UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA
GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

PADRONIZACAO DE EXTRACAO DE DNA DE BACTERIOFAGO

NAIARA MACHADO DE ALCANTARA

UBERLANDIA — MG
DEZEMBRO - 2017



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA
GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

Padronizagao de extracdo de DNA de bacteriéfago

Naiara Machado de Alcantara

Prof. Dr. Jonny Yokosawa

“Monografia apresentada ao Instituto de
Genética e Bioquimica, da Universidade
Federal de Uberlandia, como requisito final
para obtencdo do titulo de Bacharel em
Biotecnologia. ”

UBERLANDIA - MG
DEZEMBRO — 2017



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA
GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

Padronizagao de extracdo de DNA de bacteriofagos

Naiara Machado de Alcantara

Prof. Dr. Jonny Yokosawa

Homologado pela coordenagdo do Curso de
Biotecnologiaem / /

Prof. Dr. Edgar Silveira Campos

UBERLANDIA — MG
DEZEMBRO — 2017



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA
GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

Padroniza¢do de extracdo de DNA de bacteriofago

Naiara Machado de Alcantara

Aprovado pela Banca Examinadora em: 01 /12 /2017 Nota:

Prof. Dr. Jonny Yokosawa

Uberlandia, 01 de dezembro de 2017



Dedico esse trabalho a todos aqueles que
estiveram ou estdo proximos a mim, me

ajudando a chegar até aqui.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente ao Professor Doutor Jonny Yokosawa por me orientar com
exceléncia, sempre com paciéncia e respeito, sendo um grande contribuinte para meu

crescimento intelectual e académico.

A Universidade Federal de Uberlandia por me proporcionar experiéncias que carregarei

para toda vida.

Ao corpo docente do Laboratdrio de Virologia por proporcionar sempre o melhor ambiente

de trabalho possivel.

A técnica Doutora Thelma pela paciéncia, disponibilidade e por compartilhar comigo seu

vasto conhecimento laboratorial enquanto o experimento era realizado.

Ao Laboratério de Microbiologia por disponibilizar as amostras utilizadas, e ao Laboratério

de Biofisica por permitir o uso do equipamento do mesmo.
A banca avaliadora, pela leitura critica e pelas valiosas contribui¢des ao trabalho.

A memoria da minha mae Claudia, por ter sempre me apoiado e me impulsionado a ser a
melhor pessoa possivel, e mesmo ndo estando presente agora, foi a base para a minha entrada
na vida académica. Ao meu pai Onésio, que sempre me foi um exemplo de dedicacdo e

responsabilidade. Ao meu irmao Gustavo, pelo carinho e apoio no decorrer das adversidades.

Aos meus amigos por me apoiarem nos momentos de dificuldade e por participarem

constantemente dos momentos mais memoraveis da minha vida.



RESUMO

A resisténcia bacteriana aos antibioticos convencionais tem se tornado cada vez mais
recorrente, tornando-se um grave problema para a satide publica. Isso tem sido um estimulo
para o estudo de novas formas de tratamento, seja com outras substancias antimicrobianas, ou
com terapias alternativas, como a terapia com fagos. Esta ¢ tida como uma forma de controle
biologico, utilizando bacteriéfagos que sao virus que infectam de maneira especifica as
células bacterianas. Esse trabalho utilizou do bacteriéfago modelo T4 na infecg¢do da bactéria
Escherichia coli cepa B4. Assim, cultivou-se o virus na bactéria hospedeira e, apos a
eliminagdo do DNA e RNA bacteriano, o virus foi concentrado utilizando
polietilenoglicol/NaCl. Em seguida, o virus foi lisado utilizando proteinase K/SDS e o DNA
foi extraido com fenol/cloroférmio, seguido de precipitagdo com acetato de
sodio/isopropanol. Apds centrifugagdo, o precipitado foi lavado com etanol 70%, ressuspenso
em tampao Tris-EDTA e submetido a eletroforese em gel de agarose. Esse protocolo foi base
para mais dois outros protocolos testados, com alteragcdes na concentragao e incubagao do
PEG, e alteragdo do tempo de incubagdo para precipitacdo com acetato de sddio e
isopropanol. Utilizando o protocolo C obtido apds as alteracdes, observou-se DNA com
massa molecular acima de 20 Kbp. Assim, sera possivel obter DNA de outros bacteriofagos,
para caracterizacao e avaliacdo do seu potencial na lise de células bacterianas.

Palavras-chaves: bacteriofago. DNA.
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1. INTRODUCAO

1.1. Bacteriofagos

Os bacteriéfagos ou fagos representam uma das mais abundantes formas biologicas
encontradas na natureza (BRUSSOW; HENDRIX, 2002). Eles estao em ambientes variados e
exercem grande influéncia sobre a biosfera. Fagos sdo capazes de predar entre 4 e 50% de
bactérias produzidas diariamente em uma ampla gama de nichos biologicos, conduzir ciclos
geoquimicos globais e sdo o reservatorio de maior diversidade genética na Terra (SUTTLE et

al., 2005).

