistura concentrada num
rotavapor por evaporacdo do solvente organico. Posteriormente as amostras foram
liofilizadas, dissolvidas num volume minimo de dgua destilada e o pH ajustado a 6,5.
Estas amostras foram guardadas a -20°C para posterior analise. Durante todo o

procedimento, a temperatura das amostras foi mantida abaixo de 4°C.

2.2.1. Teste de degradacao de frutose 1,6-bisfosfato

A frutose 1,6-bisfosfato foi usada neste trabalho como metabolito de referéncia para
comparacdo de métodos de quenching celular e extrac¢do. Em trabalhos anteriores,
estudou-se a estabilidade da FBP quando submetida aos processos de extrac¢do
perclérica (Neves, 2001) e etanolica a quente (resultados ndo publicados) e verificou-se
que em ambos 0s casos a recuperagdo em FBP era proxima de 100%, i.e., ndo ocorreu
degradagdo. Mostrou-se também, usando uma técnica de ressonincia magnética nuclear
(NMR) in vivo que a FBP ¢ o metabolito que se acumula em maior quantidade
(Carvalho et al., 2008). Neste trabalho estudou-se a estabilidade da FBP quando
submetida ao processo de extraccdo metanolica e apOs exposi¢ao a uma solugdao de
quenching celular (avaliacdo da degrada¢do de FBP que se possa ter perdido para o

ambiente extracelular durante o passo de quenching celular).

Exposicdo de FBP a solucé@o de quenching celular

Preparam-se duas solugdes aferidas de 1| mM e 5 mM de FBP em sobrenadante de uma
cultura de células na fase exponencial tardia do crescimento (DOgy de
aproximadamente 1,0). A 5 mL de solu¢do (I mM ou 5 mM de FBP em sobrenadante
de cultura) adicionou-se 15 mL de 60% metanol a -40°C (solug@o de quenching celular)

e incubou-se em gelo durante 15 min.
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Exposicdo de FBP ao processo de extraccdo metanolica

Preparam-se duas solucdes aferidas de FBP a 1 mM e a 5 mM em 4gua destilada. A 5
mL de cada solucdo adicionaram-se 10 mL de metanol absoluto a -80°C e 5 mL de dgua
a 4°C (ver processo de extrac¢ao); as misturas incubaram-se em gelo durante 1h30m.
Em ambos os testes, apos os tempos de incubacdo referidos, as amostras foram
concentradas no rotavapor e liofilizadas. O liofilizado foi ressupendido num volume
minimo de dgua e o pH ajustado a 6,5. As amostras guardaram-se a -20°C para posterior

analise. Durante todo o procedimento, a temperatura das amostras foi mantida abaixo de

4°C.

2.3. Comparacio de métodos para extrac¢cio de metabolitos

Neste trabalho testaram-se trés métodos de extrac¢do previamente descritos por Faijes et
al., 2007, em amostras nao submetidas ao processo de quenching. Recolheram-se 50
mL de células, crescidas em CDM enriquecido com glucose (1% m/v) em fase
exponencial tardia do crescimento (DOgg de aproximadamente de 1,0). As células
foram imediatamente centrifugadas (7519 x g, 7 min, 2°C). Os sedimentos foram

submetidos aos processos de extrac¢ao.

Extraccdo metandlica (descrito em 2.2)

O sedimento celular foi ressuspendido em 10 mL de metanol absoluto a -80°C e
imediatamente centrifugado (39191 x g, 7min, 2°C). O sobrenadante foi transferido para
um baldo de liofilizacdo e o sedimento lavado e centrifugado (39191 x g, Smin, 2°C)
duas vezes com 5 mL de metanol absoluto a -80°C e duas vezes com 5 mL de agua
destilada a 4°C. Os sobrenadantes das diferentes lavagens foram combinados com o
sobrenadante original e a mistura concentrada num rotavapor e liofilizada. O liofilizado
foi dissolvido num volume minimo de agua destilada e o pH ajustado a 6,5. Estas
amostras foram guardadas a -20°C para posterior andlise. Durante todos os

procedimentos, a temperatura das amostras foi mantida abaixo de 4°C.

Extraccéo etandlica a quente
O sedimento celular foi ressuspendido em 3 mL de 4gua destilada e transferido para um
baldo de liofilizagdo. Os metabolitos foram extraidos com etanol a 80% (v/v), com

agitacdo, num banho a 90°C com um condensador de refluxo durante 10 min. Depois de
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arrefecida, a suspensdo foi centrifugada (39191 x g, 10 min, 4°C). O sedimento foi
ressuspendido em etanol a 80% (v/v) e sujeito a mais uma extrac¢do nas condigdes
descritas anteriormente. Os sobrenadantes resultantes das duas extrac¢cdes foram
combinados ¢ o etanol evaporado num rotavapor. A amostra resultante foi liofilizada. O
liofilizado foi dissolvido num volume minimo de agua destilada e o pH ajustado a 6,5.

A amostra resultante guardou-se a -20°C para posterior analise.

Extraccéo perclorica

O sedimento celular foi ressuspendido em 10 mL de MOPS 2,5 mM (pH 7,0, 4°C) e
transferido para 1,2 mL de uma solucao de acido perclérico 6 M, para uma concentracao
final de 0,6 M. A suspensdo celular foi colocada num banho de gelo, com agitacdo,
durante 20 min. O extracto foi neutralizado pela adicdo de KOH 5 M e centrifugado
(39191 x g, 40 min, 4°C). O sobrenadante foi recolhido e liofilizado. A amostra
resultante foi dissolvida num volume minimo de dgua destilada e o pH ajustado a 6,5.

Guardou-se a -20°C para posterior analise.

2.3.1. Teste de eficiéncia/qualidade do método de quenching celular

De forma a testar a eficiéncia/qualidade do quenching, compararam-se trés métodos de
extracgdo em amostras submetidas ao processo de quenching celular: 50 mL de cultura
em fase exponencial tardia do crescimento (DOgo de aproximadamente 1) foram
transferidos rapidamente para tubos de centrifuga com 150 mL de 60% metanol a -40°C
e imediatamente centrifugados (7519 x g, 7 min, 2°C). Os sedimentos foram submetidos
aos métodos de extraccdo metanolica, etanolica a quente e perclérica, tal como descritos

em 2.3.

2.3.2. Comparaciao da extraccio perclorica conjugada ou nao com o quenching
celular em amostras de uma mesma cultura

Para testar a eficiéncia do processo de extrac¢do perclorica com ou sem quenching
submeteram-se amostras celulares obtidas a partir de uma tnica cultura a i) quenching
celular com 60% metanol a -40°C seguido de extrac¢do perclorica, i1) extrac¢do
perclorica tradicional (separacdo do meio de cultura por centrifugagdo), e iii) extrac¢ao
perclérica directa (sem separagdo do meio de cultura). Em todos os processos, usaram-

se 50 mL de cultura em CDM com glucose 1% (m/v) recolhida em fase exponencial
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tardia do crescimento. Durante todo o procedimento, a temperatura das amostras foi

mantida abaixo de 4°C.

Quenching celular seguido de extrac¢do perclorica

A cultura (50 mL) foi rapidamente transferida para um tubo de centrifuga contendo 150
mL de 60% metanol a -40°C e a mistura processada tal como descrito em 2.2. Apos
centrifugacgdo, o sedimento celular foi ressuspendido em 10 mL de MOPS 2,5 mM (pH
7,0, 4°C), e os metabolitos extraidos com acido percldrico a 0,6 M tal como descrito em

2.3 (extracgdo perclorica). A amostra foi guardada a -20°C para posterior analise.

Extraccéo perclorica

A cultura (50 mL) foi centrifugada (7519 x g, 7 min, 4°C) e o sobrenadante descartado.
O sedimento celular foi rapidamente ressuspendido em 10 mL de MOPS 2,5 mM (pH
7,0, 4°C), a 4°C, e os metabolitos extraidos com &cido perclorico a 0,6 M tal como
descrito em 2.3 (extrac¢do percldrica). A amostra foi guardada a -20°C para posterior

analise.

Extraccdo perclérica directa

A 50 mL de cultura foram rapidamente adicionados 5,6 mL de uma solucdo de acido
perclérico 6 M a 4°C para uma concentracdo final 0,6 M. A suspensdo celular foi
colocada num banho de gelo durante 20 min, com agitagdo. Apos este periodo o
extracto foi neutralizado pela adi¢do de KOH 5 M e centrifugado (39191 X ¢, 40 min,
4°C). O sobrenadante foi recolhido e liofilizado. O liofilizado foi dissolvido num
volume minimo de 4gua destilada (pH 6,5) e a amostra guardada a -20°C para posterior

analise.

2.4. Conteudos intracelulares durante o crescimento em glucose ou galactose

Para analise de conteudos intracelulares durante o crescimento fizeram-se extracgoes
percloricas directas (ver 2.3.2). Foram recolhidos 50 mL de células crescidas em meio
CDM enriquecido com glucose 1% (m/v) ou galactose 1% (m/v) em trés fases distintas
do crescimento: exponencial (DOgoy de aproximadamente 0,26), exponencial tardia
(DOgpo de aproximadamente 0,9) e estacionaria (DOgp de aproximadamente 1,5).

Adicionou-se rapidamente as culturas 5,6 mL de uma solugao de acido perclorico 6 M
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(4°C) para uma concentragdo final 0,6 M, colocaram-se as suspensdes num banho de
gelo, com agitacdo durante 20 min. Apos este periodo o extracto foi neutralizado pela
adicdo de KOH 5 M e centrifugado (39191 X g, 40 min, 4°C). O sobrenadante foi
recolhido e liofilizado. A amostra foi dissolvida num volume minimo de 4gua destilada

e o pH ajustado a 6,5. As amostras guardaram-se a -20°C para posterior analise.

2.5. Quantificacao de metabolitos intracelulares por métodos enzimaticos

A quantificagdo dos metabolitos intracelulares 3-fosfoglicerato (3-PGA), frutose 1,6-
bisfosfato (FBP), dihidroxiacetona fosfato (DHAP) e gliceraldeido 3-fosfato (GAP) nos
extractos celulares obtidos em 2.4 baseou-se em medigdes espectrofotométricas da
oxidacdo de NADH a 340 nm a temperatura ambiente (Anexo 1).

