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RESUMO

A formagdo de biofilmes é um exemplo de comportamento social em
bactérias. Os biofilmes sdo formados por sub-populacdes de diferentes tipos
celulares diferenciados, envolvidas por uma matriz composta por proteinas,
exopolissacdaridos e DNA. Este tipo de organizacdo permite as bactérias exercerem
uma forma mais robusta de influéncia sobre o ambiente circundante, em
comparagdo com células individualizadas. Em anos recentes, demonstrou-se que
os biofilmes sdo um aspecto importante da persisténcia de determinados
organismos no tracto gastro-intestinal humano. Muitas bactérias do filo Firmicutes
sdo membros da microbiota humana. Enquanto que algumas bactérias capazes de
diferenciarem esporos encontradas ao nivel do intestino sdo ndo patogénicas,
como Bacillus subtilis, outras causam diversas doencas intestinais severas. Um
exemplo deste ultimo grupo é Clostridium difficile, o principal agente de doenca
intestinal nosocomial associada ao uso de antibiticos em adultos. Um dos
aspectos importantes da doenca causada por C. difficile, é a elevada taxa de
recorréncia, que normalmente € atribuida a persisténcia de esporos. No entanto,
ndo é claro se este organismo persiste no tracto gastro-intestinal na forma de
esporos ou na forma de biofilmes, porque ambas as formas sdo resistentes aos
antibidtiocs.

A regulacdo transcricional que controla a formagdo de biofilme em B.
subtilis, embora complexa, é bem conhecida. Existem reguladores transcricionais
globais que que controlam a passagem da fase exponencial de crescimento para a
estaciondria. Outros reguladores sdo especificos da formagao do biofilme, como é
o caso do Veg e do RemA. Os genes que codificam para estes dois reguladores sdo
muito conservados no filo dos Firmicutes. Em Bacillus subtilis, Veg e RemA estdo
envolvidos no control da expressdo dos genes que codificam para os components
da matriz. Ambos os genes codificam para proteinas pequenas: RemA tem 89
aminodcidos e é uma proteina de ligacdo ao DNA sem homologia estrutural a
outras proteinas; e Veg tem 86 aminodcios e um dominio Sm, normalmente
presente em proteinas de ligacdo ao RNA. Neste projecto propomos a
caracterizagdo functional destes dois reguladores a nivel genético, bioquimico e
estrutural.

Sendo RemA e Veg proteinas conservadas entre Firmicutes, este trabalho
ird ter impacto ndo sé ao nivel da satide humana, onde as bactérias esporulantes
sdo uma das maiores causas de infec¢des nosocomiais (adquiridas no hospital)
associadas a terapias com antibiéticos, mas também na industria alimentar onde



os biofilmes formados por bactérias do grupo do B. cereus constituem um risco de
diminuicdo da qualidade e seguranca alimentares.

Metodologias:

Biologia Molecular: construcdo de fusdes transcricionais e traducionais a genes
reporteres fluorescente

Genética: constru¢do de mutantes por recombina¢do homdéloga em B. subtilis
Microbiologia: caracterizacdo fenotipica de mutantes; ensaios de ligagdo de
violeta cristal para teste de formacado de biofilmes; avaliagdo do titulo de esporos
resistentes ao calor

Biologia Celular: microscopia de fluorescéncia quantitativa para caracterizar
padrdes espacio-temporais de expressdo ao nivel da célula individual, na
populacdo celular; e em colénias; localizagdo sub-celular de proteinas durante a
diferenciagao de biofilmes

Bioquimicas: cromatografia de afinidade, e cromatografia de exclusao molecular
para purificar proteinas isotopicamente marcadas, seja com 15N ou 15N/13C,
obtidas por expressdo recombinante. Utilizacdo da RMN para pode obter
informacgao estrutural.

DURACAO

Cerca de 9 meses em tempo integral.

LOCAL DE REALIZACAO

O Projecto decorrerd no Laboratério de Desenvolvimento Microbiano e no
Laboratério Biologia Estrutural Dinamica do ITQB NOVA, em Oeiras.

NUMERO DE ALUNOS

1

METODO DE SELECCAO

Analise curricular, seguida de entrevista.