Os fagos podem medir entre 24 e 200 nandmetros, quanto a sua estrutura, possuem capsideo
(cabega), que pode ser de forma icosaédrica, cubica, filamentosa ou pleomorfica, e também
apresentam cauda, que ¢ utilizada como parametro na sua classificacdo taxondmica

(ACKERMANN et al., 2005).

Assim como todos os virus, eles ndo possuem metabolismo préprio, logo, sdo parasitas
intracelulares obrigatdrios, ou seja, precisam de um hospedeiro para se multiplicar. Uma
caracteristica dos fagos que os distinguem dos outros virus ¢ a capacidade de infectar somente
organismos procariotos e, portanto, sdo virus que nao causam nenhum efeito prejudicial ao

homem e aos animais (HENRIQUEZ et al., 2008).

Os fagos sdo constituidos por 4cido nucléico (DNA ou RNA) inserido no interior de uma
camada de proteina ou lipoproteina. O &cido nucleico pode ser de cadeia dupla (ds) ou de cadeia

simples (ss), dependendo do virus (HENRIQUEZ et al., 2008).

1.2. Infec¢do por bacteriofagos

Na infec¢ao do hospedeiro, os bacteriéfagos se replicam e podem apresentar-se como

virulentos (ciclo litico) ou temperados (ciclo lisogénico). A morte da célula hospedeira ocorre



quando os bacteriofagos que apresentam o ciclo liticos replicam-se no interior da célula
(HAGENS; LOESSNER et al., 2007) e causam sua lise para liberar os fagos recém-formados

(SKURNIK; STRAUCH, 2006).

Ja nos fagos de ciclo lisogénicos, o material genético do bacteriéfago pode ser integrado ao
da bactéria, porém esse processo ¢ reversivel. Neste ciclo ha o silenciamento da expressao de
genes do fago. Resumidamente, apos ser integrado ao genoma bacteriano, o virus passa a ser
denominado profago. Este pode sofrer indu¢do se a célula for submetida a acdo de raios
ultravioleta ou outro estresse fisico-quimico. Assim, o virus, que antes estava inserido no

genoma bacteriano, passa para o ciclo litico (MARKINEGORIAYNOFF ef al., 2004).

1.3. Possiveis aplicacoes dos bacteriofagos

Bacteriofagos sdo virus relativamente especificos para determinado hospedeiro e esta
especificidade permite o biocontrole da bactéria de interesse (HENRIQUEZ et al., 2008),
tornando-os agentes ideais para aplicacdes destinadas a terapia de infecg¢des causadas por

bactérias resistentes a diversos antibioticos.

Ao contrario da resisténcia bacteriana aos quimioterapicos, os bacteridfagos estdo
constantemente evoluindo para contornar as barreiras do hospedeiro a infecgao. Isto leva a um
equilibrio evolutivo, permitindo a proliferagao de bacteriofagos e hospedeiros (CARRILLO et

al., 2005).

Segundo pesquisadores, a eficiéncia dos bacteriofagos pode se limitar pela presenca de
células bacterianas ndo hospedeiras. Nesse caso, o controle biologico pode tornar-se ineficiente.
Além de, fatores genéticos e ambientais também poderem influenciar na interagao bacteriofago-

hospedeiro, reduzindo a sua eficacia como agente antimicrobiano (JOERGER et al., 2003).



A terapia de fagos, também conhecida como fagoterapia ¢ uma forma de controle bioldgico,
baseada em virus especificos de bactérias. Ela foi inicialmente proposta em 1917, por Félix
d’Herelle, no Instituto Pasteur (Paris, Franca), mas o interesse nessa aplicagao foi reduzido

significativamente quando os antibioticos foram descobertos (FRUCIANO; BOURNE, 2007).

Os bacteriéfagos podem também oferecer vantagens em relagdo as terapias convencionais
por estarem presentes no mesmo habitat que seus hospedeiros (CONNERTON et al., 2011).
Contudo, os fagos ndo sdo muito utilizados terapeuticamente devido a problemas relacionados
com pureza insuficiente das preparagdes fagicas, fraca estabilidade ou viabilidade das

preparagdes e falta de compreensao da heterogeneidade e do modo de acdo dos fagos.

Dessa forma, os estudos de formas terap€uticas envolvendo fagos foram retomados devido
a existéncia de bactérias resistentes a antibidticos como a Pseudomonas aeruginosa (KIM et
al., 2012). Muitos fagos de P. aeruginosa foram isolados, sendo em sua maioria das familias

de fagos de DNA de cadeia dupla (LI et al., 2010).

Virios estudos tém sido realizados para se caracterizar bacteriofagos que infectam P.
aeruginosa, com o objetivo de se desenvolver um tratamento com base no uso de um isolado
do bacteriofago ou uma mistura de diferentes bacteriofagos, aumentando o espectro de
atividade do tratamento (CEYSSENS; LAVIGNE, 2010; BRUSSOW, 2012; CHAN;

ABEDON; LOC-CARRILLO, 2013; KRYLOV et al., 2013).