Os metabolitos DHAP, GAP e FBP foram quantificados pelo método descrito por
Michal (Michal, 1988). A mistura reaccional inicial (volume total 1,5 mL) continha
tampao TEA 200 mM (pH 7,6), EDTA 20 mM, amostra (50% v/v), e NADH 0,17 mM.
Leu-se o valor inicial de absorvéncia (Al). Adicionou-se desidrogenase do glicerol
3-fosfato (0,2 U), incubou-se 7 min (tempo de reaccdo) e leu-se a absorvéncia (A2).
Adicionou-se isomerase de fosfo-trioses (1,3 U), incubou-se 5 min (tempo de reac¢ao) e
leu-se a absorvéncia (A3). Por fim, adicionou-se aldolase (0,07 U), incubou-se 9 min
(tempo de reaccdo) e leu-se a absorvéncia (A4). As concentracdes de DHAP, GAP e
FBP foram calculadas aplicando a Férmula 2.1, em que AA corresponde as diferencas
de absorvéncia Al - A2, A2 - A3, e A3 - A4, respectivamente, ¢ considerando o

coeficiente de extingao molar do NADH a 340 nm de 6,3 L/mmol/cm.

_ VxAA

C=
exdxv

Formula 2.1. C, concentragdo; V, volume total; AA, diferenga de absorvéncia, € coeficiente
de extin¢do molar; d, largura da célula; v, volume de amostra.

O metabolito 3-PGA foi quantificado pelo método enzimatico tal como descrito
por Czok (Czok, 1988). A mistura reaccional inicial (volume 1,1 mL) continha tampao
TEA 100 mM (pH 7,6), EDTA 1mM, amostra (50% v/v), NADH 0,1 mM, MgSO; 8
mM, ATP 7 mM, desidrogenase do gliceraldeido 3-fosfato (3,2 U), isomerase de fosfo-
trioses (24 U) e desidrogenase do glicerol 3-fosfato (0,8 U). Incubou-se 15 min e leu-se
a absorvéncia aos 15 min (Al). Adicionou-se a cinase do fosfo-glicerato (18 U),

incubou-se 25 min e leu-se a absorvéncia (A2). A concentragao de 3-PGA foi calculada
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aplicando a Férmula 2.1, em que AA corresponde as diferencas de absorvéncia Al - A2,
e considerando o coeficiente de extingado molar do NADH a 340 nm de 6,3 L/mmol/cm.
A conversdo de concentragdo determinada no extracto para concentragao
intracelular foi efectuada, considerando um volume intracelular para S. pneumoniae de
2,9 ul/mg de proteina (volume intraceular adaptado do organismo Lactococcus lactis
como mencionado por Poolman et al., 1987) e a rela¢ao entre proteina e DOgq (proteina

= 0,21 DO(,oo).

2.6. Quantificacio de produtos de fermentacio
A estirpe R6 foi cultivada em CDM contendo 1% (m/v) de glucose ou galactose a 37°C
com um pH inicial de 6,5. Amostras das culturas (2 mL) foram retiradas em diferentes
fases do crescimento, centrifugadas (21076 X g, 3 min, 4°C) e os sobrenadantes
guardados a -20°C para posterior andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Os substratos e os produtos de fermenta¢do foram determinados por HPLC,
usando uma coluna de troca i6nica, HPX-87H (Bio-Rad Laboratories Inc., California,
USA) a 60°C, H,SO4 (5 mM) como eluente, ¢ com um fluxo de 0,5 mL/min. Os
produtos de fermentacao e os substratos foram identificados de acordo os seus tempos
de retencao.

Em alternativa, os produtos de fermentacdo foram quantificados na solugdo
sobrenadante por 'H-NMR num espectrometro Bruker DRX300 usando uma sonda de
detecgdo inversa com 5 mm de didmetro de cavidade tal como descrito por Neves et al.,

1999. Uma solugdo de acido férmico foi usada como padrdo interno de concentragao.

2.7. Medicao de actividades enzimaticas

Os cultivos foram efectuados em meio CDM enriquecido com glucose ou galactose 1%
(m/v) até a fase exponencial do crescimento (DOgy de aproximadamente 0,28).
Centrifugaram-se 40 mL de cultura (7741 x g, 7 min, 4°C), o sobrenadante foi
descartado, ¢ o sedimento lavado com 10 mL de tampao KP; 50 mM, pH 7,2 e
novamente centrifugado. O sedimento resultante foi ressuspendido em 3 mL de tampdo
KP; 50 mM, pH 7,2. As suspensdes celulares foram guardadas em aliquotas de 1 mL a

-20°C.
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Os extractos celulares foram obtidos por disrupcdo mecanica das suspensdes
celulares usando um Mini-Bead-Beater-8™. Resumidamente, as suspensdes celulares
foram submetidas a dois ciclos de 1 min cada, e, entre estes, mantidas em gelo durante 1
min. Os fragmentos celulares foram removidos por centrifugagdo (21076 x g, 30 min,
4°C). Os extractos foram preparados imediatamente antes das medi¢des de actividade
enzimatica, que foram realizadas num espectrofotometro Beckman DU70, equipado
com um porta células termostatizado. Todas as medigdes foram efectuadas a 37°C. As
actividades de desidrogenase do lactato (LDH) e de cinase do piruvato (PK) foram
quantificadas pelo consumo de NADH monitorizado pela evolucdo da absorvéncia a
340 nm, num volume total de 1 mL, como descrito por Garrigues et al., 1997. Uma
unidade de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima necesséria para
catalizar a conversdo de 1 umole de substrato por minuto nas condi¢des experimentais
utilizadas.

Desidrogenase do lactato
A mistura reaccional continha tampao Tris-HCl 100 mM (pH 7.2), MgCl, 5 mM,
NADH 0,3 mM, FBP 3 mM, extracto celular (aproximadamente 0,02 mg); a reac¢do foi

iniciada pela adi¢ao do substrato piruvato de sodio 20 mM.

Cinase do piruvato

A mistura reaccional continha tampao Tris-HCI 100 mM (pH 7.2), MnSO4 5 mM, KCl
10 mM, ADP 1 mM, NADH 0,3 mM, LDH 10 U, glucose 6-fosfato (G6P) 3 mM,
extracto celular (aproximadamente 0.02 mg); a reaccdo foi iniciada pela adicao do

substrato fosfoenolpiruvato (PEP) 2 mM.

A oxidacdo ndo especifica do NADH foi determinada em misturas reaccionais
idénticas as descritas para LDH e PK, excepto na adi¢ao de substrato que foi substituido
por um volume equivalente de 4gua destilada. A proteina total nos extractos foi

determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976), como descrito em 2.8.

2.8. Determinacao da concentrac¢ao de proteina
Doseamento de proteina em extractos celulares
A proteina em extractos celulares usados para quantificagao de actividades enzimaticas

foi doseada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). A preparacdo dos extractos

28



Materiais e métodos

celulares encontra-se descrita em 2.7. A 50 uL de extracto celular adicionou-se 2,5 mL
de reagente de Bradford (feito no laboratério). As misturas foram homogeneizadas e
incubadas a temperatura ambiente, durante 10 min. A absorvéncia foi lida a 595 nm. A
quantidade de proteina foi calculada, tendo por base uma relagao padrao, determinada
em condigdes semelhantes e para a qual se usou como padrdao a albumina de soro

bovino.
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3. Resultados e discussao

3.1. Optimizac¢io das condi¢oes de crescimento de pré-culturas e culturas

Os estudos efectuados ao longo deste trabalho requereram o cultivo de S. pneumoniae
R6 em meio CDM, enriquecido com colina e piruvato, e usando como fonte de carbono
glucose ou galactose. Para tal, este microrganismo foi previamente adaptado as
condi¢gdes de cultura seleccionadas durante a noite (pré-culturas) e subsequentemente
transferido para meio de cultura fresco (culturas) e cultivado tal como descrito na
seccdo de materiais e métodos. No entanto, inicialmente ndo foi possivel obter
crescimentos reprodutiveis de R6. Culturas crescidas a partir de pré-culturas preparadas
nas mesmas condicdes e/ou com DOQOggo finais semelhantes (=1.0), apresentaram
diferencas drasticas quer ao nivel dos perfis e taxas de crescimento, bem como ao nivel
da quantidade de biomassa final (Figura 3.1). Inclusive, muitas vezes as culturas nem

sequer arrancavam (dados ndo apresentados).
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Figura 3.1. Perfis (A) e respectivas taxas de crescimento de culturas (B) de S. pneumoniae
R6 em 40 mL de CDM. Os simbolos a verde representam duas culturas independentes de
R6 inoculadas a partir de pré-culturas preparadas com 5 pL de stock mais 495 uL. de M17
com uma DO final de 1,053 (=) e 1,152 (¢). A azul apresentam-se os perfis de crescimento
de trés culturas de R6 inoculadas a partir de pré-culturas preparadas com 20 pL de stock
mais 480 uLL de M 17, e cuja DOy final era 0,922 (m), 1,032 (¢) ¢ 0,920 (A).

Foram feitas algumas tentativas no sentido de ajustar as condi¢gdes de pré-cultura
(volumes de stock, tempo de incubac¢do) mas sem grande sucesso. Nesta fase e apesar de
se terem usado pré-culturas com DOgg finais semelhantes, questionou-se se as células

estariam sempre na mesma fase de crescimento. Dados preliminares obtidos no nosso
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grupo, mostravam uma acentuada lise celular da estirpe R6 apds atingir a DOggp
maxima. Assim sendo, eventuais variacdes no crescimento durante a noite poderiam
originar pré-culturas com a mesma DOggo final mas em fases de crescimento bastante
distintas. Logo, tornou-se imperativo fazer uma optimizacdo das condi¢des de pré-
cultura de forma a ter células em fase exponencial, num tempo util durante a noite, e
que originassem culturas reprodutiveis.

