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RESUMO

SANCHES, Newton Moreno, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de
2018. Analise in silico e caracterizacdo funcional de RNAs pequenos reguladores:
alvos e fenétipos envolvidos em Actinobacillus pleuropneumoniae. Orientadora:
Denise Mara Soares Bazzolli. Coorientadores: Eduardo de Almeida Marques ¢ Marisa
Vieira de Queiroz.

Actinobacillus pleuropneumoniae (App) ¢ o agente causal da pleuropneumonia suina,
doenga que causa uma pleuropneumonia fibrinosa, exsudativa, hemorragica, necrosante,
que afeta porcos de todas as idades, levando a morte subita e grandes perdas
econdmicas em todo o mundo. Existem dois métodos basicos para limitar a infec¢ao
endémica de App: antibidticos e vacinas, mas a segunda op¢ao ndo ¢ eficiente para
controlar a pleuropneumonia porcina. A viruléncia de App ¢ complexa e envolve
diferentes fatores bacterianos que incluem exotoxinas, polissacarideos capsulares e
lipopolissacarideos. Além disso, existem fatores adicionais de viruléncia que sdo up- ou
down-regulados durante a infec¢do e pequenos RNAs reguladores (sSRNAs) podem
regula-los. Recentemente, nosso grupo identificou 23 sRNAs em App, cuja transcri¢ao
foi validada por RNA-Seq. Neste trabalho selecionamos seis genes SRNA e produzimos
mutantes de dele¢do a partir dos parentais selvagem (WT AsRNA) e de seu mutante
1sogénico para a chaperona de sRNAs, Hfq (Ahfq AsRNA). Além disso, propomos uma
analise robusta in silico da estrutura, conservacdo e interagdo dos RNAs de App com
seus alvos. Os fenotipos desses mutantes foram comparados aos da linhagem parental
sob diferentes condi¢des, como: curva de crescimento, crescimento sob diferentes
condicoes de estresse, determinagdo da concentragdo inibitéria minima contra
antibioticos, adesdo em superficies bidticas e abidticas, atividade hemolitica e viruléncia
no modelo alternativo de infeccao, Galleria mellonella. As linhagens AsRNA exibiram
uma diferenca fenotipica em relagdo as linhagens parentais sob pelo menos uma
condicdo, revelando que os SRNAs de App estdo envolvidos na regulagdo da viruléncia.
Notavelmente, alguns mutantes de dele¢ao simples mostraram um fen6tipo de ganho de
funcdo, que ainda ndo foi descrito para nenhum outro mutante de dele¢ao de gene de
sRNA na familia Pasteurellaceae. Além disso, um mutante mostrou uma forte atenuagao
de viruléncia, sendo um candidato para elaboracdo de uma vacina viva atenuada contra
A. pleuropneumoniae. As analises in silico revelaram a presenca de SRNAs de App em
seis géneros da familia Pasteurellaceae. Varios alvos foram encontrados e categorizados

em diferentes fungdes, evidenciando uma complexa rede de regulagdo génica para esses
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RNAs. A partir desses resultados, propomos um modelo de agao via Arrc14 em que ele
atua como regulador negativo no metabolismo de amino e nucleotideo agucares. Nossos
resultados permitem concluir que os SRNAs aqui estudados interferem de forma distinta
na regulacdo da viruléncia de Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 8. Concluimos
ainda que, com base nos dados obtidos para RNAO1, a linhagem WT_ Arna0l possui
potencial para ser utilizada no desenvolvimento de uma vacina atenuada viva para prevenir

e controlar infec¢des por Actinobacillus pleuropneumoniae.
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ABSTRACT

SANCHES, Newton Moreno, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September, 2018.
In silico analysis and functional characterization of small regulatory RNAs: targets
and phenotypes involved in Actinobacillus pleuropneumoniae Adviser: Denise Mara
Soares Bazzolli. Co-advisers: Eduardo de Almeida Marques and Marisa Vieira de
Queiroz.

Actinobacillus pleuropneumoniae (App), the porcine pleuropneumonia’s causative
agent, a fibrinous, exudative, hemorrhagic, necrotizing pleuropneumonia affecting pigs
of all ages, leading to sudden death and great economic loss worldwide. There are two
basic methods used to limit endemic infection of App: antibiotics and vaccines, but the
second option is not efficient to control porcine pleuropneumonia. The App virulence is
complex and involves different bacterial factors including exotoxins, capsular
polysaccharides, and lipopolysaccharides. Beyond these, there are additional APP
virulence factors that are down- or up-regulated during infection and regulatory small
RNAs (sRNAs) can regulate them. Recently, our group identified 23 sRNAs in App,
whose transcription was validated by RNA-Seq. In this work we selected six SRNA
genes and produced deletion mutants from wild-type parental (WT_AsRNA) and its
1sogenic mutant for the SRNA chaperone, Hfq (A#fg AsRNA). In addition, we propose a
robust in silico analysis of the structure, conservation and interaction of APP sRNAs
with their targets. The phenotypes of these mutants were compared to that of the
parental strain under different conditions, i.e. growth curve, growth under different
stress conditions, determination of minimum inhibitory concentration against
antibiotics, adhesion on biotic and abiotic surfaces, hemolytic activity and virulence in
the alternative infection model Galleria mellonella. The AsRNA strains exhibited a
phenotype difference from the parental strains under at least one condition, revealing
that App sRNAs are involved in virulence regulation. Notably, simple deletion mutants
showed a gain of function phenotype, which has not yet been described for any other
sRNA gene deletion mutant in the Pasteurellaceae family. In addition, a mutant showed
a strong attenuation of virulence, being a promising live-attenuated vaccine candidate
against App. In silico analysis revealed the presence of App sSRNAs in six genera of the
Pasteurellaceae family. Several putative targets were found and categorized in different
functions, evidencing a complex gene regulation network by these sSRNAs. From these
results, we propose a model of action via Arrc14 in which it acts as a negative regulator
in amino and nucleotide sugars metabolism. Our results allow us to conclude that the
sRNAs studied here interfere differently in virulence regulation of Actinobacillus
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pleuropneumoniae serotype 8. We also conclude, based on the data obtained for
RNAOI1, that the WT Arna01 line has potential to be used in the development of a live

attenuated vaccine to prevent and control Actinobacillus pleuropneumoniae infections.
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INTRODUCAO

As doengas infecciosas entéricas e respiratorias sao a maior causa de morbidade e
mortalidade em mamiferos criados em sistemas pecudrios de producdo intensiva. Diferentes
medidas de controle sdo usualmente empregadas para minimizar a dispersdo de agentes
infecciosos nestes ambientes, como a quimioterapia por restricdo por antibidticos e a
vacinagdo. Apesar de diversos avangos nestas linhas, estas doengas permanecem como
sendo o maior obstaculo ao aumento da produtividade e a vacinag¢do tem sido a melhor
intervencao para reduzir a morbidade e mortalidade causada pelas doencas infecciosas.

Por mais de um século as vacinas foram desenvolvidas de acordo com o paradigma
basico de Pasteur que estabeleceu uma estratégia que inclui o isolamento, inativagdo e
inoculagdo do agente causal da doenca infecciosa. Esta abordagem tradicional tem sido
gradualmente substituida em funcdo de dois grandes avancos: 1) a melhor compreensao dos
processos de patogenia, infecgdes microbianas e identificagcdo dos fatores de viruléncia e ii)
a melhor caracterizacdo da resposta imune ao agente infeccioso. A compreensdo destes
fatores levou ao desenvolvimento de vacinas de segunda geragdo, como as vacinas
racionalmente atenuadas, ao uso de componentes antigénicos e as vacinas de subunidades
produzidas com ou sem o auxilio da tecnologia de DNA recombinante. Apesar do relativo
sucesso obtido no desenvolvimento destas vacinas, muitas espécies com multiplos fatores
de viruléncia ainda sao desafios constantes para a elaboragdo de vacinas que induzam uma
resposta protetora efetiva.

Neste contexto, a bactéria Gram negativa Actinobacillus pleuropneumoniae (App),
agente causal da pleuropneumonia suina, doenga que acomete suinos de todas as idades e
possui um forte impacto no bem-estar dos animais e na economia das industrias de criagdo
de suinos, ainda ¢ um desafio no que diz respeito a um controle efetivo da doenga. A

infeccao por A. pleuropneumoniae ¢ um processo multifatorial no qual muitos fatores de



viruléncia agem de forma conjunta e complexa no estabelecimento da doenca. Atualmente,
sdo reconhecidos 18 sorotipos diferentes, baseando-se em caracteristicas de sorotipagem e
antigenos capsulares e estes apresentam padrdes diferenciados de viruléncia. A variagdo da
viruléncia entre os sorotipos pode ser atribuida tanto a auséncia de genes envolvidos na
viruléncia quanto a expressdo diferenciada de exotoxinas secretadas pela bactéria,
capacidade de formar biofilmes, otimizada interacdo patdégeno — hospedeiro, componentes
na superficie de App como adesinas, fimbrias e aos diferentes componentes do sistema de
transporte de ferro, entre outros. A regulacdo destes fatores pode ser compreendida a partir
do ponto de vista transcricional e a acdo conjunta desses fatores reguladores contribui para a
plasticidade fenotipica de App e assim se relacionam com o sucesso do desenvolvimento da
pleuropneumonia suina.

Nos tltimos anos ¢ evidente o envolvimento de pequenos RNAs ndo codificantes
(SRNAs) em processos que envolvam a regulagdo da expressdo génica global, como
resposta a diferentes condigdes ambientais e a viruléncia, o que influencia no processo de
patogénese. Este panorama ¢ comprovado em diferentes patdgenos bacterianos, mas nunca
explorado em App. Sendo assim, neste trabalho foi investigado o papel de diferentes
sRNAs, previamente identificados e validados por nosso grupo, no fenotipo selvagem de A.
pleuropneumoniae sorotipo 8 e assim gerar informagdes que possam subsidiar no futuro a

elaboracdo de uma vacina atenuada baseada em mutantes de SRNA.



REFERENCIAL TEORICO

Actinobacillus pleuropneumoniae

Actinobacillus pleuropneumoniae (App), agente causal da pleuropneumonia suina, ¢
uma bactéria Gram-negativa anaerdbia facultativa da familia Pasteurellaceae, que apresenta
dois bidtipos: biovar 1 (B-NAD-dependente) e biovar 2 (B-NAD-independente) (NIVEN;
LEVESQUE, 1988). App apresenta formato de cocobacilo com tamanho aproximado de 0,4 x
1,0 uM (DONACHIE; LAINSON; HODGSON, 1995) (Figura 1). Sua ultraestrutura mostra
a presenca de capsula e de fimbrias do tipo IV e a tipagem molecular e sorologica de
polissacarideos capsulares revela 18 diferentes sorotipos de App (BOSSE et al., 2017;
SARKOZI; MAKRAF FODOR, 2015). Na maioria dos rebanhos, pode haver a
predominancia de um sorotipo, embora diferentes sorotipos possam ser encontrados na
mesma fazenda (BOSSE et al., 2017; CHIERS et al., 2010). A distribui¢io dos sorotipos varia
de acordo com as regides do mundo: varios sorotipos sdo relatados na América do Norte,
incluindo os sorotipos 1, 3, 5 - 8, 12 e 15; o sorotipo 2 predomina em muitos paises europeus
(JACQUES

, 2004) e o sorotipo 8 ¢ predominante no Reino Unido (DUBREUIL et al., 2000;
O’NEILL et al., 2010) e sudeste do Brasil (ROSSI et al., 2013), além de ter sido recentemente
isolado nos Estados Unidos e Canadd (GOTTSCHALK; LACOUTURE, 2014). Este sorotipo
¢ pouco explorado e muitas vezes negligenciado nos estudos epidemiologicos disponiveis,

sendo, portanto, o alvo deste estudo.



Figura 1. Microscopia de forca atdmica de células de Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 8 coletadas
no meio da fase exponencial de crescimento (arquivo pessoal e colaboragdo do prof. Sukarno Olavo Pereira,
DPF, UFV).

O genoma de App € composto por um Unico cromossomo circular com tamanho
médio de 2,37 Mb, 40 - 42,0% de conteudo GC e em media 2.247 genes (BOSSE et al., 2016).
Segundo XU et al. (2010), o pangenoma de Actinobacillus pleuropneumoniae, analisado a partir
de 12 sorotipos (sorotipos 1, 2, 3, 4, 5b, 6, 7, 9, 10, 11, 12 e 13) consiste de 3.303 clusters de
genes, dos quais 1709 compde o genoma core, sendo 822 genes compartilhados por a0 menos
duas espécies e 772 linhagem-especifica. A diversidade genética encontrada pelos autores entre
os genomas investigados relaciona-se em especial a biogénese da cépsula e ao antigeno O da
camada de lipopolissacarideos. Apesar de todos os sorotipos serem patogénicos, ha uma
diferenca significativa no perfil de viruléncia entre eles (HAESEBROUCK, 2004).

A viruléncia de App ¢ multifatorial (SASSU et al., 2017), sendo a secrecao de
exotoxinas um dos principais fatores (FREY, 1995). As exotoxinas de App pertencem ao
grupo de proteinas RTX (repeats in the structural toxin), que sao proteinas produtoras
de poros produzidas por uma grande variedade de bactérias Gram negativas patogé€nicas
(FREY; KUHNERT, 2002). As proteinas RTX de App sdo designadas de Apx

(Actinobacillus pleuropneumoniae toxins) e possuem distribuicdo distinta entre os



diversos sorotipos. Atualmente, sdo conhecidas quatro exotoxinas, designadas de ApxI,
ApxIl, ApxIIl e ApxIV que possuem diferentes padrdes de atividade hemolitica e/ou
citolitica nas células do hospedeiro (FREY, 2011; LINHARTOVA et al., 2010). App
sorotipo 8 secreta as exotoxinas ApxIl, ApxIIl e ApxIV, sendo considerado um sorotipo
de viruléncia moderada (KLITGAARD et al., 2012).

A pleuropneumonia suina ¢ uma pleuropneumonia fibrinosa, exsudativa,
hemorragica e necrosante que afeta todas as idades de porcos, levando a morte stbita e
portanto, responsavel por significativas perdas em todos os paises produtores de carne suina
(CHIEN et al., 2009). O mecanismo de injtria na pleuropneumonia suina é causado pela lesao
e morte das células do sistema respiratorio, em especial as do sistema vascular, derivado dos
efeitos das toxinas bacterianas e da inflamag¢do aguda e seus mediadores e enzimas
degradativas (SASSU et al., 2017). Lesdes macroscopicas, atribuidas a lesdo vascular afetam
o pulmado e o tecido linfoéide associado aos bronquios (BALT) e incluem edema e alteragdes
na permeabilidade vascular; pneumonia fibrinosa e hemorragica; efusdo pericardial e pleural e
inflamacdo necrotizante aguda (CHASE; LUNNEY, 2012).

Os suinos entram em contato com a bactéria App por meio da inalagdo da mesma,
presente em fomites ou goticulas de secregdes (BALTES; HENNIG-PAUKA; GERLACH,
2002). No sistema respiratorio a bactéria coloniza as mucosas aderindo & membrana das
células epiteliais por meio de suas fimbrias, além de se ligar fortemente aos cilios e
membranas de bronquiolos terminais e fracamente aos cilios e ao epitélio da traqueia e
bronquios (FREY, 1995; TREMBLAY et al., 2013; ZHOU et al., 2013). App requer ferro para
seu metabolismo e utiliza a transferrina porcina para a sua aquisi¢io (JACQUES, 2004;
TREMBLAY; DESLANDES; JACQUES, 2013). Uma vez que a colonizagdo ¢ estabelecida,
a bactéria ¢ fagocitada por macrofagos alveolares intersticiais e intravasculares, liberando
citocinas que recrutam neutrdfilos para o foco de infeccdo (KLITGAARD et al., 2012), os

quais sdo capazes de eliminar as bactérias, ao contrario dos macrofagos inflamatérios, que



ndo sdo capazes de matar App (BOSSE et al., 2002; SASSU et al., 2017). App pode
sobreviver durante mais de 90 minutos num fagossoma de um macréfago, durante o qual ela
cresce, replica e secreta as toxinas Apx, levando a piroptose e consequente liberagdo da

bactéria. A permanéncia da bactéria no interior dos macrofagos auxilia na dispersdo das

bactérias no tecido pulmonar (CHASE; LUNNEY, 2012; SASSU et al., 2017).

Pequenos RNAs regulatérios (SRNAs)

Nos ultimos 15 anos, a descoberta de uma nova classe de biomoléculas
reguladoras, denominados de pequenos RNAs ndo-codificantes (ncRNAs) ou pequenos
RNAs regulatérios (sSRNAs), desafiou a percepgdo de longa data que as proteinas sdo os
reguladores predominantes da expressdo génica (BARTEL, 2004; STORZ; VOGEL;
WASSARMAN, 2011). Os sRNAs estdo presentes em todos os dominios da vida e
tornam-se cada vez mais reconhecidos como uma nova e importante classe de
reguladores da expressdo génica (AZAM; VANDERPOOL, 2017). Em bactérias, um
nimero expressivo destes reguladores sdo transcritos como RNAs relativamente curtos
que variam entre 50 e 300 nucleotideos (STORZ; VOGEL; WASSARMAN, 2011), mas
podem chegar a até 500 nucleotideos (KWENDA et al., 2016) os quais atuam nos alvos
de forma independente (STORZ; VOGEL; WASSARMAN, 2011) ou auxiliados por
uma proteina chaperona de RNA (VOGEL; LUISI, 2011). Atualmente, os sSRNAs estdo
relacionados a varios sistemas que contribuem para modular a viruléncia e varios
processos fisiologicos nas bactérias, tais como a homeostase da membrana externa
(FROHLICH et al., 2012), o quorum sensing (SHAO et al., 2013), homeostase do ferro
(PORCHERON; DOZOIS, 2015), formagao de biofilme (MONTEIRO et al., 2012; XIE
et al.,, 2016), reconhecimento da célula hospedeira (STERZENBACH et al., 2013),
metabolismo de aminoacidos (VANDERPOOL; BOBROVSKYY; RICHARDS, 2015),

motilidade (FUENTES et al., 2015), patogenia (BHADURI; WESLEY, 2012), resposta



ao estresse (KLEIN; RAINA, 2017) e a adaptagdo as diferentes condigcdes de
crescimento (MICHAUX et al., 2014a). Os sSRNAs representam uma ferramenta util na
regulacdo da expressdao genética devido ao seu baixo custo energético e sintese rapida,
particularmente quando sdo necessarias respostas rapidas (FUENTES et al., 2015). No
que se refere a classificagdo dos sRNAs em bactérias, eles podem ser divididos em
RNAs que modulam a atividade protéica, RNAs cis-codificados, RNAs trans-
codificados e CRISPR (clustered regulatory interspaced short palindromic repeats)
(STORZ; VOGEL; WASSARMAN, 2011). Essas classes regulam os alvos por dois
mecanismos gerais de acdo (GOTTESMAN, 2004): i) a interagdo sRNAs com
proteinas; e ii) pareamento entre o SRNA e o mRNA cognato (completo ou parcial), o

qual ¢ o mecanismo mais comum (STORZ; VOGEL; WASSARMAN, 2011).

Interacao sSRNA com proteinas

Os sRNAs podem afetar diretamente a agdo de proteinas associando-se a elas e
modificando sua atividade (REPOILA; DARFEUILLE, 2009). Um exemplo ¢ o SRNA SsrS,
também chamado de 6S, que ¢ um regulador global do processo de transcrigdo envolvido na
modulagdo ao estresse ¢ durante a limitacao de nutrientes, sendo seu mecanismo de agao bem
conhecido em Escherichia coli (CAVANAGH; WASSARMAN, 2014) e ja identificado em
App (ROSSI et al., 2016). SsrS interage com a o fator sigma 70 (¢”°) da RNA polimerase
holoenzima bloqueando seletivamente o acesso da holoenzima ao promotor da maior parte
dos genes expressos em condi¢oes normais da célula, o que permite a interagdo com outro
fator sigma e a expressdo de genes relacionados a condigdes de estresse e fase estaciondria
(WASSARMAN, 2007). Um outro ncRNA que altera a atividade proteica por interagao direta
¢ o CsrB, o qual interage, entre outros mecanismos, com o regulador traducional CsrA

bloqueando o seu acesso a regido 5 UTR de mRNAs alvos (GOTTESMAN, 2004). CstB ¢



amplamente distribuido entre bactérias Gram negativas (REPOILA; DARFEUILLE, 2009),
incluindo App (ROSSI et al. 2016), e pode regular uma gama de fenétipos, como o controle
do fluxo de carbono, biofilme, motilidade, formagdo de capsula e viruléncia (KLEIN;

RAINA, 2017).

Pareamento entre SRNA e mRINAs alvos

A maioria dos sRNAs estudados realizam o controle da expressao génica pelo
pareamento com seus alvos cognatos, os mRNAs. O pareamento pode ocorrer por SRNAs
codificados na fita oposta codificadora do mRNA alvo (sRNAs cis-codificados ou cis-
antisenso) e, portanto, apresentam uma complementariedade alta com os alvos (MICHAUX
et al., 2014b), ou podem ser codificados em um Jocus distante do seu alvo cognato (SRNAs
trans-codificados). Um exemplo de regulacdo por sRNA cis-codificado ¢ encontrado em
Salmonella. O operon mgtMPCBR medeia a sobrevivéncia e viruléncia de Sa/monella no
interior de macrofagos em camundongos. Um sRNA cis-codificado de 1.2 kb, denominado de
AmgR, ¢ transcrito a partir da regido intergénica mgtC-mgtB e ¢ complementar a toda
sequéncia mgtMPC no terminal 5° do mRNA mgtMPCBR. Assim, AmgR controla
negativamente os niveis de MgtC e MgtB e a viruléncia de Salmonella (HAN et al., 2013).

Os sRNAs trans podem atuar sobre diferentes mRNAs alvos e envolvem
pequenas sequéncias de reconhecimento, denominadas de sequéncias seed (RYAN;
MUKHERIJEE; SUAR, 2017). As interacdes SRNA trans — mRNA dependem na maior
parte das vezes de uma chaperona de RNA para estabilizar a interagdo, como a proteina
Hfq e a ProQ (SAUER, 2013; SMIRNOV et al., 2016). Em App alguns sRNAs trans ja
foram identificados, como o 6S e GevB (ROSSI et al., 2016). GevB € um regulador
global que atua principalmente no transporte e metabolismo de aminoécidos, reprimindo

o transporte de dipeptideos e aumentando a sobrevivéncia da bactéria em pH acido



(MICHAUX et al., 2014b). GevB ¢ dependente da chaperona Hfq e possui diferentes
mRNAs alvos que podem ser reprimidos ou ativados pelo SRNA (PULVERMACHER;
STAUFFER; STAUFFER, 2009). Um outro SRNA com atua¢do trans ¢ o GlmZ. Em
Gamaproteobacterias, uma rota metabolica que ¢ regulada por sRNAs trans ¢ a da
biogénese de glucosamina, um precursor inicial essencial para a sintese de
peptideoglicanos e lipopolissacarideos. Na regulagdo desta rota, o SRNA GlmZ estimula
a traducdo da enzima glucosamina-6-fosfato sintase (GImS), que atua como primeiro
passo nesta rota. Auxiliado pela chaperona Hfq, GImZ se pareia com uma sequéncia
anti-Shine-Dalgarno do mRNA codificador (glmS), promovendo tanto a tradugdo

quanto a estabilidade do transcrito (GONZALEZ et al., 2017).

