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Resumo

A resisténcia antimicrobiana de patégenos humanos, como em Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), € descrita pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
como um desafio global a saude. A Epigalocatequina-3-galato (EGCG), o principal
constituinte do cha verde, tem sido descrita como eficaz na reversdo do fenétipo de
resisténcia ao MRSA in vivo, demonstrando ter um efeito sinérgico contra diferentes
antibidticos em estirpes isoladas de infe¢cdes hospitalares e de colonizacdo da

nasofaringe in vitro.

Neste estudo, pretende-se avaliar divergéncias epigenéticas entre Staphylococcus
aureus sensiveis a meticilina (MSSA) e MRSA, estirpes associadas a infecdes
comensais (N=9) e nosocomiais (N=10) e o potencial efeito modulador induzido pela
exposicdo a EGCG em moduladores epigenéticos, concretamente, OrfX, uma
metiltransferase ribossomal estafilocécica. Adicionalmente, foram também avaliados os
efeitos induzidos em SpdC, um regulador pleiotropico da expressao génica, e WalkKR
um sistema de regulacdo génica crucial para a viruléncia e adaptacdo ambiental de S.

aureus.

Em estirpes que diferem no seu perfil de resisténcia, origem e sinergismo da EGCG com
diferentes antibiéticos, foram obtidos os niveis transcricionais dos moduladores
epigenéticos selecionados, através da extragdo de RNA bacteriano, conversdo em
cDNA e quantificacéo pela técnica de quantitative Real-time Polymerase Chain Reaction

(gRT-PCR), com posterior tratamento estatistico.

Os resultados obtidos demonstram que diferentes fenotipos de resisténcia estao
associados com expressfes transcricionais divergentes dos genes moduladores
epigenéticos em estudo e reversdo do fenétipo de resisténcia pela EGCG,
particularmente para o gene OrfX. Neste estudo € demonstrado o potencial da EGCG
para tratamento antimicrobiano e/ou como adjuvante terapéutico contra microrganismos

resistentes aos antibiéticos.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus; Resisténcia Antimicrobiana;

Epigalocatequina-3-galato; Moduladores epigenéticos.
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Abstract

The antimicrobial resistance of human pathogens, such as methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA), is described by the World Health Organization (WHO)
as a global health challenge. Epigallocatechin-3-gallate (EGCG), the main constituent of
green tea, has been described as effective in reversing the MRSA resistance phenotype
in vivo, demonstrating to have a synergistic effect against different antibiotics in strains

isolated from hospital infections and nasopharynx colonization in vitro.

This study aims to evaluate epigenetic divergences between methicillin-susceptible
Staphylococcus aureus (MSSA) and MRSA, strains associated with commensal (N=9)
and nosocomial infections (N=10) and the potential modulatory effect induced by
exposure to EGCG in epigenetic modulators, namely, OrfX, a staphylococcal ribosomal
methyltransferase. In addition, the effects induced in SpdC, a pleiotropic regulator of
gene expression, and WalKR, which is crucial for the virulence and environmental

adaptation of S. aureus, have also been evaluated.

In strains that differ in their resistance profile, source, and synergism of EGCG with
different antibiotics, the transcriptional levels of the selected epigenetic modulators were
obtained through the extraction of bacterial RNA, conversion into cDNA and

quantification by the gRT-PCR technique, with subsequent statistical treatment.

The results obtained demonstrate that divergent resistant phenotypes correlate with
divergent transcriptional expression of epigenetic modulator genes, and reversion of the
resistant phenotype by EGCG, particularly OrfX. The study also showed the potential of
EGCG as a therapeutic antimicrobial agent and/or therapeutic co-adjuvant, against

antibiotic resistant microorganisms.

Keywords: Staphylococcus aureus; Antimicrobial resistance; Epigallocatechin-3-gallate;

Epigenetic modulators.

viii



indice Geral

Lo INETOTUGAD. ... 1
2. EStA00 & AN ..o 3
2.1 StaphyloCOCCUS QUIEUS (S. QUIBUS) ...cuvvuueieeeeeieeeeiiiie s e e e e e e eeettae e s e e e e e eeaanaaa e eaeeas 3
2.1.1 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)..........ccccceeeieieeeenneinn, 4

2.1.2 Healthcare-acquired MRSA (HA-MRSA) e Community-acquired MRSA (CA-

IVIRSA) ettt ettt ettt et et et et e e e ettt ettt et et et et et ettt ettt ettt et 5
2.2 Antibioticos e 0 seu mecanismo de aga0 €M S. QUIEUS..........eurrrrrrerrrrmrmrenrnnnnnnnns 7
2.3 Epigalocatequina-3-galato (EGCG) ......uuceeiiieiiiiiiiiiiiei et 7

2.3.1 Sinergismo com antibDiOtiCOS ..........eueiiiiiiiiiiiiiiiie e 8

2.3.2 EGCG e 0 seu potencial epigen€tiCo ..........ccuuvveeiieeeeiiiiiiiiieieee e 9
P2V oo [W] = Tox= To J =T o T [T o =3 i or= VTP RTTT TP 9

2.4.1 OrfX rRNA metiltransferase ..........ccccocvviiiiiiiiii 9

2.4.2 O sistema WalKR e 0 novo fator de viruléncia spdC............ccccceeeeeieeeeiinnnn, 10

G T @ ] 11 117/ 1= PSSR 11
4. MateriaiS € METOUOS ........uuiiiiiiieeiiiii it e e e aee s 13
o R W] o To R0 (oI 1) (1 [ [ TP OPO OSSR 13
4.2 Caraterizacao das estirpes analiSadas ..............ccuuuuurmuiimiiimiimiiiiiiiiiee. 14
4.3 Procedimento 1aboratorial................uuuuuueuiiiiiiiiiii e 18
4.3.1 PreparaGao das ESHIPES .....cuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiie ettt 18
4.3.1.1 EStirpes CONGEladas ...........uuuuuummmmmuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 18
4.3.1.2 CURUIra das ESHIMPES. ....uuuuuiiiiiiiiiiiiiii bbb eeeeeneeenees 18

4.3.2 EXIracao de RNA ... et e e e enaees 18

4.3.3 Quantificac8o de RNA . ... .o e e 19

4.3.4 Convers@o Para CDNA ... e 19

4.3.5 gRT-PCR .ttt e 20
4.4 Considerag0es €tiCaS € [EQaAIS ........uuuuruuuumuiiiiiiiiiiiiiiieii e 21



5. RESURAOS. ......ccoiiiiiiii 23
5.1 Estirpes isoladas da flora comensal analisadas...............cccceevvvviiiiiiieeeciiiviinnnnnn. 23
511 S S A e 23
5.1.1.1 Modulador epigenético SPAC ..........ouciiiiiiiiiiiiee e 24
5.1.1.2 Modulador epigenético WalR............ccoooiiiiiiiiiiiiie e, 24
5.1.1.3 Modulador epigenético OrfX........cccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 25

D L 2 MR G A e 25
5.1.2.1 Modulador epigenétiCo SPAC .......cc.uuviiiiiieeiiiiiiiiieee e 25
5.1.2.2 Modulador epigenético WalR...............coiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeciiiieee e 26
5.1.2.3 Modulador epigenético OrfX........ccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 26

5.2 Estirpes isoladas de infe¢bes agudas hospitalares analisadas...............ccc.uveee. 27
D 2 L M S S A e 27
5.2.1.1 Modulador epigenético SPAC ..........uuiiiiiiiiiiiieccee e 27
5.2.2.2 Modulador epigenético WalR............ccoooiiiiiiiiiiiiii i 27
5.2.2.3 Modulador epigenétiCco OrfX........ccuuiiiiiiiieiiiiiiiiiieee e 28

B 2.2 MR G A e 28
5.2.2.1 Modulador epigenétiCo SPAC ........c.uuveeiiiieeeiiiiiiiieee e 29
5.2.2.2 Modulador epigenético WalR...............oovieiiiiiiiiiiiiiieeee i 29
5.2.2.3 Modulador epigenétiCco OrfX........ccuuiiiiiiiieiiiiiiiiiieee e 30

5.3 Estirpes isoladas da flora comensal apos sementeira 24h sem exposigéo........ 30
531 S S A et et e e aee 30
5.3.1.1 Modulador epigen@tiCO SPUC ......uvrrururrrrrereeeeiereienenennneennenennnnennnennnnnnnnne 30
5.3.1.2 Modulador epigenéticoO WalR.............uuuuuummmmimieiiiiiiiieieieneneeennennnennnnnnnnens 31
5.3.1.3 Modulador epigenético OrfX ........ccuuiiiiiiieeiiiiiiiiiiieee e 32

D B 2 MR G A e e 32
5.3.2.1 Modulador epigenétiCo SPAC .......cc.uvviiiiiieeiiiiiiiiiiiee e 32
5.3.2.2 Modulador epigenético WalR..............ooeiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 33



5.3.2.3 Modulador epigenético OrfX.........ccuuiiiiiiiiiiiiiiiiie e 33

5.4 Estirpes isoladas de infe¢cdes agudas hospitalares, apdés sementeira 24h sem

EXPIOSIGAD ...ttt s 34
B4 M S S A e et a et et e e e e e e eaeae 34
5.4.1.1 Modulador epigenético SPAC ..........uviiiiiiiiiiiicee e 34
5.4.1.2 Modulador epigenético WalR............cccooiii i, 35
5.4.1.3 Modulador epigenético OrfX ..o 35

D4 2 MR G A e e 35
5.4.2.1 Modulador epigenétiCo SPAC ........c.uuvieiiiieeiiiiiiiiieeee e 36
5.4.2.2 Modulador epigenético WalR...............ooeieiiiiiiiiiiiiieeeeeeesiiieieee e 36
5.4.2.3 Modulador epigenético OrfX........ccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 37

5.5 Analise estatistica dOS reSUItadoS. ..........cuvvieiiiiiii i 37
6. DISCUSSA0 € CONCIUSDES ....cceeiiiiiiiiiiiiii ettt e e 45
6.1 DISCUSSEO. ...ttt ee e e e ettt e e e e ettt e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e 45
6.2 CONCIUSDES.....ceeeeiiieeiiiet ettt a e e e e 48
7. LimitagBes do estudo e perspetivas futuras ...........ccccevvveiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 49
8. Referéncias bibliografiCas.........cccceeiii i 51
0. ANIEXOS ettt — e e et e e e e e e e e nrrn s 59
Anexo | — Protocolo de extragdo de RNA ..., 59
Anexo Il — Protocolo de conversdo em CDNA ... 63

Anexo Il — Aprovacido do Conselho de Etica da Escola Superior de Tecnologia da
ST 10T SN0 (SR TS oo T- U PSR 66

Xi



Xii



indice de Tabelas

Tabela 2.1 - Diferenciacéo de estirpes HA-MRSA € CA-MRSA ......cccooiiiiiiiiiiiiiieeeee, 6
Tabela 4.1 - Caraterizacdo das estirpes analisadas e respetivas amostras bioldgicas 15
Tabela 4.2 - Descricdo das estirpes quanto a sua origem, fenétipo de resisténcia a
meticilina e aos antibiotiCOS teStAUOS .......ccceeeeeeeeeeeeeee e 16
Tabela 4.3 - Descricdo das estirpes quanto ao sinergismo da EGCG com 0s varios
aNtiDIOLICOS tESTATOS ....ceeeieeeee e 17
Tabela 5.1 - Média AACt e Desvio padrdo relativamente aos MSSA comensais,
previamente congeladas, para 0 gene SPAC ... 24
Tabela 5.2 - Média AACt e Desvio padrdo relativamente aos MSSA comensais,
previamente congeladas, para o gene WalR ..., 24
Tabela 5.3 - Média AACt e Desvio padrdo relativamente aos MSSA comensais,
previamente congeladas, para 0 gene OrfX......cooooooii oo 25
Tabela 5.4 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA comensais,
previamente congeladas, para 0 gene SPAC ... 25
Tabela 5.5 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA comensais,
previamente congeladas, para o gene WalR ..........cccooiiiiiiiiiiiiiiiii e 26
Tabela 5.6 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA comensais,
previamente congeladas, para 0 gene OrfX ... ..o 26
Tabela 5.7 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MSSA nosocomiais,
previamente congeladas, para 0 gene SPAC .........vviiiiiiiiiiiiiiee e 27
Tabela 5.8 - Média AACt e Desvio padrdo relativamente aos MSSA nosocomiais,
previamente congeladas, para o gene WalR ..........cccooiiiiiiiiiiiiiiiin e 28
Tabela 5.9 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MSSA comensais,
previamente congeladas, para 0 gene OrfX......coooooo oo 28
Tabela 5.10 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA nosocomiais,
previamente congeladas, para 0 gene SPAC ... 29
Tabela 5.11 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA nosocomiais,
previamente congeladas, para o gene WalR ... 29
Tabela 5.12 - Média AACt e Desvio padrédo relativamente aos MRSA nosocomiais,
previamente congeladas, para 0 gene OrfX......coooooooe i 30
Tabela 5.13 - Média AACt e Desvio padréo relativamente aos MSSA comensais, apos

gelose, Para 0 gene SPAC .......ooviiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 31

Xiii



Tabela 5.14 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MSSA comensais, apds
gelose, para 0 geNe WaR ........ooviiiiiiii e 31
Tabela 5.15 - Média AACt e Desvio padrdo relativamente aos MSSA comensais, apés
gelose, para 0 geNE OrfX ... e 32
Tabela 5.16 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA comensais, apds
gelose, para 0 gene SPAC .......oviiiiiiii e 32
Tabela 5.17 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA comensais, apos
gelose, para o gene WalR ... 33
Tabela 5.18 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA comensais,
previamente congeladas, para 0 gene OrfX......cooooooioieiiioeee e 33
Tabela 5.19 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MSSA nosocomiais, apds
gelose, para 0 gene SPAC ..o 34
Tabela 5.20 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MSSA nosocomiais, apos
gelose, para o gene WalR ... 35
Tabela 5.21 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MSSA comensais,
previamente congeladas, para 0 gene OrfX.......ooooooioiiieeeeeeee e 35
Tabela 5.22 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA nosocomiais, apos
gelose, para 0 gene SPAC .......oouiiiiiii e 36
Tabela 5.23 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA nosocomiais, apds
gelose, para 0 gene WalR ........oouiiiiiiii e 36
Tabela 5.24 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA nosocomiais, apds

gelose, para 0 geNE OrfX .. ..o e 37

Xiv



indice de Figuras

Figura 2.1 - Estrutura da parede celular de S. aureus e 0s seus fatores de viruléncia. .3
Figura 2.2 - Prevaléncia de MRSA (%0). ..ccooooieeeeeeeeeeeeeeee e 5

Figura 2.3 - Impacto do sistema de dois componentes WalKR na viruléncia do S. aureus

Figura 4.1 - Protocolo de extracdo de RNA, NZY Total RNA Isolation kit, nzytech™ .. 19
Figura 4.2 - Desenho da placa de PCR........ccooo oo 20