Na Figura 3.2.A. apresentam-se os perfis de crescimento de pré-culturas (40 mL
de CDM) de S.pneumoniae R6 em meio CDM enriquecido com 0,01% (m/v) de
piruvato ¢ 0,001% (m/v) de colina e usando como fonte de carbono 1% (m/v) de

glucose.
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Figura 3.2. Curvas de crescimento de pré-culturas em 40 mL de CDM (A) e de culturas em
100 mL de CDM (B) de S. pneumoniae R6. As culturas foram preparadas a partir de pré-
culturas (4,5% v/v) cultivadas em condi¢des idénticas as apresentadas em A. Simbolos:
(A), 500 pL de stock; (=), 25 pL de stock mais 475 pL de M17 (m) 10 pL de stock mais
490 uL de M17; (¢) 5 uL de stock mais 495 pL. de M17); (A) 20 puL de stock mais 400 puL
de M17. A estirpe foi crescida em meio CDM enriquecido com 0,01% (m/v) de piruvato e
0,001% (m/v) de colina e usando como fonte de carbono 1% (m/v) de glucose, sob
condigdes de pH e atmosfera ndo controladas. O crescimento foi seguido através da leitura
da turbidez a 600 nm em intervalos de 2 horas, com a excepc¢do da condicdo de 20 pL
diluidos em 400 pL de M17 que foi em intervalos de 1 hora. Estdo representadas curvas de
crescimento tipo onde o erro de cada ponto para as pré-culturas é <40% e para as culturas é
<18%.

Para escolher a melhor condicdo de pré-cultura, foram efectuados cultivos
distintos com quantidades de cultura stock que variaram entre 5 ¢ 500 pL. No caso das
pré-culturas inoculadas com quantidades de cultura stock inferiores a 500 pL, diluiu-se
a cultura stock em M17 ou CDM para um volume final de 500 pL (esta mistura
denominou-se inoculo da pré-cultura), de modo a manter o volume de inoculagao

constante. Para a apresentacdo dos resultados, escolheram-se crescimentos
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representativos de cada condigdo. Tal como esperado, a diminuicao da quantidade de
cultura stock causou um aumento da fase de laténcia das pré-culturas. Esta tendéncia
manteve-se independentemente da quantidade de M17 no indculo variar ou ser
constante (resultados ndo apresentados). No entanto, a fase de laténcia foi maior em pré-
culturas onde a quantidade de M 17 no indculo foi menor, tal como exemplificado pelos
perfis de crescimento das pré-culturas inoculadas com 25 uL de stock mais 475 uL M17
(quadrados laranja) e 20 uL de stock mais 400 uL. de M17 (triangulos roxos) (Figura
3.2.A). Curiosamente, pré-culturas iniciadas com cultura stock diluida em CDM nao
cresceram (resultados ndo apresentados). Desta forma podemos concluir que a adi¢do de
M17 nos in6culos de pré-culturas potencia o crescimento de S. pneumoniae.
Posteriormente, avaliou-se também o efeito das condig¢des de pré-cultura no perfil
de crescimento de culturas da estirpe R6. Para tal, seguiu-se o crescimento de culturas
preparadas a partir de pré-culturas inoculadas com quantidades de stock idénticas as
testadas anteriormente e cultivadas at¢ uma DOgoy de 1 (fase exponencial tardia). A
analise dos resultados revela um ligeiro efeito das condig¢des de pré-cultura nos perfis de
crescimento de culturas (Figura 3.2.B). Apesar de haver alguma variacdo nas taxas de
crescimento, a biomassa final foi sempre bastante semelhante para todas as condigdes
testadas (Figura 3.2.B e Tabela 3.1). Comparativamente, em relagdo as diferencas
observadas inicialmente no cultivo do microrganismo pode-se dizer que apds este
estudo sistematico das condi¢des de pré-cultura e cultura é agora possivel cultivar S.

pneumoniae R6 de uma forma muito mais reprodutivel.

Tabela 3.1. Taxas especificas de crescimento (u) de culturas de S. pneumoniae R6
preparadas a partir de pré-culturas (4,5% v/v) inoculadas com diferentes quantidades de
stock. Os valores apresentados s3o médias de taxas de crescimento + desvio padrio,
correspondentes a crescimentos independentes, excepto para a cultura preparada a partir de
uma pré-cultura inoculada com 500 pL de stock.

Inéculo de pré-cultura

25 pL de stock 10 pL de stock S pL de stock 20 pL de stock

500t|,thde n + N +
stoe 475 uL de M17  490uL de M17 495 pL de M17 400 uL de M17
u (1/h) 0,67 0,55 + 0,03 0,48 + 0,03 0,69 + 0,06 0,73 + 0,08

Com base nos resultados acima apresentados, seleccionou-se como condi¢ao para
preparacdo de pré-cultura a adi¢do de 20 uL de stock diluidos em 400 uL de M17 a 40

mL de CDM, visto esta condi¢do permitir obter células em fases exponencial de
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crescimento ao fim de 12 horas de cultivo. Esta condigao foi ideal para o tipo de estudos
efectuados ao longo deste trabalho, tornando possivel o pré-cultivo da estirpe R6
durante a noite e o crescimento de culturas durante o dia para a realizacdo das

experiéncias.

3.2. Caracterizacao do crescimento de S. pneumoniae R6 em glucose e galactose

As caracteristicas de crescimento de S. pneumoniae R6 em glucose e galactose foram
avaliadas em culturas crescidas em meio CDM com 1% (m/v) de agucar, enriquecido
com piruvato e colina, sob condi¢des de pH e atmosfera ndo controlados, num ambiente
microaerofilico. Na Figura 3.3 apresentam-se os perfis de crescimento e variacdo do pH
extracelular, de culturas da estirpe R6 cultivadas em glucose e galactose. Nas condigdes
de cultura testadas, S. pneumoniae R6 cresceu mais rapidamente em glucose do que em
galactose. A taxa especifica de crescimento de culturas em glucose (0,57 £ 0,04 1/h) foi
1,3 vezes superior a de culturas em galactose (0,43 + 0,03 1/h) (Tabela 3.3). Em ambos
os agucares observou-se um decréscimo do pH extracelular ao longo do crescimento.
No entanto, esta variagao foi mais acentuada em glucose (1,5 &+ 0,00 unidades de pH) do

que em galactose (1,0 £ 0,03 unidades de pH) (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Perfil de crescimento e variagdo do pH extracelular de culturas da estirpe R6
em glucose ¢ galactose. Simbolos: (m), biomassa em glucose; (), variagdo do pH
extracelular em glucose; (m), biomassa em galactose; (00), variagdo do pH extracelular em
galactose. A estirpe foi crescida em glucose ou galactose 1% (m/v), em meio CDM
enriquecido com piruvato a 0,01% (m/v) e colina 0,001% (m/v) sob condi¢des de pH e
atmosfera ndo controlados. O crescimento foi seguido através da leitura da turbidez a 600
nm. A variacdo de pH extracelular foi avaliada em amostras de culturas recolhidas de 2 em
2 horas usando um eléctrodo de pH externo. As barras de erro representam o erro
associados as médias para os dois crescimentos independentes. As linhas s@o interpolagdes
simples. O valor P entre as duas condi¢des de crescimento ¢ de 0,0283.
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O consumo de substrato bem como a cinética de formagao dos produtos finais de
fermentagdo em culturas de S. pneumoniae R6 em glucose e galactose sdo apresentadas
na Figura 3.4. Em ambos os casos, o actcar ndo foi totalmente consumido; da glucose
inicial cerca de 45% foi usada enquanto apenas 35% da galactose foi consumida pela
estirpe R6. O lactato (46,6 = 0,3 mM) foi o Gnico produto resultante do metabolismo da
glucose (Figura 3.4.A). No entanto, do consumo da galactose resultaram para além do
lactato (32,8 £ 1,3 mM), pequenas quantidades de formato (2,2 mM + 0,1 mM), acetato
(1,7 £ 0,0 mM) e etanol (0,8 = 0,2 mM) (Figura 3.4.B). Em termos de rendimentos em
produtos finais, verifica-se que a producdo de lactato € superior em glucose do que em
galactose (Tabela 3.2). Este facto explica o maior decréscimo do pH extracelular

observado em culturas de S. pneumoniae R6 cultivadas em glucose.
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Figura 3.4. Crescimento, formacdo dos produtos finais e consumo de glucose (A) e
galactose (B) na estirpe R6. Simbolos (=), glucose; (m), galactose; (a), lactato; (#), acetato;
(4), etanol; (a), formato; (e), biomassa. Células crescidas em dois agucares a 1% (m/v)
enriquecidos com piruvato a 0,01% (m/v) e colina 0,001% (m/v) sob condi¢des de pH e
atmosfera ndo controlados. Representacdo de uma experiéncia tipo. As linhas sdo
interpola¢des simples. O valor P para o lactato quando comparado entre as duas condi¢des
de crescimente é de 0,0042.

Tabela 3.2. Rendimento em produtos finais do metabolismo da glucose e da galactose por
S. pneumoniae R6, crescida em meio CDM enriquecido com piruvato e colina, sob
condi¢des de pH ndo controlado e atmosfera microaerofilica. ND — ndo detectado.

Rendimento em produtos finais
Substrato (mol de produto / mol de substrato consumido)

Lactato Acetato Formato Etanol

Glucose 1,71 £ 0,05 ND ND ND

Galactose 1,56 + 0,03 0,08 + 0,00 0,11 +£0,00 0,03 + 0,00
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Na Tabela 3.3 apresenta-se uma comparacdo dos parametros de crescimento e
bioenergéticos para S. pneumoniae R6 cultivada em glucose e galactose. As
recuperagdes em carbono e o balango redox foram semelhantes em ambos os acucares.
A velocidade de consumo de glucose foi superior a de galactose, estando de acordo com
as taxas de crescimento observadas. No entanto, os rendimentos em biomassa ¢ ATP

foram superiores em células crescidas em galactose.

Tabela 3.3. Balancos de carbono e de redox, taxa especifica de crescimento e parametros
energéticos obtidos a partir S. pneumoniae R6 cultivada em glucose e galactose. Valores de
experéncias representativas para cada agucar.

Substrato Glucose Galactose
Balang¢o de Carbono® (%) 85%3 84 +1

Balanco Redox” (%) 85+3 82+1

p’ (1/h) 0,57 £ 0,04 0,43 +0,03
Rendimento de biomassa (g / mol de substrato) 20,2+2,3 27,8+0,1
Rendimento de ATP (mol / mol de substrato) 1,71 £ 0,05 1,76 £ 0,02
Yarp (g biomassa / mol ATP) 11,8+ 1,0 16,2 +0,3
qs"™ (mmol / g / h) 149+0,4 12,2+0,7

?0 balango de carbono representa a percentagem de substrato que € recuperada em produtos de
fermentacdo (lactato, acetato e etanol); ®0 balango redox é a razdo entre [lactato] + 2 x [etanol] e 2
X [substrato consumido] multiplicada por 100; °‘taxa especifica de crescimento calculada por
regressao linear.