Mecanismos de acao dos SRNA trans

Os sRNA trans atuam sobre os mRNAs alvo por pareamento imperfeito de
bases, nao continuo, e controlam a tradugdo e regulam a estabilidade do mRNA
(PAPENFORT; VANDERPOOL, 2015). Alguns sRNAs regulam seu alvo
positivamente, por exemplo, através do pareamento na regido 5’-UTR do mRNA,
impedindo a formacdo de uma estrutura secundaria capaz de inibir a traducdo, ou
pareando com sequéncias de reconhecimento de ribonuclease para estabilizar um
mRNA alvo (LALAOUNA et al., 2013). Como regulagdo negativa, os sRNAs
frequentemente, mas nem sempre, operam como repressor traducional por pareamento
direto com uma sequéncia no sitio de ligagdo do ribossomo (RBS), impedindo a
interagdo com o ribossomo (MICHAUX et al., 2014b). Independente do mecanismo de
acdo, os SRNA frequentemente dependem da proteina chaperone Hfq. Hfq ¢ um fator
chave na regula¢do mediada por SRNAs frans e no controle da estabilidade de mRNAs

e sRNAs. A chaperona Hfq ¢ uma proteina homohexamérica em forma de anel,



pertencente a grande familia de proteinas Sm e Sm-/ike, presentes em todos os trés
dominios da vida e que se liga simultaneamente ao SRNA e ao mRNA (VINCENT et al.,
2012), facilitando o pareamento entre eles. Outro papel importante de Hfq ¢ a protecao
dos sRNAs pela degradagdo mediada pela Rnase E (LALAOUNA et al., 2013). Os
trans-sRNAs interagem com 0s seus alvos tanto na regido 5'-UTR ou diretamente na janela de
leitura (ORF) (FUENTES et al., 2015) enquanto que o terminal 3' dos sSRNA, rico em uridina,
¢ reconhecido especificamente pela Hfq (SAUER; WEICHENRIEDER, 2011), facilitando o
pareamento do sSRNA com o mRNA alvo (PAPENFORT; VANDERPOOL, 2015). Muitas
vezes, 0s SRNAs podem atuar nos mRNAs alvos como um fator de transcri¢do provocando

uma resposta global (VINCENT et al., 2012).
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Figura 2. Mecanismos de a¢do dos sRNAs frans. O pareamento dos trans-sSRNAs com o mRNA alvo pode
reprimir a tradugdo (A) através do bloqueio do sitio de ligagdo do ribossomo (RBS) ou por facilitar a agdo de
endonucleases (B e C) que degradam o mRNA. O aumento da tradugéo pode ocorrer pela inibi¢do de estruturas
secundarias (D) que impedem o acesso do ribossomo. Fonte: Lalaouna, 2013.
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sRNAs e viruléncia

Durante o processo infeccioso, as bactérias patogénicas se adaptam ao ambiente
encontrado no hospedeiro por meio da expressao temporal de seus genes de viruléncia e
de plasticidade ao estresse. Assim, deve haver uma resposta coordenada que envolva a
expressao destes genes. Para que esta resposta seja rapida, a regulacdo por SRNAs ¢ um
mecanismo mais eficiente do que o envolvimento de regulacao por proteinas (STORZ;
VOGEL; WASSARMAN, 2011). Os mecanismos moleculares de controle da expressao
de genes de viruléncia baseados em sRNA sao muito versateis, mas podem compartilhar
semelhangas notdveis entre espécies relacionadas. Os mecanismos podem variar da
regulacao da transcricao e traducao ao controle da conformagdao do RNA e estabilidade
do RNA (WATERS; STORZ, 2009). A grande maioria dos sRNAs possui multiplos
mRNAs alvo e influencia processos numerosos e distintos, envolvidos com fungdes
housekeeping, regulacdo de viruléncia e resposta a mudangas ambientais (HEROVEN;
NUSS; DERSCH, 2017).

Encontrar a fungao biologica de um sRNA ¢ um trabalho arduo, dado a miriade de
alvos que os sRNAs trans podem interagir e regular (WRIGHT et al.,, 2013). Uma
abordagem para compreender a fungdo biologica dos sRNAs ¢ descobrir fendtipos
associados a delecdes de seus genes codificadores. A existéncia de um fendtipo de delecio
indica que um sRNA desempenha uma fungdo biologicamente relevante que € passivel de
estudo em laboratdrio. Além de demonstrar a relevancia fisiologica do gene, a descoberta de
um fendtipo de delecdao facilita enormemente o estudo do sRNA correspondente por
andlises genéticas adicionais (HOBBS; ASTARITA; STORZ, 2010).

Atualmente, diversos SRNAs tém sido relacionados com a viruléncia bacteriana por
meio da abordagem de delecdo do gene codificador para o sSRNA. Alguns exemplos sdo o

sRNA SgrS de Esherichia coli que atua no controle do estresse nutricional (MAKI et al.,
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2010) e RybB, que atua na formacdo da membrana externa da bactéria regulando
negativamente a expressao dos mRNAs ompW e ompC pelo bloqueio da regido RBS
(PAPENFORT et al., 2010). Em Pasteurellaceae, o conhecimento sobre sRNAs e sua
associagdo com a viruléncia e resisténcia ao estresse ainda ¢ bastante limitado. A seguir sdo
apresentados dois exemplos ja conhecidos para este mecanismo de controle em
Pasteurellaceae.

Um importante fator de viruléncia para bactérias ¢ a capacidade de sobreviver e
crescer em um ambiente com limita¢do de ferro (BOSSE et al., 2002; SASSU et al., 2017).
O ferro esta envolvido em vias metabolicas, respiragdo, transporte de oxigénio, sintese de
DNA e sintese de metabodlitos (CHAREYRE; MANDIN, 2018) e ¢ fundamental para as
bactérias no estabelecimento da infeccdo. Em muitas bactérias, incluindo App, o nivel e a
utilizagdo do ferro intracelular sdo controlados pela proteina reguladora Fur (SANTANA et
al., 2014), a qual reprime a expressdo de genes codificadores para siderdforos (HO;
ELLERMEIER, 2015). Fur também pode atuar como ativador da expressao génica por trés
mecanismos distintos: 1) indiretamente via sSRNAs, ii) ligacao a elementos reguladores cis
que aumentam o recrutamento da holoenzima RNA polimerase e iii) atuando como um anti-
repressor pela remocdo ou bloqueio da ligacdo do DNA de um repressor de transcrigdo
(TROXELL; HASSAN, 2013). Assim, Fur atua como regulador genético global em
numerosas funcdes da célula como a respiracdo, glicolise, metabolismo das purinas e a
resisténcia ao estresse redox (CHAREYRE; MANDIN, 2018). Através da constru¢ao de
uma série de mutantes com delecdo de genes, SANTANA et al. (2014) identificou um
sRNA trans, nomeado de HrrF, em Haemoplilus influenzae. Posteriormente, homologos de
HrrF foram encontrados em outros géneros de Pasteurellaceas, incluindo em Actinobacillus
(SANTANA et al., 2014). HrrF possui expressdo maxima quando os niveis de ferro estdo
baixos. O regulador Fur controla a expressdo de HrrF ligando-se dowstream ao promotor

hrrF. Os alvos de HrrF sao mRNAs de genes cujos produtos estdo envolvidos na absor¢ao
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de molibdato, sintese de desoxirribonucleotideos e sintese de aminoacidos (SANTANA et
al., 2014).

Um outro exemplo de sRNA envolvido na viruléncia e resisténcia a estresse ¢ o
GcevB, encontrado em bactérias das familias Pasteurellaceae, Enterobactereaceae ¢
Vibrionaceae (KALVARI et al., 2018). O gene gcvB codifica para um sRNA envolvido na
regulacdo de varios sistemas de transporte de aminoécidos, bem como genes biossintéticos
de aminodcidos. A transcricdo de GevB ¢ ativada pelo gene gevA e reprimida pelo gene
gcvR (JIN et al., 2009). A andlise da delecao de GevB em Yersinia pestis mostrou que
ocorre alteragdo na morfologia da colonia, além de reduzir o crescimento (MCARTHUR;
PULVERMACHER; STAUFFER, 2006). Em um outro trabalho, também por delecio
génica, foi demonstrado que o GevB aumenta a capacidade de E. coli resistir em pH 4cido
por meio da regulagcdo dos niveis do fator sigma alternativo RpoS (JIN et al., 2009). A
interagdo de GevB com sRNA SroC desencadeia a degradagcdo de GevB pela RNase E,
aliviando a repressdo dos mRNAs mediada por GevB e de outros genes metabolicos e de
transportes relacionados a aminoacidos (AZAM; VANDERPOOL, 2017; MIYAKOSHI;

CHAO; VOGEL, 2015).

Histérico da elaboragdo de vacinas contra Actinobacillus pleuropneumoniae

O desenvolvimento de uma vacina eficaz para App tem dispensado esforgos desde
1994, quando Fenwick e colaboradores desenvolveram uma vacina a partir de extratos
completos de células e obtiveram relativo sucesso na redugcdo da mortalidade apods
desafio com sorotipo homoélogo, mas insuficiente contra sorotipos heterdlogos (DEL
POZO SACRISTAN et al., 2014). Este problema de especificidade aos sorotipos foi
contornado com a evolu¢do das formulacdes a partir de bactérias inteiras para vacinas

elaboradas a partir de subunidades de toxinas Apx e componentes bacterianos
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identificados como candidatos vacinais em potencial (CHIERS et al., 2010).

Apesar da ampla protecdo cruzada contra multiplos sorotipos, as vacinas de
subunidades baseadas em toxinas Apx ndo conferem protecdo completa quando avaliadas
em condicdes de campo (CHIERS et al, 1998; HABRUN et al, 2002;
JIRAWATTANAPONG; L, 2007; SADILKOVA et al., 2012) e estudos epidemiologicos em
paises europeus que adotaram esquemas regulares de vacinagcdo demonstraram que a
pleuropneumonia ¢ comumente encontrada em suinos abatidos (FABLET et al., 2012;
FRAILE et al., 2010; MERIALDI et al., 2012; MEYNS et al., 2011). Por outro lado, ¢é
amplamente conhecido que suinos que sobrevivem a uma infec¢@o natural ou experimental
com linhagens selvagens de App sdo parcialmente protegidos dos sintomas clinicos quando
desafiados com um sorotipo heterologo (MAAS et al., 2006) e completamente protegidos
contra a reinfec¢ao pelo mesmo sorotipo (RAMIJEET et al., 2008).

Assim, em vista do insucesso das formula¢des vacinais anteriormente testadas,
foi proposto o uso de linhagens selvagens que mantivessem a capacidade de colonizar o
hospedeiro, porém sem causar doenca clinica. TONPITAK ef al/, em 2002, propuseram o
uso de uma linhagem do sorotipo 2 de App com dele¢do para os genes apxIIA e ureC.
Este duplo mutante mostrou-se eficiente na protecdo de suinos quando desafiados com
linhagens homologas. Entretanto, este prototipo vacinal causou doenga clinica em uma
pequena propor¢do de porcos testados. Outro grupo de pesquisa, liderado por MAAS et
al (2006), utilizou o mesmo principio proposto por TONPITAK e atenuou uma
linhagem de App deletando genes envolvidos na viruléncia da bactéria. A bactéria
mutante mostrou-se capaz de colonizar o tecido pulmonar, tonsilas e linfonodos dos
suinos sem causar a doenga clinica e se manteve por até seis semanas nos hospedeiros
inoculados. Os suinos vacinados foram significativamente protegidos da doenca clinica
quando desafiados com um sorotipo heter6logo, suportando o conceito de que uma

vacina atenuada de App fornece protecdo cruzada. Apesar deste sucesso experimental, o
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mutante produzido s6 induziu resposta imunoldgica apds duas aplicagdes por via aérea e
com altas doses de bactérias (~10° UFC) e foi detectado predominantemente a resposta
imune do tipo Th1 (MAAS et al., 2006).

O desenvolvimento de ferramentas genéticas de andlises tem levado ao
desenvolvimento de novas estratégias na busca de regides imunogénicas da bactéria que
estejam relacionadas com o processo de viruléncia e que possam ser utilizadas na
elaboracdo de vacinas contra App (GOTTSCHALK; LACOUTURE, 2014). Esta
abordagem, denominada de vacinologia reversa, baseia-se estritamente na informac¢ao
gendmica disponivel, a fim de identificar in silico candidatos potencialmente vacinais
(SERRUTO; RAPPUOLI, 2006). Uma das ferramentas derivadas da vacinologia
reversa, denominada de Tecnologia de Expressdo in vivo (IVET — in vivo Expression
Technology) busca identificar fatores bacterianos que sdo preferencialmente expressos
durante a infec¢do no hospedeiro, os quais sdo fatores potenciais para a viruléncia ou
persisténcia da bactéria in vivo (ANGELICHIO; CAMILLI, 2002).

Em um dos primeiros trabalhos adotando esta tecnologia, FULLER et al. (2000)
identificaram sequéncias com homologia para genes conhecidos a partir de uma
biblioteca de 2400 clones contendo promotores induzidos durante infec¢ao experimental
de suinos. Esses genes foram denominados de genes ivi (in vivo induced) e mostraram
estar envolvidos com o metabolismo e alguns com a viruléncia de App. Os autores
construiram uma linhagem mutante auxotrofica que foi utilizada como uma potencial
vacina atenuada. A vacina levou a uma reducdo na mortalidade quando os animais
imunizados foram desafiados com sorotipos homdlogos e/ou heterélogos. Entretanto,
ndo ocorreu nenhuma redugdo significativa nos escores clinicos obtidos para as lesdes
pumonares (RAMIJEET et al., 2008).

Em outro estudo recente, ANTENUCCI et al. (2017) utilizou a vacinologia reversa

para identificar imundgenos potenciais para todos os sorotipos de App. Apos identificar as
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proteinas Vac] e ApfA como bons candidatos, realizou um protocolo de imunizagdo e
desafios em suinos utilizando vesiculas de membrana externa (OMVs) como adjuvante. Os
resutados obtidos apresentaram um alto titulo de IgG contra as proteinas VacJ e ApfA, mas
sem apresentar diminui¢do no escore das lesdes nos animais imunizados, sendo obtido,

inclusive, lesdes mais acentuadas nos pulmdes dos animais com maiores titulos de IgG.

Abordagen in silico dos alvos e fungdo biologica de SRNAs

Nos ultimos anos, tem-se expandido a compreensdo de que os sRNAs
desempenham um papel central nos mecanismos de regulacdo transcricional de
bactérias (DUTCHER; RAGHAVAN, 2018). Os sRNAs sdo extremamente abundantes
em varios genomas procarioticos (WRIGHT et al., 2014) e, com a identificagdao
crescente de centenas de sRNAs em dezenas de espécies bacterianas (BHADURI;
WESLEY, 2012), uma consequéncia natural tem sido buscar a compreensao da fungao
destes recém sRNAs na regulacgdo transcricional das bactérias. Apesar do conhecimento
de que grande parte dos sRNAs identificados interagem com mRNAs, alterando sua
estabilidade e/ou influenciando o processo de traducao de seu alvo (STORZ; VOGEL;
WASSARMAN, 2011), a defini¢ado dos alvos para cada sRNA, assim como seu
mecanismo de acdo, permanecem desafiadores e as abordagens experimentais para
compreensdo de sua funcionalidade tendem a ser laboriosos, caros e em muitas
situacdes ndo possuem modelos biologicos adequados. Além disso, a falta de
direcionamento no estudo experimental dos alvos pode tornar a compreensdo da func¢do
do sRNA invidvel do ponto de vista temporal e economico.

Para minimizar os esfor¢os na busca da compreensdo da funcionalidade dos
sRNAs, o uso de ferramentas de bioinformatica tem sido fundamental para direcionar os

esforcos da abordagem experimental. Assim, a modelagem in silico e a predigcdo das
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interagdes RNA-RNA s3o aspectos centrais para o estudo de novos sRNAs e, nas
ultimas décadas, varias abordagens para resolver este problema foram propostas (LAI,
MEYER, 2016). Para permitir predi¢cdes com alto indice de precisdo, ¢ necessario levar
em conta a estabilidade (energia) de possiveis interacdes RNA-RNA e considerar a
acessibilidade destas interagdes (UMU; GARDNER, 2017). Atualmente, as ferramentas
CopraRNA, IntaRNA e TARGETRNA2 consideram estes fatores para realizarem a
predicdo de mRNAs alvos (KERY et al., 2014; MANN; WRIGHT; BACKOFEN, 2017;
WRIGHT et al., 2014). Entretanto, apesar da expectativa do uso de ferramentas de
bioinformatica na obtencdo de mRNAs alvos e na geracdo de redes de interacdo, a
predicdo in silico mostrou ser um desafio ainda maior em fung¢do da elevada
heterogeneidade dos sRNAs em tamanho, estrutura e ao fato da complementaridade
com o alvo ser imperfeita (VOGEL; WAGNER, 2007).

Assim, para uma caracterizagdo funcional e evolutiva adequada dos sRNAs, se
faz necessario a identificagdo de homodlogos, o que ¢ dificultado dada a natureza
heterogénea, sequéncias relativamente curtas e poucas regides conservadas (LOTT et
al., 2018). A conservacdo da sequéncia de um sRNA, bem como sua distribui¢do
filogenética, sinaliza que ele pode possuir fungdo biologica, em especial quando existe
grande distancia evolutiva entre as espécies que apresentam os sRNAs homologos
(WRIGHT; GEORG, 2018). Além disso, a presenga de homologos habilita métodos
comparativos para a predi¢do de mRNAs alvos, potencial de codificagdo e a elucidagdo
da estrutura secundaria (WRIGHT et al,, 2014). Um sRNA homélogo deve ser
conservado ndo apenas na sua sequéncia, mas também quanto a sua estrutura e, para um
dado conjunto de sSRNAs homologos, a importancia da estrutura secundaria tende a
aumentar conforme diminui a conservacgdo da sequéncia (NAWROCKI; EDDY, 2013Db).
Portanto, os algoritmos mais atuais para pesquisa de sSRNAs homologos consideram

tanto a conserva¢do da sequéncia primaria de nucleotideos, quanto a estrutura
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secundaria formada. Como padrdo, eles utilizam um modelo probabilistico baseado em
gramaticas livres de contexto de perfis estocasticos (DAI, 2007). Atualmente, os
principais softwares que desempenham a funcao de pesquisa de SRNAs homoélogos sdo
o RNAlien (EGGENHOFER; HOFACKER; HONER ZU SIEDERDISSEN, 2016),
INFERNAL (INFERence of RNA Alignment) (NAWROCKI; EDDY, 2013a) e
GLASSgo (GLobal Automated sSRNA Search go) (LOTT et al., 2018).

A predicdo de mRNA alvos, mesmo quando sdo considerados fatores como
homologos, conservacao e estrutura dos SRNAs, pode resultar em alvos que nao informam
adequadamente sobre a natureza da fungdo bioldgica do SRNA. Assim, a confec¢do de uma
rede de interagdo entre os alvos preditos, seguida de enriquecimento funcional, pode revelar
fungdes biologicas ocultas. Uma rede de proteinas de conectividade funcional ¢ formada a
partir da montagem de todas as associagdes funcionais de proteinas conhecidas e previstas
para um dado organismo (SZKLARCZYK et al., 2017). Essas redes representam um nivel
crucial e intermediario de agregacdo de informacdes: elas sdo colocadas em bancos de
dados em um extremo (que fornecem detalhes mecanicistas, mas geralmente tém baixa
cobertura) e descobertas de interagdes experimentais de alto rendimento (que tém alta
cobertura, mas geralmente também altos niveis de falsos positivos). Assim, as redes de
proteinas sdo adequadas para servir de filtros para uma maior integragdo de dados,
visualizacdo e descoberta de fungdes moleculares ocultas (CUN; FROHLICH, 2013).

Nosso grupo, desde 2012, tem investido esforcos no entendimento do papel de
sRNAs e da proteina chaperona de RNA — Hfq na viruléncia de App (CRISPIM, 2014;
PEREIRA et al., 2014; ROSSI et al., 2016; SILVA, 2016). Os resultados obtidos revelaram
que A. pleuropneumoniae Ahfq é mais susceptivel a diferentes condigcdes de estresse e
atenuado em Galleria mellonella, um hospedeiro alternativo para ensaios de viruléncia, o
que nos mostrou evidéncias sobre o envolvimento de SRNAs e / ou da proteina Hfq na

regulacdo da expressao genica em App.
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Mais recentemente, nosso grupo conduziu um extenso estudo que identificou
diferentes sSRNAs em App. A partir do uso de quatro diferentes algoritmos foram
identificados 23 sRNAs, sendo dezessete experimentalmente confirmados por Northern
blotting ou RT-PCR e, posteriormente, por RNA-Seq. A maior parte dos sRNAs
identificados ndo foi encontrada no banco de dado Rfam e mostraram-se conservados em
outras espécies da familia Pasteurellaceae. Apesar deste estudo inicial langar luz sobre
sRNAs em App, muito ainda necessita ser realizado no sentido de compreender a fungado

desses SRNAs na viruléncia e fisiologia desta bactéria.

Portanto, faz-se necessario compreender o papel dos sRNAs de App e este
trabalho busca esta compreensdo por meio da obtengdo e caracterizagdo fenotipica de
linhagens de App sorotipo 8 (MIDG2331) sRNA mutantes (AsRNA) e, assim,
continuarmos nossa trajetoria rumo ao entendimento do papel dos SRNAs em App, o que

nos permitird em um futuro préoximo elaborar propostas vacinais baseadas em RNA.
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HIPOTESE

RNAs pequenos reguladores (sRNAs) estdo envolvidos com a regulagdo do

metabolismo e da viruléncia em Actinobacillus pleuropneumoniae.

OBJETIVOS

Geral

Obter linhagens de Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 8 MIDG2331

mutantes para SRNA previante identificados e caracterizar as linhagens obtidas.

Especificos

1.

Obter e caracterizar linhagens knockouts de App MIDG2331 tipo selvagem e a
isogénica mutante Akfg, para os SRNAs originalmente identificados e validados por
NOSsO grupo.

Avaliar a curva de crescimento e determinar a velocidade méxima de crescimento
para as linhagens mutantes de App MIDG2331 obtidas.

Caracterizar o fenotipo das linhagens parentais e mutantes selecionadas de
AppMIDG2331 quanto a aderéncia em superficies biotica e abidtica.

Auvaliar as linhagens parentais e mutantes selecionadas de App MIDG2331 quanto a
resisténcia a agentes estressores e influéncia na alteracdo da concentracao inibitoria
minima de antibioticos.

Determinar a capacidade de causar hemolise para as linhagens parentais e mutantes
selecionadas de App MIDG2331.

Avaliar a viruléncia in vivo das linhagens parentais e mutantes de App MIDG2331
no modelo alternativo Galleria mellonella.

Verificar nas linhagens parentais e mutantes selecionadas de Actinobacillus
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pleuropneumoniae MIDG2331 a persisténcia in vivo no hospedeiro alternativo

Galleria mellonella.

8. Predizer in silico os mRNAs alvos para os SRNAs investigados a partir do genoma
de Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 8.

9. Verificar possiveis fungdes bioldgicas para os SRNAs investigados.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao das linhagens de A. pleuropneumoniae AsSRNAs

Linhagens de A. pleuropneumoniae utilizadas

As linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho estdo listadas na Tabela 1.
Somente as linhagens de 4. pleuropneumoniae sorotipo 8 foram utilizadas na obtencdo
das linhagens sRNA mutantes. As linhagens de referéncia foram utilizadas como

controles experimentais nas analises fenotipicas das linhagens mutantes.

Tabela 1. Linhagens de Actinobacillus pleuropneumoniae utilizados neste trabalho.

Linhagem  Sorotipo Genétipo/ Numero de acesso Tipo Referéncia
Selvagem (WT)/ . (BOSSE et al.,
MIDG2331 8 GenBank: 1.N908249. 1 Isolado clinico 2016)
MIDG2331- Linhagem isogénica com a L
ARfg 8 delecdio do gene Afy Isolado clinico (CRISPIM, 2014)
Sel WT)/
L20 5b clvagem (WT) Referéncia (FOOTE etal,
GenBank: NC_009053.1 2008)
Selvagem (WT)/ .
Shope 4074 1 Referéncia (XU etal., 2010)

GenBank: NZ_CP029003.1

Todas as linhagens de 4. pleuropneumoniae foram cultivadas em agar BHI (Brain
Heart Infusion — Becton Dickinson) suplementado com Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo (NAD — 10 pg.ml! — Sigma Aldrich) a 37 °C por 24 horas em atmosfera
gasosa de COz a 5% ou em 10 mL de caldo BHI suplementado com NAD (10 pg.ml™') com

agitacao orbital continua de 180 rpm pelo tempo indicado para cada experimento.
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Sequéncias de sRNAs utilizadas para a construgdo dos cassetes de DNA de inativagao

As sequéncias de DNA correspondentes aos SRNAs trans previamente identificados
em Actinobacillus pleuropneumoniae 1.20 5b e validados em App MIDG2331 (ROSSI et
al., 2016) estdo listados abaixo (Tabela 2). Os sRNAs identificados como ARRC
(Actinobacillus RNA Regulatory Candidate) foram previamente identificados por analises
in silico e confirmados por RT-PCR e Northern blotting (ROSSI et al., 2016) e os SRNAs
identificados como RNA foram identificados por colP/RNAseq (ROSSI, 2015). A
expressao de todos os SRNAs listados na Tabela 3 foi confirmada por RNAseq e as analises
foram conduzidas em réplicas bioldgicas (dados ndo mostrados).

A organizagdo dos genes que codificam sRNAs previamente identificados e
investigados neste trabalho foi feita manualmente com auxilio do programa Artemis
(CARVER et al., 2012). O programa PATLOC (MRAZEK; XIE, 2006) foi usado para a
confirmacao da possivel regido promotora e o programa TransTermHP (KINGSFORD;
AYANBULE; SALZBERG, 2007) para a pesquisa da regido terminadora independente
de Rho, esperada na organizacdo génica dos sRNAs trans. A estrutura secundaria de
cada sRNA foi predita a partir do programa RNAFold (LORENZ et al., 2011),
pertencente ao pacote ViennaRNA 2.0. Todos as sequéncias dos sRNAs foram
comparadas com as sequéncias depositadas no banco de dados RFAM (KALVARI et al.,

2018) utilizando o sistema de pesquisa disponibilizado pelo banco de dados.
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Tabela 2. sRNAs estudados neste trabalho para a obtencdo dos cassetes de DNA de inativagéo.