XV


file:///C:/Users/gorda/OneDrive/Ambiente%20de%20Trabalho/tese_atual.docx%23_Toc76168012
file:///C:/Users/gorda/OneDrive/Ambiente%20de%20Trabalho/tese_atual.docx%23_Toc76168013
file:///C:/Users/gorda/OneDrive/Ambiente%20de%20Trabalho/tese_atual.docx%23_Toc76168014
file:///C:/Users/gorda/OneDrive/Ambiente%20de%20Trabalho/tese_atual.docx%23_Toc76168014
file:///C:/Users/gorda/OneDrive/Ambiente%20de%20Trabalho/tese_atual.docx%23_Toc76168015
file:///C:/Users/gorda/OneDrive/Ambiente%20de%20Trabalho/tese_atual.docx%23_Toc76168016

XVi



indice de Graficos

Grafico 5.1 — Expressao relativa dos genes OrfX, SpdC e WalR para as estirpes MSSA
(A) € MRSA (B) COMENSAIS ... .cceiiiiiiiiiiie i e e eeeeeettcee s e e e e ettt e s e e e e e e e e et s e e e e e e e eeaaaanaaas 38
Gréfico 5.2 — Expressao relativa dos genes OrfX, SpdC e WalR para as estirpes MSSA
(A) e MRSA (B) comensais, ap6s sementeira e 24h de incubagao............ccccceeeeeennne 40
Gréfico 5.3 — Expressao relativa dos genes OrfX, SpdC e WalR para as estirpes MSSA
(A) e MRSA (B) nosocomiais, previamente congeladas............ccccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiennnn, 42
Gréfico 5.4 — Expressao relativa dos genes OrfX, SpdC e WalR para as estirpes MSSA
(A) e MRSA (B) nosocomiais, ap0s sementeira e 24h de incubagao ............ccccceeonee 43

XVii


file:///C:/Users/gorda/OneDrive/Ambiente%20de%20Trabalho/tese_atual.docx%23_Toc76835904
file:///C:/Users/gorda/OneDrive/Ambiente%20de%20Trabalho/tese_atual.docx%23_Toc76835904
file:///C:/Users/gorda/OneDrive/Ambiente%20de%20Trabalho/tese_atual.docx%23_Toc76835905
file:///C:/Users/gorda/OneDrive/Ambiente%20de%20Trabalho/tese_atual.docx%23_Toc76835905
file:///C:/Users/gorda/OneDrive/Ambiente%20de%20Trabalho/tese_atual.docx%23_Toc76835906
file:///C:/Users/gorda/OneDrive/Ambiente%20de%20Trabalho/tese_atual.docx%23_Toc76835906
file:///C:/Users/gorda/OneDrive/Ambiente%20de%20Trabalho/tese_atual.docx%23_Toc76835907
file:///C:/Users/gorda/OneDrive/Ambiente%20de%20Trabalho/tese_atual.docx%23_Toc76835907

Abreviaturas

attB — attachment site B

B-lactamicos — Beta-lactamicos

CA-MRSA — Community-acquired MRSA

Ct — cycle threshold

cDNA — complementary DNA (&cido desoxirribonucleico complementar)
DNA —Deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucleico)
DNTMs —DNA metiltransferases

EGCG - Epigalocatequina-3-galato

HA-MRSA — Healthcare-acquired MRSA

HATs — histonas acetilases

HDACs — histonas desacetilases

LA-MRSA - Land stock-acquired MRSA

MIC — Concentragdo minima inibitéria

MRNA — RNA mensageiro

MRSA - Staphylococcus aureus resistente a meticilina
MSSA - Staphylococcus aureus sensivel a meticilina
OMS - Organizagdo Mundial de Saude

PBP — proteina de ligagdo a penicilina

gRT-PCR - Quantitative real-time polimerase chain reaction
RNA - ribonucleic acid (acido ribonucleico)

rRNA — RNA ribossomal

SCC mec - Staphylococcal Cassette Chromosome mec

XViii



1. Introducao

A resisténcia antimicrobiana de patégenos humanos, como em Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), é descrita pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
como um desafio global a salde.(1-4) O MRSA é um dos agentes infeciosos mais
importantes em humanos, sendo conhecido mundialmente como causa de inUmeras
hospitalizacdes e mortes, por sépsis e infecdes pneumocadcicas.(2—6) Adicionalmente,
tem a capacidade de colonizar assintomaticamente humanos, constituindo, nestes
portadores  saudaveis, um reservatério na comunidade, aumentando,
consequentemente, o risco de propagacdo e desenvolvimento de infecbes associadas

com maior gravidade.(7-9)

Estudos recentes sugerem que a Epigalocatequina-3-galato (EGCG), o principal
constituinte do cha verde, é eficaz na reversao do fenétipo de resisténcia do MRSA e
gue tem um potencial antimicrobiano e efeito sinérgico significativos em associagdo com
diferentes antibidticos contra estirpes isoladas de infe¢Bes hospitalares e de colonizagéo

da nasofaringe.(5,10-13)

Compostos naturais, como a EGCG, podem afetar significativamente a estabilidade do
genoma, mMRNA e a expressao de proteinas, sendo reconhecidos como potenciais
moduladores epigenéticos.(14,15) De facto, os beneficios para a salde, associados a
EGCG, tém sido relacionados aos seus efeitos epigenéticos, pois esses compostos sao
capazes de atuar tanto sobre histonas acetil transferases (HATs) como histonas
desacetilases (HDACSs), regular a acetilacdo de histonas e proteinas da cromatina néo-

histonas e afetar a metilagdo do DNA.(14,15)

Em Staphylococci, o gene orfX codifica uma metiltransferase ribossomal, produzida de
forma constitutiva durante o crescimento bacteriano, cuja insercdo se da no complexo
Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec), que contém o gene mecA,

responsavel pela resisténcia aos beta-lactamicos (B-lactamicos) nos MRSA.(16,17)

Ainda, o sistema de dois componentes WalKR, fundamental na rapida adaptacao de S.
aureus a diversas condigbes ambientais e modulador da resisténcia aos
antimicrobianos, regula, positivamente, a expressao do gene spdC, um novo fator de

viruléncia em S. aureus.(18-20)



A tese de mestrado da Dr2. Ana Sofia Zeferino, intitulada “Potencial antimicrobiano da
Epigalocatequina-3-galato do Cha Verde contra MRSA de isolados Hospitalares e da
Comunidade”, que recorreu a isolados de infecdes nosocomiais e estirpes comensais
em voluntarios saudaveis, comprovou a eficacia da EGCG na reversao do fenétipo de
resisténcia.(21) Neste sentido, surge a necessidade de avaliar, com base nas
carateristicas de modulacdo epigenética da EGCG, qual a divergéncia epigenética
induzida pela EGCG em fendtipo de resisténcia em S. aureus, nhomeadamente nos

genes selecionados orfX, WalKR e spdC.



2. Estado de Arte

2.1 Staphylococcus aureus (S. aureus)

Staphylococcus aureus trata-se de uma bactéria oportunista Gram-positiva, com
formato de cocos com tendéncia a rearranjar-se em grupos descritos como “em cacho
de uvas”.(6,7,22—-25) Este coloniza a pele e esta presente na nasofaringe de cerca de
30% da populacgéo, sendo que a colonizacdo se apresenta como um fator de risco para

infecdo, que, frequentemente, ocorre com a mesma estirpe de S. aureus.(2,3,6,26—29)

As infegdes por S. aureus sdo das mais comuns nos humanos, provocando multiplas
infecbes, nomeadamente, bacteriemia, endocardite infeciosa, infecbes da pele e dos
tecidos moles (e.g. impetigo, foliculites, furanculos, celulite), artrite sética, infecdes
pulmonares (e.g. pneumonia e empiema), sindrome do choque toxico, infe¢cdes do trato
urindrio, entre outras.(6,7,24,25,27,29-31)

De acordo com a estirpe e com o local de infecdo, estas bactérias podem provocar
infecbes invasivas e/ou mediadas por toxinas.(2,6,25,29-31) Os seus fatores de
viruléncia permitem a evasao a resposta imunitaria do hospedeiro, com a producéo de
uma capsula antifagocitica, sequestro dos anticorpos do hospedeiro ou dissimulagcdo
dos antigénios por parte da proteina A, formacéo de biofilmes, capacidade de sobreviver
dentro das células e bloqueio do processo de quimiotaxia dos leucdcitos (Figura
2.1).(6,26-29,32)
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Figura 2.1 - Estrutura da parede celular de S. aureus e os seus fatores de

viruléncia, adaptado de Kong et al., 2016 (32).



Os superantigénios constituem outro fator de viruléncia, importante no desenvolvimento
de endocardite infeciosa, sépsis, assim como a sindrome do choque toxico.
(6,26,28,29,32) Por sua vez, a leucocidina Panton-Valentine e a alfa-hemolisina,
conjuntamente com a suprarreferida proteina A, encontram-se associadas com infecdes
pulmonares (Figura 2.1). (6,26,29,32)

2.1.1 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

A resisténcia a antimicrobianos na patogénese bacteriana apresenta-se como um
desafio global, associado a elevadas taxas de morbilidade e mortalidade.(1,4,26)
Durante as Ultimas décadas, o surgimento da resisténcia aos antibioticos em bactérias
patogénicas tornou-se um problema de importancia crescente para a saude
publica.(4,26,31) Reconhece-se que 0s genes promotores da resisténcia aos
antibidticos estdo, atualmente, presentes ndo s6 em patdgenos clinicos, mas também
em bactérias comensais, assim como bactérias do ambiente.(4,24,26,31) Estes formam
um reservatorio propicio para a aquisicdo de genes via transferéncia horizontal,
contribuindo para a propagacéo de estirpes comensais e ambientais multirresistentes,
gue constituem um risco para o desenvolvimento de infe¢Bes severas, como Sépsis,

endocardite e pneumonia.(4,24,31)

Os MRSA constituem estirpes resistentes a todos os antibiéticos B-lactamicos, incluindo
a penicilina e cefalosporinas.(24,30,33) As proteinas de ligacédo a penicilina (PBP) sao
enzimas que se encontram ligadas a membrana celular, constituindo os alvos para a

ligag&o dos antibidticos B-lactamicos.(24,30,33)

Durante a sua evolucdo, S. aureus adquiriu, via transferéncia genética horizontal, o
complexo SCCmec, onde se insere 0 gene mecA que codifica a proteina modificada de
ligagéo a penicilina 2 (PBP2).(2,3,6,24—27,34) Esta atribui-lhe resisténcia a antibioticos
B-lactdmicos (oxacilina, estreptomicina, tetraciclina, eritromicina, etc.), através da
diminuicdo da afinidade da ligacdo dos antibidticos ao seu recetor na
bactéria.(2,3,24,25,27,33)



A prevaléncia de MRSA na Europa aumenta do norte para o sul, com paises como
Portugal, Espanha, Italia e Grécia, no sul europeu, a atingir percentagens de 25-50% de
prevaléncia de MRSA, comparativamente a valores inferiores a 5%, no norte europeu,
como é o exemplo da Noruega e Suécia (Figura 2.2).(26) Na Europa relata-se uma alta
diversidade genética de clones da comunidade, com alto risco de se introduzirem no
ambiente hospitalar, associados a uma elevada frequéncia de isolados positivos para a

leucocidina de Panton-Valentine.(35)

Staphylo

Resistance of
I COCCUS Alreus
to oxacillin (MRSA) (%)

Figura 2.2 - Prevaléncia de MRSA (%), no mundo, em 2018, adaptado de Lee et al.,
2018 (26).

2.1.2 Healthcare-acquired MRSA (HA-MRSA) e Community-
acquired MRSA (CA-MRSA)

Tipicamente, a aquisi¢do de uma infegdo por MRSA ocorre numa unidade de cuidados
de saude, hospital ou unidade de longa duracdo, sendo nosocomial na sua
origem.(36,37) Neste contexto, surgem os Healthcare-acquired MRSA (HA-MRSA), com
trés grandes reservatorios, nomeadamente, os pacientes, os profissionais de saude e o
ambiente inanimado.(26,30,36,37) Cerca de 1/3 dos pacientes que adquirem MRSA em

contexto hospitalar, desenvolvem infe¢cdes pelo mesmo microrganismo.(6,26,27,36)

Os Community-acquired MRSA (CA-MRSA) séo estirpes propagadas na comunidade
com origem provavel em estirpes originalmente disseminadas em ambiente hospitalar.
(26,28,36—38) Por outro lado, individuos portadores de CA-MRSA servem também de

reservatorio para a transmissdo e disseminagdo novamente para 0



hospital.(26,36,39,40) O Center of Disease Control (CDC) define os CA-MRSA como um
microrganismo isolado num ambiente ndo hospitalar ou num paciente dentro das
primeiras 48 horas ap0s admissdo.(40) Estes ndo podem ter qualquer histéria de
colonizacao ou infecéo prévia por MRSA, de internamento ou estadias prolongadas em
unidades de longa duracdo, auséncia de dispositivos prostéticos, dialise ou
cirurgias.(40) Estas estirpes adquiridas na comunidade representam a causa mais

identificada de infecGes da pele e dos tecidos moles.(36,37,41)

As estirpes CA-MRSA diferem significativamente das HA-MRSA, no que diz respeito a)
a configuracdo do complexo SCCmec que codifica a resisténcia a meticilina; b) a
resisténcia a outras classes de antibiéticos transportados por plasmideos; c) a taxa de
crescimento; d) & presenca de toxinas e/ou fatores de viruléncia e e) ao local e
mecanismo de infecdo, afetando diferentes grupos de risco (Tabela
2.1).(2,3,26,36,38,39,41)

Tabela 2.1 - Diferenciac&o de estirpes HA-MRSA e CA-MRSA(2,3,42,6,26—28,30,36,38,39)

Fator/Estirpe HA-MRSA CA-MRSA

Resisténciaa Multirresistente Somente aos B-lactamicos

antibiodticos

Infecbes Invasivas, como sépsis, Pele e tecidos moles (abcessos,
pneumonia, endocardite foliculite, pustulas)

infeciosa, e infecbes do trato

urinario e da ferida cirargica

Populacéao- Pacientes imunocomprometidos, Individuos jovens, saudaveis,
alvo com histérico recente de sem fator de risco para HA-
hospitalizacdo, pacientes em MRSA
dialise, residentes em unidades

de cuidados continuados, etc.

Outros Dispositivos invasivos Contacto proximo com
fatores de (cateteres, algalias, tubos portadores de MRSA, partilha de
risco endotraqueais) pela capacidade itens pessoais, trauma na pele,
de formacéo de biofilmes higiene pobre, sobrepopulacéo,

exposicao frequente a

antibioticos, acesso limitado a

saude




Conhecem-se cinco tipos de SCCmec, que variam em tamanho, composi¢cao genética,
padrBes de resisténcia antimicrobiana e prevaléncia relativa nos dois grupos de
MRSA.(36,39) As estirpes CA-MRSA possuem, geralmente, os complexos SCCmec IV
e V, associados com o0s genes que codificam para a leucocidina de Panton-
Valentine.(26,30,36,38) Enquanto, as estirpes HA-MRSA encontram-se relacionadas
com os complexos SCCmec |, Il e lll, associados a multirresisténcia antimicrobiana,
carateristica dos HA-MRSA.(30,36,38,39)

Ainda assim, a distincdo entre ambas apresenta-se cada vez menos clara, pois com a
evolugéo da epidemiologia da CA-MRSA, esta tem emergido como causa de epidemias

hospitalares, em infe¢des nosocomiais.(2,27,37)

2.2 Antibioticos e 0 seu mecanismo de acdo em S. aureus

Os principais alvos dos antibidticos em Staphylococci sdo o envelope celular, o
ribossoma e os &cidos nucleicos.(10,33,34,43) As estirpes do presente estudo foram,
previamente, sujeitas a agao de quatro antibiéticos para a avaliagdo do sinergismo com
a EGCG e definigdo do seu fendtipo de resisténcia: amoxicilina, tetraciclina, gentamicina

e imipenem.