Os resultados obtidos mostram que na presenga de glucose S. pneumoniae R6
apresenta um perfil de fermentagdo homolactico, enquanto que a utilizagao de galactose
causa um desvio para uma fermentacdo de 4cidos mistos, com formacdo de acetato,
etanol, formato e lactato. A alteracdo do perfil metabdlico homolatico para a produgdo
de acidos mistos na presenga de galactose no organismo modelo Lactococcus lactis esta
bem documentada (Thomas et al., 1980; Garrigues et al., 1997; Even et al., 2001).
Tanto neste organismo como em espécies distintas de Streptococcus verificou-se um
aumento do nivel da liase do piruvato-formato em células crescidas em galactose,
quando comparada com células crescidas em glucose (Abbe et al., 1982; Yamada et al.,
1985; Melchiorsen et al., 2000). Sob condi¢des microaerofilicas ou anaerdbicas, a PFL
converte piruvato a formato e acetil-CoA, que € posteriormente metabolizado por ac¢ao
das enzimas fosfotranscetilase e cinase do acetato ou desidrogenases do aldeido e do

alcool, a acetato ou etanol, respectivamente (Figura 3.5) (Zhu et al., 2004; Abbe et al.,
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1982). Mais recentemente, Yesilkaya et al. (2009) identificaram o gene que codifica a
PFL em S. pneumoniae D39 e mostraram que a sua expressdo era também maior em
células crescidas em galactose do que em glucose. Tal como nos organismos referidos
anteriormente ou na sua estirpe mae D39, o metabolismo da galactose parece induzir a
PFL em S. pneumoniae R6, facto que se traduz na produ¢ao de formato. Os resultados
aqui obtidos estdo de acordo com a observacao anterior de que o re-direccionamento do
fluxo de carbono para a producao de acidos mistos em S. pneumoniae ¢ mediado pela
actividade da PFL (Yesilkaya et al., 2009).

Enquanto a producao de etanol a partir de acetil-CoA regenera duas moléculas de
NAD", a formagio de acetato origina uma molécula adicional de ATP (Figura 3.5).
Assim sendo, ndo ¢ de estranhar o aumento de biomassa em galactose dada a maior
quantidade de energia disponivel para o crescimento. Consequentemente, o rendimento
em biomassa relativo ao ATP (Yatp), em gramas de biomassa por mole de ATP, foi

superior em galactose quando comparado com glucose (Tabela 3.3).
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Figura 3.5. Representagdo esquematica do metabolismo da glucose e da galactose em
S. pneumoniae R6. Abreviaturas: G6P, glucose 6-fosfato; FBP, frutose 1,6-bisfosfato; GAP,
gliceraldeido 3-fosfato; DHAP, dihidroxiacetona fosfato; 1,3-BPG 1,3-bisfosfoglicerato;

3-PGA, 3-fosfoglicerato; PEP, fosfoenolpiruvato.
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Em varias bactérias Gram-positivas, a glucose ¢ apontada como substrato
preferencial (Monod, 1942; Saier et al., 1996; Poncet et al., 2004). Os resultados
obtidos ao longo deste trabalho confirmam a existéncia desta preferéncia também em
S. pneumoniae, dado que as taxas especificas de crescimento (1) e de velocidade de

consumo de substrato (g

3.3).

) foram maiores em glucose do que em galactose (Tabela

3.3. Efeito do acgucar nas actividades enzimiticas da desidrogenase do lactato
(LDH) e da cinase do piruvato (PK) de S. pneumoniae R6
A LDH ¢ uma enzima chave no metabolismo de aguicares em bactérias do acido lactico,
que cataliza a reducdo de piruvato a lactato com a concomitante oxidacdo de NADH.
Por outro lado, a PK ¢ a tultima enzima da via de Embden-Meyerhof-Parnas, que
converte o fosfoenolpiruvato (PEP) em piruvato com a produgao simultanea de ATP. As
actividades enzimaticas destas duas enzimas foram medidas em extractos celulares de
culturas em fase exponencial, crescidas em glucose ou galactose nas condi¢des acima
mencionadas (Tabela 3.4). A actividade da PK foi semelhante em células crescidas em
glucose ou galactose. No entanto, verificou-se que a actividade da LDH era cerca de

oito vezes superior em cé¢lulas crescidas em glucose.

Tabela 3.4. Actividades enzimaticas de PK e LDH determinadas em extractos celulares de
S. pneumoniae R6 crescida em glucose ou galactose. As actividades estdo expressas em
U/mg proteina. Todas as medi¢des foram feitas no minimo em duplicado em dois extractos
obtidos de culturas independentes.

Glucose Galactose
PK 2,65+ 0,06 2,54 £0,07
LDH 1,92 £ 0,012 0,23 £ 0,02

Um importante mecanismo de regulagdo genética em bactérias ¢ a repressao
catabdlica por acucares (RCA), também conhecida como utilizagdo hierarquica e
coordenada de agucares. Em bactérias Gram-positivas, a RCA ¢ mediada pela CcpA
(proteina A de controlo catabodlico) (Warner et al., 2003; Titgemeyer et al., 2002).
Adicionalmente, sabe-se também que a CcpA esta envolvida na activagdo da expressdo

de genes que codificam para enzimas envolvidas na glicélise do organismo modelo L.
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lactis. Em particular, observou-se uma reduc¢do da expressdao dos genes codificantes
para a PK (pyk) ¢ LDH (Idh) em resposta a inactivagdo da CcpA em L. lactis (Luesink et
al., 1998; Zomer et al., 2007). No entanto, os niveis de expressdo destas enzimas foram
maiores em células crescidas em glucose do que em células crescidas em galactose
(Luesink et al., 1998). Em S. pneumoniae verificou-se recentemente que a LDH ¢
regulada positivamente pela CcpA (Iyer et al., 2005). Esta observagdo esta de acordo
com dados de transcriptomica de S. pneumoniae no nosso grupo de investigagdo, que
mostram que a CcpA exerce um controlo positivo na expressdao do gene ldh em glucose
e galactose, sendo o seu nivel de expressao superior no primeiro agticar (Carvalho et al.,
manuscrito em preparagdo; Carvalho et al., 2009). Ao contrario do que acontece em
L. lactis, os genes Idh e pyk n3o se encontram no mesmo operdo sendo transcritos
independentemente (Wegmann et al., 2007; Lanie et al., 2007) Por este motivo, ndo ¢é
surpreendente que a expressdo destes genes esteja submetida a mecanismos de
regulacao distintos. Tendo em conta as observagdes acima referidas sobre a regulacao
da LDH, parece que a menor actividade desta enzima medida em células de S.
pneumoniae R6 crescidas em galactose se deve a uma menor expressao do gene ldh. Por
outro lado e apesar de ndo termos dados que confirmem este facto, a expressdo da PK

parece ser constitutiva em S. pneumoniae.

3.4. Determinacao de conteidos em metabolitos intracelulares

3.4.1. Estudo comparativo de métodos de quenching celular e de extrac¢io de
metabolitos aplicados a S. pneumoniae

O metaboloma de um microrganismo resulta da amplificacdo e integragdo de sinais dos
diferentes niveis de organizagdo celular (genoma funcional, transcriptoma, proteoma),
fornecendo portanto informagdo sobre os processos biologicos que estdo activos sob
determinadas condigdes de crescimento. Assim, as amostras usadas para a analise de
metabolitos in vitro devem reflectir o estado bioldgico de interesse, requerendo que a
velocidade de paragem do metabolismo seja superior as taxas das reaccdes metabolicas
(Faijes et al., 2007). A paragem instantinea do metabolismo denomina-se quenching
celular. Quando ¢ necessaria uma separacdo entre metabolitos intracelulares e
extracelulares, ¢ essencial que o processo quenching celular nao afecte a integridade das

células. Varios procedimentos de quenching celular tém sido testados em bactérias
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Gram-positivas como Lactobacillus plantarum e Corynebacterium glutamicum (Faijes
et al., 2007; Wittman et al., 2004). No entanto, que se saiba, ndo existe documentada
informagdo sobre o efeito deste tipo de procedimentos em S. pneumoniae. Neste
trabalho investigaram-se trés métodos de quenching celular previamente usados para
paragem instantanea do metabolismo em organismos Gram-positivos, com o objectivo
de analisar o que melhor se aplica a S. pneumoniae. Apds o passo de quenching celular,
os metabolitos intracelulares precisam de ser extraidos do sedimento celular. Assim,
testaram-se também trés procedimentos diferentes de extraccdo de metabolitos
intracelulares em S. pneumoniae.

Todas as culturas celulares usadas foram crescidas em meio CDM enriquecido
com 0,01% (m/v) de piruvato e 0,001% (m/v) de colina e usando como fonte de carbono
1% (m/v) de glucose ou galactose, sob condi¢gdes de pH e atmosfera ndo controladas.
Dado que o nosso laboratorio ndo esta equipado com dispositivos de amostragem
automatica, a recolha de amostras foi feita manualmente com uma seringa com
capacidade para 50 mL. Apesar deste método ndo permitir a recolha de amostras tdo
rapidamente como os dispositivos automaticos (ver introducdo), tentou-se que este
primeiro passo fosse o mais sistematico possivel de forma a parar o metabolismo no
mais curto espaco de tempo possivel.

Para comparac@o da eficiéncia dos métodos de quenching celular e de extrac¢ao
de metabolitos, escolheu-se a frutose 1,6-bisfosfato (FBP) como metabolito de
referéncia (representante dos metabolitos intracelulares) pelas seguintes razdes: (i) no
nosso laboratorio verificou-se, usando uma técnica de ressonancia magnética nuclear
(NMR) in vivo aplicada ao estudo do metabolismo da glucose, que a FBP ¢ o metabolito
que se acumula em maior quantidade (Carvalho et al., 2008), e (ii) diversos estudos
apontaram para a sua grande estabilidade quando exposta a condi¢des como baixo pH
ou solventes inorganicos (Neves, 2001). Na analise dos metabolitos intracelulares
efectuada no estudo comparativo de extrac¢ao ¢ do metabolismo de S. pneumoniae em
dois acucares diferentes, foram também quantificados a DHAP, o GAP e o 3-PGA.