1.4. Bacteriofagos T4

Os bacteriofagos T4 sdo virus cujo o hospedeiro € a enterobactéria gram-negativa
Escherichia coli (E. coli). Esse virus tem uma estrutura relativamente complexa, sendo
composto por uma cabeca icosaédrica proteica que envolve um DNA linear de fita dupla (que
se apresenta enovelado), com fun¢do de protegé-lo, e uma cauda helicoidal longa que, em sua
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porcao final, ¢ ligada a uma placa-base com seis fibras da cauda, que garante aderéncia a parede

celular da bactéria (Figura 1) (MADIGAN et al., 2016).

Cabeca

Fibras da

Figura 1: Imagem esquematica da estrutura de um bacteriofago do lado esquerdo, ¢ uma foto de microscopia
eletronica do bacteridfago T4 do lado direito. (Alterada)
Fonte: http://profkaren.blogspot.com.br/2013/03/virologia-1.html|

O bacteriofago T4 ¢é transportado pela dgua ou ar, até que se encontre com uma bactéria E.

coli viva, a qual serd sua hospedeira.

1.5. Replicaciio do bacteriofago T4

No ciclo replicativo viral (Figura 2), as fibras da cauda desses virus reconhecem como
receptores os polissacarideos do lipopolissacarideo (LPS) da camada externa de bactérias gram-
negativas. Essas fibras da cauda sofrem retragdo, proporcionando que o cerne da cauda entre

em contato com a parede celular do hospedeiro.

Em seguida, ¢ secretada uma enzima similar as lisozimas que abre um poro na parede celular

por onde o bacteridofago injetard seu DNA diretamente no citoplasma bacteriano, abandonando
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o capsideo no exterior. O DNA no interior da cabega do bacteriéfago estd sob alta pressao,
assim como o interior da bactéria estd sofrendo a for¢a das pressdoes osmoticas, fazendo com
que a inje¢ao de DNA do fago demore alguns minutos para se completar (MADIGAN et al.,

2016).

Bacteria
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Figura 2: Esquema do ciclo de replicagdo viral. (Traduzida)
Fonte: http.//www.microinmuno.qb.fcen.uba.ar/SeminarioBacteriofagos.htm

O bacteridfago T4 € um virus de DNA complexo, sendo que esse codifica sua propria DNA
polimerase A, além de produzir todas as oito proteinas que formam seu proprio complexo

replissomo para facilitar a sintese do genoma do fago. Além disso, acredita-se que o genoma
5
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deste virus sofre permutagdo, ou seja, seu genoma parece ser linearizado pela abertura em
por¢oes diferentes de genomas circulares idénticos, ja que se observa em uma populagdo de
virions provenientes de um Unico virus genomas com um mesmo conjunto de genes, porém
dispostos em ordem diferentes, além de ter um genoma com extremidades redundantes, ou seja,
algumas sequéncias sao duplicadas em ambas as pontas da molécula de DNA (MADIGAN et

al., 2016).

Com o material genético viral dentro da célula procariota hospedeira, acontece a
reprogramagdo das atividades biologicas da mesma, voltando a maquinaria celular para a
produgdo de novos virus. Apdés um minuto da infec¢do, ja se dé inicio a transcricdo dos genes
fagicos. Em aproximadamente quatro minutos, tem-se a tradu¢do do RNA mensageiro viral,
gerando as proteinas do replissomo viral, partindo entdo para a replicagdo do DNA viral

(MADIGAN et al., 2016).

O genoma do T4 ¢ replicado como uma unidade, depois varias unidades gendmicas sdo
sintetizadas gerando um concatamero. Durante o empacotamento do DNA, o concatdmero nao
¢ clivado em sequéncias especificas, mas em segmentos longos o suficiente para preencher a
cabecga de fagos geradas. Os fagos podem modificar seus acidos nucleicos como medida de
protecdo contra enzimas da bactéria hospedeira. No caso do fago T4, acontece a substituicdo da

citosina pela base 5-hidroximetilcitosina (MADIGAN et al., 2016).

O DNA do T4 ¢ forcosamente bombeado para um capsideo pré-montado utilizando um
motor de empacotamento movido a energia. O motor ¢ descartado e a cabeca do capsideo ¢
selada. SO entdo sdo adicionadas as fibras da cauda e outros componentes do virion por
automontagem. O genoma do fago codifica duas proteinas para romper os obsticulos da
liberacdo, que sdo a membrana citoplasmatica e a camada de peptideoglicano, causando a lise

do hospedeiro.



Para cada célula hospedeira infectada, podem ser gerados, aproximadamente, 100 virions
em uma faixa de tempo de 25 minutos, até a lise do hospedeiro e liberagao do virus no meio

externo. Sendo assim, o fago T4 ¢ um bacteriofago de ciclo litico (MADIGAN et al., 2016).