Localizagio no

Tamanho

Genes flanqueantes

ID RFAM Fita
genoma* (pb)
Upstream Downstream
GcevB. RF00022 MIDG2331_00135
Arrc01  149356..149528 173 e-value 2.3¢-22 - GTPase gevA
Arrc02  418172.418415 243 nd + grpE potD2
Arrc05  760650..760819 169 Moco RNARFOI055 torZ torY
e-value 7,2e-13
Gli Riboswitch RF00504 MIDG2331_01167 MIDG2331_01169
Arre07 - 1279204..1279310 106 e-value 4,7¢-14 ) Na+/alanina simporter Proteina de membrana
Arell 211911.212082 171 TPP Riboswitch RF00059 4 sixd MIDQ2331_00196
e-value 7,2e-13 Desidrogenase
MIDG2331_00410
Arrcl4  451949.452117 163 nd Hidrolase da super-familia HAD leud
Arrcl6 1710971..1711121 151 nd + MIDC,}233.1*01,6.18 rs
Proteina hipotética
Arrcl8 2156709..2156866 158 nd + M¥DG.2331*02089 accB
Gicosiltransferase
Arrc20  351232..351540 309 nd + moeB_2 rumA
RNAO1  738604..738689 86 nd - sbeB eriC
RNAO2 662472662552 8l nd + MIDG2331_00602 MIDG2331_00603
Lipoproteina Transposase
RNAO4  358279..358387 109 nd + rlud 2 ampD
RNA10 1996007..1996146 139 nd + nusG plK
RNAI12 2292548..2292718 171 nd + comF rsmC

* MIDG2331 GenBank: LN908249.1

nd= sequéncia desconhecida, néo foi encontrada no banco de dados Rfam.

Obtencao dos cassetes de DNA utilizados para interromper os genes SRNAs

Para a obtencdo das linhagens de A. pleuropneumoniae sRNAs mutantes

(AsRNAs) os cassetes de inativagdo foram desenhados com auxilio do programa

MacVector (www.macvector.com) e a sintese foi realizada pela Eurofins Genomics. Na

Figura 3 esta descrito a estratégia de construcdo do cassete de inativagdo do sRNA
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GcevB, utilizada para a obtengdo dos cassetes de inativacdo dos demais sRNAs
investigados neste trabalho.

Os cassetes de DNA clonados no vetor pEX-2A (Eurofins Genomics) foram usados
para transformar Escherichia coli DH5a ultracompetentes de acordo com o método descrito
por Inoue, em 1990, (IM, 2011) para preparacao e transformacdo de células de Escherichia
coli DH5q. ultracompetentes. Os plasmideos contendo o cassete foram extraidos com o Kit
QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) de acordo com as instrugdes do fabricante e linearizados
por digestdo com a endonuclease Notl (Promega). Os vetores linearizados foram usados para

transformar naturalmente as linhagens de 4. pleuropneumoniae WT e Ahfq.

A 149880 150100

MIDG2331. 00135 . TR

B DTUS gcvB
— - o
term. sodC
C 149880 dfrA5_'>_out 150100
MIDG2331_00136 . dfrAl4
<_
gcvb_up

500 pb

Figura 3. Estratégia de obten¢@o da linhagem A. pleuropneumoniae MIDG2331 AgcvB. (A) O gene gcvB
de ambas as linhagens MIDG2331 WT (GenBank LN908249.1) e MIDG2331 Ahfg foram substituidos
(exceto as 15 primeiras bases) por um (B) cassete contendo o gene de resisténcia a trimetoprim dfrA14
proveniente do plasmideo pM3389T (BOSSE et al., 2015) sobre controle do promotor sodC de A.
pleuropneumoniae  (BOSSE et al, 2009) na qual foi introduzida uma sequéncia de 9 bases
(5"ACAAGCGGT3") denominada DUS (DNA uptake system), requerida para a transformagdo natural de
A. pleuropneumoniae (BOSSE et al., 2004). O cassete obtido foi flanqueado por sequéncias de 500 bases
localizadas upstream e downstream ao gene gcvB e clonado no vetor pEX-2A. A confirmagdo dos
transformantes (C) foi realizada por PCR com os primers gcvb_up e dfrA5’ out. A mesma estratégia foi
utilizada para a construgdo das linhagens mutantes para os sSRNAs descritos na tabela 1.
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Obtencao e confirmacdo das linhagens App AsRNAs

As linhagens de App MIDG2331 WT e Ahfg foram transformadas com os
cassetes de inativagdo especificos para cada sRNA investigado (Figura 3). O
procedimento de transformagdo foi realizado de acordo com BOSSE et al. (2014). Os
transformantes foram selecionados em BHI-NAD contendo 10 pg/mL de Trimetoprim
(Sigma Aldrich T7883). A confirmagdo dos mutantes foi feita por PCR utilizando os
primers listados na Tabela 3, que foram desenhados de forma que somente havera
producao de amplicons se a linhagem for mutante, uma vez que sao utilizados primers
que anelam no gene dfrA14, que codifica resisténcia a trimetoprim (BOSSE et al.,
2015a), e na sequéncia upstream ao cassete de inativagdo utilizado.

Tabela 3. Primers utilizados para a confirmagdo das linhagens ASRNAs.

Primer Sequéncia (5'—> 3")
GcvB_up GTTTGGTAATCGGATGATCTCGC
ARRCO02_up GTAAAACCACGCTGATATGATTTGC
ARRCO5_up TTGTATAACTTGGCGATGGCAC
ARRCO07_up AACCTTCCGCATATTTGGTCG
ARRC11_up CTTTTCATCGGCGGTATTTTAACG
ARRC14_up CGTTAGAGGTAATGAGCATCGC
ARRC16_up CATCCGCTTCTAACGCAACAG
ARRCI18_up ATTAAGTTACCCGTTCCATGCG
ARRC20_up TCGTTGTCAAACTTGCAGCG
RNAO1_up TGCCGTTAGCTTAGTGAGATTC
RNAO02_up TCTTGTGCCGTATTATTAACCGC
RNAO4_up ACACCGTTTGGATATGGCAACC
RNA10_up TGGTGAAGTATTAGTACCGACCG
RNA12_up GGTTGAGATATTGGAAACGGAGC
dfrA_5’out CACGGTTCTCATCCTAATTCCTCC
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Investigacdo da natureza ndo polar dos transformantes

Para verificar se os genes dowstream e upstream aos SRNAs trans nocauteados
foram afetados pela insercdo do cassete de inativagdo (duplo evento de recombinagao
homologa) foi investigada a natureza nao polar das alteracdoes. As linhagens
transformantes foram crescidas conforme descrito anteriormente, mas em meio
suplementado de 10 pg.mL™"' de trimetoprim e a partir destas o RNA total de cada
linhagem parental ou transformante foi obtido utilizando o kit comercial miRNeasy
Mini Kit (Qiagen) utilizando as recomendagdes de uso de acordo com o fabricante. A
concentracdo ¢ qualidade do RNA extraido foi analisada por eletroforese em gel de
agarose a 0,8% acrescido de Brometo de Etidio 0,2 pg.mL™! seguido de visualizagdo e
registro em fotodocumentador (L-pix Loccus Biotecnologia) e por espectrofotometria
(Nanodrop 2000, Thermo Scientific). O RNA extraido foi submetido ao tratamento com
TURBO DNase AM2238 (ThermoFisher Scientific) de acordo com as recomendagdes
do fabricante, para eliminacdo de qualquer DNA contaminante. A seguir, utilizou-se kit
IMPROM-II™ Reverse Transcription System (Promega) para a obten¢cdo do cDNA. A
expressao dos genes downstream e upstream (Tabela 1) aos SRNAs trans foi investigada
por PCR utilizando-se primers desenhados (Tabela 4) para cada gene a partir dos
cDNAs obtidos pela reagdo da transcriptase reversa. RNA total das linhagens parentais e
DNA genémico das mesmas foram utilizados como controle das reagdes. O gene que
codifica para o RNA ribossomal 5S foi utilizado como controle endogeno da expressao

génica.
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Tabela 4. Primers utilizados na analise da natureza ndo polar das linhagens ASRNAs obtidas.

ID  Genes flanqueantes Oligonome Sequéncia (5'—>3")
MIDG2331 00135 EVAIor CGCAGTCAGTCACCAAATCAAG
ArrcO1 - gcvA rev TTGCCCGAACCGTAATAAATCG
(GevB) 0135 _for GTTACTCGCCATGCCAAACAC
gevA 0135 rev GCAGACAGACAAAGGGTTTCATAAC
MIDG2331 00410  0410_for AAGTCAATGTTAATGAAGCGATGC
Arreld 0410_rev CCCGTGGTGTTTGCTGAAATC
ot leud_for GCTCAACACATTAAAAACAGCCG
leud_rev ACAGTAACCGACCGTATCCG
MIDG2331 olers 1618 for GTTCGCTTGTACTTCGTCCG
Arrel6 - 01618 _rev ATAGGTGACTTCAAAACGAGTACC
s trS._for TCCTCCGCTTACTCGTGAAG
trS_rev GTACCGCCTAACTCAACATCC
be sbeB_for ACGATGAAATGACCCGTTATACC
RNAOL sbeB_rev CTTGATTTTGATTAGTTGGGTGCC
i eriC_for AAGTGCAAACGAGCTTATGGC
eriC_rev GCACACCACACCGCATAATG
MIDG2331 o0s0s 1602 Tor TCTTGTGCCGTATTATTAACCGC
RNAG2 - 0602_rev CTTGCTCGGAAGTCGTTCTTG
0603 _for GTGAAGTGGGTAAAATTGCCGAG
MIDG2331_00603
- 0603 _rev CTCAGCATGTCTTGATAGTCTGC
3 rlud2_for ATATCATCCTCCGCTTGAACCG
RNAOS - riuA2_rev ACCTTTTCGCCTAATTTGCCC
ampD ampD _for ACTTTAACGCTCGCCCGATAG
ampD_rev GATATTCCGTCATCAGTGCTTGAG

Caracterizacao fenotipica das linhagens de App AsSRNAs

Determinacdo e analise das curvas de crescimento

As curvas de crescimento das linhagens parentais € AsRNAs foram feitas em
microplacas de poliestireno de 96 pocos de fundo chato (KASVI® k12-096). Inicialmente,
as linhagens foram incubadas por 12 horas a 37 °C em atmosfera de CO2 a 5% em meio
BHI-NAD acrescido ou nio de trimetoprim 10 pg.mL!. Uma suspensio de células DOgoo
0,01 (200 pL) correspondente a cada linhagem foi transferida para pogos da placa de
poliestireno e incubados em espectrofotometro Multiskan™ GO  Microplate
Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific) a 37 °C por 24 horas e leitura a cada 15

minutos. As placas foram mecanicamente agitadas por cinco minutos continuos antes de
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cada leitura. Os dados obtidos a partir de trés repetigdes biologicas com seis replicatas cada
foram utilizados para estimar a velocidade maxima de crescimento ([max), tempo de fase
Lag, crescimento maximo (DOesoo) € populacdo total. Os dados foram submetidos a
regressao nao linear do tipo sigmdide utilizando modelo de Weibull (LONGHI et al., 2017).
A pmax foi determinada como sendo a tangente do ponto de inflexdo obtido pelo modelo de
Weibull. A fase Lag foi obtida calculando-se o ponto de intersec¢do da tangente do ponto de
inflexdo com o eixo ordenado (tempo de incubagdo). O crescimento maximo foi obtido pela
equacgdo do modelo de Weibull. A populagdo total foi determinada por meio da integral da
area sob a curva dentro dos limites 0 e 24 horas. As médias de cada atributo foram

submetidos a ANOVA utilizando sofiware R com nivel de significancia de 5% de

probabilidade.

Adesao em superficie abidtica

A andlise da adesdo das linhagens parentais € AsSRNAs em superficie abiotica foi
realizada em placas de poliestireno de 96 pocos com fundo chato (KASVI® k12-096) a
partir da metodologia proposta por O’TOOLE (2011), com pequenas alteragdes. As
linhagens bacterianas analisadas foram incubadas por 12 horas a 37 °C em atmosfera de
CO; de 5% em meio BHI-NAD acrescido ou nio de trimetoprim 10 pg.mL™. Apés o
crescimento uma amostra de cada cultura foi transferida assepticamente para meio BHI-
NAD e a densidade Optica ajustada para 0,01. A suspensdo foi gentilmente homogeneizada
e 200 pL foram transferidos para pogos da microplaca. As placas foram incubadas por 24
horas a 37 °C em atmosfera de 5% de COx. A seguir, a placa foi lavada vigorosamente com
agua deionizada e o excesso de agua descartado invertendo-se a placa sob pilha de papel
toalha. A placa foi seca em estufa a 37 °C durante 30 minutos seguido da adi¢ao de 250 uL

de uma solucdo de cristal violeta 0,1% em cada pogo e incubagdo por 10 minutos a
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temperatura ambiente. A solugdo de cristal violeta foi descartado submergindo a placa por
duas vezes em recipiente com agua deionizada e o excesso de agua foi descartado conforme
descrito acima. A placa foi seca a 37 °C por duas horas e a seguir foram adicionados 250 pL
de 4cido acético 30% em cada poco da placa seguido de incubacdo por 15 minutos em
temperatura ambiente. O conteudo de cada poco foi cuidadosamente transferido para uma
nova placa e realizada a leitura em espectrofotometro Multiskan™ GO Microplate
Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific) a 590nm utilizando solucao de acido acético
30% como branco. A média a partir de trés repeti¢des bioldgicas com quatro replicatas cada
foi obtida e os dados submetidos a ANOVA utilizando software R com nivel de

significancia de 5% de probabilidade.

Adesao em superficie bidtica

As andlises de adesao das linhagens parentais € ASRNAs em superficie bidtica foram
realizadas em células epiteliais de rim de suinos, PK15 (ATCC® CCL-33™) gentilmente
cedidas pelo prof. Abelardo Silva Junior (Departamento de Veterinaria, UFV). As analises

foram realizadas em placas de poliestireno de 24 pogos com fundo chato (KASVI®k12-024).

Preparo das células PK15

Uma garrafa de 25 cm? contendo células PK15 na 14* passagem, com 48 horas de
crescimento ¢ monocamada ja formada foi tripsinizada com 1 mL de TrypLE™ Express
(Gibco) por 2 minutos a 37 °C. A tripsina foi retirada e as células descoladas e suspensas em
meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium. Merck) acrescido de 10% de Soro
Fetal Bovino — SFB (Gibco) para se obter uma concentracio de 1,5x10° células/mL em um
volume final de 12 mL. A seguir, 500 pL da suspensao de células foi adicionado para cada

poco da microplaca e incubadas a 37 °C em atmosfera de CO> de 5% por 48 horas.
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Preparo das linhagens de Actinobacillus pleuropneumoniae

As linhagens de 4. pleuropneumoniae parentais € AsRNAs foram incubadas por
12 horas a 37 °C e atmosfera de CO2 de 5% em meio BHI-NAD acrescido ou ndo de
trimetoprim 10 ug.mL'. Uma aliquota de cada linhagem foi suspensa em 10 mL de
caldo BHI-NAD para se obter DOsoo de 0,01. A seguir, a suspensao foi incubada em
banho Maria a 37 °C e 180 rpm até se obter crescimento correspondente ao meio da fase
exponencial de cada linhagem, previamente determinado. Nos ensaios de adesdo foi

padronizado o uso de uma populacio de células (UFC) de 3,0x107 células/mL.

Infecgdo de células PK15 com Actinobacillus pleuropneumoniae

O meio DMEM de cada poco da placa de 24 orificios foi retirado com auxilio de
uma pipeta e em seguida acrescentado 450 uL. de DMEM suplementado com SFB 5%.
A seguir foram adicionados 50 uL da suspensdo das linhagens deApp MIDG2331 WT
ou AsRNAs, preparada conforme descrito acima. A placa foi incubada a 37 °C em
atmosfera de CO> de 5% por 3 horas. Em seguida, o meio de cada poco foi retirado por
suc¢do e a monocamada de células PK15 foi lavada trés vezes com 500 pL de PBS
estéril em cada lavagem. A monocamada de cada pogo foi tripsinizada com 1 mL de
TrypLE™ Express (Gibco) por 2 minutos a 37 °C para liberagao das células PK15
aderidas. A seguir, 400 uL de PBS esterilizado acrescido de SFB 10% foram
adicionados em cada pogo seguido da diluigdo seriada da suspensdo de células até 107
em PBS. A determinacdo do ntimero de células bacterianas aderidas nas células PK15
foi realizada por plaqueamento de uma aliquota de 10 uL de cada dilui¢do em agar BHI-
NAD seguido de incubagdo a 37 °C em atmosfera de CO2de 5% por 24 horas. A média a

partir de trés repeticdes biologicas com trés replicatas experimentais foi obtida e os
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dados submetidos a ANOVA utilizando software R com nivel de significancia de 5% de

probabilidade. Os dados foram expressos como porcentagem de adesdo em relagdo a

linhagem de App MIDG2331 WT.

Andlise microscopica

Para a visualizagdo do processo de adesdo das células bacterianas em PK15, os
procedimentos descritos acima foram repetidos exceto no aspecto em que a
monocamada de células foi formada sobre uma laminula estéril de 12 mm de didmetro
(Vidrobras), cuidadosamente depositada no fundo dos pogos da placa. Apds a adig¢do das
linhagens bacterianas a monocamada celular e incubagao por trés horas, as laminulas de
cada poco foram cuidadosamente retiradas e lavadas em PBS estéril por trés vezes
seguido da imersdo das laminulas em Metanol PA (MERCK) por um minuto. A seguir as
laminulas foram imersas em solucdo de Giemsa (Sigma-Aldrich) por 30 minutos. O
excesso de corante foi retirado imergindo as laminulas em agua destilada. As laminulas
foram secas ao ar e analisadas por microscopia 6ptica em microscopio Olympus CX31

utilizando a objetiva de 100x (aumento final de 1000 vezes).

Sensibilidade a agentes estressores e a antibiticos

A sensibilidade das linhagens de A. pleuropneumoniae parentais ¢ AsRNA em
diferentes condigdes de estresse foi analisada por meio do cultivo na presenca de cloreto
de potassio 0,1 M (estresse osmotico), peroxido de hidrogénio 0,2 mM (estresse
oxidativo) e a temperatura de 42 °C (estresse térmico). Os ensaios foram realizados a
partir de linhagens de A. pleuropneumoniae parentais e ASRNAs incubadas por 12 horas
a 37 °C em atmosfera de CO; a 5% em meio BHI-NAD acrescido ou ndo de

trimetoprim 10 pg.mL"!. Uma aliquota de cada linhagem foi suspensa em 10 mL de
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caldo BHI-NAD para se obter uma DOgoo de 0,01. A seguir a suspensdo foi incubada em
banho Maria a 37 °C e 180 rpm até se obter crescimento correspondente a metade da
fase exponencial de cada linhagem. A suspensdo de células bacterianas de cada
linhagem foi ajustada para uma DOsoo de 1,0 € em seguida diluidas serialmente até 107
Uma aliquota de 10 puL de cada dilui¢do foi aplicada em triplicata em placas quadradas
(Greiner Bio-one: 688102) contendo meio BHI-NAD acrescido ou nao do agente
estressor. As placas foram incubadas a 37 ou 42 °C por 24 horas em atmosfera de CO>
de 5%. O experimento foi realizado em triplicata biologica com trés repeticoes
experimentais cada.

A sensibilidade das linhagens de 4. pleuropneumoniae parentais ¢ AsRNAs a
antibidticos foi determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo de acordo com o
protocolo descrito por ELSHIKH et al. (2016) com algumas modificagdes, o qual estd
em conformidade com o Clinical and Laboratory Standards Institute — Document M3 1-
A3 (CLSI, 2009). Foram investigados os antibioticos ampicilina e tilosina e o esquema
de inoculagdo estd ilustrado na Figura 4. Brevemente, as linhagens de A.
pleuropneumoniae parentais ¢ AsRNAs foram incubadas por 12 horas a 37 °C em
atmosfera de CO; a 5% em meio BHI-NAD acrescido ou ndo de trimetoprim 10 pg.mL™!. A
seguir, uma aliquota de cada linhagem foi suspensa em 10 mL de caldo BHI-NAD para
se obter uma DOgoo de 0,01 e esta suspensdo foi incubada em banho Maria a 37 °C e
180 rpm até se obter crescimento correspondente ao meio da fase exponencial de cada
linhagem. A suspensdo de células bacterianas de cada linhagem foi ajustada para uma
DOsoo de 0,5 e em seguida diluida 100 vezes em caldo BHI-NAD, obtendo-se uma
concentracdo final de 1x10® UFC.mL"!. As microplacas foram preparadas adicionando-
se 100 pL de caldo BHI-NAD em cada pogo. A seguir foram adicionados 100 pL de

solucdo de antibidtico, nas concentracdes previamente definidas, na linha A de cada
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microplaca, conforme ilustrado na Figura 4. Em seguida foram realizadas diluigdes
seriadas (base 2) dos antibidticos seguindo até a linha F da microplaca. Apos a diluigao
seriada, 100 uL de inéculo bacteriano a 1x10° UFC.mL"! foram adicionados em cada
poco. A microplaca foi entdo incubada durante 24 horas a 37 °C. Para a avaliagdao dos
resultados, 50 pL de resazurina (0,01%) foram adicionados em cada pocgo e a placa foi
novamente incubada durante uma hora a 37 °C. A concentragdo inibitéria minima (CIM)
de cada antibidtico foi considerada como sendo a menor diluigdo em que ndo houve
reducdo da resazurina (mudanga de azul para rosa). Como controle positivo foi utilizado o
antibiotico florfenicol (4 pg.ml') e como controle negativo foi utilizado caldo BHI-NAD
sem adi¢do de antibidtico. As andlises foram realizadas em triplicata bioldgica com trés

repetigdes técnicas cada.
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Figura 4. Organizacido da microplaca para analise da sensibilidade a antibidticos por linhagens
de App parentais ¢ AsRNAs. Cont. + (controle positivo): meio de cultura acrescido de
florfenicol 4 pg.ml'; Cont. — (controle negativo): Somente meio de cultura.
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Analise da capacidade hemolitica

A andlise da atividade hemolitica foi realizada utilizando eritrocitos de carneiro

(Ebefarma) a partir de uma adaptacdo da metodologia descrita por (SHIN; KANG; HAHM,
1999). Brevemente, linhagens parentais ¢ ASRNAs foram incubadas em caldo BHI com

uma DO inicial de 0,01 e mantidas a 37 °C e 180 rpm até se obter uma DOgoo de 3.0
(final da fase exponencial). A seguir, uma aliquota de 5 mL foi coletada e centrifugada a
5.000 g por 2 minutos. O sedimento foi ressuspendido em tampao PBS filtrado, novamente
centrifugado e o sedimento final ressuspendido em tampao PBS para uma DOgoo de 2,0.
Uma amostra de 0,75 mL da suspensdo de bactérias foi adicionada a igual volume de
solugdo de eritrocitos de carneiro a 1% (1:1) e incubados por uma hora a temperatura
ambiente com agitacdo rotativa vertical de 6 rpm. A seguir, cada amostra foi centrifugada
por 5 minutos a 1.000 g e a absorvancia do sobrenadante foi medida em espectrofotdometro
(ThermoFisher Scientific) a 404 nm. Os valores de 0% e 100% foram medidos utilizando
suspensdo de hemacias suspensas em PBS filtrado ou 1% de Tween 20, respectivamente. A
hemolise foi calculada relativa a hemolise total causada pelo Tween 20 de acordo com a
seguinte formula: Hemolise (%) = {[(ABSamostta — ABSpBs) / (ABStween20 — ABSpss)] x100}.
As médias a partir de trés repeticoes biologicas com trés replicatas experimentais cada
foram analisadas por teste ANOVA utilizando soffware R com nivel de significancia de 5%

de probabilidade.

Analise da viruléncia no modelo alternativo Galleria mellonella

As larvas de Galleria mellonella (Lepdoptera: Pyralidae) utilizadas no experimento
foram mantidas no Laboratorio de Genética Molecular de Bactérias, Bioagro, UFV em

sistema continuo de produgdo. Os experimentos foram realizados de acordo com a
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metodologia descrita por PEREIRA et al. (2014). Todos os testes foram realizados com
triplicatas bioldgicas e experimentais (n=10 lagartas por replicata experimental). As curvas
de sobrevivéncia foram plotadas utilizando o método de Kaplan-Meier (BLAND;
ALTMAN, 1998) e as diferencas na sobrevivéncia foram calculadas pelo teste de log-rank,
com nivel de significancia de 1% de probabilidade com auxilio do sofiware GNUMERIC®

(GNU General Public License).