Os B-lactamicos, onde incluimos a amoxicilina e o imipenem (pertencente ao subgrupo
dos carbapenemos), inibem a sintese de peptidoglicano.(33,43-47) Estes tém como
alvo as PBP, cuja ligagdo induz a perda de viabilidade e lise, através da ativagdo de
processos autoliticos na bactéria.(33,44,45,47,48) O imipenem é resistente a algumas

B-lactamases, estando indicado em multirresisténcias.(33,45,48)

A gentamicina é um antibiético de largo espectro da classe dos
aminoglicosideos.(12,33,43,45,49) O mecanismo de acdo destes antibidticos consiste
na sua ligagdo a subunidade ribossomal 30S, incapacitando a bactéria de sintetizar
proteinas.(12,33,45,46)

A tetraciclina € um antibiético de largo espectro que inibe o crescimento bacteriano
através da inibicdo da traducdo, com ligacdo ao ribossoma, interferindo na sintese de
proteinas.(5,33,43,46,50)

2.3 Epigalocatequina-3-galato (EGCG)

O chéa verde, um produto extraido da planta Camelia sinesis, possui elevadas

concentracdes de compostos fendlicos, nomeadamente, a epigalocatequina-3-galato



(EGCG), epicatequina galato, epicatequina, galatocatequina e galocatequina
galato.(13,51-54)

As catequinas do cha verde tém uma acédo direta nas bactérias, provocando danos na
membrana celular, inibicdo da sintese de acidos gordos, inibicdo da atividade enzimatica
entre outros, sendo que a maioria dos estudos se foca no seu sinergismo com

antibidticos e nos seus efeitos epigenéticos.(10,13,52,55,56)

Entre os inimeros beneficios da EGCG para a salude, destacam-se o0s seus efeitos
enquanto agente antioxidante, anti-inflamatério, anticarcinogénico, promotor da saude
cardiovascular e oral e o seu potencial antimicrobiano.(5,10,13,14,53-55,57) Este Ultimo
foi demonstrado contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (e.g. E. coli,
Salmonella spp., S. aureus, Enterococcus spp.), alguns fungos (e.g. Candida albicans)

e virus (e.g. HIV, Herpes simplex, Influenza).(10,13)

Particularmente em S. aureus, o tratamento com EGCG provoca altera¢des ao nivel do
envelope celular e inibicdo proteica, induzindo dano celular.(56,58,59) A EGCG ao
interferir com as proteinas da membrana celular e com o proprio peptidoglicano,
contribui para a diminuigdo de varios fatores de viruléncia, nomeadamente, a producéo
de biofilmes.(59)

2.3.1 Sinergismo com antibioticos

O termo sinergismo é aplicado se o efeito terapéutico combinado de dois ou mais
componentes € superior aos seus efeitos individuais.(5,10,60) A combinacdo com
componentes naturais melhora ou facilita a interacédo do antibiético com o seu alvo no

microrganismo, prevenindo a emergéncia da resisténcia.(10,11,14,60)

A combinacdo de antibiéticos, como a tetraciclina, ampicilina/sulfabactam, penicilina,
antibidticos B-lactamicos, carbapenemos e gentamicina, com a EGCG mostrou reduzir
a concentracao minima inibitoria (MIC) dos antibidticos e aumentar a suscetibilidade dos

MRSA a estes, revelando um elevado potencial sinérgico.(5,10-13,44,61,62)

A EGCG e os antibiéticos B-lactamicos atuam conjuntamente nos MRSA, ligando-se
diretamente ao peptidoglicano e provocando, assim, a rutura da parede celular.
(47,56,61)



2.3.2 EGCG e o seu potencial epigenético

A dieta pode influenciar os mecanismos epigenéticos provocando alteragbes na
expressdo génica sem alterar a sequéncia de DNA, afetando a estabilidade do genoma

e a expressao de mRNA e proteinas.(10,14)

Foi demonstrado que a EGCG interage com DNA metiltransferases (DNMTs), HATs e
HDACs, como modulador de alteracBes epigenéticas.(14,55) Em estudos relacionados
com a carcinogénese, foi comprovada a acdo da EGCG na inducdo da reativacao
epigenética de genes silenciados ou inibicdo epigenética de oncogenes, através da
inibicio de DNMTs ou da atividade de HDACSs.(55) Os principais alvos moleculares
descritos sdo marcas epigenéticas acetilacao das histonas H3 e H4, H3K27m3, HDAC,

entre outros.(14)

2.4 Modulacéo epigenética

A Epigenética é a area da biologia que estuda mudancas herdaveis na funcéo
génica/fendtipo que ndo estdo relacionadas a mudangas na estrutura primaria do
DNA.(63—-65) Os mecanismos epigenéticos major em humanos séo a metilacdo do DNA,
modificagdo de histonas e a expressdo de micro RNAs nao codificantes
regulatérios.(55,65) Estas modificagbes sdo potencialmente reversiveis, com o0
ambiente, a dieta ou intervencdes farmacoldgicas a participarem nesta modulacdo

epigenética.(66)

No presente estudo foram selecionadas 3 entidades, comprovadamente relacionadas
com a regulacdo epigenética nas bactérias, com maior ou menor especificidade para S.

aureus, cuja pertinéncia € descrita em seguida.

2.4.1 OrfX rRNA metiltransferase

O gene orfX foi descrito como especifico dos Staphylococci.(16,17) Este codifica uma
metiltransferase ribossomal estafilocécica dos ribossomas 70S, cujo substrato é a S-

adenosil-L-metionina.(16,17)

Este gene esta conservado em todos os Staphylococci, o que sugere que se trate de
um gene essencial, sendo produzido de forma constitutiva durante o crescimento
bacteriano.(16,17) Foi inicialmente estudado devido ao facto de no seu C’ terminal se
dar a insercdo do complexo SCCmec, que contém o gene mecA, como descrito

anteriormente, responsavel pela resisténcia aos B-lactamicos nos MRSA.(16,17)



2.4.2 O sistema WalKR e o novo fator de viruléncia spdC

O sistema WalKR trata-se de um sistema de dois componentes, conhecidos por serem
cruciais para a rapida adaptacdo de S. aureus a um largo espectro de condi¢des
ambientais, sendo por isso, considerados moduladores epigenéticos.(18-20) Este
sistema controla o metabolismo da parede celular, através da producdo de
autolisinas.(18-20)

atlA, slel,
IytM,

Innate immune Bacterial
response activation clearance

Host extracellular matrix binding

Cytolysis Host
Proteolysis colonization
Innate immune response evasion

Figura 2.3 - Impacto do sistema de dois componentes WalKR na viruléncia do S. aureus
adaptado de Delauné et al., 2012 (19).

O gene spdC codifica a proteina SpdC, uma proteina de membrana, envolvida em
processos de sinalizacdo celular.(20) O sistema WalKR regula positivamente a
expressdo do gene spdC e a proteina SpdC, por sua vez, diminui a expressao de genes
do sistema WalKR.(20) Em estudos recentes, Poupel e o0s seus colaboradores
descreveram a proteina SpdC como um novo fator de viruléncia em S. aureus.(20)
Mutantes para o gene spdC apresentaram uma capacidade diminuida para a formagéo

de biofilmes e uma expresséo reduzida de multiplos genes de viruléncia.(20)

A regulagéo entre estas duas entidades é fundamental na homeostase do envelope
celular da bactéria, na primeira linha de defesa e protecao contra o hospedeiro e as
condicdes a que esta sujeito, na regulacao de varios fatores de viruléncia e na resposta

a acao de antibioticos e no desenvolvimento de resisténcias.(20)
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3. Objetivos

ApoOs evidéncia da eficacia da EGCG na reversdo do fendtipo de resisténcia em S.
aureus in vitro na tese suprarreferida, decorre a necessidade de compreender quais as
divergéncias epigenéticas associadas a este fendmeno.(21) Para tal, esta investigacdo
concorre para o objetivo geral da avaliacdo das divergéncias epigenéticas induzidas
pela ECGC em genes de modulacao epigenética associados a fenétipo de resisténcia
em S. aureus, concretamente no gene orfX, no sistema de dois componentes WalKR e
no novo fator de viruléncia spdC, em isolados de infegcbes nosocomiais e estirpes
comensais de voluntarios saudaveis, antes e apés subcultura em gelose de sangue e

incubacao por 24h, a 37°C.
Os objetivos especificos para este estudo consistem em:

- Andlise da expresséo geénica de orfX, WalkKR e spdC, através da obtencdo dos seus
niveis transcricionais pela técnica de quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction
(gRT-PCR), em S. aureus sensiveis a meticilina (MSSA) e MRSA, isolados da flora

comensal de voluntarios saudaveis;

- Andlise da expressao génica de orfX, WalKR e spdC, através da obtengdo dos seus
niveis transcricionais pela técnica de gRT-PCR, em MSSA e MRSA, isolados de

infecdes nosocomiais;

- Andlise da expresséo génica de orfX, WalKR e spdC, através da obtencdo dos seus
niveis transcricionais pela técnica de qRT-PCR, em MSSA e MRSA, isolados da flora

comensal de voluntarios saudaveis, apés subcultura em gelose de sangue, 24h, a 37°C;

- Andlise da expressédo geénica de orfX, WalKR e spdC, através da obtencdo dos seus
niveis transcricionais pela técnica de gRT-PCR, em MSSA e MRSA, isolados de

infecdes nosocomiais, apds subcultura em gelose de sangue, 24h, a 37°C;

- Andlise estatistica para comparacgéo dos niveis transcricionais obtidos, com recurso ao

teste de t student.
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4. Materiais e Métodos

Esta investigagéo decorre da tese de mestrado intitulada “Potencial antimicrobiano da
Epigalocatequina-3-galato do Cha Verde contra MRSA de isolados Hospitalares e da
Comunidade” da autoria da investigadora Dr2. Ana Sofia Zeferino.(21) As conclusbes
obtidas na dissertacao suprarreferida permitiram colocar a hipétese de que a EGCG tem
potencial epigenético em fendétipos de resisténcia em S. aureus. A metodologia aplicada
pretendeu avaliar as diferencas transcricionais em moduladores epigenéticos entre
estirpes bacterianas que diferem na sua resisténcia antimicrobiana, nomeadamente
MSSA e MRSA, previamente isoladas de infecdes nosocomiais e da flora comensal da

nasofaringe de voluntarios saudaveis.

A técnica-base foi a qRT-PCR para a obtencado dos niveis transcricionais de conhecidos
moduladores epigenéticos em S. aureus, sendo eles: orfX, spdC e WalKR.
Primeiramente, procedeu-se a extracdo de RNA, seguida da sua quantificacdo e
conversao em cDNA para utilizacdo na gRT-PCR. Deste modo, os niveis transcricionais
obtidos foram avaliados, comparados e correlacionados com os dados relatados sobre
o perfil de resisténcia fenotipica das estirpes, a sua origem e efeito modulador resistente
a EGCG.

4.1 Tipo de estudo

Este estudo classifica-se como:

- Observacional porgue néo sofre qualquer manipulagéo pelo investigador, limitando-se

a observar e analisar;

- Descritivo-correlacional, visto que se pretende descrever a existéncia de moduladores
epigenéticos e correlaciona-los com o seu perfil de resisténcia, origem e sinergismo

observado previamente com o0 EGCG contra os varios antibioticos;

- Transversal porque apenas foi efetuada uma medicdo dos niveis transcricionais dos

genes selecionados durante o estudo.
Quanto as variaveis, estas dizem respeito a:

- Perfil de Resisténcia das estirpes de S. aureus, classificando-se como nominal,

bivariada, obtendo como valores MSSA (sensivel) e MRSA (resistente);
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- Origem das estirpes, classificando-se como nominal e bivariada, obtendo como valores

Flora comensal e Infe¢cbes nosocomiais;

- Sinergismo com EGCG e os antibiéticos, classificando-se como nominal e bivariada,

com valores como observado e ndo observado;

- Niveis transcricionais dos moduladores epigenéticos selecionados (orfX, spdC e
WalKR), classificando-se como variaveis quantitativas, ha escala de razao, com valores

obtidos ap0s o tratamento estatistico dos dados obtidos a partir da gRT-PCR.

4.2 Caraterizacao das estirpes analisadas

O método de amostragem € nao probabilistico, de selecdo racional visto que as estirpes
foram selecionadas com base nos resultados obtidos na tese de mestrado intitulada
“Potencial Antimicrobiano a Epigalocatequina-3-Galato do Cha Verde contra MRSA de
Isolados Hospitalares e da Comunidade”, da Dr.? Ana Sofia Zeferino, com as

carateristicas consideradas pertinentes para o estudo.(21)

As estirpes consistem em 9 isolados com origem comensal, nomeadamente 4 MSSA e
5 MRSA, e 10 estirpes com origem nosocomial, com 5 MSSA e 5 MRSA, previamente
sujeitas a exposicdo a EGCG e avaliagdo do sinergismo com diversos antibidticos
(Tabela 4.1, Tabela 4.2).
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Tabela 4.1 - Caraterizacdo das estirpes analisadas e respetivas amostras bioldgicas,
adaptado de Zeferino et al. 2020 (21)

Fendtipo de _
] o Estirpe L
Origem | resisténcia a _ Amostra bioldgica
o analisada
meticilina
CC4
MB6
MSSA
MB10
-% MB17
S MB2 Exsudado nasofaringeo
S
8 MB12
MRSA MB5
VFXB14
VFXB16
3 Expetoracéo
5 Expetoracéo
MSSA 13 Exs. Superficial Aspirado Mama
o 15 Expetoracéo
©
= 16 Expetoracéo
(@]
3 7 Exs. Purulento de Ulcera pé direito
8 -
z Expetoracao
MRSA 18 Lavado broncoalveolar
31 Hemocultura
22 Bibpsia de Ulcera de pressao
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Tabela 4.2 - Descricdo das estirpes quanto a sua origem, fenétipo de resisténcia a

meticilina e aos antibidticos testados, adaptado de Zeferino et al. 2020 (21)

Fendtipo
de . . . -
= o _ Imipenem | Tetraciclina | Gentamicina | Amoxicilina
& | resisténcia | Estirpes
5 5 (10ug) (30u9) (30u9) (25u0)
Meticilina
CC4 S S S R
< MB6 S S S R
0
s MB10 S S S R
%) MB17 S S S S
©
(2]
o MB2 S S S R
£
S MB12 R S S R
<
@ MB5 S S S S
=
VFXB14 S S S R
VFXB16 S S S R
3 S S S R
5 S S S R
&
A 13 S S S S
=
15 S NA S R
20
£ 16 S S R R
3
g 7 S S S R
< 9 R S R R
%
s 18 S S R R
=
31 S NA R R
22 R S S R