Os bacteriéfagos T4 sdo comumente utilizados como base para estudo da replicacdo do
genoma viral (MADIGAN et al., 2016), podendo ser usado como modelo para melhorar o
compreendimento sobre virus ainda pouco conhecidos, como os fagos de Pseudomonas

aeruginosa.
1.6. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ¢ uma bactéria gram-negativa nao fermentativa baciliforme, pode
ser encontrada no solo e na dgua de diversos ambientes, sendo que a maior parte das cepas
apresenta motilidade por meio de um ou mais flagelos polares (KONEMAN, 2001 & WINN,

2008).

E um patégeno humano oportunista comum, causador de infecgdes potencialmente fatais
em pacientes imunocomprometidos (KERR; SNELLING, 2009). Em individuos
imunocompetentes, P. aeruginosa ¢ causa comum de otite média cronica e ceratite bacteriana

(GOVAN; DERETIC, 1996).
1.7. Resisténcia a antibioticos

Diversas cepas de P. aeruginosa resistentes a muitos antibidticos vém sendo
frequentemente encontradas em amostras hospitalares, tornando muito dificil o tratamento de
infec¢des causadas por P. aeruginosa com antibidticos disponiveis atualmente (GISKE et al.,

2008; VEESENMEYER et al., 2009).



O surgimento de patdgenos resistentes aos antibidticos existentes tem impulsionado a busca
por novos métodos microbicidas. Sendo assim, estudos indicam que o uso de bacteriofagos para

lisar células bacterianas pode ser uma alternativa para esse tratamento (COATES; HU, 2007).
1.8. Justificativa

E consenso que a resisténcia bacteriana a antibidticos é um importante fator no aumento
dos indices de mortalidade nos pacientes criticamente doentes (AZEVEDO et al., 2005), e que
as infec¢des por micro-organismos resistentes sao um problema de saude publica, atraindo a

atencdo de 6rgdos governamentais nacionais e internacionais (HAMBRAEUS et al., 20006).

Neste contexto, destaca-se a importancia clinica de P. aeruginosa, considerando seus niveis
crescentes de resisténcia, relacionada a sua caracteristica intrinseca de apresentar baixo nivel
de sensibilidade aos antimicrobianos e de carrear plasmideos e outros elementos genéticos de

resisténcia (LIVERMORE, 2002; LIVERMORE; WOODFORD, 2006).

Diante disso, torna-se importante a pesquisa e o desenvolvimento de métodos alternativos
e complementares para o tratamento de infecgdes por bactérias resistentes aos medicamentos

convencionais.

Em estudo recente, foi relatado que bacteriofagos infectaram Pseudomonas que
estavam se proliferando em biofilme (ALEMAYEHU et al., 2012). Os biofilmes s@o
comunidades microbianas ligadas a uma superficie com composigao, estrututa, caracteristicas
e propriedades fenotipicas e bioquimicas distintas das suas congeneres de natagdo livie (MAH
et al.,2003).

Resultados semelhantes foram relatados por Hanlon ef al. (2001), que observaram uma

diminuicao de 100 vezes do titulo de P. aeruginosa quando utilizaram fagos em grandes



quantidades. Além disso, o pré-tratamento de cateteres com um coquetel de fagos de
Pseudomonas evitou a formagao de biofilme (FU et al., 2010).

Além do uso de fagos na terapia de doengas bacterianas, os bacteriofagos possuem diversas
outras aplica¢des, como o uso como agente bactericida em alimentos (HUDSON et al., 2005).
O FSIS (Department of Agriculture’s Food Safety and Inspection Service dos EUA) aprovou o
uso de uma mistura de seis bacteriofagos especificos para o patégeno alimentar Listeria
monocytogenes (ListShield™, fabricado pela empresa Intralytix Inc.). Essa mistura de fagos ¢

utilizada em carnes e produtos de origem avicola.

Outra forma de aplicagdo alternativa ao uso direto de fagos como antimicrobianos ¢ o uso
de proteinas codificadas por eles. As endolisinas sdo responsaveis por degradar o
peptideoglicano, e as holinas rompem a membrana celular da célula infectada. Essas proteinas,
portanto, demonstram ter uma significante a¢do antibacteriana (YOUNG; BLASI, 1995;

DRULIS-KAWA et al., 2015).

Além disso, fagos com potencial de uso terapéutico necessitam ser caracterizados
biologicamente e geneticamente antes que possam ser usados em testes clinicos. A
caracterizagdo gendmica possibilita saber se o bacteriofago ¢ unicamente litico ou se apresenta
a caracteristica de se integrar ao genoma bacteriano, determinando sua eficicia de agdo

(GROTH; CARLOS, 2004; CHO et al., 2002; GRAINGE; JAYARAM, 1999).

Mais de 50% dos produtos génicos dos bacteriofagos sao hipotéticos e ndo possuem uma
funcdo definida, em fun¢do da auséncia de novos dados experimentais. Além disso, cerca de
50% das cepas bacterianas as quais possuem seu material genético sequenciado apresentam
profagos em seu genoma, chegando a compor cerca de 20% do genoma da bactéria (KLUMPP

etal., 2013).