E de realgar que os estudos aqui apresentados, ainda que originais, sdo apenas

preliminares.
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3.4.2. Estudo comparativo do método de quenching celular

Neste estudo usaram-se trés solugdes de quenching celular a base de metanol frio: 60%
(v/v) de metanol a -40°C, 60% (v/v) de metanol / 0,85% (m/v) de carbonato de amoénia a
-40°C e metanol absoluto a -20°C. A seleccdo do método de quenching celular mais
eficiente foi feita apenas com base na capacidade das diferentes solugdes em manterem
a integridade celular, medida pela perda de FBP para o meio durante o passo de
quenching celular.

As amostras foram recolhidas de culturas de S. pneumoniae em glucose na fase
exponencial tardia de crescimento e imediatamente transferidas para a solugdo de
quenching numa razdo de 1:3 (v/v). Apés centrifuga¢do e lavagem com a mesma
solug¢@o de quenching para remocdo de eventuais restos de metabolitos extracelulares, o
sedimento celular foi extraido com metanol -80°C, tal como descrito na secgdo de
Materiais e métodos, e a quantidade de FBP no extracto medida por método enzimatico.
Os sobrenadantes das duas centrifugagdes, passo de quenching ¢ lavagem, foram
combinados ¢ a solu¢ao resultante denominou-se sobrenadante total. Por forma a avaliar
quantitativamente a lise celular provocada pelo procedimento de quenching celular, a
quantidade de FBP foi medida no sobrenadante total.

Na Tabela 3.5 apresentam-se os valores de concentracdo intracelular de FBP
determinados a partir de extractos celulares, bem como a percentagem de perda deste
metabolito provocada pelas diferentes solu¢des de quenching celular. De entre os trés
procedimentos, o metanol absoluto a -20°C parece ser o que causa uma maior perda de
FBP. Cerca de 68% da FBP total foi determinada no sobrenadante apos o quenching das
amostras e lavagem do sedimento celular com metanol absoluto a -20°C. As perdas
causadas por 60% (v/v) de metanol a -40 °C e 60% (v/v) de metanol / 0.85% de
carbonato de amonia a -40 °C foram semelhantes (aproximadamente 40%). Por
conseguinte, a concentracao intracelular de FBP determinada em extractos celulares foi
semelhante em células submetidas a estes dois ultimos procedimentos de quenching
celular, mas mais elevada do que em células tratadas com metanol absoluto a -20°C.
Assim sendo, as solugdes de 60% (v/v) de metanol e 60% (v/v) de metanol / 0,85% de
carbonato de amonia pareciam produzir resultados semelhantes quando utilizadas para
inactivar o metabolismo de S. pneumoniae. Antevendo uma possivel interferéncia
causada por ides noutros métodos de quantificagdo de metabolitos (por exemplo:
NMR), seleccionou-se o procedimento de quenching celular com 60% (v/v) de metanol

a-40°C.
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Tabela 3.5. Quantificacdo da FBP em extractos celulares e sobrenadantes totais (% de
perda) obtidos apos tratamento de suspensdes celulares com as diferentes solugdes de
quenching celular. Os procedimentos de quenching foram feitos em triplicado e o valor de
cada metabolito ¢ a média de duas medi¢des.

Mi:fﬂlc[);lm % de perda
. DO
Método Amostra FBP FBP Notas
(cultura)
As  absorvéncias  (340nm)
Ay 1,4+0,1 41,9£3,5 0,972 determinadas nas amostras de
extractos (5x diluido)
A, 2,5+0,0 232+3,5 1,16 apresentavam valores médios
60% Metanol de 1,3; nos sobrenadantes totais
-40°C As 12+0,1 40,7+7.9 1.1 apreser}tavgm Valores' de 2.5.
Os primeiros sao incolores,
enquanto que os ultimos
M 1,7+0,7 35,3 +10,5 apresentavam uma cor de
laranja forte.
As  absorvéncias  (340nm)
A1 0,6+0.1 VN 1 determinadas nas amostras de
extractos (5x diluido)
A, 0,3+0,0 67,3+ 11,5 1,12 apresentavam valores médios
Metanol de 1,3; nos sobrenadantes totais
absoluto -20°C apresentavam valores de 2,8.
Az 0,2+0,0 69,0 +6,2 1,02 Os primeiros sdo incolores,
enquanto que os ultimos
M 04+02 68.15+ 1.2 apresentavam uma cor de
’ ’ ’ ’ laranja forte.
As  absorvéncias  (340nm)
Ay 1,4£0,1 VN 0,944 determinadas nas amostras de
o extractos (5x diluido)
60 /2)1\;[;52 nol/ A, 0,9+0,1 423+93 1,104 apresentavam valores médios
C b’ de 1,3; nos sobrenadantes totais
arbonato de
amoénia -40°C As 13400 48.8+21.5 1,076 apreser}tavgm Valoreg de 2,5.
(pH 5.5) Os primeiros sdo 1nc019res,
’ enquanto que os ultimos
M 1,2+0,3 45,55+4,5 apresentavam uma cor de

laranja forte.

VN, valor negativo; A, Amostra, M, média das tr€s amostras separadas.

3.4.3. Estudo de degradacio de FBP pelo processo de quenching celular

Estudos anteriores realizados neste laboratdrio mostraram que a FBP encontra-se em

concentragoes elevadas (na ordem dos 8-10 mM) em pneumococos (Carvalho et al.,

2008), e que apresenta grande estabilidade quando submetida a algumas solugdes de

extraccdo (Neves, 2001). Curiosamente, as concentragdes de FBP apresentadas na

Tabela 3.5 sdo inferiores as determinadas usando uma técnica ndo-invasiva, a

ressonancia magnética nuclear in vivo (Carvalho et al., 2008). Este resultado levou-nos

a questionar se a FBP seria estdvel nas condi¢des usadas neste trabalho. Assim, foi

testada a estabilidade da FBP quando submetida ao processo de extracgdo metanolica e

ao processo de quenching celular (avaliagdo da degradagdo de FBP que se possa ter
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perdido para o ambiente extracelular durante o passo de quenching celular). A soluc¢do
de quenching usada foi a escolhida em 3.4.2, 60% de metanol a -40°C. Os valores de
concentragdo intracelular de FBP nos dois processos encontram-se apresentados na
Tabela 3.6. Para ambos os processos com uma concentracdo de FBP de 1 mM,
verificou-se que a percentagem de degradacdo foi inferior a cerca de 10%. Para uma
concentragdo de 5 mM, a FBP quando exposta ao processo de quenching apresenta uma
taxa de degradacao inferior a 10%, ao passo que, na exposi¢ao ao processo de extrac¢ao
apresenta uma taxa de cerca de 40%. Em suma, a FBP quando submetida aos processos
de quenching ou extrac¢do metandlica apresenta uma recuperagdo acima dos 90% (na
generalidade dos casos, a excepgdo dever-se-a confirmar com repeticdo da analise) o
que significa que ¢ estavel, e que os métodos utilizados ndo resultam na sua degradagao.
Este resultado levou-nos a supor que a diferenca nas concentragdes intracelulares de
FBP entre o estudo aqui apresentado e os dados obtidos por NMR in vivo (Carvalho et

al., 2008) se devem a outras condi¢des experimentais, tais como condigdes de cultivo.

Tabela 3.6. Quantificacdo da FBP para andlise da sua estabilidade quando exposta ao
processo de extracgdo metandlica e ao processo de quenching celular

FBP (mM)
1 mM 5 mM
Exposigéo de FBP a solugio de quenching 0.940,0 48403
celular
Exposi¢do de FBP ao processo de extracgdo 10401 30+0.1

metanodlica

3.4.4. Estudo comparativo dos métodos de extraccao de metabolitos

Tal como os procedimentos de quenching celular, os métodos de extrac¢do mais
adequados a S. pneumoniae ainda ndo eram conhecidos quando se iniciou este trabalho.
Neste trabalho compararam-se trés procedimentos de extrac¢do em amostras nao
submetidas a quenching celular. Para tal, recolheram-se células na fase exponencial
tardia de crescimento que, apds centrifugacdo para eliminar o meio de cultura, foram
submetidas a extrac¢do perclorica, metandlica ou etandlica. A eficiéncia de extrac¢do
dos diferentes métodos foi determinada através da quantificagdo dos niveis de FBP,
DHAP e GAP (Tabela 3.7). A quantidade de FBP determinada foi semelhante nos trés

tipos de extractos. No entanto, as quantidades de DHAP e GAP medidas foram muito
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baixas, estando nalguns casos abaixo do limite de deteccdo do ensaio. Dos métodos
testados, a extracg¢do percldrica parece ser a mais satisfatoria, dado que nestas amostras

se conseguiram medir os trés metabolitos.

Tabela 3.7. Concentragdes intracelulares de FBP, DHAP ¢ GAP em células de S. pneumoniae R6,
extraidas de sedimento celular com diferentes métodos. As medigdes foram feitas em duplicado
para cada método de extrac¢ao. VN — valor negativo

Metabolitos (mM)
Método Notas
FBP DHAP GAP

Os valores de absorvéncia (340nm)
variavam entre o 1 e 1,1 com

Extra’c g:.ao 42+0,3 0,3+0,1 0,2+0,0 dilui¢des de 5x da amostra original.
Perclorica
Os extractos apresentavam uma
colorag@o leitosa semi-transparente.
Os valores de absorvéncia (340nm)
Extraccio eram de aproximadamente 1,2 com
,c. 5,2+0,1 VN 0,0+0,7 diluigdes de 5x da amostra original.
Metanolica
Os extractos apresentavam uma
coloragao leitosa e opaca.
Os valores de absorvéncia (340nm)
Extraccio eram de aproximadamente 1,4 com
. 4,2+0,1 VN VN dilui¢des de 5x da amostra original.
Etandlica

Os extractos apresentavam uma
coloragdo leitosa e opaca.