Andlise da colonizagdo da linhagem Arna01 em Galleria mellonella

O monitoramento da persisténcia das linhagens parentais e WT Arna(l em lagartas
de G. mellonella foi realizado de acordo com a metodologia descrita por PEREIRA et al.,
(2014). Brevemente, linhagens de bactérias foram inoculadas na hemocele das lagartas (10*
UFC.lagarta') e amostras de hemolinfa foram coletadas assepticamente em tubos
previamente siliconados utilizando Sigmacote® (Sigma-Aldrich SL21) nos tempos de 0, 2,
4, 8, 12 e 24 horas ap0s a infeccdo, e esta foi submetida a dilui¢do seriada e plaqueadas em
agar BHI-NAD. A confirmagdo da identidade das colonias foi feita a partir de PCR de
colonias utilizando os primers correspondentes ao gene apx/Va (apxIVa F:
5’GCCTCCGACCTGAATAAACC3’ e apxIVa R: 5’CAACCATCTTCTCCACCS3’),
utilizando a enzima Go Taq DNA polimerase (Promega, USA) de acordo com as

recomendacdes do fabricante. Foram realizadas trés repeticdes biologicas.

36



Andlises in silico

As analises in silico foram desenvolvidas para os sRNAs GcvB, RNAOI,
RNAO02, RNAO04, Arrcl4 e Arrcl6 seguindo o fluxo de trabalho ilustrado na Figura 5.
As sequéncias de cada sRNA estdao listadas na Tabela 5 e as ferramentas e recursos

computacionais utilizados estdo descritos na Tabela 6.

SRNA
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Figura 5. Pipeline utilizada para a analise in silico dos SRNAs e seus respectivos alvos.
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Tabela 5. Sequéncia dos sRNAs e /ocus génico no genoma de App MIDG2331
(Genbank: LN908249.1) utilizados nas analises in silico. As regides palindromicas
terminadoras estdo anotadas em negrito com fundo cinza.

sRNA

Locus

Sequéncia (5> 3°)

ArrcO1
(GevB)

RNAO1

RNAO02

RNAO4

Arrcl4

Arrcl6

149356..149528

738604..738689

662472..662552

358279..358387

451949..452117

1710971..1711121

AGTTTCCGAATTATTACGGTAAATTCAGCTATTTCAGATTTTTAAGTATGATGTTGTGT
TTGCATATTGGTCTAGGAAACTAGACTGGAGTAACATCAAGTTACTCGTTTCACTTCC
TGTATATTTTAAACCTTTTTGGTTTATAACCGTCCATTTTGGACGGTTTTTTTCGT

GCTAACTGACAGAATTTATGTAAGTTTTTTTCATTTCCTTAGGTAAGACCTCCCCCGG
CATCGCTTTCTTGGTGCCGGGTTTTTTT

ACTTAATAAAAAGTGTTGTGTACAGCAACCGATTTCATAAATTTGCTTTCCGAGTAG
CCCCTAAGTTGAGGGGCTTTTTTT

CGTTCTATGACAAACCACCCTTGTTATAGAACGGGTCATCATCCAAATGACTTAGAA
AATTTTATTCATTCCTAATATATTGGCTAGGATTTATTCCTAGCCGTTTTTT

CGTATTTCAAATAACTATGCAAACATAAACACACACAACATAATGGAAAAACGACTA
TCTCTTCGACTGCTTCTGTTATCGCATTTCGTGCGAGGATAAAGGTCGTTCGGAGTG
AAAGCGTTCACTATCCACACTTTGCCCGCACATTGATGCGGGTTTTTTTTACTTA

GCACAAATGATAAAGATTCTCATTTGTAAGAATTTGTAAAGGCACTTGCTTATAAAGA
TGAGAATTATTATCATTAAATCACTTCAAAAAATAATAGGTAATCACTCCAACTCTTA
CGCCTCATTCCCCCACAAAATGAGGCGTTTTTTTT

Tabela 6. Ferramentas e recursos computacionais utilizados nas andlises in silico.

Nome Descri¢ao Endereco
GLASSgo Servidor para a detec¢do de SRNAs homologos  http://rna.informatik.uni-
freiburg.de/GLASSgo/Input.jsp
Rfam Banco de dados de familias de RNA http://rfam.org/
versao 13.0
IntaRNA Servidor para a predi¢do de alvos de sRNAs http://rna.informatik.uni-
para organismos simples freiburg.de/IntaRNA/Input.jsp
CopraRNA Servidor para a predigdo de alvos para SRNAs http://rna.informatik.uni-
homologos freiburg.de/CopraRNA/Input.jsp
MAFFT Ferramenta para alinhamento de sequéncias https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/m
versao 7.0 multiplas afft/
JALVIEW Software suite para visualizagdo, andlise e http://www.jalview.org/
versdo 2.10.4 edi¢do de alinhamentos
RNAfold Ferramenta para predicdo de estruturas secundarias http://rna.tbi.univie.ac.at//cgi-
versao 2.4.6 de fitas simples de RNA ou DNA bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi
RNAalifold Ferramenta para predigdo de estruturas http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-
secundarias conservadas de RNA ou DNA bin/RNAWebSuite/RNAalifold.cgi
KEGG Colecio de banco de dados de fungdes https://www.genome.jp/kegg/ko.ht
ORTHOLOGY  moleculares de genes ml
STRING Banco de dados integrado de interagdes https://string-db.org/
versao 10.5 proteinas — proteinas preditas e conhecidas
MEGAX Software suite para analise de sequéncias de https://www.megasoftware.net/

versdo 10.0.4
iTOL

DNA e proteinas
Ferramenta on line para anotagdo e
gerenciamento de arvores filogenéticas.

https://itol.embl.de/
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Pesquisa de SRNAs homdlogos

Os sRNAs homologos foram pesquisados com auxilio do software GLASSgo,
que ¢ parte do Freiburg RNA Tools e disponibiliza o acesso via servidor web
(http://rna.informatik.uni-freiburg.de/GLASSgo/Input.jsp). GLASSgo realiza uma
pesquisa de baixa estringéncia no banco de dados NCBI e seleciona as regides com
identidade acima de 52%. Para aumentar a sensibilidade, uma nova pesquisa (BLASTP)
com as regides selecionadas ¢ repetida pelo software a partir de diferentes niveis de
identidade da sequéncia do sRNA. Esta andlise ¢ seguida de um filtro estrutural que
avalia a estrutura secundaria das sequéncias selecionadas. Os parametros utilizados para

cada pesquisa foram os seguintes:

Selegao de taxon: Dominio Bactéria
E-value méximo: 1

Identidade minima: 52%
Agrupamento baseado na estrutura: ativo

Filtro de estrutura: Automatico (2)

Analise da conservacdao dos SRNAs

A conservagdo dos sRNAs foi realizada por meio da pesquisa de regides
conservadas nos homologos detectados. Iniciamente, a presenga de falsos positivos nos
homologos de cada sRNA foi verificada realizando o alinhamento dos homoélogos com

o software MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform)

(https://ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft). As sequéncias alinhadas dos homodlogos para cada
sRNA foram transferidas para o editor de alinhamentos JALVIEW onde foram
identificadas as regides que apresentaram sequéncias altamente conservadas (>80%).
Estas regides foram utilizadas para classificar os positivos verdadeiros e eliminar os

falsos positivos. Os homdlogos considerados verdadeiros foram realinhados utilizando
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MAFFT e as regides conservadas foram novamente definidas com auxilio do editor
JALVIEW. Para evitar o peso excessivo causado por espécies com homologos positivos
com alto numero de genomas sequénciados, foi selecionado um homoélogo representante
de cada espécie. Para realizar a sele¢do foi feito o agrupamento entre estes homologos
com a confec¢do de um dendograma baseado no agrupamento por UPGMA. A seguir,
foram determinadas as sequéncias consenso e estruturas secundarias para os homologos
de cada sRNA, com auxilio do software RNAalifold, e a estrutura secundéria para cada

sRNA, com auxilio do software RNAfold.

Analise filogenética dos SRNAs

Para verificar a distribuicdo filogenética dos sRNAs dentro da familia
Pasteurellaceae, as sequéncias homoélogas aos SRNAs foram analisadas pelo método de
maxima verossimilhanga, baseado no modelo General Time Reversible (NEl; KUMAR,
2000), aplicando-se um bootstrap de 5000 replicatas. As arvores geradas para as
sequéncias homologas de cada sRNA foram comparadas com arvores obtidas para as
sequéncias 16S do DNA ribossomal das espécies onde os homdlogos foram detectados.

As anélises foram conduzidas no software MEGA X (KUMAR et al., 2018).

Predicdo dos mRNAs alvos

Os mRNAs alvos para cada sSRNA selecionado foi predito avaliando-se cada gene
anotado do genoma de Actinobacillus pleuropneumoniae MIDG2331 (Genbank:
NZ LN908249.1). Para a pesquisa foi utilizado o software CopraRNA (MANN;
WRIGHT; BACKOFEN, 2017; WRIGHT et al., 2013), que realizou a predigdo a partir

dos sSRNAs com homologos detectados. Para SRNAs sem homologos em outras espécies
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foi utilizado o sofiware IntaRNA (WRIGHT et al., 2014). Os genes foram avaliados com
uma extensao de até¢ 200 nucleotideos upstream e 100 downstream, uma regiao seed de no
minimo sete nucleotideos e p-value menor ou igual a 0,01. Para efeito de comparacao entre
sequéncias de organismos geneticamente relacionados, foram selecionados os genomas de
cinco homologos distintos (Tabela 7) e comuns para todos os sRNAs estudados,
determinados de acordo com a metodologia descrita para a pesquisa de homologos.

As regides de interacdo (seed) entre os mRNAs alvos preditos para cada sSRNA
foram utilizadas para a construgdo de graficos de densidade de interagdo seed — mRNA,
para os respectivos mRNAs e sRNAs. Os graficos foram gerados para cada homodlogo

utiizando o soffware CopraRNA.

Tabela 7. sSRNAs homologos utilizados na predi¢do de alvos para cada SRNAs.

Identidade (%)*
GecvB  RNAO1 RNAO02 Arrcl4 Arrclé
NC 010278 Actinobacillus pleuropneumoniae J3 98,9 100,0 100,0 100,0 88,2

GenBank Homdlogo

NZ _CP007715 Actinobacillus equuli 78.2 92,2 92,8 83,0 86,3
NC 021743 Mannheimia haemolytica 75,4 71,3 72,0 67,3 77,4
NZ_CP006955 Bibersteinia trehalosi 68,8 69,3 72,8 68,6 70,9

* Identidade em relagdo aos SRNAs de MIDG2331.

Anotacdo funcional dos mRNAs alvos preditos

A anotacao funcional dos mRNAs alvos preditos para cada SRNA foi realizada por
pesquisa manual no banco de dados KEGG Orthology (KO), o qual pertence ao banco de
dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (KANEHISA et al., 2017;
KANEHISA; GOTO, 2000). A busca foi realizada a partir do nome do gene (ID gene) ou
locus tag de cada mRNA alvo anotado no genoma de Actinobacillus pleuropneumoniae

MIDG2331 (NZ LN908249.1). A nomenclatura utilizada nesta anotagdo foi comparada

41



com a nomenclatura utilizada em uma segunda anota¢do do genoma de MIDG2331,
nomeada de LN908249.1. Na eventualidade de discrepancia entre as duas anotagdes, foi
realizado consulta na anotagdo em homologos do gene em outros sorotipos de
Actinobacillus pleuropneumoniae para definir a nomenclatura a ser utilizada. Os genes
obtidos foram classificados até o terceiro nivel hierarquico da tabela KO 0000 ou KO 0001
e os dois primeiros niveis hierarquicos da tabela KO foram utilizados na confeccao dos

graficos.

Enriquecimento funcional

Com a finalidade de revelar processos bioldgicos e fungdes moleculares
implicados nas interacdoes sRNAs — mRNAs, foi realizado uma andlise de
enriquecimento funcional a partir da confec¢cdo de uma rede de interagdo genética entre
os mRNAs alvos preditos para cada SRNA. Todos os alvos preditos foram analisados no
software STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins)
(SZKLARCZYK et al., 2017) que utiliza dados de interacao bioldgica dos alvos para a
confeccdo da rede. As interagdes avaliadas foram as seguintes: (i) experimental —
evidéncias experimentais de interacdo bioquimica, biofisica ou genética; (ii) banco de
dados — evidéncia anotada por um expert e depositada em um banco de dados (p.ex:
Kegg e NCBI); (iii) mineragdo de texto — men¢do da proteina em todos os artigos
publicados no PUBMED (Pares de proteinas recebem uma pontuagdo de associacio
quando sdo freqiientemente mencionados juntos no mesmo artigo, resumo ou até
sentencga. A pontuagdo ¢ aumentada quando existe um conceito linguistico que conecta
duas proteinas, como ligagdo ou fosforilado por); (iv) Coexpresdo — dados de expressao
génica sdo normalizados, lapidados e entdo correlacionados (pares de proteinas que sdo

consistentemente similares em seus padrdes de expressdo, sob uma variedade de
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condi¢des, receberdo um alto escore de associa¢do); (v) vizinhanga — genes
consistentemente encontrados como vizinhos, como no caso de operons conservados e
co-transcritos); (vi) fusdo — pares de proteinas recebem um escore de associacao quando
ha, pelo menos, um organismo em que seus respectivos ortdlogos se fundiram em um
unico gene codificador de proteinas e; (vii) coocorréncia — onde ¢ avaliada a
distribuicdo filogenética de ortdlogos de todas as proteinas em um determinado
organismo. Se duas proteinas apresentam alta similaridade nessa distribui¢do um escore

de associagao ¢ atribuido.

Para realizar a analise foi utilizada a sequéncia de aminoacidos de cada mRNA
alvo predito e comparado com as proteinas anotadas para Actinobacillus
pleuropneumoniae 1.20 (sorotipo 5b), uma vez que a anotagao depositada no NCBI para
Actinobacillus pleuropneumoniae MIDG2331 nao consta em alguns bancos de dados
utilizados para a pesquisa pelo software STRING. A anotagao funcional das sequéncias
encontradas em Actinobacillus pleuropneumoniae 1.20, com identidade acima de 90%,
foi comparada com a anotacdo funcional de Actinobacillus pleuropneumoniae
MIDG2331. Os alvos anotados como proteina hipotética, que apresentavam elevado
escore de interagdo em regido com estrutura secundaria conservada no sRNA, foram

comparados com proteinas homologas anotadas para a bactéria Escherichia coli.

Para a confeccdo da rede genética de interagdo foi adotado uma pontuacao de
interacdo minima de 0,400, de um escore que varia entre 0 e 1,0 (valor de confianga
médio), de acordo com as recomendagdes de configuracdo do STRING. A rede foi
desenhada de modo que a espessura da linha indique a for¢a dos dados para suportar a
interacdo. Os alvos (nds) desconectados foram omitidos da exibicdo da rede. O
enriquecimento foi realizado respeitando-se um acréscimo de no maximo 5 nos para

cada alvo originalmente predito. Alvos cuja predicdo mostrou-se promissora foram
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enriquecidos individualmente com um acréscimo de no maximo 10 nds, utilizando as
demais configuracdes descritas acima, para revelar processos e fungdes bioldgicas

ocultos.

As designagdes de Ontologia de Genes (GO) (BATEMAN et al., 2017) para
processos biologicos e fungdes moleculares foram plotadas de acordo com o modulo de
log2 das taxas de deteccao falsas (FDR). O valor de p-value obtido apds o

enriquecimento foi determinado por meio de teste Hipergeométrico (RIVALS et al.,

2007).
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RESULTADOS
Obtencao das linhagens de App AsRNAs

Neste trabalho foram obtidas linhagens mutantes a partir das linhagens
parentais MIDG2331 WT e Ahfg para 13 dos 14 sRNAs investigados e listados na
Tabela 2. Nao foi possivel obter linhagens mutantes para o RNA10, pois o cassete de
DNA obtido resulta na delegdo de sequéncias importantes envolvendo parte da
regido promotora e TSS (transcription start site) do gene rplK, que codifica para a
proteina L11 da subunidade ribossomal 50S, localizado downstream ao gene sRNA
10, o que resultou em um efeito letal. As linhagens mutantes obtidas para os SRNAs
Arrc02, Arrc18 e RNA12 ndo foram incluidas neste estudo pois mesmo que tenham
sido obtidas as linhagens mutantes correspondentes, a constru¢do comprometeu a
estrutura dos genes adjacentes aos sRNAs nocauteados (Tabela 2). O cassete de
DNA utilizado para interrup¢ao do gene arrc(2 removeu parte da regido promotora e
as 48 bases iniciais do gene potD2 (que codifica para uma proteina de membrana de
ligagdo a poliaminas), downstream ao gene arrc()2, e a regido promotora do gene
grpE (que codifica para uma proteina envolvida na regulacdo em condi¢des de
choque térmico (heat shock), upstream ao gene arrcO2. A proteina periplasmatica
codificada pelo gene potD2 est4 envolvida na ligacdo e transporte de poliaminas e ja
foi demonstrado que a mesma ¢ requerida para o crescimento Otimo de A.
pleuropneumoniae sorotipo 1 durante a fase exponencial, além de contribuir para a
sua viruléncia (ZHU et al., 2017). O gene grpE codifica uma proteina que participa
ativamente nas respostas a estresse osmotico e térmico, prevenindo a agregacdo das
proteinas desnaturadas (CAMERON et al., 2012). A construcdo da linhagem Aarrci8
eliminou a regido 5' UTR (Untranslated Region) do gene accB, que codifica para

proteina carreadora de carboxibiotina, a qual estd envolvida com o metabolismo de
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fosfolipidios (AUGER et al., 2009). Os sRNAs Arrc05, Arrc07 e Arrcll ndo foram
incluidos neste estudo por se tratarem dos riboswitches Moco RNA (RF01055; e-
value 6,6"'7), Glicina (RF00504; e-value 4,7'*) e TPP (Tiamina pirofosfato)
(RF00059; e-value 7,27'3) respectivamente. Moco RNA riboswitch (localizado na
regido intergénica entre os genes forZ e torY), estd envolvido no metabolismo do
cofator molibdenium (REGULSKI et al., 2008). Glicina riboswitch esta localizado
upstream ao gene MIDG2331 01167, que codifica para um transportador simporter
de sodio-alanina. Este riboswitch ¢ amplamente distribuido no dominio Bacteria
(KLADWANG; CHOU; DAS, 2011) e regula expressdo de genes relacionados a
biossintese e clivagem de glicina (KAZANOV; VITRESCHAK; GELFAND, 2007)
ou da expressdo do transportador simporter sédio-alanina (MANDAL et al., 2004)
TPP riboswitch ¢ um sRNA altamente conservado e estd organizado upstream ao
gene tpba, o qual codifica para o transportador de tiamina. No caso do TPP
riboswitch o ligante ¢ a tiamina pirofosfato (RODIONOV et al., 2002; SERGANOV

et al., 20006) e este controla genes envolvidos no transporte e/ou sintese de tiamina e
seus derivados fosforilados (HALLER et al., 2013). A construcdo das linhagens

Arnal2 eliminou um outro provavel sRNA, localizado upstream ao RNA12 e ndo
identificado anteriormente (dados ndo mostrados). Portanto, os estudos relacionados
a este SRNA ndo foram continuados.

O SRNA Arrc01 corrresponde a GevB (RF00022; e-value 2,37%?), um sRNA
bem conhecido e presente em diversas bactérias Gram-negativas. GcvB estd
envolvido na regulacdo de varios sistemas de transporte e de sintese de aminoacidos,
principamente os aromaticos (GULLIVER et al., 2018; MIYAKOSHI; CHAO;
VOGEL, 2015a; PULVERMACHER; STAUFFER; STAUFFER, 2009). No banco de

dados Rfam nao h& nenhuma sequéncia de sRNA proxima ou informacdo
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correspondente referente as sequéncias dos sRNAs RNAOI, RNAO02, RNAO4,
Arrcl4 e Arrcl6, portanto, estes nunca foram reportados em estudos anteriores e
desta forma foram selecionados para serem estudados neste trabalho. A verificacdo
das linhagens AsRNAs foi feita por PCR (Figura 6) utilizando os primers listados na
tabela 3 e a andlise da expressdao dos genes flanqueantes foi confirmada por RT-PCR
(Figura 7) utilizando os primers listados na tabela 4, excluindo assim qualquer efeito

polar das alteracdes introduzidas.
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Figura 6. Verificagdo das linhagens de App AsRNAs. As linhagens foram verificadas por PCR para a
delecdao do gene Afg e/ou o sSRNA especifico. A linhagem parental Aifg (CRISPIM, 2014) e as linhagens
mutantes construidas a partir dela (canaletas A-sRNA) foram confirmadas com os primers hfq sacl
(5’GCGCGAGCTCATTATTCCGCTTTATCCGCAACCGC3’) e ecoRl hfg (5’GCGCGAATTCAGGA
AAAGAAAATGGCAAAAGGTCAATCT3’), que amplificam toda a ORF (Open Reading Frame) do gene
hfq e produz um amplicon de 290 pb para o gene WT e de 120 pb para o Ahfg, onde a maior parte da ORF
foi removida. A confirmagdo das linhagens AsRNAs foi realizada com o primer dfra5_out ¢ com primers
especificos para cada linhagem mutante (tabela 3), dependendo da organizagdo génica de cada sSRNA. M:
DNA ladder 100pb (Fermentas).
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Figura 7. Confirmagdo da natureza ndo polar das muta¢des introduzidas nas linhagens de App AsRNA
investigadas. A técnica de transcri¢do reversa associada 8 PCR (RT-PCR) foi utilizada nesta analise. A
organizagdo dos loci correspondentes a cada sRNA e os genes que os flanqueiam estdo representados
pelas setas acima de cada gel. RT indica a linhagem testada por RT-PCR, os simbolos + ¢ — indicam os
controles positivo (RNA total da linhagem parental WT tratado com DNAse e submetido a RT-PCR) e
negativo (RNA total tratado com DNase RT-). Os primers utilizados nesta analise estdo listados na tabela
4. O controle enddgeno de expressdo foi rRNA 5S. M*: MIDG2331. M: DNA ladder 1kb (Promega).
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Analises fenotipicas das linhagens de App AsSRNAs

Anadlise do crescimento

O crescimento das linhagens de A. pleuropneumoniae parentais e AsSRNAs foi
avaliado a partir da obtencdo das curvas de crescimento obtidas pelo cultivo em
microplacas. Ocorreram diminui¢des significativas (p<0,5) na pmax das linhagens
WT Arna0l, WT Aarrci4e Ahfq ArnaOl quando comparadas com seus respectivos
parentais. A populacdo total e crescimento maximo observado para as linhagens
WT Arna02 e WT Aarrcl4 foi menor do que o do parental WT, enquanto que a
linhagem WT_ Agcvb apresentou um crescimento maximo maior que o seu parental WT

(Figura 8).
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WT Agevb  Arna0l  Arna02  Arna04  Aarrcl4  Aarrcl6
Fase Lag 2,90 3,70 3,05 3,05 3,00 1,60 2,30
max 0,127 0,128 0,086 0,134 0,136 0,057 0,115
Crescimento maximo 0,495 0,543 0,533 0,424 0,470 0,391 0,528
Populagao total 9,51 9,88 9,47 8,23 9,07 7,24 10,18
Linhagem .
Atributo Parental Linhagem mutante
Ahfy Agevb  Arna0l  Arna02  Arna04  Aarrcl4  Aarrcl6
Fase Lag 2,90 2,30 3,05 2,60 3,20 2,50 3,20
Lmax 0,120 0,095 0,079 0,097 0,108 0,127 0,129
Crescimento maximo 0,587 0,621 0,533 0,615 0,6124 0,605 0,619
Populagao total 10,94 11,37 9,47 11,04 10,93 11,52 11,46

Figura 8. Crescimento das linhagens de App parentais ¢ ASRNAs. A — Curvas de crescimento obtidas em
microplacas como descrito em material € métodos. As barras representam o desvio padrao correspondente a
trés réplicas bioldgicas (com seis replicatas experimentais). B — Valores obtidos para a fase lag, velocidade
de crescimento especifica maxima (pmax), Crescimento maximo e populagdo total a partir do modelo de
regressdo ndo linear de Weibull. A média dos valores de cada atributo das trés replicatas bioldgicas
independentes foi comparada por ANOVA. Numeros anotados com fundo cinza indicam diferenca
significativa (p<0,5) da linhagem mutante em relagéo ao seu parental.
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Ensaios de adesdo em superficie abiotica e bidtica

Para verificar se os sSRNAs investigados estdo envolvidos no mecanismo de
adesdo em superficies abiodtica e bidtica foram realizados ensaios em placas de
poliestireno e em monocamadas de células epiteliais de rim de suinos (PK15 — ATCC®
CCL-33™), respectivamente. Foi observado que a adesao em superficie abiotica, apos
24 horas de crescimento, ¢ aumentada significativamente para as linhagens mutantes
WT Arna02 e WT_Aarrci4, sendo que essa ultima linhagem proporcionou um aumento
de aproximadamente 250% na capacidade de adesdo quando comparada com sua
respectiva linhagem parental WT (Figura 9A). As demais linhagens apresentaram um
padrao de aderéncia similar as respectivas linhagens parentais. Para as linhagens
mutantes derivadas de Ahfg, apenas a linhagem Ahfg Aarrcl4 apresentou aumento

significativo (p < 0,05) quando comparada com seu parental (Figura 9B).
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Figura 9. Aderéncia de linhagens de App AsRNA derivadas dos parentais WT (A) ou Akfg (B) em placas de
poliestireno apds 24 horas de incubagdo em caldo BHI-NAD.Barras indicam o desvio padrio a partir de
quatro repeticoes biolodgicas com quatro repeticdes técnicas. As médias das linhagens mutantes e seu
respectivo parental foram comparadas por ANOVA. * - significativo para p<0,05.