Por conseguinte, através dos estudos de gendmica, podem-se esclarecer questdes essenciais
a respeito de mecanismos de infeccao dos bacteriéfagos, assim como informacgdes sobre seu
ciclo, o procedimento de replicagdo do material genético do mesmo e a evasdo da defesa

bacteriana por esses virus (KLUMPP et al., 2013).

Sendo assim, esse trabalho visa padronizar uma forma de extracdo de DNA que seja eficaz
para obter o material genético de bacteriéfagos. Para isso, serd utilizado o bacteridofago T4, ja
que ¢ o principal modelo de estudo de bacteriéfagos. Com o protocolo padronizado, com uma
eficiéncia na extragdo de DNA, podera entdo ser usado na caracterizacdo do genoma de outros

fagos, tais como os de P. aeruginosa.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Padronizar um protocolo de extracdo de DNA viral usando como modelo o bacteriofago

T4.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter colonias isoladas de Escherichia coli para utilizar na replica¢do do bacteriofago
T4;

e Realizar o cultivo dos bacteriofagos T4;

e Executar o protocolo de extracdo com base no uso de tratamento de proteinase K e
fenol/cloroférmio;

e Fazer os ajustes necessarios para obter o DNA dos fagos purificado;

3. MATERIAL E METODOS

10



3.1. Amostras

Foram utilizados os estoques da cepa B4 de E. coli e do bacteri6fago T4 do Laboratoério de
Virologia da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Além disso, amostras de
Pseudomonas aeruginosa infectadas com fagos, SPM 198/30, SPM 148/10 e SPM 175/50,
foram cedidas pelo Laboratorio de Microbiologia Molecular da UFU, além da cepa de

referéncia PAO-1 de P. aeruginosa (STOVER et al., 2000).
3.2. Obtencao de colonias isoladas das amostras bacterianas

A amostra de E. coli B4 foi cultivada primeiramente em meio Luria-Bertani (LB) agar para
a obten¢do de coldnias isoladas. Essa colonia foi cultivada novamente em meio LB agar 0,8%,
e anova colonia isolada dessa cultura foi cultivada em 1 mL de meio LB em um tubo de fundo
conico de 50 mL overnight (O/N) a 37°C, sob agitagdo. A cultura foram adicionados 4 mL de
LB e a suspensdo foi novamente incubada sob agitacdo a 37°C por 2 h. A cultura foi colocada
em um recipiente com gelo, onde foi deixada por 10 min. O mesmo procedimento foi usado na

obtencdo de clones de Pseudomonas aeruginosa.
3.3. Preparo de aliquota para estocagem

Da cultura preparada por incubagdo O/N, 1 mL foi transferido para microtubo contendo

glicerol para a concentracao final de 10% e, apos agitagdo, a suspensao foi estocada a -80°C.
3.4. Teste do protocolo A de extraciao de acido nucléico de bacteriofago:

Para a extracdo de DNA de fago T4, uma aliquota da suspensao do clone de bacteriofago
foi inoculada em 49 mL LB contendo 1 mL de uma diluigdo 1:10 da suspensao de E. coli B4
em fase exponencial de multiplicagdo e a cultura foi incubada O/N sob agitacao a 37°C (LI et

al., 2010). A suspensao foi tratada com 500 puL de cloroférmio, incubada por 30 minutos e
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centrifugada a 11000 xg por 15 min a 37°C e o sobrenadante transferido para um novo tubo

contendo NaCl para 1 M.

Em seguida, outra centrifugacdo foi realizada e o sobrenadante transferido para um tubo
contendo polietilenoglicol (PEG) 6000 para concentracdo de 10%. Apo6s a dissolugdo do PEG,
a mistura foi incubada O/N a 4°C. Novamente, o tubo sera centrifugado a 11000 xg por 20 min
a 4°C, o sobrenadante descartado e o sedimento ressuspenso em 0,5 mL PBS. Para remoc¢ao do
PEG, 1 vol cloroférmio foi adicionado ao tubo, seguido de agitagdo em vortex por 60 s e

centrifugacdo a 11000 xg por 15min.

A fase superior foi transferida para novo microtubo e o tratamento com cloroférmio foi
repetido, até que a camada de PEG formada na interfase entre o cloroférmio e a fase aquosa
ndo era mais observada. A suspensio de bacteriofagos, foram adicionados MgClo, DNase I e
RNase A para concentragdes finais de 4,2 uM, 2 U/ml e 5 pg/ml, respectivamente, a fim de se

remover acidos nucleicos bacterianos.

Em seguida, EDTA pH 8,0 e SDS foram adicionados para 0,5 M e 10%, respectivamente,
seguido de agitacdo e incubagdo a 68°C por 15 min. Proteinase K foi adicionada para 10 mg/ml,
e a mistura foi incubada a 58°C por 2 h para a lise dos bacteriofagos. Um volume de fenol
tamponado com Tris-HCI pH 8,0/cloroférmio (volume/volume) foi adicionado ao lisado e o
tubo foi agitado por 60 s em vortex. Apds agitagdo em vortex e centrifugag¢do a 11000 xg por
10 min, a fase superior foi transferida para novo microtubo e o material genético foi precipitado

por adi¢do de 0,1 volume de acetado de s6dio 3 M pH 5,2 e 0,7 volume de isopropanol.