*S-Sensivel e R- Resistente

Relativamente ao sinergismo observado com a EGCG, temos que o fendtipo de
resisténcia a uns antibiéticos reverteu na sua totalidade, outros reverteram até ou a partir

de certa concentracdo de EGCG e alguns ndo alteraram o seu fenétipo (Tabela 4.2).
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Tabela 4.3 - Descricdo das estirpes quanto ao sinergismo da EGCG com 0s varios

antibidticos testados, adaptado de Zeferino et al. 2020 (21)

Fendtipo de

resisténciaa | Estirpes

Origem

Meticilina

Sinergismo com a EGCG

CC4

IMIP S; TETRA S; GENTA S; AMOX R reversao com
EGCG = 50ug/mL

MB6

IMIP S; TETRA' S; GENTA S; AMOX R reversao total

MSSA

MB10

IMIP S; TETRA S; GENTA S; AMOX R sem reverséo

MB17

IMIP S; TETRA S; GENTA S; AMOX S

IMIP S; TETRA S; GENTA S; AMOX R reverséo total

Comensais

IMIP R reversao total; TETRA S; GENTA S; AMOX R

sem reversao

MRSA

IMIP S; TETRA S; GENTA S; AMOX S

IMIP S; TETRA S; GENTA S; AMOX R sem reversao

IMIP S;: TETRA S; GENTA S; AMOX R reversao com
EGCG = 100 pg/mL

IMIP S; TETRA S; GENTA S; AMOX R sem reversao

IMIP S;: TETRA S; GENTA S; AMOX R reversdo com
EGCG =50 pg/mL

MSSA

IMIP S; TETRA S; GENTA S; AMOX S

IMIP S; TETRA NA; GENTA S; AMOX R sem reversao

IMIP S; TETRA S; GENTA R sem reversdo; AMOX R

sem reversao

IMIP S; TETRA S; GENTA S; AMOX R sem reversao

Nosocomiais

IMIP R; TETRA S; GENTA R reversao total; AMOX R

sem reversao

IMIPS; TETRA S; GENTA R reverséo total; AMOX R

sem reversao

MRSA

IMIP S; TETRA NA; GENTA R reversdo com EGCG 2
100 pg/mL; AMOX sem reversao

IMIP R sem reversao; TETRA S; GENTA S; AMOX R

sem reversao
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*IMIP — Imipenem (10ug); TETRA — Tetraciclina (30ug); GENTA — Gentamicina (30ug); AMOX —
Amoxicilina (25ug); S-Sensivel e R- Resistente; Destacadas a vermelho apresentam-se as

estirpes mais resistentes dentro de cada grupo de estirpes.

4.3 Procedimento laboratorial

4.3.1 Preparacao das estirpes
4.3.1.1 Estirpes congeladas

Os isolados encontravam-se congelados em 10% glicerol a -20°C. Numa primeira fase,
procedeu-se ao descongelamento das estirpes em gelo seco, de forma gradual,

provocando o menor dano possivel nas mesmas.
4.3.1.2 Cultura das estirpes

De modo, a avaliar a transmissdo das carateristicas epigenéticas em estudo para a
descendéncia, os mesmos métodos foram aplicados as estirpes apos serem semeadas
em gelose de sangue, com 24h de incubacéo, a 37°C. A extracao de RNA foi realizada
partir das col6nias isoladas, elevando o niUmero de extragfes para o dobro. Desta forma,
contabiliza-se um total de 38 eluidos — 19 diretamente provenientes das coldnias
congeladas e armazenadas, e outros 19 eluidos derivados da cultura e respetiva

sementeira das mesmas.

4.3.2 Extracdo de RNA

O RNA total foi extraido, recorrendo ao NZY Total RNA Isolation kit, da nzytech™, de
acordo com as instrucdes do fabricante (Figura 4.1, Anexo |). Este método utiliza um
tampéo de lise desnaturante, contendo tiocianato de guanidina, que inativa as RNases
celulares, para garantir a obtencao de moléculas de RNA intactas. O etanol adicionado
permite a ligacao seletiva do RNA total na membrana de silica enquanto as impurezas
sdo removidas. Para prevenir a contaminagdo com DNA, a solu¢cdo de DNase | é
adicionada & membrana de silica. Por fim, é obtido um eluido de RNA puro, numa
solucdo aquosa livre de RNases. Este kit estd desenhado para a sua utilizacdo em

estirpes bacterianas.
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1. Pre-treatment
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lysis filtration min ethanol
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\
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Add Buffer NR & \Y Loadthe mixtreontoa Transfer the flow-through Add 70% ethanol
B-mercaptoethanol and ~ NZYSpin Homogenization T into a new microcentifuge > and mix by
mix by vortexing column tube pipetting

2. RNA purification
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silica membrane by microcentrifuge tube
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Figura 4.1 - Protocolo de extragdo de RNA, NZY Total RNA Isolation kit, nzytech™

4.3.3 Quantificacdo de RNA

Foi determinada a concentracdo de RNA em todos os isolados, através de
espectrofotometria  em microvolumes, no equipamento NanoDrop One© da
ThermoFisher™, contra um branco de agua. Este equipamento permite, para além da
obtencdo da concentracdo de RNA (ng/uL), o célculo das razb6es de absorvancias
A260/280, que controla a qualidade da extracdo de RNA, com valores 6timos préximos
de 2.0 para o RNA “puro”, e A260/230 que pode indicar a contaminagao com diversos
compostos, como fendis, guanidina, particulas magnéticas, hidratos de carbono e

proteinas. Os valores desta Ultima variam, geralmente, entre 1.8 e 2.2.

4.3.4 Converséo para cDNA

Depois de obtidas as concentracdes de RNA adequadas para cada estirpe, foi possivel
calcular o volume necessério para a normalizacdo do conteddo em RNA utilizado em
100ng, com diluicdo em 4gua livre de RNases. 100ng de RNA total de cada estirpe foram
reversamente transcritos em cDNA, recorrendo aos reagentes Applied Biosystems™
TagMan™ Reverse Transcription (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific Inc.), com
hexdmeros aleatérios como primers, numa reacdo RT (Reverse-Transcriptase)

reduzida, de acordo com as instrugbes do fabricante (Anexo Il). As reagbes RT



decorreram nas seguintes condi¢des: 25°C por 10 min, 37°C por 30 min, 95°C por 5 min,

mantendo a 4°C, no termociclador.

4.3.5 gRT-PCR

O gRT-PCR realizou-se no equipamento Connect™ Real-Time PCR Detection System
(Bio-rad) para quantificar a expressao génica. Cada reacao foi executada em triplicado
utilizando SYBR Green Mastermix (Bio-rad), Primer Forward, Primer Reverse e agua
livre de RNases, num volume final de 20ul. Para cada triplicado foram utilizados 3,25 pL
de cDNA, e para o 16sRNA foram utilizados 0,3 yL. Foram realizados PCRs controlo
para todas as combinac¢des de primers sem template (Figura 4.2). As condi¢bes dos
ciclos foram as seguintes: 95°C por 3 minutos; e 40 ciclos de 95°C por 10 segundos,

60°C por 30 segundos, com leitura por fluorescéncia.

A EDEDE) e YomX e Yor Yerer o)
.
2L PICITIOC IS
2 + 4+ S IICTOCITS,
= @@@ (- e (e o) o)
(T3 28D ICIICTD
4 O9C T ICED
S PETICTICTD

Figura 4.2 - Desenho da placa de PCR (NTC — No-template control) O mesmo replicou-se

sucessivamente para as 38 estirpes em estudo.

A gquantificacéo relativa foi realizada pela normalizacdo dos ciclos threshold (Ct) dos
genes-alvo com o Ct médio de 16S rRNA, pelo calculo de ACt, para cada uma das

medi¢Bes. Foi usado como controlo interno 0 16S rRNA por ser um gene de manutencao
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celular (housekeeping gene). A transcricao dos genes alvo foi comparada em relacao a

este gene, sendo o basal.

Os niveis transcricionais foram analisados calculando AACt (AACt= ACt
c/tratamento—média ACt controlo), com recurso ao software Microsoft Excel. Foram
definidos grupos de estirpes a analisar, com base na sua origem e fenétipo de
resisténcia a Meticilina, nomeadamente, comensais MSSA, comensais MRSA,
nosocomiais MSSA e nosocomiais MRSA. De entre estes, foi selecionada a estirpe que
se apresentou como mais resistente, segundo o antibiograma realizado previamente,
em relagdo a qual se compararam os niveis transcricionais dos varios moduladores
epigenéticos, representando o controlo na expressdo matematica suprarreferida (média
ACt controlo). As médias dos Cts obtidas para cada gene e respetiva estirpe
contribuiram para o calculo do ACt c/tratamento. As diferengas significativas foram

obtidas utilizando o teste de t Student.

4.4 Consideracdes éticas e legais

Este trabalho decorre do projeto de mestrado da Dr2. Ana Sofia Zeferino, intitulado
“Potencial Antimicrobiano a Epigalocatequina-3-Galato do Cha Verde contra MRSA de
Isolados Hospitalares e da Comunidade”, aprovado em conselho de Etica da Escola
Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa, Instituto Politécnico de Lisboa, com a ref:
CE-ESTeSL-N°.18-2019. O presente estudo tem base no conjunto de amostras cedido
pela investigacdo suprarreferida, sendo que ndo h& necessidade de obter

consentimentos informados, pois ndo foram tratados quaisquer dados pessoais.

A presente investigacdo foi aprovada pelo conselho de Etica da Escola Superior de
Tecnologia da Saude de Lisboa com a referéncia CE-ESTeSL-N°. 20-2020 (Anexo II).

4.5 Financiamento

O estudo decorreu no Centro de Investigacdo em Saude e Tecnologia H&TRC,
localizado na Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa do Instituto Politécnico
de Lisboa, financiado pelo projeto IDI&CA 2020 - Modulacdo de resisténcia e
divergéncia epigenética em perfis de fenotipicos resistentes de Staphylococcus aureus
(EpiResisSA).

Os autores e 0 H&TRC agradecem o apoio nacional da FCT/MCTES através das
UIDB/05608/2020 e UIDP/05608/2020.
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5. Resultados

Para a exposicdo dos resultados obtidos, as estirpes analisadas foram agrupadas
consoante a sua origem, comensal ou nosocomial, e fenotipo de resisténcia a Meticilina
e, ainda, separadas de acordo com o seu tratamento: obtidas diretamente das estirpes
congeladas, ou através da sua sementeira em gelose de sangue, apos 24 horas de
incubacdo. Deste modo, reconhecem-se oito grupos distintos, sob os quais irdo ser
apresentados os resultados, sendo eles MSSA comensais, MRSA comensais, MSSA
nosocomiais e MRSA nosocomiais, obtidos diretamente das estirpes congeladas, e os

mesmos 4 grupos para as estirpes apos cultura em gelose de sangue.

Os niveis transcricionais para os 3 moduladores epigenéticos, foram obtidos através de
um primeiro céalculo de ACt, normalizando os Cts obtidos para cada triplicado das
estirpes e gene, com o gene de manutencao celular 16sRNA. Em seguida, foi calculado
o AACt (ACt c/tratamento— média ACt controlo), onde foram selecionadas, dentro de
cada grupo suprarreferido, as estirpes mais resistentes, com base no seu antibiograma

e sinergismo com a EGCG, observado previamente (21).

A representacdo dos dados exposta contempla a média do AACt e respetivo desvio
padrdo para cada estirpe, permitindo a observacao da distribuicdo dos dados dentro do
mesmo grupo, relativamente a estirpe mais resistente. Posteriormente, para avaliar a
significAncia dos niveis transcricionais dos varios genes, procedeu-se a realiza¢do do

teste t Student, para comparacao de médias.

5.1 Estirpes isoladas da flora comensal analisadas

Iniciando pelos resultados obtidos diretamente das estirpes congeladas, estes estdo
apresentados em dois grupos distintos: MSSA (CC4, MB6, MB10 e MB17) e MRSA
(MB2, MB5, MB12, VFXB14, VFXB16). Para cada um deles, serdo tidos em conta os 3

moduladores epigenéticos testados, Spdc, WalR e OrfX.

5.1.1 MSSA

Neste primeiro grupo, temos as estirpes MSSA de origem comensal, ho qual a estirpe
MB10 se apresenta como a mais resistente, apresentando resisténcia a amoxicilina

(25ug), sem reversao de fen6tipo de resisténcia com exposicdo a EGCG.
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5.1.1.1 Modulador epigenético Spdc

Relativamente a estirpe mais resistente, MB10, obteve-se a média do AACt e desvio

padréo para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.1.

Tabela 5.1 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MSSA comensais, previamente

congeladas, para o gene SpdC

Estirpes CC4 MB6 MB17
Média AACt -10, 865 4,615 4,980
Desvio padréo 0,16263456 0,261629509 1,145512986

Observa-se que a estirpe CC4, com reversdo do fendétipo de resisténcia a amoxicilina
(25ug) apods exposicao a pelo menos 50 pg/mL de EGCG, tem niveis transcricionais de
spdC bastante inferiores a estirpe mais resistente. Por outro lado, as estirpes totalmente
sensiveis ou com reversédo total do fendtipo de resisténcia a amoxicilina (25ug) apos
exposicdo a EGCG (MB6 e MB17), apresentam niveis transcricionais superiores a

estirpe resistente, semelhantes entre si.
5.1.1.2 Modulador epigenético WalR

Relativamente a estirpe mais resistente, MB10, obteve-se a média do AACt e desvio

padréo para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.2.

Tabela 5.2 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MSSA comensais, previamente

congeladas, para o gene WalR

Estirpes CC4 MB6 MB17
Média AACt 7,875 1,845 17,292
Desvio padrao 0,098995 0,084853 0

Verifica-se um aumento generalizado dos niveis transcricionais de WalR, relativamente
a estirpe mais resistente, com o maior valor alcancado na estirpe MB17, totalmente

sensivel aos antibioticos.

24



5.1.1.3 Modulador epigenético OrfX

Relativamente a estirpe mais resistente, MB10, obteve-se a média do AACt e desvio

padrdo para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.3.

Tabela 5.3 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MSSA comensais, previamente

congeladas, para o gene OrfX

Estirpes cca MB6 MB17
Média AACt 3,895 1,470 19,210
Desvio padréo 0,190918831 0,098994949 0,098994949

Tal como observado para o gene WalR, aqui também se verifica um aumento
generalizado dos niveis transcricionais de OrfX, destacando-se a estirpe mais sensivel

que obteve o valor mais elevado (MB17).

5.1.2 MRSA

Neste segundo grupo, temos as estirpes MB2, MB12, MB5, VFXB14 e VFXB16, MRSA
de origem comensal, no qual a estirpe VFXB14 se apresenta como a mais resistente,
apresentando resisténcia a amoxicilina (25ug), sem reversao de feno6tipo de resisténcia

com exposi¢do a EGCG.
5.1.2.1 Modulador epigenético Spdc

Relativamente a estirpe mais resistente, VFXB14, obteve-se a média do AACt e desvio

padréo para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.4.