A andlise da adesao das linhagens de A. pleuropneumoniae parentais ¢ ASRNAs
em monocamadas de células PK15 (Figura 10) evidenciou um comportamento de
adesdo semelhante aquele encontrado em superficie abidtica. Assim como observado

nos ensaios anteriores. A linhagem WT Aarrcl4 destacou-se por apresentar adesdo
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superior aquela observada para a sua respectiva linhagem parental. WT Aarrcl6
apresentou o mesmo padrdo de aderéncia que o seu parental WT e as linhagens
WT Arna0l, WT Arna02 e WT Arna04 apresentaram aproximadamente 80% de
adesdo quando comparadas com a adesdo da linhagem parental WT. As linhagens
mutantes Ahfq AgevB, Ahfq Arna0l1, Ahfq Arna02 e Ahfg Arna04 apresentaram
diminui¢do significativa da adesdo quando comparadas a linhagem parental Akhfg. As
linhagens Ahfq Aarrcl4 e Ahfq Aarrcl6 apresentaram adesdo superior a linhagem
parental Ahfg, semelhante ao que foi observado para as andlises de adsor¢do em

superficie abiodtica.
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Figura 10. Ensaio de aderéncia das linhagens de App parentais e ASRNA em monocamadas de células
PK15. Para investigar o perfil de aderéncia das diferentes linhagens em superficie biotica, linhagens
parentais ¢ mutantes foram adicionadas aos pogos contendo monocamadas de PK15 (MOI de 100:1) e
incubadas por duas horas. Bactérias ndo aderidas foram retiradas por lavagem e bactérias aderidas foram
liberadas por tripsinizagdo. A porcentagem de adesdo em relagdo a linhagem parental (A) WT ou (B) Aifg
foi realizada por quantificacdo por microgota em agar BHI-NAD. (C) A visualizacdo da adesdo foi
realizada por microscopia optica em um aumento original de 1000x ap6s coloragdo por Giemsa. Barras
em A indicam o desvio padrdo a partir de trés repetigdes biologicas com trés repeticdes técnicas. As
médias entre as linhagens mutantes e seus repscticos parentais foram comparadas por ANOVA.

* significativo para p<0,05. N: Nucleo da célula PK15. Pontas de setas indicam bactérias aderidas na

superficie celular. Barra em C: 10 pm.
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Neste trabalho, a adesdo em superficie abidtica pelas linhagens investigadas
apresentou aumento quando houve a dele¢dao dos SRNAs RNAO2 e Arrcl4. Os demais
ndo apresentaram alteragdes significativas. Interessantemente, quando avaliado a adesdo
em células PK15, ocorreu diminuicao na adesdo de cinco dos seis SRNAs testados,

sendo que a dele¢do do SRNA Arrcl4 promoveu aumento significativo na adesao.

Sensibilidade a agentes estressores e antibioticos

As linhagens parentais ¢ AsSRNAs foram avaliadas quanto a sensibilidade ao
estresse causado pelo aumento da pressao osmotica, ambiente redutor, temperatura e
quanto ao desenvolvimento em condi¢des de aerobiose e anaerobiose. As linhagens
parentais WT e Ahfg mostraram-se sensiveis a variagdo osmotica ocasionada pelo
aumento da concentragdo de KCI no meio de cultura, o que pode ser observado pela
diminui¢do do crescimento destas linhagens quando submetidas a esta condi¢do (Figura
11). A linhagem parental Ahfg apresentou maior sensibilidade ao aumento da pressao
osmotica e agente redutor quando comparada a linhagem MIDG2331 WT, como ja
demonstrado previamente (CRISPIM, 2014). Quando investigada a sensibilidade das
linhagens AsRNAs em meio com ou sem adi¢ao de KCl, observou-se que as linhagens
WT Aarrcl4 e Ahfq Aarrcl4 ndo apresentaram aumento da sensibilidade ao estressor
osmoético quando comparadas com as respectivas linhagens parentais. As demais
linhagens apresentaram ao menos uma unidade logaritmica menor de crescimento
quando comparados com controle (linhagens parentais). Para a andlise sobre
sensibilidade ao agente redutor peroxido de hidrogénio, todas as linhagens apresentaram
redugdo no crescimento assim como as linhagens parentais MIDG2331 WT e Ahfg, na

concentragdo utilizada de perdxido de hidrogénio (Figura 11).
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Figura 11. Perfil de sensibilidade das linhagens de App parentais e AsRNAs a estresses osmotico e

-NAD suplementado com KCl

0,1M ou H,0O; 0,2 mM por 24 horas a 37 °C e 5% de CO,. O crescimento em agar BHI-NAD sem adicao

oxidativo. Dilui¢des seriadas das linhagens foram cultivadas em meio BHI
de agentes estressores foi utilizado como controle positivo do ensaio.
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Para as analises do crescimento na temperatura de 42 °C ndo houve crescimento
para nenhuma das linhagens (parentais ou mutantes). Por outro lado, o crescimento em
condicdes de aerobiose e anaerobiose foi 0 mesmo para todas as linhagens parentais e
AsRNAs (dados ndo mostrados).

As linhagens parentais ¢ AsRNAs foram avaliadas quanto a alteracdo na
concentragdo inibitoria minima (CIM) frente aos antibidticos tilosina e ampicilina. As
andlises foram realizadas com base nos padrdes estabelecidos pelo CLSI M31-A3 (CLS],
2009) para teste por microdiluicdo em caldo. Todas as linhagens apresentaram o mesmo
valor de CIM para ampicilina (4 ug.ml™). Para o antibiético tilosina, as linhagens mutantes
WT Arna02, WT _Arna04, WT Aarrcl4 e Ahfq Aarrcl4 apresentaram um valor de CIM
de 8 pg.ml™, enquanto as demais linhagens, inclusive as parentais WT e Ahfg, apresentaram
CIM de 4 ug.ml™". De acordo com o ponto de corte estabelecido pela CLSI M31-A3, os
valores de CIM obtidos colocam todas as linhagens resistentes a ampicilina e sensiveis a
tilosina. Nao foi observado diferenca para as linhagens derivadas de WT em relacdo as
derivadas de Ahfq. Apesar dos valores de CIM obtidos classificarem as linhagens sensiveis
a tilosina, segundo (BOSSE et al., 2017) o Clinical and Laboratory Standards Institute
retirou recentemente o ponto de corte para este antibiotico, ndo sendo, portanto, possivel
classificar as linhagens aqui analisadas como sensiveis ou resistentes para tilosina. Os

resultados obtidos estdo apresentados na Figura S1 e Tabela S1 (material suplementar).

Atividade hemolitica

A atividade hemolitica das linhagens de App parentais e AsRNAs foi avaliada a
partir da capacidade de liberagao da hemoglobina de eritrocitos de carneiro em contato com

suspensao de bactérias (lise celular) (Figura 12). Com excegdo da linhagem WT Aarrci4,
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todas as linhagens mutantes analisadas apresentaram atividade hemolitica
significativamente inferior (p<0,05) daquela observada para a linhagem App MIDG2331
WT. A delegdo do gene arrci4 aumentou a capacidade de hemolise em aproximadamente
13% quando comparada com a linhagem parental WT. Em relagdo a chaperona Hfq, a
delecdo do seu gene diminuiu a capacidade de hemolise quando comparado com a linhagem

App MIDG2331 WT, independente da delecao do sSRNA.
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Figura 12. Atividade hemolitica das linhagens App Asrnas derivadas dos parentais (A) WT e (B) Alfg em
eritrocitos de carneiros. A liberacdo de hemoglobina de eritrocitos de carneiro foi avaliada como medida
da atividade hemolitica. As médias a partir de trés repeticdes biologicas com trés replicatas experimentais
foram comparadas por ANOVA utilizando software R com nivel de significancia de 5% de probabilidade. *
significativo para p<0,05.

Ensaio de viruléncia no modelo alternativo Galleria mellonella

A viruléncia das linhagens de App parentais e mutantes foi avaliada utilizando o
modelo alternativo G. mellonella (Figura 13A). Larvas de G. mellonella apresentaram

taxa de sobrevivéncia de 25,6% e 84,5% quando inoculadas com as linhagens parentais
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WT e Ahfq, respectivamente. As linhagens mutantes WT ArnaOl, WT Arna04,
WT Aarrci6 e WT AgcvB apresentaram atenuagao significativa (p<0,01) na viruléncia
(Figura 13B) quando comparadas com a linhagem parental WT. Destas, WT Arna0l foi
a linhagem que apresentou maior atenuagdo, levando a uma sobrevivéncia das larvas na
ordem de 84,4% apds 96 horas de inoculagdo. A linhagem WT Aarrci4 foi mais
virulenta que a linhagem WT, sendo observado uma sobrevivéncia de apenas 11,1% das
larvas apds 96 horas de infec¢do. A linhagem Ahfg Aarrcl4 também apresentou
aumento significativo da viruléncia quando comparada com seu parental Akfg. As
linhagens mutantes WT Arna02 e Ahfq Arna02 nao apresentaram alteragdes
significativas (Figura 13B) (p<0,01) no padrdo de viruléncia quando comparadas com
seus respectivos parentais. Da mesma forma, as demais linhagens mutantes derivadas da
parental Ahfqg ndo apresentaram alteragdes significativas (p<0,01) no padrio de

viruléncia quando comparadas com seus respectivos parentais.
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Figura 13. Ensaio de viruléncia das linhagens de App parentais e ASRNAs em Galeria mellonella. A — A
sobrevivéncia das lagartas foi avaliada através da estimativa de Kaplan-meier (KISHORE; GOEL;
KHANNA, 2010) a partir de trés repeti¢des biologicas, contendo trés repetigdes experimentais com dez
lagartas em cada repeti¢do. B — Valores de p-value entre as linhagens parentais e ASRNAs obtidos a partir
da andlise de log-rank sobre a curva de sobrevivéncia. Os valores abaixo do nivel de significancia de 0,01
(quadrantes cinzas) indicam que existe diferenga significativa na sobrevivéncia do mutante em relagdo ao
parental. A linhagem WT_Aarrci4 apresentou aumento da viruléncia em relagdo ao seu parental.
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Colonizagdo da linhagem WT_Arna01 em Galleria mellonella

A capacidade da linhagem WT_Arna0l colonizar o hospedeiro alternativo G.
mellonella foi avaliada estimando-se a média de UFC obtida da hemolinfa das larvas
testadas (Figura 14A). A confirmacdo da identidade das col6nias resultantes foi feita por
PCR utilizando o gene apxIV (Figura 14B). Nao foi observado crescimento a partir da
hemolinfa das larvas que ndo foram inoculadas com as linhagens parentais ou mutantes. O
nimero de UFC/mL das linhagens WT e WT_Arna01 apresentouaumento com quatro horas
apo6s a infecgdo, entrando em declinio apos este periodo. Em 24 horas a UFC da linhagem
WT apresentou duas unidades logaritmicas de declinio e a linhagem WT_ Arna0l1, trés
unidades. Com até doze horas apds a infeccao ainda foi possivel detectar o gene apxIV a
partir das colbnias isoladas da hemolinfa das lagartas infectadas com WT_ Arna0l,
enquanto que para a linhagem parental WT a detecgdo foi possivel com até 24 horas apds a
infeccdo. As linhagens parentais Ahfg e Ahfq_Arna0Ol apresentaram queda continua da
medida de UFC apés a infecgdo, sendo que o gene apxIV ndo foi mais detectado a partir de

8 horas de infeccao em ambos os casos.
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Figura 14. Colonizagdo da linhagem WT Arna0l em Galleria mellonella. Lagartas de Galleria mellonella
foram inoculadas com 10* UFC e a hemolinfa foi coletada e plaqueada (A) em meio BHI-NAD acrescido ou
ndo de trimetoprim com 0, 2, 4, 8 12 e 24 horas ap6s a infeccdo. (B) a presenca das linhagens WT e
WT_Arna0l também foi avaliada pela amplificagdo do gene apx V7 a partir das colonias isoladas da hemolinfa

da lagarta.
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Andlises in silico

Os sRNAs estdo presentes na familia Pasteurellaceae

Os resultados obtidos para a pesquisa de homologos pelo software GLASSgo
estdo apresentados na Tabela 8. Com exce¢do do RNAO4, os demais sRNAs
apresentaram homoélogos em outras espécies de bactérias da familia Pasteurellaceae
além de Actinobacillus pleuropneumoniae. A familia Pasteurellaceae compreende 73
espécies de bactérias sensu strictu contidas em 18 géneros (CHRISTENSEN et al.,
2014). O banco de dados NCBI possui depositado em seu acervo 269 genomas
completos, compreendendo 65 espécies representativas dos 18 géneros de
Pasteurellaceae (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/GenomesGroup.cgi?taxid=712).
Foram encontrados homologos dos sRNAs em 14 espécies, distribuidos em sete
géneros. Os sSRNAs RNAOI e RNAO2 apresentaram também homodlogos nas familias
Bacillales e Mycoplasmatales (RNAO1); e Vibrionaceae e Enterobacteriaceae (RNA02).
Entretanto, apds a andlise de padrao de conservacao de blocos de nucleotideos eles
foram considerados falsos positivos e eliminados das andlises seguintes. RNAOI
também apresentou um homologo pertencente a um fago da familia Siphoviriae, género
Lambdavirus (Mannheimia phage vB_Mhs 535AP2) (Tabela 8 e Figura 15). Este
homologo apresentou padrdo de conservacdo de blocos de nucleotideos similar aos
demais homologos, sendo, portanto, mantido nas andlises para determinacdo de

sequéncia e estrutura consenso (Figura 17A).
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Tabela 8. Distribui¢do dos homoélogos detectados para os SRNAs no dominio Bacteria.

Familia / Classe

Homologos

RNAO1

Pasteurellaceae / Gammaproteobacteria
Bacillales / Firmicutes
Mycoplasmatales / Tenericutes

Siphoviriae / Virus dsDNA

48

RNAO02
Pasteurellaceae / Gammaproteobacteria
Vibrionaceae / Gammaproteobacteria

Enterobacteriaceae / Gammaproteobacteria

RNA04

Pasteurellaceae / Gammaproteobacteria™®

Arrcl4

Pasteurellaceae / Gammaproteobacteria

31

Arrclé

Pasteurellaceae / Gammaproteobacteria

41

GcevB

Pasteurellaceae / Gammaproteobacteria

43

*Todos os homoblogos detectados pertencem a espécie Actinobacillus pleuropneumoniae.

RNAO2 foi o sSRNA com maior distribui¢do (13 espécies), seguido de Arrcl6 (9

espécies), GevB (8 espécies) e Arrcl4 (7 espécies). RNAO1 apresentou homodlogos em

sete espécies de Pasteurellaceae e em um fago (Figura 15). Homologos para RNA04

foram identificados apenas entre sorotipos da espécie Actinobacillus pleuropneumoniae.
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Figura 15. Os homologos para sRNAs foram identificados em 14 espécies de bactérias da familia
Pasteurelaceae e em uma espécie de fago da familia Siphoviriae. deq — Actinobacillus equuli; App —
Actinobacillus  pleuropneumoniae; Asu —  Actinobacillus  suis;, Aac —  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Aap — Aggregatibacter aphrophilus;, Btr — Bibersteinia trehalosi; Gpa —
Glaesserella parasuis; Hdu — Haemophilus ducreyi; Hin — Haemophilus influenzae; Hpa — Haemophilus
parainfluenzae; Hso — Haemophilus somnus;, Mha — Mannheimia haemolytica;, Msu — Mannheimia
succiniciproducens; Mva — Mannheimia varigena; Mph — Mannheimia fago vB Mhs 535AP2.

Os sRNAs homologos possuem regioes altamente conservadas

A andlise da conservacdo dos sRNAs mostrou que todos os sRNAs com
homologos possuem blocos de nucleotideos conservados que apresentam regides
palindromicas, envolvidas na formagao de estruturas secundarias que sao estruturais e
sequéncialmente similares tanto para o RNA de MIDG2331 quanto para a estrutura
consenso, predita por RNAalifold. Os dados de cada espécie representativa dos

homologos identificados para os SRNAs estao descritos na Tabela 9.
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Tabela 9. Caracteristicas dos homologos identificados para SRNAs.

SRNA  Espécie homéloga (an:ll;loatlilt?:os) Iden(toi/(:)a de*
Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 7 173 98,85
Mannheimia varigena 171 78,65
Haemophilus ducreyi 169 78,42
Actinobacillus equuli 172 78,24

GevB
Actinobacillus suis 172 77,32
Mannheimia haemolytica strain 170 75,38
Glaesserella parasuis strain SHO3 172 74,62
Bibersteinia trehalosi 166 68,84
Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 7 86 100,00
Actinobacillus suis 87 94,38
Actinobacillus equuli 87 92,22
Haemophilus ducreyi 85 74,23

RNAO1
Glaesserella parasuis 85 71,00
Mannheimia varigena 89 70,59
Bibersteinia trehalosi 85 67,65
Mannheimia phage 85 58,85
Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 7 81 100,00
Actinobacillus equuli 80 92,77
Haemophilus ducreyi 79 82,76
Actinobacillus suis 80 73,63
Glaesserella parasuis 79 73,63

RNAO2 Bibersteinia trehalosi 78 72,83
Mannheimia haemolytica 79 72,04
Haemophilus influenzae 75 67,02
Aggregatibacter aphrophilus 77 63,54
Aggregatibacter actinomycetemcomitans 77 63,54
Haemophilus somnus 80 62,63
Mannheimia succiniciproducens 76 60,20
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Continuacdo

L. . Tamanho Identidade*
SRNA Espécie homéloga (nucleotideos) (%)
Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 7 169 100,00
Actinobacillus equuli 167 82,97
Actinobacillus suis 169 82,51
Arrcl4  Bibersteinia trehalosi 158 68,56
Mannheimia varigena 171 68,32
Mannheimia haemolytica 170 68,16
Glaesserella parasuis 162 67,51
Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 7 149 89,24
Actinobacillus suis 149 88,05
Actinobacillus equuli subsp, Equuli 148 86,25
Haemophilus ducreyi 150 78,44
Arrcl6  Mannheimia haemolytica 150 76,33
Glaesserella parasuis 150 73,84
Bibersteinia trehalosi 150 70,86
Haemophilus parainfluenzae 146 66,67
Mannheimia succiniciproducens 150 59.26

* Identidade em relacdo ao SRNA de MIDG2331

O sRNA GevB de MIDG2331 possui 173 nucleotideos. Os homologos obtidos para
ele apresentaram entre 166 (Bibersteinia trealosy) e 172 (Actinobacillus suis e equuli)
nucleotideos. Foram observadas grandes areas conservadas nas regides 3’ e intermediaria da
sequéncia do sRNA, ao contrario da regido 5°, que apresentou importante variabilidade
(Figuras 16A e B). A manutencdo das regides conservadas entre os homologos foi maior
entre as espécies do género Actinobacillus e a espécie Haemophilus ducreyi, enquanto que
bactérias do género Mannheimia e as espécies Glaesserella parasuis e Bibersteinia
trehalosy se posicionaram mais distante. Este agrupamento coincidiu com o agrupamento
obtido para a andlise filogenética obtida para o 16S rDNA (Figura 16D). A estrutura
secundaria consenso de GevB (Figuras 16C) apresentou regides conservadas e com alta
probabilidade de pareamento que se alinham com a estrutura secundaria de GevB predita a

partir da sequéncia de MIDG2331 (Figura 16E).
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Figura 16. A - Predicdo de homdlogos para GevB obtida por GLASSgo utilizando pardmetros de baixa
estringéncia apos alinhamento por MAFFT e exclusdo dos falsos positivos. O alinhamento foi visualizado
em JALVIEW e os blocos com identidade de nucleotideos >80% estdo representados em azul. B -
Sequéncias consenso obtidas por JALVIEW apds alinhamento por MAFFT. C - Predicdo da estrutura
MEFE obtida a partir da sequéncia consenso entre os homologos através de RNAalifold. D - Distribuigao
filogenética dos sRNAs dentro da familia Pasteurellaceae, analisadas pelo método de méxima
verossimilhanga e comparada com a distribuicdo filogenética para as sequéncias 16S do rDNA. E -
Estrutura secundaria de GevB para MIDG2331 obtida por RNAfold. A area sombreada em azul indicam
estruturas conservadas que foram deduzidas a partir da sequéncia consenso obtido em C. A barra de cor
indica a probabilidade do pareamento.
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RNAO1 ¢ um sRNA apresenta um tamanho de 86 nucleotideos, sendo os
homologos identificados em Glaesserella parasuis € Mannheimia varigena com 84 e 89
nucleotideos, respectivamente. O alinhamento dos homologos apresentou blocos de
nucleotideos bastante conservados na porcao central da sua sequéncia de nucleotideos,
sendo as regides 3’ e 5’ bastante varidveis (Figuras 17A e B). Na regido terminal 3’,
apenas a regido terminadora da transcricdo mostrou-se conservada entre os homoélogos.
RNAOI1 apresentou identidade maior com os géneros Actinobacillus e Haemophilus e
ficou mais distante dos géneros Mannhemia e Bibersteinia (Figura 17D). A distribui¢ao
filogenética de RNAO1 foi similar a distribuicao filogenética obtida para o gene 16S
rDNA dos homologos (Figura 17D).

A estrutura secunddria predita para a sequéncia consenso apresentou padrdo
similar a estrutura secundaria predita para RNAO1. Foram preditas 3 alcas na estrutura
secundaria de RNAOI, sendo duas idénticas com a estrutura consenso predita (Figura
17C). Uma terceira al¢a predita para RNAO1 ndo foi observada na estrutura consenso.
Esta alga esta localizada na por¢do 5° do sRNA, que apresentou grande variabilidade

quando comparada com os demais homologos (Figuras 17A e B).
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Figura 17. A - Predi¢do de homologos para RNAO1 obtida por GLASSgo utilizando pardmetros de baixa
estringéncia apos alinhamento por MAFFT e exclusdo dos falsos positivos. O alinhamento foi visualizado
em JALVIEW e os blocos com identidade de nucleotideos >80% estdo representados em azul. B -
Sequéncias consenso obtidas por JALVIEW apds alinhamento por MAFFT. C - Predigdo da estrutura
MFE obtida a partir da sequéncia consenso entre os homologos através de RNAalifold. D - Distribuigao
filogenética dos sRNAs dentro da familia Pasteurellaceae, analisadas pelo método de maxima
verossimilhanga e comparada com a distribuicdo filogenética para as sequéncias 16S do rDNA. E -
Estrutura secundaria de RNAO1 para MIDG2331 obtida por RNAfold. As areas sombreadas em azul
indicam estruturas conservadas que foram deduzidas a partir da sequéncia consenso obtido em C. A barra
de cor indica a probabilidade do pareamento.