Apos agitacdo por inversdao, a mistura foi centrifugada, o sobrenadante foi descartado, o
precipitado (DNA) lavado com etanol 75% e ressuspenso com 20 pl de TE modificado (Tris-

HCI1 10 mM/EDTA 0,1 mM, pH 8,0). (Li et al., 2010)
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3.5. Teste do protocolo B de extracio de DNA de bacteriofago

Para a extracdo de DNA de fago T4, uma aliquota da suspensdo do clone de bacteriofago
foi inoculada em 49 mL LB contendo 1 mL de uma dilui¢do 1:10 da suspensdo de E. coli B4
em fase exponencial de multiplicagdo e a cultura foi incubada O/N sob agitacao a 37°C. A
suspensao foi tratada com 500 pL cloroférmio, incubada por 30 minutos e centrifugada a 11000
xg por 15 min a 37°C e o sobrenadante transferido para um novo tubo contendo NaCl para 2

M.

Em seguida, outra centrifugacdo foi realizada e o sobrenadante transferido para um tubo
contendo polietilenoglicol (PEG) 6000 para concentracao de 20%. Apo6s a dissolugdo do PEG,
a mistura foi incubada por 48 h a 4°C. Novamente, o tubo sera centrifugado a 11000 xg por 20
min a 4°C, o sobrenadante descartado e o sedimento ressuspenso em 0,5 ml PBS. Para remogao
do PEG, 1 vol cloroférmio foi adicionado ao tubo, seguido de agitacdo em vortex por 60 s e

centrifugacdo a 11000xg por 15 min.

A fase superior foi transferida para novo microtubo e o tratamento com cloroférmio foi
repetido, até que a camada de PEG formada na interfase entre o cloroféormio e a fase aquosa
ndo era mais observada. A suspensdo de bacteriofagos, foram adicionados MgClo, DNase I e
RNase A para concentragdes finais de 4,2 uM, 2 U/ml e 5 pg/ml, respectivamente, a fim de se

remover acidos nucleicos bacterianos.

Em seguida, EDTA pH 8,0 foi adicionado para 0,5 M, seguido de agitagdo e incubacdo a
68°C por 15 min. Proteinase K e SDS foram adicionados para 10 mg/ml e 10%,
respectivamente, e a mistura foi incubada a 58°C por 2 h para a lise dos bacteriofagos. Um
volume de fenol tamponado com Tris-HCI pH 8,0/cloroférmio (volume/volume) foi adicionado

ao lisado e o tubo foi agitado por 60 s em vortex.
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Apos agitacao em vortex e centrifugacdo a 11000 xg por 10 min, a fase superior foi
transferida para novo microtubo e o material genético foi precipitado por adi¢ao de 0,1 volume
de acetado de sodio 3 M pH 5,2 e 0,7 volume de isopropanol. Apds agitagdao por inversao, a
mistura foi centrifugada, o sobrenadante foi descartado, o precipitado (DNA) lavado com etanol

75% e ressuspenso com 20 pl de TE modificado (Tris-HCI 10 mM/EDTA 0,1 mM, pH 8§,0).
3.6. Teste do protocolo C de extracio de DNA de bacteriofago

Para a extragao de DNA de fago T4, uma aliquota da suspensao do clone de bacteriofago
foi inoculada em 49mL LB contendo 1mL de uma dilui¢ao 1:10 da suspensao de E. coli B4 em
fase exponencial de multiplicagdo e a cultura foi incubada O/N sob agitacdo a 37°C. A
suspensdo foi tratada com 500 pL de cloroféormio, incubada por 30 minutos e centrifugada a
11000 xg por 15 min a 37°C e o sobrenadante transferido para um novo tubo contendo NaCl

para 2 M.

Em seguida, outra centrifugacdo foi realizada e o sobrenadante transferido para um tubo
contendo polietilenoglicol (PEG) 6000 para concentracdo de 20%. Apo6s a dissolugdo do PEG,
a mistura foi incubada por 72 h a 4°C. Novamente, o tubo sera centrifugado a 11000 xg por 20
min a 4°C, o sobrenadante descartado e o sedimento ressuspenso em 0,5 ml PBS. Para remoc¢ao
do PEG, 1 vol cloroférmio foi adicionado ao tubo, seguido de agitacdo em vortex por 60 s e

centrifugacdo a 11000xg por 15 min.

A fase superior foi transferida para novo microtubo e o tratamento com cloroférmio foi
repetido, até que a camada de PEG formada na interfase entre o cloroférmio e a fase aquosa
ndo era mais observada. A suspensdo de bacteriofagos, foram adicionados MgCly, DNase I e
RNase A para concentragdes finais de 4,2 uM, 2 U/ml e 5 pg/ml, respectivamente, a fim de se

remover acidos nucleicos bacterianos, sofrendo uma incubacao de 1 h a 37°C.
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Em seguida, EDTA pH 8,0 foi adicionado para 0,5 M, seguido de agitacdo e incubacao a
68°C por 15 min. Proteinase K e SDS foram adicionados para 10 mg/ml e 10%,
respectivamente, ¢ a mistura foi incubada a 58°C por 2 h para a lise dos bacteriofagos. Um
volume de fenol tamponado com Tris-HCI pH 8,0/cloroférmio (volume/volume) foi adicionado

ao lisado e o tubo foi agitado por 60 s em vortex.