Tabela 5.4 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA comensais, previamente

congeladas, para o gene SpdC

Estirpes MB2 MB12 MB5 VFXB16
Média AACt 20,690 2,740 4,740 3,430
Desvio padrédo | 6,420529573 | 0,240416306 | 0,141421356 0,127279221

Em todas as estirpes foi verificado um aumento dos niveis transcricionais de spdC em
comparagéo com a estirpe mais resistente, destacando-se em particular a estirpe MB2,
com reverséo total do fenétipo de resisténcia a amoxicilina (25ug), apés exposicdo a
EGCG.
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5.1.2.2 Modulador epigenético WalR

Relativamente a estirpe mais resistente, VFXB14, obteve-se a média do AACt e desvio

padrdo para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.5.

Tabela 5.5 - Média AACt e Desvio padréo relativamente aos MRSA comensais, previamente

congeladas, para o gene WalR

Estirpes MB2 MB12 MB5 VFXB16
Média AACt 2,430 2,400 7,045 3,158
Desvio padrédo | 0,487903679 0,120208153 0 0,176162803

Verifica-se um aumento generalizado dos niveis transcricionais de WalR, relativamente
a estirpe mais resistente, com o maior valor alcancado na estirpe MB5, totalmente

sensivel aos antibioticos.

5.1.2.3 Modulador epigenético OrfX

Relativamente a estirpe mais resistente, VFXB14, obteve-se a média do AACt e desvio

padréo para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.6.

Tabela 5.6 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA comensais, previamente

congeladas, para o gene OrfX

Estirpes MB2 MB12 MB5 VFXB16
Média AACt 3,265 3,860 20,160 5,998
Desvio 0,219203102
0,509116882 0,657609307 0,136503968
padréo

Tal como observado para o gene WalR, aqui também se verifica um aumento
generalizado dos niveis transcricionais de OrfX, destacando-se a estirpe mais sensivel,

MB5, que atinge o valor mais elevado, 4-6X superior as restantes estirpes do grupo.
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5.2 Estirpes isoladas de infecOes agudas hospitalares

analisadas

Em seguida, sdo apresentados os resultados obtidos diretamente das estirpes
congeladas, para as estirpes de origem nosocomial, divididos em dois grupos distintos,
com base no seu fenétipo de resisténcia a meticilina: MSSA (3, 5, 13, 15, 16) e MRSA
(7, 9, 18, 31, 22). Para cada um deles, serdo tidos em conta os 3 moduladores
epigenéticos testados, Spdc, WalR e OrfX.

5.2.1 MSSA

Neste primeiro grupo, temos as estirpes MSSA de origem nosocomial, no qual a estirpe
16 se apresenta como a mais resistente, apresentando-se como sensivel ao imipenem
(10ug) e tetraciclina (30ug), e resistente a gentamicina (30ug) e amoxicilina (25ug), sem

reversdo do fendtipo de resisténcia, apos exposicao a EGCG.
5.2.1.1 Modulador epigenético Spdc

Relativamente a estirpe mais resistente, estirpe 16, obteve-se a média do AACt e desvio

padréo para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.7.

Tabela 5.7 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MSSA nosocomiais,

previamente congeladas, para o gene SpdC

Estirpes 3 5 13 15
Média AACt 6,376 0,708 14,373 4,248
Desvio 0,487903679
0,110151411 0,834386002 0,007071068
padréo

Verifica-se um aumento dos niveis transcricionais nas restantes estirpes, relativamente
a estirpe mais resistente. O valor mais elevado foi o da estirpe 13, que se revela como

mais sensivel a todos os antibi6ticos, destacando-se das restantes.

5.2.2.2 Modulador epigenético WalR

Relativamente a estirpe mais resistente, obteve-se a média do AACt e desvio padrao

para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.8.
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Tabela 5.8 - Média AACt e Desvio padrdao relativamente aos MSSA nosocomiais,

previamente congeladas, para o gene WalR

Estirpes 3 5 13 15
Média AACt 0,935 -0,050 2,063 -1,377
Desvio 0,212837967
. 0,06363961 0,064291005 0,116761866
padréao

Na generalidade, observam-se niveis transcricionais reduzidos. A estirpe que revela

maior nivel transcricional de WalR corresponde a mais sensivel (estirpe 13).
5.2.2.3 Modulador epigenético OrfX

Relativamente a estirpe mais resistente, obteve-se a média do AACt e desvio padrao

para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.9.

Tabela 5.9 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MSSA comensais, previamente

congeladas, para o gene OrfX

Estirpes 3 5 13 15
Média AACt 0,687 2,867 1,280 -2,160
Desvio 0,15132746
. 0,169705627 0,056862407 0,140118997
padrédo

Tal como observado para o gene WalR, aqui também se verifica que os valores dos
niveis transcricionais se encontram reduzidos. O valor mais baixo encontra-se para a
estirpe 15, sem reverséo do fenétipo de resisténcia a amoxicilina (25pg) apés exposicéo
a EGCG.

5.2.2 MRSA

Neste segundo grupo, temos as estirpes 7, 9, 18, 31 e 22, MRSA de origem nosocomial,
no qual a estirpe 22 se apresenta como a mais resistente, apresentando-se como
sensivel a gentamicina (30ug) e tetraciclina (30ug), no entanto, como resistente tanto
ao imipenem (10pg) como a amoxicilina (25ug), sem reverséo do fendétipo de resisténcia

apos exposicao a EGCG.

28



5.2.2.1 Modulador epigenético Spdc

Relativamente a estirpe mais resistente, estirpe 22, obteve-se a média do AACt e desvio

padréo para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.10.

Tabela 5.10 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA nosocomiais,

previamente congeladas, para o gene SpdC

Estirpes 7 9 18 31
Média AACt 1,417 1,317 1,340 1,280
Desvio 0,537804177
. 0,230289673 0,494974747 0,848528137
padréo

Em todas as estirpes se verifica um pequeno aumento dos niveis transcricionais de Spdc
em comparagao com a estirpe mais resistente, revelando valores semelhantes entre as

estirpes.

5.2.2.2 Modulador epigenético WalR

Relativamente a estirpe mais resistente, estirpes 22, obteve-se a média do AACt e
desvio padrao para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela
5.11.

Tabela 5.11

previamente congeladas, para o gene WalR

- Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA nosocomiais,

Estirpes 7 9 18 31
Média AACt 1,375 1,765 1,750 1,865
Desvio 0,035355339
0,261629509 0,056568542 0,6151829
padréo

Observa-se um pequeno aumento generalizado dos niveis transcricionais de WalR,

relativamente a estirpe mais resistente.
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5.2.2.3 Modulador epigenético OrfX

Relativamente a estirpe mais resistente, estirpe 22, obteve-se a média do AACt e desvio

padréo para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.12.

Tabela 5.12 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA nosocomiais,

previamente congeladas, para o gene OrfX

Estirpes 7 9 18 31
Média AACt 2,455 1,628 1,580 2,965
Desvio 0,377403409
0,098994949 0,219203102 0,353553391
padréo

Tal como observado para os genes spdC e WalR, aqui também se verifica um pequeno
aumento generalizado dos niveis transcricionais de OrfX. Nos MRSA nosocomiais,
previamente congelados, observa-se que as variagdes intragrupais sdo reduzidas,

comparativamente aos outros conjuntos de estirpes ja apresentados.

5.3 Estirpes isoladas da flora comensal apés sementeira 24h

sem exposicao

Posteriormente foram recolhidos os resultados obtidos para as mesmas estirpes da flora
comensal, apés sementeira em gelose de sangue. Os grupos mantém-se iguais aos

apresentados acima.

5.3.1 MSSA

Neste primeiro grupo, a estirpe MB10 mantém-se como a mais resistente, apresentando
resisténcia & amoxicilina (25ug), sem reversao de fenétipo de resisténcia com exposi¢ao
a EGCG.

5.3.1.1 Modulador epigenético Spdc

Relativamente a estirpe mais resistente, MB10, obteve-se a média do AACt e desvio

padréo para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.13.
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Tabela 5.13 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MSSA comensais, apos

gelose, para o gene SpdC

Estirpes CC4 MB6 MB17
Média AACt -10,690 1,935 -7,345
Desvio padréo 0,296984848 0,530330086 0,16263456

Observa-se que a estirpe CC4, com reversdo do fendtipo de resisténcia a amoxicilina
(25ug) ap6s exposicao a pelo menos 50 pg/mL, tem niveis transcricionais de spdC
bastante inferiores, em comparacdo com a estirpe mais resistente, tal como sucedia ha
sua correspondéncia, previamente congelada. Também a estirpe MB6, com reversao
total do fendétipo de resisténcia a amoxicilina (25ug), ap6s exposicdo a EGCG, mantém
0S seus niveis transcricionais superiores a estirpe mais resistente. No entanto, a estirpe
MB17, mais sensivel, apresenta uma conversdao dos seus niveis transcricionais,
passando de valores positivos, para valores bastante mais baixos, relativamente a

estirpe mais resistente.

5.3.1.2 Modulador epigenético WalR

Relativamente a estirpe mais resistente, MB10, obteve-se a média do AACt e desvio

padréo para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.14.

Tabela 5.14 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MSSA comensais, apos

gelose, para o gene WalR

Estirpes CC4 MB6 MB17
Média AACt 0,730 2,247 4,480
Desvio padrdo 0,16563011 2 093036072 0,25540817

Observa-se um aumento generalizado dos niveis transcricionais de WalR, relativamente
a estirpe mais resistente, com o maior valor alcancado na estirpe MB17, totalmente
sensivel aos antibidticos. Deste modo, mantém-se o padréo observado nas estirpes

previamente congeladas.
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5.3.1.3 Modulador epigenético OrfX

Relativamente a estirpe mais resistente, MB10, obteve-se a média do AACt e desvio

padréo para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.15.

Tabela 5.15 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MSSA comensais, apos

gelose, para o gene OrfX

Estirpes CC4 MB6 MB17
Média AACt 3,937 1,767 3,227
Desvio padréo 0,153948043 0,169705627 0,346987031

Tal como observado para o gene WalR, aqui também se verifica um aumento
generalizado dos niveis transcricionais de OrfX, porém menos acentuado que nas

estirpes previamente congeladas.

5.3.2 MRSA

Neste segundo grupo, a estirpe VFXB14 permanece como a mais resistente,
apresentando resisténcia a amoxicilina (25ug), sem reverséo de fenétipo de resisténcia

com exposicdo a EGCG.
5.3.2.1 Modulador epigenético Spdc

Relativamente a estirpe mais resistente, VFXB14, obteve-se a média do AACt e desvio

padréo para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.16.

Tabela 5.16 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA comensais, apos

gelose, para o gene SpdC

Estirpes MB2 MB12 MB5 VFXB16
Média AACt 13,109 -3,466 0,491 2,114
Desvio padrdo | 0,120208153 | 0,098994949 | 0,143643076 0,240416306

Por um lado, destaca-se novamente a estirpe MB2 com reversao total do fendtipo de
resisténcia a amoxicilina (25ug), apds exposicao a EGCG, com um aumento acentuado
dos niveis transcricionais de spdC. Por outro lado, observa-se uma diminuicdo dos

niveis transcricionais da estirpe MB12, com reverséo total do fendtipo de resisténcia ao
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imipenem (10ug) apés exposicdo a EGCG, sem reversdo do fendtipo de resisténcia a
amoxicilina (25ug), relativamente aos resultados obtidos nas estirpes previamente

congeladas.
5.3.2.2 Modulador epigenético WalR

Relativamente a estirpe mais resistente, VFXB14, obteve-se a média do AACt e desvio

padréo para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.17.

Tabela 5.17 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA comensais, apos

gelose, para o gene WalR

Estirpes MB2 MB12 MB5 VFXB16
Média AACt 0,848 -3,350 1,058 3,020
Desvio
dra 0,14571662 0,007071068 | 0,076376262 0,120208153
padrao

Destaca-se o resultado obtido para a estirpe MB12, com reversao total do fenétipo de
resisténcia ao imipenem (10ug) apos exposicado a EGCG, sem reverséo do fenotipo de
resisténcia a amoxicilina (25pg), com uma diminuicdo acentuada dos niveis
transcricionais de WalR, relativamente aos resultados obtidos nas estirpes previamente
congeladas. Também para a estirpe MB5, totalmente sensivel, se observa uma
diminuicdo dos niveis transcricionais de WalR, em comparacdo as previamente

congeladas.

5.3.2.3 Modulador epigenético OrfX

Relativamente a estirpe mais resistente, VFXB14, obteve-se a média do AACt e desvio

padréo para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.18.

Tabela 5.18 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA comensais,

previamente congeladas, para o gene OrfX

Estirpes MB2 MB12 MB5 VFXB16
Média AACt 1,403 -2,450 4,470 5,990
Desvio
dra 0,509116882 0,219203102 | 0,657609307 0,136503968
padrao
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Destaca-se novamente neste conjunto, a estirpe MB12 com reverséo total do fenétipo
de resisténcia ao imipenem (10ug) apos exposicdo a EGCG, sem reversao do fenétipo
de resisténcia a amoxicilina (25ug), cujos niveis transcricionais diminuiram

acentuadamente, relativamente as estirpes congeladas.

5.4 Estirpes isoladas de infecdes agudas hospitalares, apos

sementeira 24h sem exposicao

Em seguida, sdo apresentados os resultados obtidos para as estirpes obtidas por meio
de sementeira das previamente congeladas, em gelose de sangue. As estirpes de
origem nosocomial, continuam a ser divididas em dois grupos distintos, com base no

seu fendtipo de resisténcia a meticilina.

5.4.1 MSSA

Neste primeiro grupo, temos as estirpes 3, 5, 13, 15 e 16, MSSA de origem nosocomial,

no qual a estirpes 16 se mantém como a mais resistente.
5.4.1.1 Modulador epigenético Spdc

Relativamente a estirpe mais resistente, estirpe 16, obteve-se a média do AACt e desvio

padréo para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.19.

Tabela 5.19 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MSSA nosocomiais, apds

gelose, para o gene SpdC

Estirpes 3 5 13 15
Média AACt 6,015 2,205 12,900 7,333
Desvio padrao | 0,16263456 0,06363961 0 0,25146239

Verifica-se um aumento dos niveis transcricionais nas restantes estirpes, relativamente
a estirpe mais resistente, mantendo um padrao semelhante ao observado nas estirpes
congeladas. Do mesmo modo, é a estirpe 13, mais sensivel, que apresenta o maior nivel

transcricional de spdC.
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5.4.1.2 Modulador epigenético WalR

Relativamente a estirpe mais resistente, estirpe 16, obteve-se a média do AACt e desvio

padréo para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.20.

Tabela 5.20 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MSSA nosocomiais, apés

gelose, para o gene WalR

Estirpes 3 5 13 15
Média AACt -0,135 0,440 -3,640 2,383
Desvio
dra 0,049497475 | 0,028284271 0,113137085 0,065064071
padréo

Na generalidade, observam-se niveis transcricionais reduzidos, tal como verificado para
as estirpes congeladas. No entanto, a estirpe 13, mais sensivel, diminuiu 0s seus niveis

transcricionais, relativamente a congelada.
5.4.1.3 Modulador epigenético OrfX

Relativamente a estirpe mais resistente, estirpe 16, obteve-se a média do AACt e desvio

padréo para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.21.