70



Entre os sSRNAs estudados neste trabalho, RNAO2 apresentou o menor tamanho
(81 nucleotideos — Tabela 7), sendo que seus homoélogos tiveram tamanhos que variaram
entre 75 nucleotideos para Haemophilus influenzae e 81 para o sorotipo 7 de
Actinobacillus pleuropneumoniae (Tabela 9). RNA(02 também foi o SRNA com maior
nimero de homologos preditos na familia Pasteurelaceae (Figura 18A). Apesar de
apresentar o mesmo padrdo de distribuicdo filogenética para os genes RNAO2 e 16S
rDNA dentro do género Actinobacillus, a distribuicdo filogenética apresentou
divergéncia entre estes genes quando comparado com as bactérias filogeneticamente
mais distantes (Figura 18D). Quanto a conservacdo de sua sequéncia entre os
homologos, RNAO2 apresentou um bloco central de nucleotideos bastante conservado e
pequenos blocos distribuidos nas extremidades 5’ e 3’ com conservacao acima de 80%
(Figura 18A e B). A variabilidade dos nucleotideos nas regides com baixa conservacao
contribuiu para a predi¢do de uma estrutura secunddria derivada a partir da sequéncia
consenso (Figura 18C) distinta da estrutura secundaria predita para RNAO2. Apesar
desta diferenga entre as estruturas, elas apresentaram trés algas conservadas similares
entre as estruturas preditas para a sequéncia consenso ¢ RNAO2 (Figura 18E). Uma
quarta alga foi predita para RNAO2 que ndo apresentou correspondéncia na estrutura
predita para a sequéncia consenso. Esta al¢a estd posicionada na extremidade 5°, em

regido de alta variabilidade entre os homologos (Figuras 18A e C).
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Figura 18. A - Predicdo de homologos para RNAO2 obtida por GLASSgo utilizando parametros de baixa
estringéncia apds alinhamento por MAFFT e exclusdo dos falsos positivos. O alinhamento foi visualizado
em JALVIEW e os blocos com identidade de nucleotideos >80% estdo representados em azul. B -
Sequéncias consenso obtidas por JALVIEW apés alinhamento por MAFFT. C - Predicdo da estrutura
MEFE obtida a partir da sequéncia consenso entre os homoélogos através de RNAalifold. D - Distribuig¢ao
filogenética dos sRNAs dentro da familia Pasteurellaceae, analisadas pelo método de méxima
verossimilhanca e comparada com a distribuigdo filogenética para as sequéncias 16S do rDNA. E -
Estrutura secundaria de RNAQO2 para MIDG2331 obtida por RNAfold. As areas sombreadas em azul
indicam estruturas conservadas que foram deduzidas a partir da sequéncia consenso obtido em C. A barra
de cor indica a probabilidade do pareamento.
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Arrcl14 ¢ um sRNA composto de 169 nucleotideos que apresentou conservagao
em sua sequéncia bastante abrangente (Figuras 19A e B), sendo observados blocos de
nucleotideos conservados por toda a extensdo do sRNA. Os homélogos identificados
para Arrc14 variaram seu tamanho entre 158 (Bibersteinia trealosy) e 171 (Mannheimia
varigena) nucleotideos (Tabela 9). As estruturas secundarias preditas para Arrcl4 e para
a sequéncia consenso apresentou grande similaridade estrutural em duas regides do
sRNA: uma al¢ca proxima do terminal 3’, e uma alg¢a intermedidria que abrange
aproximadamente 50% da extensdo do sSRNA (Figuras19C e E). Arrc14 foi o sSRNA aqui
estudado que apresentou menor distribuicdo dentro da familia Pasteurellaceae, sendo
encontrados sete espécies que apresentam homologos para Arrcl4. Quanto a
distribuicdo filogenética do gene, Arrcl14acompanhou a distribuicdo do gene 16S rDNA

(Figura 19D).
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Figura 19. A - Predicdo de homodlogos para Arrcl14 obtida por GLASSgo utilizando parametros de baixa
estringéncia apds alinhamento por MAFFT e exclusdo dos falsos positivos. O alinhamento foi visualizado
em JALVIEW e os blocos com identidade de nucleotideos >80% estdo representados em azul. B -
Sequéncias consenso obtidas por JALVIEW apés alinhamento por MAFFT. C - Predicdo da estrutura
MEFE obtida a partir da sequéncia consenso entre os homologos através de RNAalifold. D - Distribuigao
filogenética dos sRNAs dentro da familia Pasteurellaceae, analisadas pelo método de maxima
verossimilhanca e comparada com a distribuigdo filogenética para as sequéncias 16S do rDNA. E -
Estrutura secundaria de Arrcl4 para MIDG2331 obtida por RNAfold. As arecas sombreadas em azul
indicam estruturas conservadas que foram deduzidas a partir da sequéncia consenso obtido em C. A barra
de cor indica a probabilidade do pareamento.
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O sRNA Arrccl6 possui 151 nucleotideos, com seus homoélogos variando o
nimero de nucleotideos entre 146 (Haemophilus parainfluenzae) e 150 (Haemophilus
ducreyi, Mannheimia haemolytica, Bibersteinia trehalosi, Glaesserella parasuis e
Mannheimia succinici producens). Arrc16 apresentou entre a regido mediana e o
terminal 3’ conservagdo bastante acentuada (Figuras 20A e B), mesmo para espécies
com homologos que apresentaram baixa identidade de interagcdo, como Haemophilus
parainfluenzae ¢ Mannheimia succiniciproducens (Tabela 9). Apesar de conservada, a
estrutura deduzida para a sequéncia consenso dos homologos (Figura 20C) apresentou-
se diferente da estrutura predita para Arrcl6 (Figura 20E). Apenas a alca relativa a
regido de terminag¢do da molécula de Arrcl6 foi obtida para a estrutura da sequéncia
consenso. Por outro lado, a estrutura da sequéncia consenso originou uma al¢a que ndo
foi predita para Arrc16. Foram encontrados homologos para Arrc16 em nove espécies
de Pasteurellaceas, sendo que a distribuicdo filogenética do gene para Arrcl6 apresentou
similaridade com a distribui¢do filogenética de 16S rDNA para o género Actinobacillus
e as espécies Haemophilus ducrey, Mannheimia succiniproducens e Mannheimia
haemolytica. Para as demais espécies, a distribuicdo filogenética do gene de Arrcl6

apresentou-se distinta da distribuicao filogenética de 16S rDNA (Figura 20D).
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Figura 20. A — Predicdo de homoélogos para Arrc16 obtida por GLASSgo utilizando parametros de baixa
estringéncia apds alinhamento por MAFFT e exclusdo dos falsos positivos. O alinhamento foi visualizado
em JALVIEW e os blocos com identidade de nucleotideos >80% estdo representados em azul. B-
Sequéncias consenso obtidas por JALVIEW apo6s alinhamento por MAFFT. C — Predi¢do da estrutura
MEFE obtida a partir da sequéncia consenso entre os homologos através de RNAalifold. D — Distribuigao
filogenética dos sRNAs dentro da familia Pasteurellaceae, analisadas pelo método de maxima
verossimilhanca e comparada com a distribuicdo filogenética para as sequéncias 16S do rDNA. E —
Estrutura secundéria de Arrc16 para MIDG2331 obtida por RNAfold. As areas sombreadas em azul
indicam estruturas conservadas que foram deduzidas a partir da sequéncia consenso obtido em C. A barra
de cor indica a probabilidade do pareamento.
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Ao contrario dos demais sSRNAs, RNA04 ndo apresentou homologos em outras
espécies de bactérias, além de Actinobacillus pleuropneumoniae, na pesquisa realizada.

Sua estrutura secundaria, predita por RNAfold, esta representada na Figura 21.

Figura 21. Estrutura secundaria do sRNA RNAO4 predita por RNAfold. A barra de cor indica a
probabilidade do pareamento.

Os sRNAs e seus potenciais alvos mRNAs

Para avaliar os potenciais alvos de regulagdo dos sSRNAs foram realizadas analises
utilizando a ferramenta CopraRNA. Esta ferramenta utiliza a pesquisa com base na
presenga de interacdo em no minimo trés homologos do RNA de interesse, encontrados em
espécies diferentes e que apresentem distancias filogenéticas distintas. Conforme descrito
anteriormente, os homologos para os sRNAs foram identificados a partir do uso da
ferramenta GlassGO. Apos as predicdes a ferramenta CopraRNA agrupa os genes
homologos a partir de suas sequéncias de aminoacido e entdo utiliza estes grupos para
calcular o p-value de cada agrupamento. As predicdes que apresentaram p-value < 0,01
foram consideradas significativas para fins de andlise. A fun¢do de cada mRNA alvo predito
foi descrita conforme o RefSeq do genoma para MIDG2331, de acordo com a anotagao
funcional constante. Os resultados da predi¢cao de cada SRNA estdo apresentados nas tabelas
10 a 14. A predi¢ao dos potenciais alvos do SRNA RNAO04 foi realizada pela ferramenta
IntaRNA, que atua de forma similar ao CopraRNA, mas sem realizar a pesquisa

comparativa com espécies homologas. Os dados para RNA04 estdo apontados na tabela 15.
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Tabela 10. Alvos preditos para GevB no genoma de MIDG2331 por CopraRNA.

Posicio mRNA Posi¢cio SRNA

p-value Locus tag Gene Inicio Fim Tnicio Fim Anotagio
0,00000  midg2331 100380  ilVE 60 66 58 64  branched-chain amino acid aminotransferase
0,00000  midg2331 00670  N/A 74 87 155 168 ribosome small subunit-dependent GTPase
0,00002  midg2331 1510205  pgid -198 -169 105 146 paraquat-inducible protein A

0,00005  midg2331 1510835  cord -55 -18 22 58  magnesium transporter CorA

0,00006  midg2331 110585 IppB I -85 42 111 158 outer membrane antigenic lipoprotein B
0,00018  midg2331 106800  ptsI 4 40 112 161  phosphoenolpyruvate-protein phosphotransferase Ptsl
0,00044  midg2331 01210  N/A -191 -181 144 154 hypothetical protein

0,00047  midg2331 106065  nahR  -136 -109 110 138 transcriptional regulator

0,00048  midg2331 09105  rbsR 96 57 110 146 Lacl family transcriptional regulator
0,00068  midg2331 1509900 xerC 2 -51 -30 103 122 tyrosine recombinase XerC

0,00070  midg2331 101595  N/A -108 96 135 148 ABC transporter ATP-binding protein
0,00071  midg2331_1s06255  malK 97 57 120 151 ABC transporter ATP-binding protein
0,00082  midg2331 1510645  nudF  -159 -145 50 64 ADP-ribose diphosphatase

0,00092  midg2331 105240  N/A 51 92 102 162 hypothetical protein

0,00098  midg2331 1502125  ecfE 32 45 102 115 RIPmetalloprotease RseP

0,00103  midg2331 102230  N/A -130 -112 107 123 YeeK/YidQ family lipoprotein

0,00113  midg2331 1308010  mend 23 4 136 163 1 4-dihydroxy-2-naphthoate polyprenyltransferase

0,00120  midg2331 100550  putd 36 43 22 29 1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase /proline dehydrogenase
0,00133  midg2331 104075  lysS -152 -135 110 125  lysine—tRNAligase

0,00169  midg2331 1502775  mukF 52 -39 53 65  chromosome partition protein MukF

0,00178  midg2331 104185  N/A 24 65 106 169 murein hydrolase activator EnvC

0,00198  midg2331 106200 N/A 59 84 134 158 uncharacterized protein involved inoxidation of intracellular sulfur
0,00204  midg2331 1506730  nagBl 79 86 22 29 6-phosphogluconolactonase

0,00232  midg2331 106375  pstS -175 -157 145 163 phosphate ABC transporter substrate-binding protein PstS
0,00242  midg2331 102895  N/A 70 -44 22 60  peroxide stress protein YaaA

0,00253  midg2331 105490  arcD2? 66 79 144 157 arginine:omithine antiporter

0,00256  midg2331 01645  rimJ  -163 -134 115 144 Ribosomal RNA large subunit methyltransferase J
0,00272  midg2331 06745  N/A 43 -30 146 159 ADPcompounds hydrolase NudE

0,00289  midg2331 rs11085  yhhQ 49 59 57 67  Inner membrane protein YahQ

0,00295  midg2331 1510265 N/A -118 -64 110 165 hypothetical protein
0,00330  midg2331 1510955  rsmC  -169 -154 145 160 16S rRNA methyltransferase

0,00332  midg2331 109670  rplD 44 4 94 161 50S ribosomal protein L4

0,00344  midg2331 108185  N/A 81 -42 120 158 peptidoglycan-binding protein LysM
0,00351  midg2331_1s02135  uppS  -140 99 23 65 isoprenyl transferase

0,00361  midg2331_1s02725  pyrH 82 95 14 27 UMPkinase

0,00367  midg2331_rs00780  ngrC  -178 -137 114 156 NADH:ubiquinone reductase
0,00381  midg2331_1s05445  thil -131 94 22 62 tRNA4-thiouridine

0,00389  midg2331 100125  recN 96 82 145 158 DNArepair protein RecN
0,00411  midg2331_rs09740  mlF  -126 -102 137 161 50Sribosomal protein L6
0,00424  midg2331_1s04890  N/A -81 72 115 124 ShiB/FhaC/HecB family hemolysin secretion/activation protein

0,00461  midg2331 1508340  cneB -16 35 119 163 chromosome condensation protein CcrB

0,00467  midg2331 1500705  N/A 47 97 101 160  membrane protein

0,00484  midg2331 100105  fisQ -192 -151 105 148 cell division protein FtsQ

0,00489  midg2331_rs05405  yajC 51 -8 128 159 preprotein translocase subunit YajC

0,00499  midg2331 rs00265  grxd 76 99 132 156 glutaredoxin GrxA family

0,00512  midg2331 104095  N/A -177 -155 145 168 hypothetical protein

0,00515  midg2331 100250  N/A 87 74 135 146 3-deoxy-D-manno-octulosonate 8-phosphate phosphatase

0,00523  midg2331_1s03470  N/A 11 25 143 157  putative acetyltransferase

0,00530  midg2331_rs01985  ribH 10 38 133 161 6 7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase

0,00558  midg2331_rs09040  atpl 96 64 109 147 FOF1 ATPsynthase subunit I

0,00559  midg2331 1501920 corC 2  -194 -179 15 31 magnesiunycobalt transporter CorC

0,00565  midg2331_rs06780  ptsB 7 2 155 171 PTS trehalose transporter subunits [IBC

0,00569  midg2331_1s05340  dsbE2 -75 -58 144 164 dihydroneopterin aldolase

0,00572  midg2331_rs02165  pbpG 39 47 145 153 D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase

0,00654  midg2331_1s02010  N/A 19 68 111 168 sodium:proton symporter

0,00669  midg2331 1507555 corC 3 -123 -111 137 149 HlyC/CorC family transporter

0,00678  midg2331 108765  mutS 90 -56 139 169  DNAmismatch repair protein MutS

0,00688  midg2331 rs06175  fldA -10 15 127 156 flavodoxin FIdA

0,00749  midg2331 108540  selB 23 0 94 121 selenocysteine-specific translation elongation factor
0,00763  midg2331 100295  rimL  -100 93 21 28 bifunctional 23S rRNA guanine

0,00841  midg2331 104415 yacG 68 80 16 28  DNAgyrase inhibitor YacG

0,00863  midg2331 100290  narP 50 04 89 104 DNA-binding response regulator

0,00897  midg2331 1505255  priC 72 95 136 159 oligopeptidase A

0,00917  midg2331 06155  N/A 22 41 85 150  ABC transporter ATP-binding protein

0,00945  midg2331 100715 leuC 42 -13 136 164 3-isopropylmalate dehydratase large subunit

0,00958  midg2331 110840  wbiE  -173 -163 21 31 ubiquinone/menaquinone biosynthesis Methyltransferase
0,00965  midg2331_rs08505  wecA 14 37 117 150 Undecaprenyl-phosphatealpha-N-acetylglucosaminyltransferase

0,00969  midg2331 1502905  fieF 34 96 104 158 iron transporter

0,00970  midg2331_rs00285  fdx! 83 100 112 126 ferredoxin

0,00984  midg2331 1500410  exbB3 -14 86 108 172 TonB-system energizer ExbB

0,00986  midg2331_1s08245  dsbEl 16 24 56 64 DsbE family thiol:disulfide interchange protein
0,00998  midg2331 1505245  prid -126 72 110 165  primosomal protein N'

0,01005 midg2331 1508345  N/A -39 -15 130 158  MFS transporter
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Com o intuito de verificar se os alvos preditos para cada sSRNA apresentavam
fungdes bioldgicas relacionadas, foi produzida uma rede de interagdo entre os mRNAs
alvos, com base no genoma de Actinobacillus pleuropneumoniae 1.20. A partir desta rede
foi realizado um enriquecimento funcional para visualizar fungdes bioldgicas ocultas para
cada sRNA. A rede de interagdo entre os mRNAs foi considerada significativa quando o
nimero de interagdes retornava um valor de p-value para a interagdo menor do que 0,05
(P<0,05), medido de acordo com a probabilidade cumulativa dentro de um modelo de
distribuicdo hipergeométrica (FRANCESCHINI et al., 2013). Paralelamente, foi realizada a
anotac¢do funcional para cada mRNA alvo com base nos dados disponibilizados no banco de
dados Kegg. A rede produzida para GevB revelou uma complexa rede de interagao entre 42
(Figura 22A) dos 73 mRNAs preditos como alvos (Tabela 10). Foram observadas 38
associacOes distintas entre os mRNAs, o que corresponde a um nimero de interacdes
significativamente superior (p-value: 0,0412 — P<0,05) ao valor esperado (28 associacdes)
caso as interagdes ocorressem ao acaso. Apds o enriquecimento da rede com 20 novos
mRNAs foi obtida uma rede com 280 interagdes. Este numero foi superior ao nimero de
interagdes preditas para associagdes ao acaso (159 interagdes) e retornou um valor de p-
value <1,0"'® (P<0,05). O enriquecimento funcional foi habil em revelar processos
biologicos ocultos para os mRNAs alvos preditos (Figura 22C) envolvidos com o
metabolismo de compostos nitrogenados e com fatores associados a tradugdo. Estes dados
foram de encontro com a anotacdo funcional manual (Figura 22B) realizada para os
mRNAs preditos, que evidenciou uma atuacdo dos mRNAs alvos prioritariamente no
processamento da informagdo ambiental (26%), genética (30%) e no metabolismo (33%).
Dentre os mRNAs relacionados com o metabolismo, foram evidenciados especialmente
funcdes com o metabolismo de aminoacidos (35%), energético (15%), de cofatores e

vitaminas (15%) e de nucleotideos (12%).
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Figura 22.A - Interacdes moleculares entre mRNAs alvos preditos para GcvB. A sequéncia de
aminoacidos obtida a partir da sequéncia de nucleotideos dos mRNAs foram carregadas no banco de
dados STRING e analisadas utilizando as configuracdes padrdes. Nos desconectados foram omitidos da
exibicdo da rede. As interagdes entre os nos da rede denotam o nivel de confianga, onde a espessura da
linha indica a forca do suporte aos dados. B — Anotag@o funcional para mRNAs alvos preditos a partir do
banco de dados Kegg. As fungdes moleculares dos mRNAs foi anotada de acordo com os ortélogos Kegg
(KO) para genes e¢ proteinas experimentalmente caracterizadas. A busca foi realizada com base na
nomenclatura dos genes anotadas para o genoma de MIDG2331. C — Processos biologicos implicados na
rede de interacdo dos mRNAs: o enriquecimento funcional da rede de mRNAs revelou processos
biologicos baseados na ontologia dos genes (GO). Todos os processos biologicos foram plotados de
acordo com o médulo do log2 da taxa de falso positivo (FDR).
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Os mRNAs alvos preditos para RNAO1 estdo apresentados na Tabela 11. Foram
preditos 32 potenciais alvos com p-value < 0,01. A rede de interacdo entre os mRNAs
alvos (Figura 23A) obteve significativamente (p-value 0,0308 — P < 0,05) maior numero
de interacdes (12) do que o esperado (4) para o nimero de nds. Apds o enriquecimento
da rede com 20 novos nos foi obtida uma rede com 91 interacdes entre os mRNAs. Este
nimero foi superior ao numero de interacdes preditas para associa¢des ao acaso (54
interacdes) e retornou um valor de p-value< 1,99% (P<0,05). O enriquecimento
funcional foi habil em revelar processos bioldgicos ocultos para os mRNAs alvos
preditos envolvidos com a estrutura da membrana externa e com as vias metabolicas
centrais (Figura 23C). Similarmente, a anotacdo funcional manual (Figura 23B)
realizada para os mRNAs preditos, evidenciou uma atuagdo dos mRNAs alvos
prioritariamente no metabolismo, sendo observado alvos envolvidos no metabolismo de
aminoacidos (21%), glicanos (16%), energético (16%), carboidratos (16%), cofatores e

vitaminas (16%), terpenoides (5%), fenazina (5%) e lipidios (5%).
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Tabela 11. Alvos preditos para RNAO1 no genoma de MIDG2331 por CopraRNA.

Posicio mRNA Posi¢do SRNA =
p-value Locus tag Gene Im’ci(f Fim Im'cioc Fim Anotagio
0.0000 midg2331 1503350  sbeB 21 106 1 86  exonuclease [
0.0000  midg2331_1rs06240  malT 131 142 49 60  ATP-dependent transcriptional regulator
0.0009  midg2331_rs07970  wzx 263 286 34 57  flippase Wzx
0.0012  midg2331_1rs00170  engD 101 116 71 86  GTP-dependent nucleic acid-binding protein
0.0023 midg2331_rs01930  glpF 231 273 40 78  glycerol uptake facilitator protein
0.0027 midg2331 1500225  ribF 241 248 35 42 riboflavin biosynthesis protein
0.0027  midg2331_rs00035  ipxB 240 274 6 45  lipid-A-disaccharide synthase
0.0032 midg2331 1501040  itB 40 63 34 57  threonine efflux protein
0.0032 midg2331 1509900 xerC 2 252 272 34 53 integrase/recombinase XerC
0.0033 midg2331_rs02135  uppS 60 73 34 57  undecaprenyl pyrophosphate synthetase
0.0037 midg2331 102205  smpA 138 161 36 59 outer membrane protein assembly factor
0.0040  midg2331_rs00280  ygfZ 178 202 53 77 tRNA-modifying protein YgfZ
0.0042 midg2331_1s02740  N/A 95 112 35 60  putative pyridoxine biosynthesis protein
0.0043 midg2331_rs11135  N/A 266 275 48 57  glycerate dehydrogenase
0.0043  midg2331_1s06670  mdh 176 230 7 59  malate dehydrogenase
0.0052 midg2331 1501755  ppc 149 165 34 50  phosphoenolpyruvate carboxylase
0.0052  midg2331_1s07935  rpsU 180 194 41 55 30Sribosomal protein s21
0.0057  midg2331_rs10005  menB 120 141 34 56  dihydroxynaphthoic acid synthase
0.0063 midg2331 1508040  glmM 195 209 73 85  phosphoglucosamine mutase
0.0064  midg2331_1rs05820  recX 1 33 50 83 putative regulatory protein RecX-like protein
0.0069 midg2331 1500790  ngrE 260 285 34 58  Nat-transporting NADH-ubiquinone oxidoreductase subunit
0.0075 midg2331_rs10675  dtd 4 30 34 60  D-aminoacyl-tRNA deacylase
0.0075 midg2331_rs05845  trpG 173 184 73 85 anthranilate synthase component IT
0.0079 midg2331 1510885  brnQ 134 152 35 55  branched-chain amino acid permease
0.0086 midg2331_1s07300  fisY 202 242 35 80 signal recognition particle-docking protein
0.0087 midg2331 1502165  pbpG 215 235 19 38  penicillin-binding protein 5
0.0090 midg2331 1500390  recR 190 196 49 55 recombination protein RecR
0.0093 midg2331_rs08085  plsC 197 237 34 73 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase
0.0097 midg2331 1504135  gyrB 44 56 48 60  DNA gyrase subunit B
0.0098  midg2331_1rs06770  argF 74 82 50 58  omithine carbamoyltransferase
0.0100 midg2331 1508345 N/A 163 173 35 45  putative transport system permease protein
0.0100 midg2331 1500440  trxB 202 243 37 80  thioredoxin reductase
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Figura 23. A — Interacdes moleculares entre mRNAs alvos preditos para RNAOL. A sequéncia de
aminoacidos obtida a partir da sequéncia de nucleotideos dos mRNAs foram carregadas no banco de
dados STRING e analisadas utilizando as configuracdes padrdes. Nos desconectados foram omitidos da
exibicdo da rede. As interagdes entre os nos da rede denotam o nivel de confianga, onde a espessura da
linha indica a forca do suporte aos dados. B — Anotag@o funcional para mRNAs alvos preditos a partir do
banco de dados Kegg. As fungdes moleculares dos mRNAs foi anotada de acordo com os ortélogos Kegg
(KO) para genes e proteinas experimentalmente caracterizadas. A busca foi realizada com base na
nomenclatura dos genes anotadas para o genoma de MIDG2331. C — Processos biologicos implicados na
rede de interacdo dos mRNAs: o enriquecimento funcional da rede de mRNAs revelou processos
biologicos baseados na ontologia dos genes (GO). Todos os processos biologicos foram plotados de
acordo com o mddulo do log2 da taxa de falso positivo (FDR).
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RNAO2 revelou uma complexa rede de interacdo entre 26 (Figura 24A) dos 52
mRNAs preditos como alvos (Tabela 12). Foram observadas 17 associacdes distintas
entre os mRNAs, o que corresponde a um nimero de interagdes significativamente
superior (p-value: 0,00332 — P<0,05) ao valor esperado (8 associagdes), caso as
interagdes ocorressem ao acaso. Apos o enriquecimento da rede com 20 novos mRNAs
foi obtida uma rede com 88 interagdes entre os mRNAs. Este nimero foi superior ao
nimero de interagdes preditas para associacdes ao acaso (46 interacdes) e retornou um
valor de p-value < 3,7% (P<0,05). O enriquecimento funcional revelou processos
bioldgicos para os mRNAs alvos preditos (Figura 24C) associados com processos
metabolicos e biossintéticos de lipidios, carboidratos e aminoacidos. A anotacdo
funcional manual (Figura 24B) mostrou que os mRNAs alvos preditos para RNAO02
estdo associados com processos metabolicos variados, ressaltando-se o metabolismo de

aminoacidos, glicanos e de sintese de enzimas da classe hidrolase (Figura 24B).
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Tabela 12. Alvos preditos para RNA02 no genoma de MIDG2331 por CopraRNA.