De forma a testar a eficiéncia da solu¢do de quenching, seleccionada em 3.4.2,
na paragem do metabolismo celular, comparam-se os trés métodos de extraccdo em
amostras submetidas a quenching celular com 60% de metanol a -40°C (Tabela 3.8). Ao
contrario das observagdes anteriores, foi possivel quantificar a FBP, a DHAP e o GAP
nos trés tipos de extractos, apos o quenching celular. Nestas condi¢des experimentais,
parece que todas as extraccdes sdo igualmente eficazes. No entanto, a quantidade de
FBP determinada foi 3-4 vezes inferior a concentragdo medida em extractos cujas
c¢lulas ndo foram tratadas com a solugdo de quenching (comparar Tabelas 3.7 ¢ 3.8).
De facto, as concentragoes de FBP medidas em extractos de células ndo submetidas a
solu¢do de quenching (4-5 mM) aproxima-se mais dos valores determinados por
Carvalho et al., (2008) e que estdo na ordem dos 8-10 mM. Assim, a diferenca
observada nos niveis de FBP entre extractos de células submetidos ou niao ao processo
de quenching deve-se muito provavelmente a perdas causadas pela solugdo de 60% de
metanol a -40°C, tal como observado no ponto 3.4.2. Contudo, os valores elevados de
absorvéncia inicial (2,5 a 2,8), muito acima do limite de detec¢do do espectrofotometro,

medidos nos sobrenadantes totais aquando da comparacao dos diferentes procedimentos
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de quenching celular (ponto 3.4.2), indicam que os resultados relativos as percentagens
de perda possam estar adulterados. E possivel que a variagio de absorvéncia esteja
mascarada pela cor forte dos sobrenadantes totais, e logo o valor de perda calculado ndo
corresponda de todo a realidade, sendo neste caso um valor por defeito. Estes dados
podem indicar que a quantidade de FBP perdida no passo de quenching celular seja

superior aos 40% estimados no ponto 3.4.2.

Tabela 3.8. Concentracdes intracelulares de FBP, DHAP e GAP em células de
S. pneumoniae R6 extraidas com diferentes métodos, apds quenching celular com 60% de
metanol a -40°C. As medi¢des foram feitas em duplicado para cada metabolito em trés
extractos independentes obtidos com o mesmo método.

Metabolitos (mM)
Método Notas
FBP DHAP GAP

Os valores de absorvéncia
(340nm) variavam entre o 1 ¢ 1,1.
Os extractos apresentavam uma
coloragdo leitosa e transparente.
Os valores de absorvéncia
(340nm) eram de
aproximadamente 1,3-1,4 com
1,314 2,65+0,7 1,05+0,07 diluigdes de 5x da amostra
original. Os extractos
apresentavam uma  coloragdo
leitosa e quase opaca.
Os valores de absorvéncia
(340nm) eram de
aproximadamente 1,4-1,6 com
1,4+£0,0 1,4+0,2 0,4+0,0 diluigdes de 5x da amostra
original. Os extractos
apresentavam uma  coloragdo
leitosa e opaca.

Extraccao

, . 1,2+04 1,7+£0,5 0,75+0,2
Perclorica

Extraccao
Metanolica

Extraccao
Etanélica

3.4.5. Estudo comparativo da extraccio perclorica conjugada ou nio com
guenching celular em amostras de uma mesma cultura de S. pneumoniae R6

Considerando que os resultados anteriores foram obtidos em células de culturas
independentes, achamos interessante comparar a eficiéncia de extraccdo com ou sem
guenching celular em amostras derivadas da mesma cultura de S. pneumoniae R6. Para
este estudo seleccionou-se o método de extrac¢do perclorico dado que parecia ser o
mais eficaz em 3.4.4. A eficiéncia de extracc¢do foi avaliada em amostras submetidas a
quenching celular com 60% de metanol a -40°C, em células recolhidas por
centrifugagdo sem quenching celular e directamente por mistura da solugdo perclérica

com células em meio de cultura (extrac¢ao perclorica directa).
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S. pneumoniae R6 foi cultivado em meio com glucose até a fase exponencial
tardia do crescimento e recolheram-se trés amostras, uma foi imediatamente transferida
para a solucdo de quenching, outra foi centrifugada para eliminar o meio de cultura e a
terceira foi transferida directamente para o acido perclérico. A eficiéncia de extraccao
nas trés condi¢des foi determinada através da quantificagdo dos niveis de FBP, DHAP e
GAP (Tabela 3.9). Os niveis de metabolitos intracelulares medidos em extractos
percldricos obtidos directamente da cultura ou de sedimento celular foram semelhantes,
no entanto, a concentragdo de FBP determinada foi cerca de 3 vezes inferior em
amostras extraidas directamente com acido perclérico. A medigdo dos metabolitos
intracelulares nestas condigdes foi repetida varias vezes mas obtiveram-se sempre 0s
mesmos resultados. Comparativamente a extrac¢do sem inactivacdo do metabolismo,
verificou-se que as quantidades de FBP, DHAP e GAP eram significativamente mais
baixas em amostras submetidas a quenching celular. Esta observagido esta de acordo
com os dados obtidos anteriormente neste trabalho e revelam que as perdas originadas

pelo quenching podem rondar os 70-90%.

Tabela 3.9. Quantificacdes de FBP, DHAP ¢ GAP em células de S. pneumoniae R6
recolhidas em trés condigdes distintas e extraidas com acido perclérico. As medigdes foram
feitas em duplicado para cada metabolito em pelo menos dois extractos representativos de
cada condigdo.

Metabolitos (mM)

Método
FBP DHAP GAP
. o/ A00
Quenching metanol 60% -40°C 0.7+0,14 0.85+ 0.5 0,15 % 0,07
Extrac¢do Perclorica
Extrac¢do Perclorica directa 2,15+0,9 3,0+£0,9 1,9+0,9
Extracgao Perclorica 6,6+14 2,85+1,9 1,35+ 1,3

Diversos estudos reportados na literatura demonstraram que o método mais
adequado de quenching celular depende fortemente do organismo em estudo. No caso
de S. pneumoniae, os trés métodos testados, todos baseados na utilizagdo de solugdes
metanolicas a baixas temperaturas, resultaram em lise celular e perda de contetidos
intracelulares (pelo menos 40% da FBP perdia-se durante o processo de quenching, mas
este valor pode ser bem mais elevado). Estes resultados estdo de acordo com outros

publicados para bactérias Gram-positivas. De facto, Wittman e colaboradores
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investigaram diferentes procedimentos de quenching envolvendo solugdes de metanol
em C. glutamicum (Wittman et al., 2004). Estes autores concluiram que todos os
métodos afectavam a integridade celular, resultando em perda de metabolitos e, logo
ndo eram adequados para quantificagdo de contetidos intracelulares em C. glutamicum.
Por outro lado, solugdes a -40°C de 60% metanol em 70 mM de HEPES a pH 5.5 (v/v)
ou em 0,85% carbonato de amoénia a pH 5,5 (v/v) ndo s6 mantiveram a integridade
celular como pararam instantaneamente o metabolismo de L. plantarum (Faijes et al.,
2007). Ja em S. cerevisiae, uma solugdo aquosa de metanol é eficiente na paragem
imediata do metabolismo sem causar lise celular, e a adicdo de um tampao nao parece
ter um efeito benéfico adicional (Winder et al., 2008). Independentemente do organismo
ou do processo de quenching celular a que este ¢ submetido, a perda de metabolitos
devido a lise ocorre com grande frequéncia (Winder et al., 2008; Jensen et al., 1999;
Villas-Boas et al., 2004; Wellerdick et al., 2008). O estudo aqui apresentado vem
substanciar a ideia de que o processo de quenching celular mais adequado depende em
grande parte do organismo em estudo. No caso de S. pneumoniae, sera necessario testar

outras condi¢des no sentido de encontrar aquela que menos afecta a integridade celular.

3.4.6. Comparacao dos niveis de metabolitos de S. pneumoniae R6 cultivado em
glucose e galactose

Culturas de S. pneumoniae crescidas em glucose ¢ galactose apresentaram perfis de
crescimento e produtos finais distintos devido a inducdo de vias metabolicas diferentes,
nomeadamente, a inibicdo da LDH no metabolismo de galactose (ponto 3.2). Os re-
direccionamentos dos fluxos metabolicos sdo em parte dependentes das variagdes que
ocorrem nos metabolitos intracelulares e sabe-se que os seus niveis variam ao longo do
crescimento.

Neste estudo compararam-se os niveis de FBP, DHAP, GAP ¢ 3-PGA em trés
fases de crescimento (exponencial, exponencial tardia e estaciondria) em culturas de
S. pneumoniae R6 crescidas em glucose e galactose (Tabela 3.10). Estes metabolitos
foram escolhidos porque sabe-se estarem envolvidos na regulacdo do desvio metabdlico
a fermentag¢ao de acidos mistos em L. lactis (Neves et al., 2005). Dado os problemas
mencionados acima com a aplicagdo de solu¢des metabodlicas no processo de quenching
celular, optou-se por um método que combina o processo de quenching com o de
extrac¢do num sO passo, € que consistiu na mistura rapida de uma solugdo fria de acido

perclorico com uma amostra de cultura celular (ver ponto 3.4.5., extrac¢dao perclorica
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directa). Em glucose, verificou-se uma reducao de 2-4 vezes no nivel de todos os
metabolitos quando se passa de fase exponencial para fase exponencial tardia, mas ndo
se registaram grandes variagdes desta para a fase estaciondria. Em galactose os
conteudos intracelulares em FBP, DHAP e GAP diminuem de fase exponencial para
exponencial tardia e desta para fase estacionaria. Curiosamente, ndo se detectou
acumulacdo de 3-PGA em qualquer fase de crescimento em galactose.
Independentemente da fase de crescimento, a concentracdo de FBP foi inferior as
concentragdes de DHAP e GAP tanto em células crescidas em glucose como em
galactose. Contudo, para alguns metabolitos o erro associado variou praticamente entre
0 e 100%. Assim sendo, a incerteza nos resultados ¢ enorme impedindo qualquer tipo de
argumentacdo que justifiquem as observagdes acima mencionadas. Com base em
resultados publicados para outros organismos da mesma familia (Streptococcaceae), e
em particular L. lactis (Jensen et al., 1999) em que a concentragdo intracelular de FBP
em fase exponencial era 2- e 20- vezes superior as de DHAP e GAP, respectivamente,

pds-se em questdo a validade dos nossos dados experimentais.