Apods agitagdo em vortex e centrifugacdo a 11000 xg por 10 min, a fase superior foi
transferida para novo microtubo e o material genético foi precipitado por adi¢do de 0,1 volume
de acetado de s6dio 3 M pH 5,2 e 0,7 volume de isopropanol. Apos agitacdo por inversdo, a
mistura foi incubada a -20°C por 72 h. E entao foi centrifugada, o sobrenadante foi descartado,
o precipitado (DNA) lavado com etanol 75% e ressuspenso com 20 pl de TE modificado (Tris-

HCI 10 mM/EDTA 0,1 mM, pH 8,0).

3.7. Analise do material genético do bacteriofago:

Cerca de 2 pL da amostra do material genético obtido foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 0,4% em tampao TBE 0,5X a 100 V e o gel foi observado em transilumidador

de luz ultravioleta.

3.8. Cultivo e inducio do ciclo litico em bacteriofagos de P. aeruginosa

As amostras de P. aeruginosa previamente infectadas com bacteriofagos foram cultivadas
em meio LB 4gar, assim como uma amostra da cepa PAO-1, que ndo apresenta infec¢do, para
controle. As placas foram cultivadas a 37°C por 4 h e a metade de cada placa foi exposta a luz
UV por 7 s para inducdo do ciclo litico dos bacteridfagos presentes nas bactérias. A cultura sera
incubada a temperatura ambiente O/N, para a confirmagao da observacdo de lise. Neste caso, o
procedimento sera repetido, no entanto, expondo a placa inteira a luz UV, com a placa contendo
PAO-1 tendo somente a metade exposta.
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3.9. Preparo de estoque de bacteriofagos:

A cultura mencionada no topico anterior, 2 mL de LB liquido foi adicionado a superficie
do meio, seguido de incubacao por 30 min a temperatura ambiente, sob agitagdo em plataforma.
O sobrenadante foi transferido para um microtubo, no qual foram adicionadas duas gotas de
cloroférmio. Apds agitagdo e centrifugacdo, o novo sobrenadante foi transferido para outro

tubo, o qual sera estocado a -20°C.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Extracio e purificacio do DNA em bacteriofagos T4

Inicialmente, realizou-se a extracdo do DNA de bacteriofago T4 utilizando um protocolo
simplificado, por meio de digestdo com proteinase K 10mg/mL e SDS 10%. Porém, ao analisar
o perfil eletroforético, foi observada um arraste, que pode significar que o DNA obtido pode ter

sido fragmentado no processo (Figura 3).
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Figura 3: Eletroforese em gel da agarose com a amostra de DNA extraido de bacteriofago T4. A seta indica a
banda formada pelo DNA do bacteridéfago (amostra A). M: marcador de massa molecular 1 Kb DNA Ladder Plus
(Fermentas).

Para obter um resultado melhor, foram alterados alguns passos no protocolo descrito por Li
et al. (2010), comegando pela concentragdo de PEG 6000. Assim, apds o tratamento da cultura
de bacteriofago T4 com cloroférmio e adigao de NaCl, a suspensdo foi dividida em dois tubos.
Em um, PEG 6000 foi adicionado para concentracao final de 10% (LI et al., 2010) e no outro,
para 20%, sendo o segundo com o melhor resultado, porém o perfil eletroforético ainda exibia
arraste. Além disso, as amostras com PEG foram incubadas por dois dias a 4°C. O
polietilenoglicol ja foi utilizado em outros trabalhos como o de Lewis et al., (1988), para a
recuperagao de virus como o da hepatite A, apresentando resultados semelhantes aos desse

trabalho.

Outra alteracao foi que, logo apos o tratamento com DNase I ¢ RNase A, a amostra foi

adicionado EDTA para concentragdo final de 0,5 M e a suspensao foi incubada por 15 minutos
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a 68°C, antes de o bacteriéfago ser lisado. Assim, a DNase I seria inibida e inativada

antes/durante a liberagdo do DNA do bacteriofago, prevenindo sua degradagao.

Além disso, ap6s a adi¢do de isopropanol e acetato de sddio a amostra, esta foi incubada a
-20°C por 2 dias, para que fosse precipitada a maior quantidade possivel de DNA. Com todas
essas alteragdes pode-se obter entdo uma amostra de DNA com menos fragmentagdo que pode
ser observado por meio de uma banda de massa molecular acima de 20 Kpb no perfil

eletroforético (Figura 4).