Posicio mRNA Posicio SRNA .
p-value Locus tag Gene Inicio Fim Inicio Fim Anotagido
0.0000 midg2331 108910 gmS  -193 -169 42 55 glucosamine—fiuctose-6-phosphate aminotransferase
0.0000 midg2331 1s11070  hisF 31 -19 38 50 imidazole glycerol phosphate synthase subunit HisF
0.0001 midg2331 rs10920 N/A 9 8 31 51  DoxX family protein
0.0001 midg2331 1809325 rfaD 50 96 15 48 ADP-L-glycero-D-mannoheptose-6-epimerase
0.0001  midg2331 1302410 N/A -168 -147 25 47 YcgN family cysteine cluster protein
0.0001  midg2331 100825 rdgC  -195 -181 35 49 recombination associated protein
0.0002 midg2331 1506085 nfmB  -131 -108 30 55 NADP- H-dependent oxidoreductase
0.0003  midg2331 1302810 N/A -55 43 43 55 MexH family multidrug efflux RND transporter periplasmic
0.0003 midg2331 101005 N/A -10 9 30 49 hypothetical protein
0.0004 midg2331 1305375 N/A -13 5 34 55 hypothetical protein
0.0004 midg2331 1510900 NA  -100 -89 41 52 hypothetical protein
0.0005 midg2331 1309920 N/A -5 58 1 55 hypothetical protein
0.0006 midg2331_rs00155 N/A 1 41 4 38 DUF805 domain-containing protein
0.0009 midg2331 1508025 agpZ  -54 -45 44 53 aquaporin Z
0.0012  midg2331 1305380 N/A -14 6 33 55 hypothetical protein
0.0013  midg2331 rs11155 N/A -11 6 33 54 hypothetical protein
0.0015 midg2331 1306075 N/A 56 88 15 48  putative oxidoreductase
0.0015  midg2331 1511020 purC 26 58 30 55 phosphoribosylaminoimidazolesuccinocarboxamide synthase
0.0016  midg2331 1302250 mreB 47 32 4 19 rod shape-determining protein
0.0017 midg2331 rs10340 ptrd  -149 -114 14 51 Pitrilysin / protease Il
0.0018 midg2331 rs05465 trx4 -11 26 15 51 thioredoxin
0.0022  midg2331 rs04585 N/A -8 31 10 51 hydrolase of the alpha/beta superfamily protein
0.0022  midg2331 1304430 apfC 24 32 45 53 type Il secretion system F family protein
0.0023  midg2331 1301965 glpC I -70 41 21 48 anaerobic glycerol-3-phosphate dehydrogenase,subunit C
0.0025 midg2331 1303900 ispE  -125 -113 40 52 4-diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol kinase
0.0026 midg2331_rs00455 nudC 6 51 10 54 NADH pyrophosphatase diphosphatase
0.0027 midg2331 1503400 metB  -17 21 12 55 cystathionine gamma-synthase
0.0030 midg2331 1304415 yacG -8 16 30 51 DNAgyrase inhibitor
0.0033  midg2331 1306780 ptsB 20 68 12 52 phosphotransferase system enzyme Ilsucrose-specific, factor [IBC
0.0034 midg2331 1508805 ycnE  -10 4 35 51  antibiotic biosynthesis monooxygenase
0.0036 midg2331 1501940 lon -189 -163 28 50  ATP-dependent protease LA
0.0041  midg2331 1310265 N/A -10 7 32 50 hypothetical protein
0.0043  midg2331 1309320 N/A 83 -76 45 52 ribonucleoside-triphosphate reductase
0.0044 midg2331 rs04485 N/A -190 -153 13 53 hypothetical protein
0.0045 midg2331 1506120 adhl 3  -10 8 31 51 putative alcohol dehydrogenase class III
0.0048 midg2331 00115 fisZ  -113 -104 41 50 cell division protein
0.0049  midg2331 1307335 artl -112 91 34 51 arginine ABC transporter substrate-binding protein
0.0053  midg2331 1305990 hisS  -190 -154 13 50 histidyl-tRNA synthetase
0.0056 midg2331 rs03315 vapBl 78 91 36 49 Antitoxin VapB1
0.0057 midg2331 1502035 rsed  -147 -127 34 53 sigma-E factor negative regulatory protein
0.0058 midg2331 1306155 N/A 9 -1 43 51 ABC transporter, putative ATP-binding protein
0.0059 midg2331 1502205 smpAd  -106 75 14 47 outer membrane protein assembly factor BamE
0.0060 midg2331 1305590 N/A -199 -168 4 31 LPSexport ABC transporter permease LptG
0.0079  midg2331 1510335 rluC -45 21 14 38 23StRNApseudouridine synthase RluC
0.0081 midg2331 107705 N/A 34 2 15 54 Type I restriction enzyme EcoAl specificity protein
0.0083  midg2331 1503795 IrgB -46 21 5 33 putative effector of murein hydrolase
0.0085 midg2331 1805210 IsgFF  -195 -155 20 52 putative UDP-galactose—lipooligosaccharide galactosyltransferase
0.0091 midg2331 1507510 N/A 64 100 14 49 hypothetical protein
0.0093  midg2331 1310295 dapE  -15 14 13 54 succinyl-diaminopimelate desuccinylase
0.0098  midg2331 1300920 rdgC 17 56 9 55 recombination associated protein
0.0100 midg2331 1301800 glgC -11 12 16 52 glucose-1-phosphate adenylyltransferase
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Figura 24. A — Interacdes moleculares entre mRNAs alvos preditos para RNAO2. A sequéncia de
aminoacidos obtida a partir da sequéncia de nucleotideos dos mRNAs foram carregadas no banco de
dados STRING e analisadas utilizando as configuragdes padrdes. Nos desconectados foram omitidos da
exibicdo da rede. As interagdes entre os nos da rede denotam o nivel de confianga, onde a espessura da
linha indica a for¢a do suporte aos dados. B — Anotagao funcional para mRNAs alvos preditos a partir do
banco de dados Kegg. As fungdes moleculares dos mRNAs foi anotada de acordo com os ortélogos Kegg
(KO) para genes e proteinas experimentalmente caracterizadas. A busca foi realizada com base na
nomenclatura dos genes anotadas para o genoma de MIDG2331. C — Processos biologicos implicados na
rede de interagdo dos mRNAs: o enriquecimento funcional da rede de mRNAs revelou processos
biologicos baseados na ontologia dos genes (GO). Todos os processos biologicos foram plotados de
acordo com o modulo do log2 da taxa de falso positivo (FDR).
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Foram preditos 72 mRNas alvos para Arrc14 com p-value < 0,01 (Tabela 13). A
rede predita para Arrcl4 revelou interacdo entre 35 (Figura 25A) mRNAs, perfazendo
33 associagOes distintas entre eles, o que corresponde a um numero de interagdes
significativamente superior (p-value: 0,00472 — P<0,05) ao valor esperado (20
associacdes) caso as interagcdes ocorressem ao acaso. Apds o enriquecimento da rede
com 20 novos mRNAs foi obtida uma rede com 251 interagdes entre os mRNAs. Este
nimero foi superior ao nimero de interacdes preditas para associagdes ao acaso (137
interagdes) e retornou um valor de p-value < 1,0'%(P<0,05). O enriquecimento
funcional revelou uma forte atuacdo de Arrcl4 nos processos de expressdo génica, em
especial na traducdo, bem como no metabolismo primario, de componentes
nitrogenados e na sintese de macromoléculas (Figura 25C). A anotacdo funcional dos
mRNAs preditos apontou duas linhas de atuacdo evidentes: metabolica (42%) e
processamento da informagdo genética (31%). Dentro do metabolismo, mRNAs
envolvidos com o metabolismo de aminoécidos (26%), energético (19%) e carboidratos
(13%) foram majoritarios (Figura 25B) para os mRNAs preditos. Para o processamento
da informacdo genética observou-se uma atuacdo de alvos nos processos de tradugdo
(35%), recombinacdo e reparo (35%), transcricdo (20%) e condensacdo, dobra e

degradacdo de 4cidos nucléicos (10%).
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Tabela 13. Alvos preditos para Arrc14 no genoma de MIDG2331 por CopraRNA.

Posicio mRNA Posicio SRNA .
p-value Locus tag Gene Im'cis Fim Im'cioc Fim Anotacio
0.0000  midg2331 rs04330  sdaAd -13 17 7 32 L-serine dehydratase
0.0000  midg2331 507820  napG ~ -162 -146 132 148 ferredoxin-type protein NapG
0.0000  midg2331 rs10185  bird 34 52 135 153 biotin-[acetyl-CoA-carboxylase] ligase
0.0001  midg2331_rs06295  N/4 -123 -114 134 143 hypothetical protein
0.0001  midg2331 00115 fisZ 30 52 64 86 cell division protein
0.0003  midg2331 1506670  mdh 26 40 134 149 malate dehydrogenase
0.0003  midg2331 rs11040  N/A -153 -132 54 74 transposase IS200-like protein
0.0005  midg2331 507715 N/A 1 13 133 145 Type I restriction-modification system S subunit
0.0005  midg2331 rs04005  sapC -62 43 133 153 antimicrobial peptide ABC transporter permease SapC
0.0005  midg2331 rs09130  RbsK2 14 29 133 147 ribokinase
0.0007  midg2331 rs00665  mhB  -143 -114 56 84 ribonuclease HII
0.0009  midg2331 rs10205  pgid -192 -155 2 43 paraquat-inducible protein A
0.0010  midg2331 08795  N/A 23 33 138 148 hypothetical protein
0.0010  midg2331 rs05985  N/A -166 -153 132 145 hypothetical protein
0.0011  midg2331 501730  N/A 58 91 126 153 glmZ sRNA-inactivating NTPase sSRNA -inactivating NTPase
0.0011  midg2331 11110 rbsk3 71 85 132 148 sugarkinase
0.0014  midg2331 500795  ngrF -19 9 124 150  NADH:ubiquinone reductase Na+-transporting subunit F
0.0015  midg2331 rs00040  sohB 53 78 123 149 protease SohB
0.0020  midg2331 rs10675  dtd 16 45 123 149 D-aminoacylRNA deacylase
0.0022  midg2331 rs01665  dsbB 39 48 12 21 disulfide bond formation protein B
00022  midg2331 05505  ompW 64 81 132 152 outer membrane protein ompW precursor
00024  midg2331 1507340  artP -30 -16 2 16 arginine ABC transporter ATP-binding protein ArtP
0.0025  midg2331 rs09825  N/A -1 5 22 34 iron ABC transporter substrate-binding protein
0.0025  midg2331 rs11070  hisF -64 -55 137 147 imidazole glycerol phosphate synthase subunit HisF
0.0027  midg2331 rs08485  rffC -158 -142 52 67  Lipopolysaccharide biosynthesis protein RffiC
0.0028  midg2331 rs01610 moeB 2 66 76 135 144 molybdopterin biosynthesis protein
0.0029  midg2331_rs03005  glpX 7 85 56 69  GlpX-like protein
0.0030  midg2331 509700  mplP  -142 -116 127 149 50Sribosomal protein L17
0.0031  midg2331 1503360  asn§ 35 44 133 142 asparaginyl-tRNA synthetase
0.0031  midg2331 rs03855  N/A 20 51 62 86  hypothetical protein
0.0034  midg2331 1509705  rpmC  -117 88 123 142 ribosomal protein L29
0.0036  midg2331 rs03610 gt -108 -101 138 145  tRNA guanosine 34 transglycosylate Tgt
0.0037  midg2331 rs06280  N/4 0 25 15 42 carbon starvation protein A
0.0039  midg2331 rs00635  N/A 82 98 136 151 glyoxalase II family protein
0.0040  midg2331 rs08750 mrdd  -144 -116 14 40 penicillin-binding protein 3
0.0040  midg2331 rs04560  trud 70 95 60 87  tRNApseudouridine synthase A
0.0041  midg2331 1510145  cysD -64 25 127 152 sulfate adenylyltransferase subunit CysD
0.0044  midg2331 1501350  modC 46 55 133 143 molybdenumABC transporter, ATP-binding protein
0.0048  midg2331 rs06045  N/A -198 -180 19 36 LysR family transcriptional regulator
0.0053  midg2331 106205  N/A 77 63 128 144 putative flavoprotein
0.0053  midg2331 101545  ybgC 39 50 131 144 tol-pal system-associated acyl-CoA thioesterase
0.0059  midg2331 r1s01520 moeB I 42 48 136 142 molybdopterin biosynthesis protein
0.0061  midg2331 rs01325  gpt 28 35 35 42 xanthine-guanine phosphoribosyltransferase
0.0061  midg2331 rs01455  potB 21 -8 54 68  spermidine/putrescine transport system permease protein
0.0064  midg2331 1507335  artl -153 -133 132 151 arginine ABC transporter substrate-binding protein
0.0065  midg2331 rs01540  N/A 67 95 6 33 cyd operon protein YbgE
0.0069  midg2331 rs04605  N/A 115 -104 131 144 ABC transporter permease protein
0.0070  midg2331 08710  N/4 -84 58 131 149 menaquinone-dependent protoporphyrinogen IX dehydrogenase
0.0073  midg2331 rs05870  N/A4 35 24 25 36 hypothetical protein
0.0073  midg2331 rs00875  rnfE 95 -69 127 149 Na-translocating NADH-quinone reductase
0.0074  midg2331 rs02580  lepB -119 -109 134 144 signal peptidase |
0.0075  midg2331 rs03460  moaE  -132 -123 159 168 molybdopterin converting factor subunit 2
0.0076  midg2331 rs09615  menD 27 50 118 143 menaquinone biosynthesis protein
0.0079  midg2331_rs08950  ShX -49 31 131 148 protein SlyX
0.0079  midg2331 502905  fieF 82 94 14 26 iron transporter
0.0079  midg2331 rs05385  N/A -11 4 2 20 hypothetical protein
0.0079  midg2331 08025 agpZ  -198 -189 134 143 aquaporinZ
0.0080  midg2331 1s01990  gred! 44 35 131 140 transcription elongation factor
0.0080  midg2331 rs02980  N/A 47 54 136 143 Putative neutral zinc metallopeptidase
0.0084  midg2331 1507520  N/A4 91 81 139 149 hypothetical protein
0.0085  midg2331 105295  menF  -198 -181 7 24 menaquinone-specific isochorismate synthase
0.0086  midg2331 rs03440  torY 17 36 132 152 cytochrome c-type protein TorY
0.0089  midg2331 rs00480  sird 47 22 16 42 sulfurtransferase TusA
0.0089  midg2331 03900  ispE  -141 -122 128 152 5-diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol kinase
0.0090  midg2331 rs00280  ygfZ -39 19 18 86 tRNA-modifying protein YgfZ
0.0090  midg2331 rs01280  thrd -111 -100 130 145  Bifunctional aspartokinase/homoserine dehydrogenase 1
0.0091  midg2331 rs09115  rbsd -186 171 3 20 ribose transport ATP-binding protein
0.0092  midg2331 rs10885  brnQ 53 68 136 150  branched-chain amino acid permease
0.0095  midg2331 01850  nfo 32 44 128 142 endonuclease IV
0.0097  midg2331 rs02175  argG -45 33 13 24 amgininosuccinate synthetase
0.0099  midg2331 06215  aphd  -138 -128 29 40  AphA (smp-like) protein
00101 midg2331 1505875  ruvC 61 55 137 143 crossover junction endodeoxyribonuclease
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Figura 25. A — Interagcdes moleculares entre mRNAs alvos preditos para Arrcl4. A sequéncia de
aminoacidos obtida a partir da sequéncia de nucleotideos dos mRNAs foram carregadas no banco de
dados STRING e analisadas utilizando as configuracdes padrdes. Nos desconectados foram omitidos da
exibicdo da rede. As interagdes entre os nos da rede denotam o nivel de confianga, onde a espessura da
linha indica a for¢a do suporte aos dados. B — Anotagao funcional para mRNAs alvos preditos a partir do
banco de dados Kegg. As fungdes moleculares dos mRNAs foi anotada de acordo com os ortélogos Kegg
(KO) para genes e proteinas experimentalmente caracterizadas. A busca foi realizada com base na
nomenclatura dos genes anotadas para o genoma de MIDG2331. C — Processos biologicos implicados na
rede de interacdo dos mRNAs: o enriquecimento funcional da rede de mRNAs revelou processos
biologicos baseados na ontologia dos genes (GO). Todos os processos biologicos foram plotados de

acordo com o mddulo do log2 da taxa de falso positivo (FDR).

89



Foram identificados 67 potenciais alvos para Arrcl6 entre os mRNAs de
MIDG2331 (Tabela 14). Destes, 38 apresentaram uma complexa rede de interagdo com
a formacdo de 50 associa¢des entre mRNAs, obtendo-se um p-value de 1,427 (P<0,05).
O nuimero estimado de associacdes para 35 nos, para uma rede de interacdes ao acaso,
foi estimado em 22, mostrando que Arrc16 possui uma rede significativa de interagdes.
Arrcl6 foi o unico sRNA analisado cuja rede per se apresentou uma rota de
enriquecimento funcional, sem a necessidade de ampliacdo do niimero de nés. Foi
observado in silico que Arrcl6 interage com mRNAs envolvidos no metabolismo de
nitrogénio (FDR 0,0473), conforme pode ser observado na rede sem enriquecimento
(regido sombreada) apresentada na Figura 26A. A rota para metabolismo do nitrogénio
identificada pela rede de interacdes estd representada na Figura 27. Os genes napA e
napB estdo envolvidos na conversdo de nitrato em nitrito € o gene nrf4 converte nitrito
em amoénia. Ap6s o enriquecimento da rede com a adi¢cdo de 20 nods, revelou-se o
envolvimento de Arrcl6 em mRNAs associados com processos biossintéticos e
metabolicos primdrios e traducionais (Figura 26C). O enriquecimento ampliou as
associacdes entre mRNAs de 50 para 215 interagdes, sendo esperado 134 interacdes
para associacdes ao acaso na rede formada. A andlise funcional dos mRNAs preditos
associou os alvos com fungdes metabdlicas (43%), processamento da informacgdo
ambiental (28%) e genética (15%) e com processos celulares (13%). Dos mRNAs alvos
envolvidos com metabolismo, 43% deles foram associados com o metabolismo
energético, 22% com o metabolismo de cofatores e vitaminas, 13% com nucleotideos,

9% com lipidios e com glicanos e 4% com ions organicos (Figura 26B).
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Tabela 14. Alvos preditos para Arrc16 no genoma de MIDG2331 por CopraRNA.

Posicio mRNA Posicio SRNA .
p-value Locus tag Gene Iniciﬁ Fim Inicioc Fim Anotagio
0.0000 midg2331 101960  gipB 20 21 77 115  anaerobic glycerol-3-phosphate dehydrogenase subunit B
0.0000  midg2331 rs04035  fisB 73 88 97 112 cell division protein FtsB
0.0000  midg2331 1301530  cydA -67 47 90 111 cytochrome D ubiquinol oxidase, subunit I
0.0000  midg2331 1s04500  fdxG -54 0 71 115 sulfate ABC transporter substrate-binding protein
0.0000  midg2331 1306760 dcuB2  -33 -4 81 106  anaerobic C4-dicarboxylate membrane transporter
0.0001  midg2331 1505530 aspA 31 -4 79 100 aspartate ammonia-lyase
0.0001  midg2331 _rs08935  rimO 29 -6 83 104  30Sribosomal protein S12 methylthiotransferase RimO
0.0001  midg2331 rs01380  apt 74 99 80 105 adenine phosphoribosyltransferase
0.0001  midg2331 100520  nrf4 -15 -6 125 134 ammonia-forming cytochrome ¢ nitrite reductase
0.0002  midg2331 rs05345  mrfE 23 -6 79 96  heme lyase NrfEFG subunit NifE
0.0002  midg2331 rs08320  fidd -39 0 71 113 fumarate reductase flavoprotein subunit
0.0004  midg2331 00105  fisQ -166 -144 78 112 cell division protein FtsQ
0.0005  midg2331 rs00450 N/A -177 -148 83 112 DUF937 domain-containing protein
0.0007  midg2331 rs02680 N/A 71 61 102 112 DUF853 domain-containing protein
0.0007  midg2331_rs04005  sapC 93 -82 97 108 antimicrobial peptide ABC transporter permease SapC
00010  midg2331 1501285 sodd  -183 -177 125 131 superoxide dismutase [Mn]
0.0013  midg2331_rs00615 N/A 60 85 81 106 RNAchaperone ProQ
0.0014  midg2331 107775  mgld -10 14 81 109 ABC-type sugar (aldose) transport system, ATPase componen
00014  midg2331 1505280 hipX 17 2 94 110 protease HtpX
0.0015  midg2331 105945 NA  -122 94 78 104 hypothetical protein
0.0017  midg2331 103650 N/A -10 2 98 110 hypothetical protein
00019  midg2331 1502320 NA  -190 -175 97 112 Nat/H+antiporter
0.0020  midg2331 rs00350 dppC  -15 3 98 109 dipeptide ABC transporter permease DppC
0.0022  midg2331 100505  ilvD -11 9 93 110 dihydroxy-acid dehydratase
0.0025  midg2331 rs08790 N/A 11 48 71 113 putative drug resistance protein
00026  midg2331 1500345 dppB -1 7 88 107  peptide ABC transporter permease
0.0026  midg2331 rs00250  kdsC 24 33 97 106 3-deoxy-D-manno-octulosonate 8-phosphate phosphatase
0.0026  midg2331 507825  napA 78 607 97 108  periplasmic nitrate reductase NapA
0.0028  midg2331 501605 moed  -199 -186 78 108  Molybdopterin molybdenumtransferase
0.0030  midg2331 1502035  rsed -150 -126 82 113 sigma-E factor negative regulatory protein
0.0031  midg2331 1505215  IsgE 87 99 77 89  putative lipooligosaccharide galactosyltransferase
0.0032  midg2331 1511040 N/A -149 -137 102 114 transposase IS200-like protein
0.0032  midg2331 rs02085  reld 54 64 103 113 guanosine-3',5"bis(diphosphate) 3"-pyrophosphohydrolase
0.0032  midg2331 rs03530  tab4 -84 -58 80 110 Toxin-antitoxin biofilm protein TabA
0.0035  midg2331 500770  ngrd -99 92 125 132 NADH:ubiquinone reductase Na+-transporting subunit A
0.0036  midg2331 07715 N/A -8 3 103 115 Type Irestriction-modification system S subunit
0.0036  midg2331 rs03380  glnS 49 70 82 102 glutaminyl-tRNAsynthetase
0.0040  midg2331 _rs08930  mgt -107 -83 79 103 Adhesin - putative O-linked N-acetylglucosaminetransferase
0.0042  midg2331 107810  napB -13 -6 102 109 nitrate reductase subunit beta
0.0046  midg2331 105980 N/A 46 70 76 112 nicotinamide mononucleotide transporter
0.0049  midg2331 rs10885  brnQ 87 99 83 95 branched-chain amino acid permease
0.0050  midg2331 1503920 [rgd2 -12 0 94 108  putative effector of murein hydrolase LigA
0.0051  midg2331 505940 N/A 56 86 78 105  SAM-dependent methyltransferase
00052  midg2331 rs07680 comEA 22 13 95 104  DNAuptake protein-binding protein
0.0052  midg2331 rs01110  thrS -125 -114 101 112 threonyl-tRNA synthetase
0.0052  midg2331 501535  ¢ydB -9 3 102 108  cytochrome D ubiquinol oxidase, subunit II
0.0053  midg2331 1510935 N/A -132 -123 79 88  putative transport protein
0.0053  midg2331 1507835 napF -T2 -62 101 111 ferredoxin-type protein NapF
00054 midg2331 r1s09680 B -179 -166 79 92 50S ribosomal protein L2
0.0056  midg2331 1s05730 cytB562 -1 5 127 133 soluble cytochrome b562
0.0058  midg2331 1507425 ccmE 9 0 97 106  cytochrome c-type biogenesis protein
0.0059  midg2331 1502290 ata_ 2 28 -12 81 99 Adhesin Ata autotransporter
0.0069  midg2331 1502105  fabZ 26 47 81 103 (3R)-hydroxymyristoyl-acyl carrier protein dehydratase
0.0070  midg2331 107725 N/A 9 13 79 108 putative CueR-like transcriptional regulator
0.0071  midg2331 rs06640  N/A -161 -143 33 51 phospholipid ABC transporter ATP-binding protein MlaF
0.0073  midg2331 500410 exbB2  -110 97 90 103 TonB-system energizer ExbB
0.0076  midg2331 rs08375  tldD -165 -142 80 106  metalloprotease TIdD
0.0076  midg2331 rs08045  rpid 70 76 126 132 ribose-5-phosphate isomerase
0.0077  midg2331_rs04960  N/A 45 59 89 103 C32 tRNAthiolase
0.0079  midg2331 rs04885 N/A -195 -137 91 142 large exoprotein involved in heme utilization or adhesion
0.0088  midg2331 103440  torY 31 39 100 108  cytochrome c-type protein TorY
0.0092  midg2331 1s00760 ndA I 68 87 79 105  ribonucleoside-diphosphate reductase alpha subunit 1
0.0093  midg2331 rs10870 hemB  -130 -123 81 88  porphobilinogen synthase
0.0097  midg2331 1s02975  fusK -51 -6 81 109  DNAtranslocase FtsK
0.0099  midg2331 507505  cep 56 62 128 134 cytochrome ¢ peroxidase
0.0100  midg2331 rs06400 N/A 80 90 97 107 short-chain dehydrogenase/reductase
00102  midg2331 rs00510 ivM  -121 -107 92 108  acetolactate synthase 2 small subunit
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Figura 26. A — Interagdes moleculares entre mRNAs alvos preditos para Arrcl6. A sequéncia de
aminoacidos obtida a partir da sequéncia de nucleotideos dos mRNAs foram carregadas no banco de
dados STRING e analisadas utilizando as configuragdes padrdoes. Nos desconectados foram omitidos da
exibicdo da rede. As interagdes entre os nos da rede denotam o nivel de confianca, onde a espessura da
linha indica a for¢a do suporte aos dados. A area sombreada indica genes associados com rota do
metabolismo de nitrogénio. B — Anotagdo funcional para mRNAs alvos preditos a partir do banco de
dados Kegg. As fungdes moleculares dos mRNAs foi anotada de acordo com os ortdlogos Kegg (KO)
para genes e proteinas experimentalmente caracterizadas. A busca foi realizada com base na nomenclatura
dos genes anotadas para o genoma de MIDG2331. C — Processos bioldgicos implicados na rede de
interacdo dos mRNAs: o enriquecimento funcional da rede de mRNAs revelou processos biologicos
baseados na ontologia dos genes (GO). Todos os processos biologicos foram plotados de acordo com o
modulo do log2 da taxa de falso positivo (FDR).
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Figura 27. Rota metabolica do nitrogénio obtida para Actinobacillus pleuropneumoniae. Os genes napA,
napB e nrf4 (identificados em vermelho), preditos como alvos para Arrcl6, estdo envolvidos na redugdo
de nitrato em amonia. Mapa obtido a partir do banco de dados Kegg pathway.