Tabela 3.10. Quantificagdes da FBP, DHAP, GAP e 3-PGA em células de S. pneumoniae
cultivadas em glucose e galactose. Para cada metabolito, as quantificagdes foram feitas em
duplicados e para cada fase do crescimento, o método de extrac¢do foi feito em duplicado.
Utilizou-se o método de extracgdo perclorica directa.

Glucose Galactose
Fase de
crescimento FBP DHAP GAP 3-PGA FBP DHAP GAP 3-PGA
Exponencial 8,2+4,7 16 +1 17+10,2 5,9+04 6,2+1,1 16+ 1,7 14+ 12 ND
tEa’r‘g;nen"‘al 2407 38+06 45+16 29+00 3+12 95+77 11+10 ND
Estacionaria 1,9+0,1 4,8+0,7 23+0,2 29+0,0 09+06 22+07 29+0,5 ND

Uma analise mais cuidada dos dados, nomeadamente dos dados brutos de
absorvéncia (valores acima de 2,5 a 340 nm) levou-nos a suspeitar de um efeito de
saturagdo durante a determinagdo de absorvéncias no método de quantificagdo, o que
veio de facto a comprovar-se com a repeticdo de algumas amostras em condigdes nao
saturantes (Tabela 3.11). Infelizmente, devido a limitagdes de tempo ndo foi possivel
voltar a analisar todas as amostras obtidas. E curioso observar que a concentragio de

FBP em extractos diluidos cinco vezes (absorvéncia inicial cerca de 1,1) obtidos em
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fase exponencial, ¢ agora da mesma ordem de grandeza que a concentragao de DHAP e
GAP. Neste ponto, ¢ de salientar que estudos anteriores no nosso laboratorio apontavam
para medicdes por excesso do nivel deste metabolito pelo método utilizado quando
comprado com NMR quantitativo. Assim, sendo ndo nos € possivel tirar conclusdes

sobre os niveis de metabolitos medidos neste trabalho.

Tabela 3.11. Quantifica¢des da FBP, DHAP, GAP em duas fases distintas do crescimento
de S. pneumoniae cultivado em glucose. As quantificagdes dos diferentes metabolitos
foram feitas em duplicados. As absorvéncias iniciais apresentavam valores superiores a 2,5
em amostras sem diluicdo e cerca de 1,1 em amostras diluidas 5 vezes. Utilizou-se o
método de extracgdo perclorica directa.

Exponencial Exponencial tardia
Saturacio do
espectrofotometro FBP DHAP GAP FBP DHAP GAP
Amostras nio diluidas, 48+0,1 166+35 94=11 235+05 33+04 2303

saturacio

Amostra diluida 5x, sem

~ 16,0+2,0 18,0+1,2 224+13 55+0,1 48=+0,1 0,2+0
saturacao
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4. Consideracdes Finais

Neste trabalho, fez-se um estudo comparativo do metabolismo de glucose e galactose
numa estirpe de Streptococccus pneumoniae ndo virulenta, R6. Em resumo, foi
efectuada uma caracterizagdo do crescimento no que refere a taxas de crescimento,
rendimentos de consumo de substrato e formacdo de produtos, e parametros
bioenergéticos. Determinaram-se duas actividades enzimaticas chave, uma da via
glicdlitica (cinase do piruvato) e outra do metabolismo do piruvato (desidrogenase do
lactato). Por Gltimo tentou-se quantificar metabolitos intracelulares em trés fases
distintas do crescimento de pneumococos em glucose ou galactose (exponencial,
exponencial tardia e estacionaria).

S. pneumoniae tem a capacidade de utilizar glucose ou galactose como fontes
Unicas de energia, mas a glucose permite taxas de crescimento mais elevadas. Enquanto
que o metabolismo da glucose € tipicamente homoléctico, a galactose induz um desvio
metabolico a uma fermentacdo de acidos mistos (producdo de formato, acetato e etanol
além de lactato). Este padrdo foi parcialmente explicado pela diminuicdo da actividade
de desidrogenase do lactato, em células crescidas em galactose. Os resultados aqui
apresentados indicam fortemente que durante o crescimento em glucose ou galactose 0s
mecanismos de regulacdo em efectivo sdo diferentes.

Até a data sdo poucos os estudos que abordaram o efeito de diferentes actcares no
metabolismo e viruléncia de S. pneumoniae. N&o foi possivel encontrar na literatura
qualquer referéncia a métodos de quenching celular aplicados a estudos metab6licos em
pneumococos. Posto isto, grande parte do trabalho aqui apresentado foi desenvolvido no
sentido de testar processos de quenching celular e/ou extraccdo de metabolitos
intracelulares e aplica-los na caracterizacdo do metabolismo de aclcares em
S. pneumoniae. Concluimos que as trés solugdes metanolicas testadas no procedimento
de quenching do metabolismo afectaram a integridade celular resultando em perdas
significativas de metabolitos. Em relagdo ao método de extraccao, a utilizacdo de uma
solucdo de acido perclérico a frio foi nas nossas mdos a que produziu melhores
resultados. Visto as solucOes de quenching celular testadas terem-se afigurado ndo
adequadas para S. pneumoniae prosseguimos o0 nosso trabalho no sentido de determinar

conteddos intracelulares recorrendo a um método que combina o processo de quenching

49



Consideracdes Finais

com o de extraccdo num sé passo, e que consistiu na mistura rapida de uma solucgéo fria
de acido perclérico com uma amostra de cultura celular. Este método foi aplicado a
amostras obtidas em diferentes fases do crescimento de S. pneumoniae cultivado em
glucose ou galactose. Tentou quantificar-se nos extractos resultantes trés metabolitos
glicoliticos que se sabem estar envolvidos na regulacdo do desvio metabolico de
fermentacdo homolactica a fermentacdo de acidos mistos na bactéria Streptococcaceae
L. lactis (Neves et al., 2005), FBP, DHAP, GAP, bem como um metabolito
caracteristico de células limitadas em substrato, o 3-PGA, recorrendo a métodos
espectrofotométricos (técnica enzimaética especifica para 0 metabolito em estudo). Uma
analise detalhada dos resultados levou-nos a suspeitar de um efeito de saturacdo durante
a determinacdo de absorvéncias no método de quantificacdo, o que veio de facto a
comprovar-se com a repeticdo de algumas amostras em condigdes ndo saturantes.
Infelizmente, devido a limitaces de tempo ndo foi possivel voltar a analisar todas as
amostras obtidas.

Nesta fase é de salientar que 0 método utilizado combinando o procedimento de
quenching com o de extrac¢do, embora seja adequado para uma analise metabolémica
direccionada, tal como aqui exemplificado com quantificacdo dos metabolitos
glicoliticos, ndo é contudo apropriada para determinacdo de perfis metabolicos mais
completa. Visto ndo ocorrer separacdo entre meio de cultivo/metabolitos extracelulares
e metabolitos intracelulares, a amostra resultante é de grande complexidade, o que
dificulta em muito a analise de metabolitos nos extractos por técnicas globais tais como
a ressonancia magnética nuclear ou a espectrometria de massa. Assim sendo, uma
abordagem metabolica de caracter mais global requer o desenvolvimento de métodos de
qguenching celular que ndo afectem a integridade celular de pneumococos durante o
processo de inactivagdo. Em face dos resultados documentados na literatura, talvez seja
de experimentar outras combinagdes de solu¢bes metanolicas (variacdo da natureza da
solucdo tampdo, do pH ou da forca idnica). Adicionalmente, de forma a melhorar o
processo e a aumentar a fiabilidade dos resultados sugere-se a incorporacdo de um
dispositivo de amostragem automaética, bem como a utilizacdo de banhos com
termostatizacdo para temperaturas da ordem dos -60°C.

Embora longe de ser um estudo completo, este trabalho de tese permitiu obter
informacdo valiosa sobre o metabolismo de glucose e galactose em S. pneumoniae R6.
Mais ainda é um trabalho pioneiro numa area ainda pouco explorada, mas que se

adivinha de grande importancia na patogénese de S. pneumoniae.
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ANEXO 1



Tabela 1. Composi¢do do meio quimicamente definido (CDM) (Neves et al., 1999)

usado no crescimento de S. penumoniae em condigdes de pH e atmosfera nao

controladas.
Componentes Concent[acéo Componentes Concent[a(;ao
QLY (gL
Na,-B-glicerofosfato 21 Cholina-HCl 0,01

KH,PO4 0,8
Acetato de sodio 1,0
Citrato de aménio 0,6

Piruvato de sodio 0,1

Vitaminas (10°%) Aminoécidos
Na-p-Aminobenzoato 5, Alanina 0,24
D-Biotina 2,5 Arginina 0,13
Acido Félico 1,0 Asparagina 0,35
Acido nicotinico 1,0 Aspartato 0,40
Pantotenato de calcio 1,0 Cisteina-HCI 0,40
Piridoxamina-HCl 2,5 Glutamato 0,50
Piridoxina-HCl 2,0 Glutamina 0,39
Riboflavina 1,0 Glicina 0,18
Tiamina-HCI 1,0 Histidina 0,15
DL-6,8-Acido teidico 1,5 Isoleucina 0,21
Vitamina B, 1,0 Leucina 0,46
Bases Nitrogenadas (10%) Lisina 0,44
Adenina 1,0 Metionina 0,13
Guanina 1,0 Fenilalanina 0,28
Uracilo 1,0 Prolina 0,68
Xantina 1,0 Serina 0,34
Micronutrientes (10™) Treonina 0,22
MgCl, 2,0 Triptofano 0,05
CaCl, 0,4 Valina 0,33
ZnSOy4 0,05




Protocolo 1: Optimizacao de processos de quenching (Faijes et al., 2007)

1- Solugdes de quenching: 60% metanol/0,85% carbonato de amoénia (pH 5,5) a -40°C

60% metanol a -40°C
Metanol absoluto a -20°C

Solu¢ao de extracgao: Metanol absoluto a -80°C

a)

g)
h)

)
k)

D

Transferir rapidamente (com uma seringa) 50 mL de cultura para tubos de
centrifuga contendo 150 mL de solugdo de quenching. Para equilibrar o tubo de
centrifuga com amostra, encher um outro com agua;

Manter os tubos em gelo até chegar a centrifuga;

Centrifugar a 7000 rpm durante 7 minutos a 2°C;

Recolher o sobrenadante para controlo de eventuais perdas durante o processo
de quenching.