Tabela 5.21 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MSSA comensais,

previamente congeladas, para o gene OrfX

Estirpes 3 5 13 15
Média AACt 0,280 3,595 -3,795 2,235
Desvio
. 0,106066017 | 0,169705627 0,036055513 0,29816103
padrédo

O valor mais baixo encontra-se para a estirpe 13, mais sensivel, cujo nivel de transcricdo
de orfX diminuiu relativamente a respetiva estirpe congelada. Por outro lado, a estirpe

15 revelou um aumento dos niveis de transcricao de orfX, relativamente a congelada.

5.4.2 MRSA

Neste segundo grupo, temos as estirpes MRSA de origem nosocomial, obtidas a partir
da sementeira das estirpes previamente congeladas, em gelose de sangue. Neste

grupo, a estirpe 22 mantém-se como a mais resistente.
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5.4.2.1 Modulador epigenético Spdc

Relativamente a estirpe mais resistente, estirpe 22, obteve-se a média do AACt e desvio

padréo para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.22.

Tabela 5.22 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA nosocomiais, apos

gelose, para o gene SpdC

Estirpes 7 9 18 31
Média AACt 0,885 2,445 4,913 1,290
Desvio
dra 0,049497475 0,38890873 0,325627599 0,084852814
padréo

Pode concluir-se que se observa o mesmo padrdo que nas estirpes congeladas, com

um ligeiro aumento dos niveis de transcricdo de spdC.

5.4.2.2 Modulador epigenético WalR

Relativamente a estirpe mais resistente, estirpe 22, obteve-se a média do AACt e desvio

padréo para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.23.

Tabela 5.23 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA nosocomiais, apos

gelose, para o gene WalR

Estirpes 7 9 18 31
Média AACt 0,130 1,590 4,727 1,235
Desvio
dra 0,056568542 | 0,169705627 0,105987421 0,106066017
padrao

Observa-se um pequeno aumento generalizado dos niveis transcricionais de WalR,
relativamente a estirpe mais resistente. No que diz respeito as estirpes congeladas,
observa-se um aumento dos niveis transcricionais da estirpe 18, com reversdo do
fendtipo de resisténcia a gentamicina (30ug) e sem reversao do fen6tipo de resisténcia

a amoxicilina (25ug), apds exposicédo a EGCG.
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5.4.2.3 Modulador epigenético OrfX

Relativamente a estirpe mais resistente, estirpe 22, obteve-se a média do AACt e desvio

padréo para as restantes estirpes, cujos valores podem ser observados na tabela 5.24.

Tabela 5.24 - Média AACt e Desvio padrao relativamente aos MRSA nosocomiais, apos

gelose, para o gene OrfX

Estirpes 7 9 18 31
Média AACt 0,475 1,035 4,790 1,760
Desvio padrdo | 0,06363961 0,134350288 0,04 0,127279221

Relativamente a estirpe mais resistente, observa-se um aumento dos niveis
transcricionais. Em comparacdo com as estirpes congeladas, observa-se uma
diminuicdo generalizada dos niveis transcricionais, com excec¢do da estirpe 18, com
reversdo do fenétipo de resisténcia a gentamicina (30ug) e sem reverao do fendétipo de
resisténcia a amoxicilina (25ug), apds exposicdo a EGCG, na qual se observa um

aumento dos mesmos.

5.5 Analise estatistica dos resultados

Ap0s obtencgéo dos niveis transcricionais dos moduladores epigenéticos em estudo do
conjunto de estirpes, procedeu-se a analise das diferencas estatisticas entre as varias
estirpes e aguela mais resistente. Para tal, recorreu-se ao teste do t Student para

comparacgédo de médias, considerando p<0.01, significativamente diferente.
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Grafico 5.1 — Expresséo relativa dos genes OrfX, SpdC e WalR para as estirpes MSSA (A)
e MRSA (B) comensais. 16S rRNA foi utilizado como gene de manutengédo celular e a
quantificacao relativa foi realizada para normalizacdo dos Cts. As barras de erro representam o
desvio padrédo entre os tratamentos independentes e os triplicados de qRT-PCR. Os valores

estatisticos significativos, que foram comparados com as estirpes mais resistentes e calculados

com o teste t de Student, séo ilustrados como: * p <0,01 e ** p <0,001.
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Através do gréfico 5.1, observa-se que, apds exposicdo a EGCG, os fenétipos mais
sensiveis apresentam padrdes de expressdo génica diferentes, quando comparados

com as estirpes mais resistentes.

Nas estirpes MSSA, destaca-se a estirpe MB17, sensivel a todos os antibiéticos, com
um aumento generalizado dos moduladores epigenéticos analisados, e um aumento
estatisticamente significativo para WalR e OrfX (1.85 = 0.1; 1.5 + 0.1, p<0.01

respetivamente).

A estirpes MB6, com reversao total do fendtipo de resisténcia a amoxicilina (25ug),
apresenta 0s niveis transcricionais dos trés genes, SpdC, WalR e OrfX aumentados
(1.62 £ 0.26; 1.85 = 0.1; 1.5 + 0.1; p<0.01 respetivamente). A estirpe CC4, com uma
reversdo do fenotipo de resisténcia & amoxicilina (25ug) apos exposicado a EGCG a partir
de uma concentragdo de 50 pg/ml, por outro lado, apresenta niveis de SpdC
significativamente diminuidos (10.865 + 0.16 p<0.001) e os niveis de WalR e OrfX
elevados (7.88 + 0.1 p<0.001 e 3.9 £ 0.2 p<0.01, respetivamente).

Comparativamente as estirpes MSSA, observa-se 0 mesmo padrao nas estirpes MRSA.
A estirpe MB5, sensivel a todos os antibiéticos testados, apresenta niveis transcricionais
de SpdC e OrfX aumentados (4.74 £ 0.14; 1.23 + 0.65; p<0.01 respetivamente) e WalR,
de forma mais significativa (6.8 £0.28; p<0.01).

Por outro lado, a estirpe MB2, com reversao total do fen6tipo de resisténcia a amoxicilina
(25ug), apenas apresenta os niveis de SpdC significativamente elevados (20.7+ 6.4
p<0.001). A estirpe MB12, com reverséao do fendtipo de resisténcia ao imipenem (10ug)
e sem qualquer efeito por parte da EGCG na resisténcia a amoxicilina (25ug), apresenta
os niveis de WalR e OrfX aumentados (2.74 + 0.24; 2.4 + 0.12; 3.86 + 0.22; p<0.01,
respetivamente). Por fim, a estirpe VFXB16, que apresentou reversao do fendtipo de
resisténcia a amoxicilina (25ug) apoés exposicao a concentracdes de 100 pg/ml de
EGCG, apresentou niveis de transcricdo elevados para os trés moduladores
epigenéticos, SpdC, WalR e OrfX (3.43+0.13; p<0.01; 3.15+ 0.17; 5.99 + 0.14; p<0.001,

respetivamente).
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Grafico 5.2 — Expresséo relativa dos genes OrfX, SpdC e WalR para as estirpes MSSA (A)
e MRSA (B) comensais, apds sementeira e 24h de incubacado. 16S rRNA foi utilizado como
gene de manutencéo celular e a quantificacdo relativa foi realizada para normalizacdo dos Cts.
As barras de erro representam o desvio padréo entre os tratamentos independentes e os
triplicados de gRT-PCR. Os valores estatisticos significativos, que foram comparados com as

estirpes mais resistentes e calculados com o teste t de Student, séo ilustrados como: * p <0,01

e ** p <0,001.
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A andlise dos niveis transcricionais dos trés genes testados nas estirpes apos
sementeira e 24h de incubacdo, sem exposicdo a EGCG, revelou que os padrdes de
expressdo foram mantidos, de forma geral. (Grafico 5.2) Contudo, relativamente as
estirpes MSSA, a estirpe MB6 apenas manteve o aumento dos niveis de OrfX (1.77
0.17; p<0.001) e a estirpe MB17 sofreu uma diminuicdo acentuada dos niveis de SpdC
(-7.35 + 0.16; p<0.01).

No que diz respeito as estirpes MRSA, observaram-se altera¢des na estirpe MB12, cujos
niveis de transcricao dos trés genes, Spdc, WalR e OrfX, passaram a estar diminuidos,
relativamente a estirpe mais resistente (-3.47 + 0.1; p<0.01 -3.35 £ 0.007; p<0.001 -2.45

+ 0.15; p<0.01 respetivamente).
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Gréfico 5.3 — Expressao relativa dos genes OrfX, SpdC e WalR para as estirpes
MSSA (A) e MRSA (B) nosocomiais, previamente congeladas. 16S rRNA foi utilizado
como gene de manutencdo celular e a quantificacdo relativa foi realizada para
normalizacdo dos Cts. As barras de erro representam o desvio padrdo entre 0s
tratamentos independentes e os triplicados de gRT-PCR. Os valores estatisticos
significativos, que foram comparados com as estirpes mais resistentes e calculados com

o teste t de Student, s&o ilustrados como: * p <0,01 e ** p <0,001.

Em comparacdo com as estirpes comensais, nas de origem nosocomial 0os niveis de
transcricdo dos genes testados atingem niveis mais baixos, especialmente o WalR e o

OrfX, sendo mais discreto o efeito da exposi¢cdo a EGCG, nos mesmos.

Relativamente as estirpes MSSA, a estirpe 13, sensivel a todos os antibiéticos testados,
revelou um aumento generalizados dos niveis transcricionais de Spdc, WalR e Orfx
(14.37 £ 0.83; 2.06 £ 0.06; 1.3 £ 0.06; p<0.001 respetivamente). A estirpe 3 sensivel ao
imipenem (10uQ), tetraciclina (30ug) e gentamicina (30ug), mas resistente a amoxicilina
(25ug), sem reversdo do fenotipo apos exposicdo a EGCG, apenas demonstrou um
aumento significativo dos niveis transcricionais de SpdC (6.38 £ 0.11 p<0.001). A estirpe
5, que apresentou reversao do fenétipo de resisténcia a amoxicilina (25ug) apés
exposicdo a uma concentragdo de 50 pg/ml de EGCG, apenas teve um aumento

significativo dos niveis de OrfX (2.87 + 0.15 p<0.001).

Na estirpe 15, sensivel ao imipenem (10ug), tetraciclina (30ug) e gentamicina (30ug),
mas com resisténcia a amoxicilina (25ug), sem reversdo da mesma, ap0s exposi¢ao a
EGCG, observou-se um aumento dos niveis de SpdC (4.25 + 0.007; p<0.001),
acompanhados, porém, por uma diminui¢cdo da expresséao transcricional de WalR e OrfX
(-1.377 £ 0.12 p<0.01; -2.16 £ 0.14; p<0.001, respetivamente).

A expressao transcricional nas estirpes MRSA evidenciaram um menor efeito da
exposicdo a EGCG nos niveis transcricionais dos genes analisados, com valores menos
discrepantes entre si. Nas estirpes 7, 18 e 31, com fenétipos de resisténcia variaveis
entre si, apenas os niveis de OrfX se encontraram aumentados, relativamente a estirpe
mais resistente (MR7: 2.46 + 0.098 p<0.001; M18: 1.6 + 0.22 p<0.01; MR31 2.97 + 0.35
p<0.001). Na estirpe 9 ndo foram observados quaisquer efeitos nos niveis de transcri¢cao

dos moduladores analisados.
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Grafico 5.4 — Expresséao relativa dos genes OrfX, SpdC e WalR para as
estirpes MSSA (A) e MRSA (B) nosocomiais, ap6s sementeira e 24h de
incubacdo. 16S rRNA foi utilizado como gene de manutencdo celular e a
quantificacdo relativa foi realizada para normalizacdo dos Cts. As barras de erro
representam o desvio padréo entre os tratamentos independentes e os triplicados
de gRT-PCR. Os valores estatisticos significativos, que foram comparados com as
estirpes mais resistentes e calculados com o teste t de Student, sao ilustrados
como: * p <0,01 e ** p <0,001.
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Apbs 24 horas de subcultura em gelose de sangue, sem exposicdo a EGCG, os padrdes
de expressao transcricional foram mantidos na sua generalidade, porém com algumas
alteracBes. (Gréfico 5.4) A estirpe 3 manteve os niveis de SpdC aumentados (6.05 +
0.16 p<0.001); a estirpe 5 continuou a demonstrar um aumento dos niveis de OrfX (3.6
+ 0.17 p<0.01), e sofreu um aumento adicional dos niveis de SpdC e WalR (2.2 £+ 0.06,
0.4 + 0.03 p<0.01, respetivamente).

Por outro lado, a estirpe 13 manteve o aumento de SpdC (13 + 0.17; p<0.001), contudo
observou-se uma diminuicdo dos niveis de WalR e OrfX (-3.6 £ 0.12; -3.8 + 0.04;
p<0.001 respetivamente). Como verificado inicialmente, a estirpe 15 manteve os niveis
de SpdC aumentados (7.7 + 0.25; p<0.001), acompanhados, apds subcultura, pelo
aumento da expressao transcricional de WalR e SpdC (2.38 £ 0.07 p<0.001; 2.24 + 0.29;
p<0.01, respetivamente).

No que diz respeito as estirpes MRSA, o aumento generalizado dos niveis
transcricionais de OrfX foi mantido, nomeadamente em 7, 9, 18 e 31 (0.48 £ 0.06 p<0.01;
1.04 = 0.13 p<0.01; 4.8 £ 0.04 p<0.001; 1.76 + 0.12 p<0.01, respetivamente). No
entanto, as estirpes 7 e 31 também demonstraram um aumento significativo dos niveis
transcricionais de SpdC (0.89 £ 0.05; 1.3 £+ 0.08; p<0.01, respetivamente), e na estirpe
18, 0 aumento de SpdC é acompanhado pelo aumento de WalR também (SpdC: 4.9 +
0.32, WalR: 4.73 + 0.1; p<0.001).
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6. Discussao e conclusdes

6.1 Discussao

O presente estudo tinha como principal objetivo a avaliagdo das divergéncias
epigenéticas induzidas pela exposicdo a EGCG nos genes spdC, WalR e orfX,
moduladores epigenéticos, associados a diferentes fenétipos de resisténcia em S.

aureus.