Figura 4: Eletroforese em gel da agarose com a amostra de DNA extraido de bacteriéfago T4. A seta indica a
banda formada pelo DNA do bacteriéfago (amostra B). M: marcador de massa molecular 1 Kb DNA Ladder Plus
(Fermentas).

A precipitacdo de DNA com isopropanol e acetato de sddio ¢ usada em outros trabalhos
com resultados satisfatorios na concentracao final da amostra, como no trabalho de Paiva et al.,

(2007). Podendo assim deduzir que essa alteracao foi de importancia significante no resultado

final.
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Também foram feitos testes para verificar se meio de cultura solido poderia ser utilizado.
Assim, foram feitas duas culturas em meio com agar e duas em meio liquido. Nos meios de
cultura sélido, apds a observagao de lise confluente, 2 mL de meio LB liquido foi colocado
sobre cada cultura e as placas foram incubadas por 30 min em plataforma basculante. As
suspensoes foram divididas em dois, um para precipitacdo com PEG 6000 e¢ o outro com
tratamento diretamente com DNase I e RNase A. Neste caso, melhor resultado foi observado
sem a precipitacdo com PEG (Figura 5), com qualidade semelhante ao perfil eletroforético da

amostra obtida pela cultura em meio liquido na qual houve precipitagio com PEG.

Figura 5: Padrdo eletroforético das amostras de DNA de bacteriofago T4, nas quais, (A2) ¢ relativo a cultura em
meio sélido mais o tratamento com PEG, (Al) referente a cultura em meio s6lido sem o tratamento com PEG,
(B1) referente a cultura em meio liquido sem tratamento com PEG, e (B2) a cultura em meio liquido com
tratamento com PEG.

Finalmente, foi realizado uma extragao utilizando o protocolo C e o rendimento de DNA

obtido foi superior (Figura 6).
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Figura 6: Eletroforese em gel da agarose com a amostra de DNA extraido de bacteriofago T4. A seta indica a
banda formada pelo DNA do bacteriéfago (amostra C). M: marcador de massa molecular 1 Kb DNA Ladder Plus
(Fermentas).

Para a liberagdo do material genético viral, foram usados o detergente SDS 10% e a
proteinase K, que obtiveram resultados eficientes nesse estudo. Estudos anteriores utilizaram
para a extracdo de DNA de material fixado e parafinado o detergente SDS e a digestao

enzimatica com proteinase K, verificando a validade dessas substancias na extragdo do DNA

(ISOLA et al., 1994).

O lisado contendo proteinas e acidos nucléicos (DNA), existe a necessidade de separar
os acidos nucléicos das outras moléculas. O método mais utilizado para essa separa¢do emprega
os solventes organicos fenol, cloroférmio e alcool isoamilico. O principio dessa separagdo ¢ a
diferenca de solubilidade dos 4cidos nucléicos e proteinas nestes solventes organicos, de forma
que apos a realizacdo a por¢do de proteinas ficara condensada junto ao solvente, e os 4cidos
nucleicos ficaram suspensos no meio (ISOLA et al., 1994; BLOOM et al., 1990). No estudo

foram usados os solventes fenol/cloroformio, para tal fim.

No tratamento enzimdatico com a enzima Kpn I, observou-se um arraste no padrao
eletroforético ao invés de bandas de DNA de 1,5 e 6 Kbp produzidos pela digestao. Tendo em

vista que o genoma do bacteriofago T4 possui 169 Kbp, € possivel que o processo de extracao



de DNA, envolvendo agita¢dao e centrifugagdo, assim como o processo de congelamento e
descongelamento da amostra, para armazenamento e uso, podem ter gerado fragmentacdo das

moléculas de DNA.

4.2. Inducio do ciclo litico dos bacteriofagos em P. aeruginosa

As placas com amostras de bacteriofagos de P. aeruginosa apresentaram lise na por¢ao que
foi exposta a luz UV, assim como as placas que foram completamente expostas (Figura 7),
embora apresentassem colOnias resistentes. Ja a placa contendo a cepa PAO-1 (ndo infectada)
ndo apresentou lise, até na extensdo exposta a luz UV. Assim, pode-se concluir que a exposicao
de 7 segundos a luz UV foi capaz de ativar o ciclo litico dos bacteriofagos da P. aeruginosa, ja

que a lise foi observada apenas nas placas com as bactérias infectadas.

PAO-1 SPM 198/30 SPM 175/50 SPM 148/10

Figura 7: Culturas de P. aeruginosa infectadas com fagos apds a exposi¢ao a luz UV.

5. CONCLUSAO

A partir da andlise dos resultados obtidos, conclui-se que o protocolo C foi o mais eficaz
para obter o material genético de bacteridfago em boa quantidade. No entanto, devido a possivel
fragmentacdo do DNA durante os processos de sua extra¢do e armazenamento, outras alteragoes

poderdo ser necessarias para melhor a integridade dessas moléculas. Esse protocolo podera
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entdo ser usado na identificagdo e caracterizagdo de fagos ainda ndo conhecidos,
proporcionando o conhecimento sobre esse virus, que possui tantas formas de aplicacao na

biotecnologia.
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