Ressuspender o sedimento celular em 10 mL de metanol absoluto a -80°C
(manter sempre que possivel a amostra em gelo);

Centrifugar a 18000 rpm durante 5 minutos, a 2°C;

Recolher o sobrenadante para um baldo de liofilizacao;

Lavar os sedimentos e centrifugar (18000 rpm durante 5 minutos, a 2°C) duas
vezes com 5 mL de metanol absoluto a -80°C e duas vezes com 5 mL de 4dgua
destilada a 4°C; Combinar os sobrenadantes;

Rotavapor;

Liofilizacao;

O liofilizado foi dissolvido num volume conhecido de H,O (volume minimo de
H,0) e o pH ajustado a 6,5;

Guardam-se as amostras a -20°C.



Protocolo 2: Optimizacao de processos de extracgao (Faijes et al., 2007)

1- Extracgdo metandlica:

Solugdo de quenching: 60% metanol a -40%

Solu¢do de extracgao: 60% metanol a -80%

a) Transferir rapidamente (com uma seringa) 50 mL de cultura para tubos de

centrifuga contendo 150 mL de 60% metanol a -40% em banho de azoto liquido.

Para equilibrar o tubo de centrifuga com amostra, encher um outro com agua;

b)

c)

d)

e)

g)
h)

)
k)

)

Manter os tubos em gelo até chegar a centrifuga;

Centrifugar a 7000 rpm durante 7 minutos a 2°C;

Recolher o sobrenadante para controlo de eventuais perdas durante o processo
de quenching.

Ressuspender o sedimento celular em 10 mL de metanol absoluto a -80°C
(manter sempre que possivel a amostra em gelo);

Centrifugar a 18000 rpm durante 5 minutos, a 2°C;

Recolher o sobrenadante para um baldo de liofilizagao;

Lavar os sedimentos e centrifugar (18000 rpm durante 5 minutos, a 2°C) duas
vezes com 5 mL de metanol absoluto a -80°C e duas vezes com 5 mL de agua
destilada a 4°C; Combinar os sobrenadantes;

Rotavapor;

Liofilizagao;

O liofilizado foi dissolvido num volume conhecido de H,O (volume minimo de
H,0) e o pH ajustado a 6,5;

Guardam-se as amostras a -20°C.

2- Extraccdo etanolica a quente:

Solugdo de quenching: 60% metanol a -40%

Solugao de extracgao: 80% etanol

a) Transferir rapidamente (com uma seringa) 50 mL de cultura para tubos de

centrifuga contendo 150 mL de 60% metanol a -40% em banho de azoto liquido.

Para equilibrar o tubo de centrifuga com amostra, encher um outro com agua;

b) Manter os tubos em gelo até chegar a centrifuga:

c) Centrifugar a 7000 rpm durante 7 minutos a 2°C;



d)
e)

f)

2
h)

i)
)
k)
D

Ressupender o sedimento em 3 mL de 4gua destilada;

Transferir para um baldo de liofilizagdo contendo 10 mL de etanol a 80% (v/v) e
proceder a ebuli¢do num banho a 90°C durante 10 minutos;

Centrifugar a 18000 rpm durante 10 minutos a 4°C;

Recolher o sobrenadante para um baldo de liofilizagao;

Ressupender o sedimento celular em 5 mL de etanol a 80% e proceder a ebuli¢ao
num banho a 90°C durante 10 minutos;

Centrigugar a 18000 rpm durante 10 minutos a 4°C;

Combinar os sobrenadantes;

Rotavapor;

Liofilizacao;

m) O liofilizado foi dissolvido num volume conhecido de H,O (volume minimo de

n)

H,0) e o pH ajustado a 6,5;

Guardam-se as amostras a -20°C.

3- Extraccédo perclérica:

Solugdo de quenching: 60% metanol a -40%

Solugdo de extraccdo: acido Perclérico

a)

b)

d)

2
h)

)

Transferir rapidamente (com uma seringa) 50 mL de cultura para tubos de
centrifuga contendo 150 mL de 60% metanol a -40% em banho de azoto liquido.
Para equilibrar o tubo de centrifuga com amostra, encher um outro com agua;
Manter os tubos em gelo até chegar a centrifuga;

Centrifugar a 7000 rpm durante 7 minutos a 2°C;

Ressuspender o sedimento celular em 10 mL de MOPS 2,5 mM (pH 7,0, 4°C) e
transferir para 1,2 mL de uma solugdo de &cido perclorico (HCLO4) 6 M
(concentracao final 0,6 M);

A suspensao € colocada num baldo de Erlenmeyer e incubada em gelo durante 20
minutos, com agitacao;

O extracto ¢ neutralizado com a adi¢cdo de KOH 5 M;

Centrifugar a 18000 rpm durante 40 minutos a 4°C;

Liofilizacao;

O liofilizado foi dissolvido num volume conhecido de H,O (volume minimo de
H,0) e o pH ajustado a 6,5;

Guardam-se as amostras a -20°C.



Protocolo 3: Diferentes extracgdes percloricas

1- Quenching celular seguido de extraccéo perclorica:

a)

b)

d)

g)
h)

Transferir rapidamente (com uma seringa) 50 mL de cultura para tubos de
centrifuga contendo 150 mL de 60% metanol a -40% em banho de azoto liquido.
Para equilibrar o tubo de centrifuga com amostra, encher um outro com agua;
Manter os tubos em gelo até chegar a centrifuga;

Centrifugar a 7000 rpm durante 7 minutos a 2°C;

Ressuspender o sedimento celular em 10 mL de MOPS 2,5 mM (pH 7,0, 4°C) e
transferir para 1,2 mL de uma solugdo de 4cido perclorico (HCLOs) 6 M
(concentracao final 0,6 M);

A suspensdo ¢ colocada num baldo de Erlenmeyer e incubada em gelo durante
20 minutos, com agitacao;

O extracto ¢ neutralizado com a adicao de KOH 5 M;

Centrifugar a 18000 rpm durante 40 minutos a 4°C;

Liofilizagao;

O liofilizado foi dissolvido num volume conhecido de H,O (volume minimo de

H,0) e o pH ajustado a 6,5.

3- Extraccdo perclorica tradicional:

a)

b)

©)
d)

e)

f)

g)
h)

Transferir rapidamente (com uma seringa) 50 mL de cultura para tubos de
centrifuga. Para equilibrar o tubo de centrifuga com amostra, encher um outro
com agua;

Manter os tubos em gelo até chegar a centrifuga;

Centrifugar a 7000 rpm durante 7 minutos a 2°C;

Ressuspender o sedimento celular em 10 mL de MOPS 2,5 mM (pH 7,0, 4°C) e
transferir para 1,2 mL de uma solugdo de &cido perclorico (HCLOs) 6 M
(concentracao final 0,6 M);

A suspensao € colocada num baldo de Erlenmeyer e incubada em gelo durante 20
minutos, com agitacao;

O extracto ¢ neutralizado com a adi¢cao de KOH 5 M;

Centrifugar a 18000 rpm durante 40 minutos a 4°C;

Liofilizagao;



i) O liofilizado foi dissolvido num volume conhecido de H,O (volume minimo de

H,0) e o pH ajustado a 6,5.

2- Extracgéo perclorica directa:

a)

Transferir imediatamente 50 mL de cultura para um Erlenmeyer com 5,6 mL de
HCLO4 6 M (concentracao final 0,6 M) e incubar em gelo durante 20 minutos,
com agitagao;

O extracto ¢ neutralizado com a adicdo de KOH 5 M;

Centrifugar a 18000 rpm durante 40 minutos a 4°C;

Liofilizacao;

O liofilizado foi dissolvido num volume conhecido de H,O (volume minimo de
H,0) e o pH ajustado a 6,5;

Guardam-se as amostras a -20°C.



Protocolo 4: Quantificacdo de metabolitos intracelulares por métodos enzimaticos.

1- Quantificacdo da DHAP, GAP e FBP:

Mistura de reacg¢do: (as concentragdes dao as das solugdes stock)
-Tampao: TEA 0,4 mol/L, pH 7,6; EDTA, 40mmol/L;

- B-NADH 51,7 mmol/L;

- GDH 40 KU/L;

- TIM 250 KU/L;

- Aldolase 13,5 KU/L.

Pipetar sucessivamente para células de plastico

Tampao 0,750 mL
Amostra 0,750 mL
Solug¢ao de NADH 0,750 mL

Misturar, esperar que atinja a temperatura ambiente e ler a
absorvéncia inicial A;; trés vezes em intervalos de 3 minutos

Suspensdo de GDH 0,005 mL

Misturar, depois da reac¢do ocorrer (7 minutos) ler as
absorvéncias iniciais A,; trés vezes em intervalos de 3 minutos;
Aq - Ay = Aguar

Suspensao de TIM 0,005 mL

Misturar, depois da reac¢ao ocorrer (5 minutos) ler as
absorvéncias iniciais As; trés vezes em intervalos de 3 minutos;
As— A3 = Apap

Suspensao de Aldolase 0,005 mL

Misturar, depois da reac¢ao ocorrer (5 minutos) ler as
absorvéncias iniciais Ag; trés vezes em intervalos de 3 minutos;
Az- Ay = Arpp




2- Quantificagdo da 3-PGA:

Mistura de reacg¢do: (as concentragdes dao as das solugdes stock)

-Tampao: TEA 0,5 mol/L, pH 7,6; EDTA, Smmol/L;
- B-NADH 6 mmol/L;
- MgSO4 (Sulfato de Magnésio) 400 mmol/L;

- ATP 350 mM;

- GAPDH 360 KU/L;

- TIM 4800 KU/L;
- GDH 80 KU/L;
- PK 1800 KU/L;

Pipetar sucessivamente para dentro de células de plastico

Extracto
Tampao

Solugdo NADH
Solugdo de MgSO4
Solugdo de ATP
Suspensdao de GAPDH
Suspensao de TIM
Suspensao de GDH

0,80 mL
0,20mL

0,02 mL
0,02 mL
0,02 mL
0,01 mL
0,005 mL
0,01 mL

Misturar; esperar que atinja a temperatura ambiente; registar

absorvéncias a 5,10 e 15 minutos A;

Solucao de PGK

0,01 mL

Misturar; esperar que atinja a temperatura ambiente; registar

absorvéncias a 15,20 e 25 minutos A,
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