A OMS descreve a resisténcia aos antimicrobianos como um desafio global e persistente
na saude, sendo que durante a Ultima década tem existido uma preocupacao crescente
na resisténcia aos antimicrobianos por microrganismos patogénicos para o0 ser
humano.(1,4) A vigilancia epidemiolégica global demonstrou que os MRSA representam
um problema em todos os continentes e paises, com aumento da mortalidade e

exigéncia de antibioticos de ultima linha que afetam a economia dos paises.(1,4)

Staphylococcus aureus trata-se de um patdgeno oportunista, cujas propriedades
biol6gicas permitem que tenha a capacidade de colonizar a populacdo saudavel de
forma assintomaética, possibilitando a transmissao para outras areas do corpo, outras
pessoas, ou, até mesmo, contaminando comida e as superficies, apos contacto.
(7,37,67,68) As estirpes nosocomiais de MRSA sao, geralmente, multirresistentes,
associadas aos complexos SCCmec tipo I, Il ou Ill, clinicamente tratados com a
combinacdo de dois antibiéticos orais. (23-27). Este microrganismo encontra-se
largamente distribuido na comunidade, incluindo MRSA, devido a sua capacidade de
evolucdo e adaptacdo a diferentes ambientes, 0 que leva ao uso intensivo da
antibioterapia.(32,40,68) Os antibioticos disponiveis para o tratamento destas infe¢es
diferem nos seus modos de acdo, atuando, nomeadamente, ao nivel da inibicdo da
sintese da parede celular, inibicdo da sintese proteica, inibicdo da producdo de acidos
nucleicos, e inibicdo do metabolismo. (10,33,34,43) Porém, perante as resisténcias
crescentes, verificadas em contexto terapéutico, surge a necessidade de desenvolver
novas estratégias terapéuticas, tendo-se tornado, nos dias de hoje, o foco das

investigacdes na area, baseadas na utilizagédo de produtos naturais, como a EGCG.

Os resultados obtidos demonstram que diferentes fenétipos de resisténcia estao
associados com diferentes expressées transcricionais dos moduladores epigenéticos

testados, sendo mais evidente nas estirpes mais sensiveis.
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Nas estirpes comensais denota-se uma maior sensibilidade a exposicdo a EGCG,
comparativamente as estirpes nosocomiais, estas Ultimas revelando niveis
transcricionais com valores mais discrepantes entre si, e consideravelmente
aumentados, ou diminuidos. Tal podera dever-se ao facto destas estirpes comensais
apresentarem menos multirresisténcias, como se pode observar na Tabela 4.1, e de,
tipicamente, evidenciarem uma menor viruléncia, visto que estdo na origem de
colonizacdes e ndo infecdes. Para além disso, sabe-se que durante a progressao de S.
aureus de uma colonizacéo, assintomatica, para um patoégeno invasivo, responsavel por
infegcbes nosocomiais, 0 microrganismo adquire fatores de viruléncia como genes para
producdo de adesinas, genes para evasdo imunitaria e toxinas.(29) A estirpes
nosocomiais  apresentam, tipicamente, multirresisténcias aos  antibioticos,

representando um desafio para as terapéuticas atuais.

O sistema de dois componentes WalKR é essencial para a viabilidade de S. aureus,
participando ativamente no metabolismo da parede celular. (18,19,46) O WalR regula
positivamente a autolise, producédo de biofilmes e a atividade alfa-hemolitica.(19,20)
Regula também genes major de viruléncia, como o spdC.(19,20) Por outro lado, a
ativacdo constitutiva de WalR diminui fortemente a viruléncia de S. aureus, induzindo
uma resposta inflamatéria precoce no hospedeiro, que inclui recrutamento de neutréfilos
e aumento do niveis de citoquinas.(19) Deste modo, € garantida uma rapida eliminagéo

da bactéria e a diminui¢éo da viruléncia.(19)

Nas estirpes comensais, relativamente ao WalR, este atinge o seu nivel de transcri¢cao
mais elevado nas estirpes mais sensiveis, obtendo um valor de 17.98+0 em MSSA e
7.05+0 em MRSA. Porém, nas estirpes com origem nosocomial, a exposi¢do a EGCG
nao afetou os padrées transcricionais, sugerindo que as estirpes em estudo apresentam
uma elevada viruléncia, interferindo com o fen6tipo de resisténcia aos antibiéticos, uma
vez que nenhuma delas demonstrou total reversdo do fenétipo de resisténcia, apés
exposicdo a EGCG. Ainda assim, nas estirpes nosocomiais MSSA, mais sensiveis, o
gene WalR atingiu o seu valor maximo, neste grupo de estirpes (2.06+£0.06). No presente
estudo, a EGCG teve uma grande influéncia nos niveis transcricionais de WalR nas
estirpes comensais, com fenotipos mais sensiveis, contribuindo para a sua baixa

viruléncia.

O gene spdC foi 0 Unico que se apresentou como diminuido relativamente a estirpe mais
resistente, naquelas de origem comensal, nomeadamente na estirpe CC4, com reversao

do fendtipo de resisténcia a amoxicilina (25ug) apés exposicao a concentracdes de 50
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pug/ml de EGCG. Por outro lado, nas estirpes nosocomiais, 0s niveis transcricionais de
SpdC atingiram os seus valores mais elevados, especialmente nas estirpes MSSA
(14.37+0.83). Apds subcultura de 24h em gelose de sangue, a analise da expressao

génica do SpdC manteve, na generalidade, os resultados obtidos.

O produto do gene SpdC regula de forma negativa o sistema WalKR e niveis de
transcricdo de SpdC reduzidos estdo associados com baixa viruléncia e sensibilidade
aumentada aos antibiéticos B-lactamicos.(20) No entanto, ndo foi possivel estabelecer
uma associacao significativa entre os niveis de transcricdo do gene SpdC e o fendtipo

de resisténcia descrito.

Quanto ao gene OrfX, nas estirpes comensais MSSA, observou-se uma expressao
aumentada da metiltransferase ribossomal estafilocdcica, principalmente nas estirpes
mais sensiveis, atingindo, nestas, um valor maximo de 19.21+1.99. Este facto reproduz-
se para as estirpes comensais MRSA, novamente as mais sensiveis, com um valor de
20.16+ 0.66. Nas estirpes nosocomiais, especialmente nas estirpes MRSA, observou-
se um aumento significativo da expresséo desta metiltransferase ribossomal, atingindo

um valor maximo de 2.97+0.35.

Estirpes comensais com reversao do fendtipo de resisténcia in vitro revelaram também
uma correlacdo entre a exposicdo a EGCG e o0s niveis transcricionais de OrfX, com
valores oscilando entre 1.5+£0.1 e 6+0.14. Esta expressao diminui ap6s subcultura 24h,
em gelose de sangue, na auséncia de EGCG, sugerindo um efeito direto da exposicao,

contudo mantendo o0 mesmo padréo de expressao observado previamente.

O gene OrfX encontra-se conservado em todos os estafilococos, sendo produzido de
forma constitutiva durante o crescimento bacteriano. (16,17) Este tem sido objeto de
estudo pelo facto do complexo SCCmec se inserir no seu terminal C’, no attachment site
(attB). (16,22,69) Boundy e colaboradores monitorizaram o gene OrfX através da técnica
de Western blot, demonstrando que esta inser¢éo no attB néo tinha qualquer efeito na
expressao do gene ou na sintese da proteina. (16,69) Deste modo, a suscetibilidade de
S. aureus a oxacilina, mediada pelo gene mecA no complexo SCCmec nao é afetada
pela inativagdo do OrfX, explicando os resultados semelhantes obtidos para ambos
MSSA e MRSA. (22,69)

Presume-se que o produto do gene OrfX desempenhe um papel importante no
crescimento e sobrevivéncia bacterianos, uma vez que esta presente em todos o0s

genomas de  estafilococos coagulase-positivos ou  coagulase-negativos
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sequenciados.(16,17,34) O gene OrfX metila ribossomas 70S, constituindo uma
metiltransferase ribossomal do tipo RImH. (17) A metilacdo ribossomal nas bactérias
providencia tanto uma resisténcia moderada aos antibidticos como determina a
suscetibilidade aos mesmos. (16,17,34) Os resultados do presente estudo sugerem que
a metilacdo mediada pelo OrfX é afetada pela exposi¢cao a EGCG, sendo fundamental

na definicdo da reverséo do fenotipo de resisténcia como modulador epigenético.

Em estudos recentes, Kitichalermkiat e seus colaboradores, conduziram um estudo
semelhante, realizando uma analise microarray em S. aureus com e sem 500 ug/L de
EGCG.(70) Foram identificados os genes com expressdes diferentes e as suas
alteragdes nos niveis transcricionais confirmadas utilizando a técnica RT-gPCR.(70) Tal
como no presente estudo, com exposicdo a EGCG, a analise dos autores resultou no
aumento e diminuicdo da transcricdo de 75 e 72 genes, respetivamente.(70) Foram
observados aumentos significativos da transcricdo em genes relacionados com o
transporte membranar, enquanto que os genes que envolvem a producao de toxinas e
resposta ao stress exibiram uma transcricdo diminuida. (70) Através da medicdo do
potencial membranar das bactérias tratadas com e sem EGCG, os autores também
concluiram que a EGCG diminui acentuadamente o potencial de membrana, indicando

dano da membrana celular.(70)

6.2 Conclusdes

O efeito modulador da EGCG demonstrou um maior impacto nas estirpes de origem
comensal, de forma significativa nos genes moduladores epigenéticos WalR e OrfX. O
processo de metilacdo promovido pelo produto do gene OrfX revelou-se
significativamente correlacionado com os perfis fenotipicos de resisténcia aos
antibiéticos, observados. A acdo deste composto natural nestas estirpes revela-se
extremamente importante por evitar a propagacdo das mesmas na comunidade,

diminuindo o risco de infegdo com origem em estirpes colonizadoras.

Em suma, de um modo geral, os resultados obtidos no presente estudo demonstram
que a exposi¢cdo a EGCG tem a capacidade de alterar a expressao de genes-chave na
modulacéo epigenética e de resposta aos antibiéticos nos S., associados a diferentes

perfis de resisténcia.
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7. LimitagcOes do estudo e perspetivas futuras

Como limitagdes deste estudo reconhece-se a utilizacdo de um nimero de estirpes
reduzido, sendo que o ideal seria aumentar este nimero em estudos futuros,
possibilitando uma analise estatistica mais completa. Nao foi possivel obter a
genotipagem das estirpes selecionadas, de modo a avaliar a presenca de genes

moduladores assim como a caraterizacado dos fatores de viruléncia.

Sugere-se 0 alargamento do espectro de antibiéticos utilizados, com especial incidéncia
naqueles com interesse na pratica clinica e que tenham como alvo a parede celular,
possivelmente aumentando o sucesso na reversao do fenétipo de resisténcia em
sinergismo com a EGCG. Para além disso, tendo em conta os resultados obtidos, deve
investir-se na analise um maior nimero de genes, de forma a averiguar a existéncia de

novos efeitos moduladores da EGCG em S. aureus.

A inovacdo neste estudo prende-se com a observacdo, in vitro, de divergéncias
epigenéticas, em estirpes comensais e nosocomiais, de perfis fenotipicos resistentes de
S. aureus, incindindo em genes com potencial epigenético, associados a exposicao a
EGCG.

A necessidade emergente de identificar novas solugbes no combate as infecbes
bacterianas, nomeadamente, as provocadas por S. aureus, justifica o estudo de novos
compostos, com poucos ou nenhuns efeitos secundarios, que atuem tanto em infecdes
agudas do meio hospitalar, como na diminuicdo do surgimento de infecbes na
comunidade. Neste sentido, a grande perspetiva futura prende-se com o
reconhecimento da EGCG, pelas entidades reguladoras dos medicamentos, a nivel
nacional e internacional, enquanto composto antimicrobiano e/ou coadjuvante

terapéutico.
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9. Anexos

Anexo | — Protocolo de extracdo de RNA

@ nzytech

NZY Total RNA Isolation kit

Catalogue number: MB13402, 50 columns

Description

NZY Total RNA Isolation kit is designed for the easy purification of total RNA of highest
integrity (longer than 200 bases) from a variety of sources such as animal tissues, bacteria cells
and cell cultures. This method uses a denaturing lysis buffer containing guanidine thiocyanate,
which inactivates cellular RNases, to ensure the recovery of intact RNA molecules. Ethanol is
added to provide selective binding of total RNA into the silica membrane column and
impurities are efficiently washed away. To prevent the contamination with DNA, a DNase |
solution is directly added onto the silica membrane of the binding column. High-quality RNA is
then eluted in RNase-free water. RNA is ready to use for applications like Reverse
Transcriptase (RT) PCR, gPCR, in vitro translation or cDNA synthesis.

The NZY Total RNA lIsolation kit is optimized to isolate up to 70 pg of RNA/column with an
Asgoyzso ratio between 1.9 and 2.1 from up to 30 mg of animal tissue, 1x10% bacteria cells or
5x10% of cultured cells. We suggest not exceeding the maximum recommended starting
material to prevent a reduction in yield and purity.

Storage conditions and reagents preparation

All kit components can be stored at room temperature (20-25 °C), and are stable till the expiry
date.
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Before use, add 0.550 mL of RNase-free water to the DNase | vial. DNase | is sensitive to
physical denaturation so do not vortex but instead mix gently by inverting the tube. The
reconstituted DNase | should be stored at -20 °C and is stable for 68 months. Add 50 mL of
100% molecular biology grade ethanol to the NWR2 bottle. Buffers NR and NWR1 contain
guanidine salts. Wear gloves and goggles when using this kit.

System Components

Component Volume (50 preps)
Buffer NR 25 mL
Buffer NI 25 mL
Buffer NWR1 15 mL
Buffer NWR2 (concentrate) 12.5 mL
RNase-free Water 15 mL
Digestion buffer 5mL
DNase | {lyophilized) 1 vial
NZYSpin Homogenization Columns (purple rings) 50
NZYSpin Binding Columns (blue rings) 50
Collection tubes (2 mL) 150
Collection tubes (1.5 mL) 50

Guidelines for using NZY Total RNA Isolation kit

*  RNA preparation using NZY Total RNA isolation kit can be performed at room temperature.
However, isolated RNA should be treated with care because RNA is very sensitive to trace
contaminations of RNases. Be certain not to introduce any RNases during the whole
purification process. Wear gloves at all times during RNA preparation and change gloves
frequently. To ensure RNA stability store pure RNA at -20 °C for short-term or at -70 °C for
long-term.

*  \We suggest preparing the Digestion Mix before starting the RNA isolation protocol. For
each isolation prepare the exact amount of Digestion mixture required as follows:

DNase | (reconstituted) 10 L
Digestion buffer 90 plL

Mix by gentle pipetting. Store this mixture on ice.

e Optimal amounts of sample material to use in the preparation of RNA using the NZY Total
RNA isolation kit are presented in Table 1.
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Table 1. Amount of samples material.

Sample Amount
Tissue Upto 30 mg
Cultured cells Up to 5x108 cells
Bacterial cells Up to 10% cells

Protocol for purification of total RNA from animal tissues or cells

I. Sample preparation

Tissue samples: Cut up to 30 mg tissue sample (see table 1) into small pieces, and place it in
a RNase-free microcentrifuge tube. Proceed with step Il

Cultured cells: Pellet up to 5x10°8 cultured cells (see table 1) at 6,000 xg for 5 min at 4 °C.
Discard supernatant and add buffer NR directly to cell pellet. Proceed with step I1.

Bacterial cells: Pellet up to 10% bacteria cells (see table 1) at 6,000 xg for 5 min at 4 °C.
Discard the supernatant completely and add buffer NR directly to cell pellet. Proceed with
step Il

Il. Preparation of total RNA

1.

Add 350 plL of buffer NR and 3.5 plL B-mercaptoethanol to the cell pellet or to the
disrupted tissue. Vortex vigorously.

Note: The lysate may be passed through a needle fitted to a syringe to reduce the viscosity.

2.

Apply the lysate into an NZYSpin Homogenization column (purple ring) placed ina 2 mL
collection tube. Centrifuge for 1 min at 11,000 xg. Save the flow-through.

Transfer the flow-through into a new 1.5 mL microcentifuge tube. Add 350 plL of 70%
ethanol and mix immediately by pipetting up and down. Do not centrifuge.

Pipette the lysate and load in an NZYSpin Binding column (blue ring). Centrifuge at
11,000 xg for 30 s. Discard the flow-through and place the column into a new collection
tube.

Add 350 pL of Buffer NI and centrifuge at 11,000 xg for 30 s. Discard the flow-through
and place the column back into the collection tube.

For each isolation, prepare the Digestion Mix in a sterile 1.5 mL microcentrifuge tube (as
previously explained). Apply 85 ulL of the Digestion Mix directly into the centre of the
silica membrane of NZYSpin Binding column (blue ring) and incubate at room
temperature for 15 min.

Add 200 pL of Buffer NWR1 and centrifuge for 1 min at 11,000 xg. Discard the flow-
through and place the column in a new collection tube.

Add 600 pL of Buffer NWR2 and centrifuge at 11,000 xg for 1 min. Discard the flow-
through and place the column back in the collection tube.

Note: Ensure that absolute ethanol was added to Buffer NWR2 before use.
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9. Repeat wash with 250 plL of Buffer NWR2 and centrifuge at 11,000 xg for 2 x 1 min to dry
the column membrane. Discard the flow-through.

10. Place the NZYSpin Binding Column in a clean 1.5 mL RNase-free microcentifuge tube. Add
40-60 pL RNase-free water directly to the column membrane. Centrifuge at 11,000 xg for 1
min to elute the RNA. Store the RNA at -20 °C for short-term or at -70 °C for long-term.

Quality control assay
Functional assay

All components of NZY Total RNA isolation kit are tested following the isolation protocol
described above. The purification system must isolate 50-70 pg of total RNA/column.

V1901

Certificate of Analysis

Test Result

Functional assay Pass

Approved by: @?

Patricia Ponte
Senior Manager, Quality Systems

For research use only

nzytech

Estrada do Pago do Lumiar, Campus do Lumiar - Edificio E, R/C, 1649-038 Lisboa, Portugal
Tel.: +351.213643514 Fax: +351.217151168
www.nzytech.com
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Anexo Il — Protocolo de conversao em cDNA

Thermo

SCIENTIFIC

PRODUCT INFORMATION
Thermo Scientific

RevertAid RT Kit
#K1691 300 rxns
Lot __ Expiry Date __

Store at -20°C

www.thermoscientific.com/onebio

COMPONENTS OF THE KIT

. . #K1691
RevertAid RT Kit 500 rxns
RevertAid RT (200 U/pL) 5% 120 pL
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL) 5% 120 pL
5X Reaction Buffer
250 mM Tris-HC1 (pH 8.3), 250 mM KCL, 20 mM MaCl, 5% 500 pL
30 mMDTT
10 mM dNTP Mix 4 % 250 pL
Random Hexamer Primer, 100 uM 5 X120 pL
Water, nuclease-free 6% 1.26 mL

CERTIFICATE OF ANALYSIS

RT-PCR using 100 fg of control GAPDH RNA and
control primers generated a prominent 496 bp product
on 1% agarose gel after ethidium bromide staining.

Quality authorized by: Jurgita Zilinskiene

Rev.1
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DESCRIPTION

The Thermo Scientific™ RevertAid™ RT Kit s a complete
system for efficient synthesis of first strand cDNA from
mRNA or total RNA templates. The kit uses RevertAid
Reverse Transcriptase (RT), which has lower RNase H
activity compared to AMV reverse transcriptase. The
enzyme maintains activity at 42-50 °C and is suitable for
synthesis of cDNA up to 13 kb.

The recombinant Thermo Scientific™ Ribolock™ RNase
Inhibitor, supplied with the kit, effectively protects RNA
from degradation at temperatures up to 55 °C.

First strand cDNA synthesized with this system can be
directly used as atemplate in PCR or real-ime PCR_ Itis
also ideal for second strand cDNA synthesis or linear RNA
amplification. Radicactively and non-radioactively labeled
nucleotides can be incorporated into first strand cDNA for
use as a probe in hybridization experiments, including
microarrays.

IMPORTANT NOTES
Avoiding ribonuclease contamination

RNA purity and integrity are essential for synthesis of full-
length cDNA. RNA can be degraded by RNase A, which is
a highly stable contaminant found in any laboratory
environment.

General recommendations to avoid RNase contamination:

« DEPC-treat all tubes and pipette tips to be used in cDNA
synthesis or use certified nuclease-free labware.

« Wear gloves when handling RNA and all reagents, as
skin is a common source of RNases. Change gloves
fraquently.

« Use RNase-free reagents, including high quality water
(e.g.. Water, nuclease-free, #10581).

« Use RiboLock RNase Inhibitor (provided with the kit) fo
protect RNA from the activity of RNases.

« Keep all kit components tightly sealed when not in use.
Keep all tubes tightly closed during the reverse
franscription reaction.

Template RNA

Total cellular RNA isolated by standard methods is
suitable for use with the kit. Purified RNA must be free of
salts, metal ions, ethanol and phenol to avoid inhibiting the
cDNA synthesis reaction. Trace contaminants can be
removed by ethanol precipitation of the RNA followed by
two washes of the pellet with cold 75% ethanol.

For RT-PCR applications, template RNA must be free of
DNA contamination. Prior to cDNA synthesis, RNA can be
treated with DNase |, RNase-free (#EN0521) to remove
trace amounts of DNA. Always perform a control (RT-
minus) reaction which includes all components for RT-PCR
except for the reverse transcriptase enzyme.



Removal of genomic DNA from RNA preparations
1. Add to an RNase-free tube:

RNA 1ug
10X Reaction Buffer with MgClz 1L
DNase |, RNase-free (#EN0521)* TuL{y)
Water, nuclease-free to 10 L

* Do not use more than 1 U of DNase |, RNase-free per 1 pg of RNA.

2. Incubate at 37 °C for 30 min.

3.Add 1 pL 50 mM EDTA and incubate at 65 °C for
10 min. RNA hydrolyzes during heating with divalent
cations in the absence of a chelating agent (1).
Alternatively, use phenol/chloroform extraction.

4 Use the prepared RMNA as a template for reverse
franscriptase.

RNA sample quality

Assess RNA integrity prior to cDNA synthesis. The most
common method is denaturing agarose gel electrophoresis
followed by ethidium bromide staining. If both 185 and 285
rRNA appear as sharp bands after electrophoresis of total
eukaryotic RNA, the RNA is considered fo be intact. The
285 rRNA band should be approximately twice as intense
as the 18S rRNA. Any smearing of rRNA bands is an
indication of degraded mRNA_ If this occurs, a new sample
of total RNA should be prepared.

RNA quantity

» Use 0.1 ng- 5 ug of total RNA or 10 pg - 500 ng of
poly(A) mRNA to generate first strand cDNA as the
initial step of a two-step RT-PCR protocol.

» Use 1 ug of isolated mRNA to generate first strand
cDMA for second-strand synthesis and subsequent
cloning reactions.

PROTOCOLS

Please read the Important Notes before starting.
|. First Strand cDNA Synthesis

After thawing, mix and briefly centrifuge the components of
the kit. Store on ice.

1. Add the following reagents into a sterile, nuclease-free
fube on ice in the indicated order:

fotal RNA 0.1ng-5ug

g’fq“;p'ate orpoly(A)mRNA | 10 pg- 05 pg

or specific RNA 001pg-05pg

N Random Hexamer 1L

Primer )

primer
Water, nuclease-free | to 12 pL

Total volume | 12 L

1 pL of 100 uM Cligo(dT)1s primer (#30131) or gene-specific
primer (15-20 pmol) can also be used.
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2.0ptional. If the RNA template is GC-rich or contains
secondary structures, mix gently, centrifuge briefly and
incubate at 65 °C for 5 min. Chill on ice, spin down and
place the vial back on ice.

3 Add the following components in the indicated order:

5X Reaction Buffer 4L
RibolLock RNase Inhibitor (20 U/ul) 1uL
10 mM dNTP Mix 2L
ReveriAid RT (200 UfpL) 1uL
Total volume | 20 pL

4. Mix gently and centrifuge briefly.

5_For oligo(dT )« or gene-specific pimed cONA synthesis,
incubate for 60 min at 42 °C.

For random hexamer primed synthesis, incubate for 5
min at 25 °C followed by 60 min at 42 °C.

Note. For GC-rich RNA templates the reaction
temperature can be increased up fo 45 °C.

6. Terminate the reaction by heating at 70 °C for
5 min.

The reverse transcription reaction product can be directly

used in PCR applications or stored at -20 °C for less than

one week_ For longer storage, -70 °C is recommended

Il. PCR Amplification of First Strand cDNA

The product of the first strand cDNA synthesis can be
used directly in PCR or gPCR. The volume of first strand
cDNA synthesis reaction mixture should not comprise
more than 1/10 of the total PCR reaction volume.
Normally, 2 plL of the first strand cDNA synthesis reaction
mixture is used as template for subsequent PCR in 50 uL
total volume.

CONTROL REACTIONS

Positive and negative control reactions should be used to

verify the results of the first strand cDNA synthesis steps.

» Reverse transcriptase minus (RT-) negative control
is important in RT-PCR or RT-gPCR reactions to assess
for genomic DNA contamination of the RNA sample. The
confrol RT- reaction contains every reagent for the
reverse transcription reaction except for the RT enzyme.

« No template negative control (NTC) is important to
assess for reagent contamination. The NTC reaction
contains every reagent for the reverse transcripfion
reaction except for RNA template.

(Continued on reverse page)



TROUBLESHOOTING

Low yield or no RT-PCR product

Degraded RNA template.

RMNA punty and integrity is essential for synthesis of
fulldength cDNA. Always assess the integrity of RNA
prior to cDNA synthesis. Sharp 183 and 285 RNA bands
should be visible after denaturing agarose gel
electrophoresis of fotal eukaryotic RNA. Follow general
recommendations to avoid RNase contamination.

Low template purity.

Trace amounts of agents used in RNA purification
protocols may remain in solution and inhibit first strand
synthesis, e.g., SDS, EDTA, guanidine salis, phosphate,
pyrophosphate, polyamines, spermidine. To remove trace
contaminants, re-precipitate the RNA with ethanol and
wash the pellet with 75% ethanal.

Insufficient template quantity.

Increase the amount of template to the recommended
level. Following DNase | freatment, terminate the reaction
by heat inactivation in the presence of EDTA (to bind
magnesium ions), RNA hydrolyzes during heating in the
absence of a chelafing agent (1).

Incorrect primer choice.

Use the correct primer for the RNA template. Use the
random hexamer primer instead of the oligo(dT)ss primer
with bacterial RNA or RNA without a poly(A) tail. Ensure
sequence-specific pimers are complementary to 3'-end
of the template RNA.

GC rich template.

If the RNA template is GC rich or is known to contain
secondary structures, increase the temperature of the
reverse franscription reaction up to 45°C.

RT-PCR product longer than expected
RNA template is contaminated with DNA.

Amplification of genomic DNA containing introns. Perform
DMNase | digestion prior reverse franscription. To avoid
amplification of genomic DNA, design PCR primers on
exon-infron boundaries.

RT-PCR product in negative control

RNA template is contaminated with DNA.

PCR product in the negative control (RT-) indicates the
reaction is contaminated with DNA. Perform DNase |
digestion prior reverse transcription.

Reference

1. Wiame, |, et al., Irreversible heat inactivation of DNasel
without RNA degradation, BioTechnigues,

29, 252-256, 2000.
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PRODUCT USE LIMITATION

This product is developed, designed and sold exclusively for
research purposes and in vitro use only. The product was not
tested for use in diagnostics or for drug development, nor is it
suitable for administration fo humans or animals.

Please refer to www thermoscientific com/onebio for Material
Safety Data Sheet of the product.

@ 2013 Thermo Fisher Scientific, Inc. All ights reserved. All
trademarks are the property of Thermo Fisher Scientific Inc.
and its subsidiaries.



Anexo Ill = Aprovacgio do Conselho de Etica da Escola Superior

de Tecnologia da Saude de Lisboa

RESPOSTA CE - Divergéncia epigenética dos perfis fenotipicos resistentes do A POLITECNICO
Staphylococcus aureus e efeito modulador da EGCG =l DE LISBOA

Remetente Conselho de Etica da ESTeSL <conselhodestica@estesl ipl pt=

Para <edna.ribeiro@esteslipl.pt=
Cc =2015184@alunos._estesliplpt>
Data 2020-06-2410:17

REFERENCIA INTERNA DO PROJETO: CE-ESTeSL-N2, 20-2020 - Ana Rita Boieiro de Mira

TITULD DO DE PROJETO: Divergéncia epigenética dos perfis fenotipicos resistentes do Staphylococcus aureus e efeito modulador da EGCG
TIPO DE PROJETO/ESTUDO: Mestrado de Tecnologias Clinico-laboratoriais

INVESTIGADOR/A PRINCIPAL: Ana Rita Boieiro de Mira

ORIENTADORES: Edna Soraia Gregorio Ribeiro

INSTITUICAC PROMOTORA: Escola Superior de Tecnologia da Saide de Lisboa/IPL

INSTITUICAC(OES) ENVOLVIDAS: na

RECEBIDO: 16 abril 2020

Exma. Senhora Professora Doutora Edna Ribeiro,
Exma. Senhora Dr2. Ana Rita Boieiro de Mira, estudante de mestrado

Apds analise do projeto supracitado o Conselho de Etica (CE) da Escola Superior de Tecnologia da Satde de Lisboa (ESTeSL) considerou que, uma vez que se pretende usar
bactérias em arquivo obtidas em projeto anterior com parecer positivo pelo CE, existe o integral respeito pelos principios éticos consensuais e pelas normas legais
aplicaveis, sendo, por isso, emitido por unanimidade um parecer favoravel .

Lembramos ainda que todos os estudos gue envolvem a autorizagdo dos participantes e a recolha de amostras e dados anonimizados efou codificados tém de cumprir com
o estabelecido no Regulamento Geral sobre a Protecio de Dados de 27 de abril de 2016.

For ultimo, solicita-se também que, ao abrigo do art? 19 da Lei 21/2014 de 16 de abril e do disposto no n223 da atual versdo da Declaracdo de Helsinguia, dé igualmente
cenhecimento ao Conselho de Etica da ESTeSL do relatério final com as conclus@es do estudo, de eventuais alteracfies ao protocolo de investigacio e demais informagfies
tidas por relevantes.

Aproveitamos ainda para desejar o maior sucesso no desenvolvimento deste trabalho.
Com os melhores cumprimentos,

Prof?, Coordenadora Helena Soares

Presidente do Conselho de Etica da ESTeSL

Escola superior de Tecnologia da Sadde de Lisboa

Av. [ Jodo 1), lote 4.69.01, 1990-096 Lishoa
Tel. 218 980 447; Fax. 218 980 460

— ESCOLA SUPERIOR DE
[ TECNOLOGIA DA SAJDE
DE LISROA
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