RNAO4 foi o SRNA que apresentou o menor nimero de alvos. Foram preditos
29 mRNAs por meio da ferramenta IntaRNA (Tabela 15), uma vez que RNA04 nao
apresentou homoélogos em outras espécies de bactérias além de Actinobacillus
pleuropneumoniae. Entre os alvos preditos, apenas nove apresentaram interacdes
conhecidas (Figura 28A). Apds o enriquecimento com 20 novos nds, a rede gerada
revelou uma forte associagdo metabodlica, tanto para os processos anabolicos quanto
catabolicos (Figura 28C). O enriquecimento elevou o numero de interagdes de 5 para
88, obtendo-se um p-value significativo de 6,677 (P<0,05). A anélise funcional dos
mRNAs indicou forte associagdo dos alvos com metabolismo (41%) seguida da
presenga de alvos envolvidos no processamento da informacdo genética (28%) e
ambiental (28%). Apenas 3% dos alvos preditos se relacionaram com processos
celulares (Figura 28B). Os alvos envolvidos com metabolismo se relacionaram com o
metabolismo de lipidios (23%), aminoacidos (15%), carboidratos (15%), terpenodides

(15%), de cofatores e vitaminas (15%), energético (8%) e de glicanos (8%).
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Tabela 15. Alvos preditos para RNA04 no genoma de MIDG2331 por IntaRNA.

Posicio mRNA Posicio SRNA .
p-value Locus tag Gene Inicio Fim Inicio Fim Anotagio
0.0001  midg2331_rs00540 ata_I 0 28 42 70  Adhesin Ata autotransporter
0.0003  midg2331 rs04310 N/A -19 7 53 80  5-methyltetrahydropteroyltriglutamate- homocysteine S-methyltransfer
0.0006  midg2331_rs02090  dxr -12 19 45 76 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate reductoisomerase
0.0008  midg2331 rs10595  tagl 24 40 57 73 DNA-3-methyladenine glycosylase I
0.0009  midg2331 rs02290 ata_2 0 28 42 70  Adhesin Ata autotransporter
0.0020  midg2331 rs04335 mmnmC  -174 -133 34 73 bifunctional tRNA
0.0020  midg2331 803415 N/A -19 2 59 81  DUF4747 domain-containing protein
0.0022  midg2331 1302870  tyrP2 9 17 56 79  tyrosine transporter
0.0026  midg2331 102790 N/A -13 2 59 75  sugar transporter
0.0032  midg2331 802010 N/A 24 61 36 76  sodium:proton symporter
0.0033  midg2331 1501960 glpB 13 3 63 73 anaerobic glycerol-3-phosphate dehydrogenase subunit B
00042  midg2331_1rs00430  dhal -14 2 59 76 dihydroxyacetone kinase subunit Dhal
0.0043  midg2331 1802285  sand 9 8 58 74 membrane protein
0.0049  midg2331_1rs00505  ilvD 75 88 60 73 dihydroxy-acid dehydratase
0.0051  midg2331 100265 grxd -14 30 34 77 glutaredoxin GrxA family
0.0055  midg2331_rs10130  cysl -13 2 59 75  NADPH-dependent assimilatory sulfite reductase hemoprotein subunit
0.0056  midg2331 1504160 cydC  -102 -90 36 48 thiol reductant ABC exporter subunit CydC
0.0058  midg2331 rs01810 N/A -17 3 66 79 glycogen/starch/alpha-glucan phosphorylase
0.0066  midg2331 1506045 N/A 9 12 58 73 LysR family transcriptional regulator
0.0068  midg2331 107355 NA -14 -1 60 73 transcriptional regulator
0.0075  midg2331_1s05515  acr3 4 35 41 81  arsenical-resistance protein
0.0080  midg2331 1810035  proS -137 -119 53 71 proline--tRNAligase
0.0082  midg2331 502240  msrB -10 -1 65 74 peptide-methionine R -S-oxide reductase
0.0090  midg2331 1s04730  bioD 220 -1 59 79  ATP-dependent dethiobiotin synthetase BioD
0.0090  midg2331_rs08655 cps3B -5 11 59 75 glycerol-3-phosphate cytidylyltransferase
0.0094  midg2331 809120  rbsC -165 -154 67 78  ribose ABC transporter permease
0.0097  midg2331 1509290 sgbE -12 -4 13 21  L-ribulose-5-phosphate 4-epimerase
0.0098  midg2331_rs05000  tkt4 16 52 40 78  transketolase
0.0100  midg2331 800665 rnhB 31 -18 58 72 ribonuclease HII
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Figura 28. A — Interacdes moleculares entre mRNAs alvos preditos para RNAO4. A sequéncia de
aminoacidos obtida a partir da sequéncia de nucleotideos dos mRNAs foram carregadas no banco de
dados STRING e analisadas utilizando as configuragdes padrdes. Nos desconectados foram omitidos da
exibicdo da rede. As interagdes entre os nos da rede denotam o nivel de confianga, onde a espessura da
linha indica a for¢a do suporte aos dados. B — Anotago funcional para mRNAs alvos preditos a partir do
banco de dados Kegg. As fungdes moleculares dos mRNAs foi anotada de acordo com os ortélogos Kegg
(KO) para genes e proteinas experimentalmente caracterizadas. A busca foi realizada com base na
nomenclatura dos genes anotadas para o genoma de MIDG2331. C — Processos biologicos implicados na
rede de interagdo dos mRNAs: o enriquecimento funcional da rede de mRNAs revelou processos
biologicos baseados na ontologia dos genes (GO). Todos os processos biologicos foram plotados de
acordo com o médulo do log2 da taxa de falso positivo (FDR).
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Os sRNAs interagem com regioes especificas dos mRNAs

Com o objetivo de avaliar as regidoes dos sRNAs e dos mRNAs que
apresentaram maior interacdo, foram produzidos graficos de densidade de interacdo
combinando todas as predi¢cdes com valor de p-value <0,01 para cada sSRNA especifico
(Figuras 29, 30 e 31). As interacoes obtidas para GcvB (Figura 29A) mostram a
presenca de duas regides com alta densidade de interacdo. A regido 1 esta localizada
entre os nucleotideos 30 e 60, enquanto que a regidao 2 abrange os nucleotideos 100 a
150. Estas regides correspondem a regioes altamente conservadas entre os homdlogos
identificados para GcvB, que sdo observadas entre os nucleotideos 50 a 80 e 110 a 160.
A interacdo de GcvB com os mRNAs alvos apresentou aumento sutil na regidao 3’'UTR,
proximo ao ponto de inicio da transcricao (Figura 29B).

RNAO1 apresentou uma regidao de interacdao posicionada entre os nucleotideos
35 e 55 (Figura 30A), que corresponde a regido conservada entre os homologos
posicionada entre os nucleotideos 50 e 70 do alinhamento apresentado para os
homodlogos de RNAO1 na Figura 17. Assim como GcvB, a interacao de RNAO1 com os
mRNAs alvos também apresentou um aumento sutil na regido 3’UTR, préximo ao
ponto de inicio da transcri¢ao (Figura 30B).

Para RNAO2, a regido conservada identificada entre os homdlogos, posicionada
entre os nucleotideos 45 e 60 do alinhamento mostrado na Figura 18 corresponderam a
regido de maior densidade de interagcdes entre RNAO2 e seus mRNAs alvos, que esta
demonstrada na Figura 31A entre os nucleotideos 37 e 52. A interacdo com os mRNAs

alvos mostra uma tendéncia com a regidao proxima ao inicio da transcrigao (Figura 31B).
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Figura 29. Visualizagdo dos dominios de interagdo preditos por CopraRNA para GevB (A) e seus mRNAs
alvos (B). Os graficos de densidade fornecem a frequéncia relativa da posicdo da interagdo especifica predita
para os SRNAs e seus mRNAs alvos. Os graficos combinam todas as predi¢des com um valor de P <0,01 em
todos os homologos incluidos na predi¢do. Os picos maximos obtidos, quando presentes, indicam dominios de
interagdo distintos. O alinhamento esquematico dos sSRNAs homologos, indicado na parte inferior de cada
grafico, mostra os dominios de interagdo preditos do homologo com o alvo. As regides alinhadas sdo exibidas

em cinza, intervalos em branco e regides de interacdo preditas em

cores (as diferengas de cor sdo apenas para

contraste). Estdo representados os quinze alvos que apresentaram a melhor combinacdo de p-value com
interagdo presente nos picos maximos, quando evidentes. A sequéncia de GevB esta representada no final do
grafico A, com as regides de conservacdo (>80%) dos homologos anotadas em azul. As regides sombreadas de

rosa em A indicam a regido seed identificada para GevB.
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Figura 30. Visualizacdo dos dominios de interacdo preditos por CopraRNA para RNAO1 (A) e seus mRNAs
alvos (B). Os graficos de densidade fornecem a frequéncia relativa da posic@o da interagdo especifica predita
para os SRNAs e seus mRNAs alvos. Os graficos combinam todas as predi¢des com um valor de P <0,01 em
todos os homologos incluidos na predi¢do. Os picos maximos obtidos, quando presentes, indicam dominios de
interagdo distintos. O alinhamento esquematico dos sSRNAs homologos, indicado na parte inferior de cada
grafico, mostra os dominios de interagdo preditos do homologo com o alvo. As regides alinhadas sdo exibidas
em cinza, intervalos em branco e regides de interagdo preditas em cores (as diferencas de cor sdo apenas para
contraste). Estdo representados os quinze alvos que apresentaram a melhor combinacdo de p-value com
interagdo presente nos picos maximos, quando evidentes. A sequéncia de RNAO1 esté representada no final do
grafico A, com as regides de conservacado (>80%) dos homoélogos anotadas em azul.
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Figura 31. Visualizacdo dos dominios de interacdo preditos por CopraRNA para RNA02 (A) e seus mRNAs
alvos (B). Os graficos de densidade fornecem a frequéncia relativa da posic@o da interacdo especifica predita
para os SRNAs e seus mRNAs alvos. Os graficos combinam todas as predigdes com um valor de P <0,01 em
todos os homologos incluidos na predi¢do. Os picos maximos obtidos, quando presentes, indicam dominios de
interagdo distintos. O alinhamento esquematico dos sSRNAs homologos, indicado na parte inferior de cada
grafico, mostra os dominios de interagdo preditos do homologo com o alvo. As regides alinhadas sdo exibidas
em cinza, intervalos em branco e regides de interagdo preditas em cores (as diferencas de cor sdo apenas para
contraste). Estdo representados os quinze alvos que apresentaram a melhor combinagdo de p-value com
interagdo presente nos picos maximos, quando evidentes. A sequéncia de RNAO2 esta representada no final do
grafico A, com as regides de conservacado (>80%) dos homologos anotadas em azul.
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Arrc14 apresentou uma clara e intensa regido de interacdo entre os nucleotideos
140 e 150 (Figura 32A), que corresponde a regido conservada posicionada entre os
nucleotideos 140 e 150 do alinhamento entre homologos apresentado na Figura 19.
Assim como os SRNAs anteriormente descritos, Arrc14 apresenta uma interacao com 0s
mRNAs alvos préximos a regido do inicio da transcricdo (Figura 32B).

Arrcl6 e RNAO4 foram os sSRNAs que apresentaram maior homogeneidade na
interagdo SRNA-mRNA alvo. Arrc16 mostrou forte densidade de interacdo na regido
compreendida entre os nucleotideos 85 e 115 (Figura 33A), que correspondem aos
nucleotideos posicionados na regido conservada anotada entre os nucleotideos 105 e
135 do alinhamento apresentado na Figura 20. A interacdo com os mRNAs alvos mostra
associacdo evidente com a regido proxima ao inicio da transcri¢ao (Figura 33B).

RNAO04 apresentou densidade de interacdo intensa entre os nucleotideos 60 e 80
e uma clara interagdo com os mRNAs alvos na regido de inicio da transcri¢ao (Figura
34). Estas regides nao foram avaliadas como regides conservadas uma vez que RNA04

ndo apresentou homologos.
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Figura 32. Visualizagdo dos dominios de interagdo preditos por CopraRNA para Arrc14 (A) e seus mRNAs
alvos (B). Os graficos de densidade fornecem a frequéncia relativa da posicdo da interagdo especifica predita
para os SRNAs e seus mRNAs alvos. Os graficos combinam todas as predicdes com um valor de P <0,01 em
todos os homdlogos incluidos na predi¢ao. Os picos méximos obtidos, quando presentes, indicam dominios
de interacdo distintos. O alinhamento esquematico dos SRNAs homologos, indicado na parte inferior de cada
grafico, mostra os dominios de interagdo preditos do homoélogo com o alvo. As regides alinhadas sdo
exibidas em cinza, intervalos em branco e regides de interag@o preditas em cores (as diferencas de cor sdo
apenas para contraste). Estdo representados os quinze alvos que apresentaram a melhor combinagdo de p-
value com interagdo presente nos picos maximos, quando evidentes. A sequéncia de Arrcl4 esta
representada no final do grafico A, com as regides de conservagdo (=80%) dos homologos anotadas em azul.
O retangulo azul em A indica a interagdo do gene MIDG2331 RS01730.
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Figura 33. Visualizagdo dos dominios de interagdo preditos por CopraRNA para Arrc16 (A) e seus mRNAs
alvos (B). Os graficos de densidade fornecem a frequéncia relativa da posicao da interagdo especifica predita
para os SRNAs e seus mRNAs alvos. Os graficos combinam todas as predi¢des com um valor de P <0,01 em
todos os homdlogos incluidos na predi¢ao. Os picos méximos obtidos, quando presentes, indicam dominios
de interacdo distintos. O alinhamento esquematico dos SRNAs homologos, indicado na parte inferior de cada
grafico, mostra os dominios de interagdo preditos do homoélogo com o alvo. As regides alinhadas sdo
exibidas em cinza, intervalos em branco e regides de interag@o preditas em cores (as diferencas de cor sdo
apenas para contraste). Estdo representados os quinze alvos que apresentaram a melhor combinagdo de p-
value com interagdo presente nos picos maximos, quando evidentes. A sequéncia de Arrcl6 esta
representada no final do grafico A, com as regides de conservacgdo (=80%) dos homélogos anotadas em azul.
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Figura 34. Visualizagdo dos dominios de interacdo preditos por IntaRNA para RNA04 e seus mRNAs
alvos. Os graficos de densidade fornecem a frequéncia relativa da posi¢do da interagdo especifica predita
para os SRNAs e seus mRNAs alvos. Os graficos combinam todas as predigdes com um valor de P <0,01.
Os picos maximos obtidos indicam dominios de interagdo distintos. O esquema abaixo do grafico indica
os dominios de interagdo para os quinze alvos que apresentaram a melhor combinagdo de p-value. As
regides de interag@o sdo apresentadas em cores apenas para contraste.
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Arrcl4 interage com o metabolismo de amino e nucleotideos agucares

Para avaliar se mRNAs alvos preditos estavam relacionados com o fenotipo
obtido para mutantes SRNAs descrito no capitulo 2, foi selecionado o mRNA
MIDG2331 RS01730  (Tabela  13), predito como alvo para Arrcl4.
MIDG2331 RS01730 foi o alvo que apresentou melhor combinagao de p-value e regiao
de interacao entre os alvos preditos para este SRNA (Figura 32A). Em Actinobacillus
pleuropneumoniae 1.20, MIDG2331 RS01730 estd anotado como APL 0334 ¢ as
interacOoes obtidas para este gene ainda sdao limitadas. Assim, foi obtido o
enriquecimento funcional a partir do homologo do gene MIDG2331 RS01730 em
Escherichia coli K12, denominado de rapZ. A identidade de MIDG2331 RS01730 em
relacdo a APL 0334 e rapZ sao mostradas na Figura 35.

A MIDG2331_01730
Sequence ID: Query_209489 Length: 286 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 286 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
585 bits(1508) 0.0 Compositional matrix adjust. 284/286(99%) 285/286(99%) 0/286(0%)

Query 1 MELIIISGRSGSGKSVALRALEDVGYYCVDNLPLPLIPELAGFLSNSGRSAVVSLDIRNI 60
X MELIIISGRSGSGKSVALRALEDVGYYCVDNLPLPLIPELAGFLSNS RSAVVSLDIRNI
Sbjct 1 MELIIISGRSGSGKSVALRALEDVGYYCVDNLPLPLIPELAGFLSNSDRSAVVSLDIRNI 60

Query 61  PENPESIEALLEQLSKLTIQTKIIFLDCERNTLIRRYSDTRRLHPLSNKDLSLESAIDLE 120
X PENPESIEALLEQLSKLTIQTKIIFLDCERNTLIRRYSDTRRLHPLSNKDLSLESAIDLE
Sbjct 61  PENPESIEALLEQLSKLTIQTKIIFLDCERNTLIRRYSDTRRLHPLSNKDLSLESAIDLE 120

Query 121 NTLLEPLYQQANYIIDTTNISSHELAENLRGILRGSTDKALKIVFESFGFKYGLPADADY 180
. NTLLEPLYQQANYIIDTTNISSHELAENLRGILRGST+KALKIVFESFGFKYGLPADADY
Sbjct 121 NTLLEPLYQQANYIIDTTNISSHELAENLRGILRGSTNKALKIVFESFGFKYGLPADADY 180

Query 181 VFDVRFLPNPHWNPELRPMTGLEQPVIDFLERQTEVHNFIYQTRNYLEMWLPMLEKNNRS 240
. VFDVRFLPNPHWNPELRPMTGLEQPVIDFLERQTEVHNFIYQTRNYLEMWLPMLEKNNRS
Sbjct 181 VFDVRFLPNPHWNPELRPMTGLEQPVIDFLERQTEVHNFIYQTRNYLEMWLPMLEKNNRS 240

Query 241 YLTIAIGCTGGKHRSVFIAEQLAKYFQSRDKDVQIRHRSLEKHHKK 286
. YLTIAIGCTGGKHRSVFIAEQLAKYFQSRDKDVQIRHRSLEKHHKK
Sbjct 241 YLTIAIGCTGGKHRSVFIAEQLAKYFQSRDKDVQIRHRSLEKHHKK 286

B MIDG2331_01730
Sequence ID: Query_84135 Length: 286 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 282 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
410 bits(1055)  1e-150 Compositional matrix adjust. 194/282(69%)  237/282(84%) 1/282(0%)

Query 1 MVLMIVSGRSGSGKSVALRALEDMGFYCVDNLPVVLLPDLARTLADREISAAVSIDVRNM 66
) M L+I+SGRSGSGKSVALRALED+G+YCVDNLP+ L+P+LA L++ + SA VS+D+RN+
Sbjct 1 MELITISGRSGSGKSVALRALEDVGYYCVDNLPLPLIPELAGFLSNSDRSAVVSLDIRNI 60

Query 61 PESPEIFEOAMSNLPD AFSPOLLFLDADRNTLIRRYSDTRRLHPLSSKNLSLESAIDKE 119
PE+PE E L ++FLD +RNTLIRRYSDTRRLHPLS+K+LSLESAID E
Sbjct 61 PENPESIEALLEOLSKLTIOTKIIFLDCERNTLIRRYSDTRRLHPLSNKDLSLESAIDLE 120

Query 120 SDLLEPLRSRADLIVDTSEMSVHELAEMLRTRLLGKRERELTMVFESFGFKHGIPIDADY 179
A + LLEPL +A+ I+DT+ +5 HELAE LR L G+ L +VFESFGFK+G+P DADY
Sbjct 121 NTLLEPLYQQANYIIDTTNISSHELAENLRGILRGSTNKALKIVFESFGFKYGLPADADY 180
Query 180 VFDVRFLPNPHWDPKLRPMTGLDKPVAAFLDRHTEVHNFIYQTRSYLELWLPMLETNNRS 239
A VFDVRFLPNPHW+P+LRPMTGL++PV__FL+R TEVHNFIYQTR+YLE+WLPMLE NNRS
Sbjct 181 VFDVRFLPNPHWNPELRPMTGLEQPVIDFLERQTEVHNFIYQTRNYLEMWLPMLEKNNRS 246
Query 240 YLTVAIGCTGGKHRSVYIAEQLADYFRSRGKNVQSRHRTLEK 281
A YLT+AIGCTGGKHRSV+IAEQLA YF+SR K+VQ RHR+LEK
Sbjct 241 YLTIAIGCTGGKHRSVFIAEQLAKYFQSRDKDVQIRHRSLEK 282
Figura 35. BLASTp de MIDG2331 RS01730 contra APL 0334 de Actinobacillus pleuropneumoniae

L20 (A) e RapZ de Escherichia coli K12 (B).
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A rede de enriquecimento realizada a partir de rapZ em Escherichia coli K12

evidenciou forte interacdo de rapZ com o gene g/msS, envolvido no metabolismo de

aminoacucares € na biossintese de UDP-N-acetilglucosamina (Figura 36). A rota metabolica

para amino e nucleotideo agucares (ID Kegg pathway: 00520) foi avaliada quanto a

presenga em Actinobacillus pleuropneumoniae 1.20 e esta ilustrada na Figura 37.

B

pathway ID

G0:0006040
G0:0006048
G0:0009165
G0:0009064
G0:1901135

pathway ID
00520
00250
01110

N

Biological Process (GO)

pathway description

amino sugar metabolic process
UDP-N-acetylglucosamine biosynthetic process
nucleotide biosynthetic process

glutamine family amino acid metabolic process
carbohydrate derivative metabolic process

KEGG Pathways

pathway description

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism
Alanine, aspartate and glutamate metabolism
Biosynthesis of secondary metabolites

count in gene set false discovery rate

4 2.38e-05 .
3 2.38e-05

4 0.00489

3 0.0247

5 0.025

count in gene set false discovery rate

4 378¢05 @
3 0.000714
4 0.0244

Figura 36. A — Rede de interacdo obtida para a proteina RapZ, utilizando dados descritos para
Escherichia coli K12. A sequéncia de aminoacidos de RapZ foi carregada no banco de dados STRING e
analisada utilizando as configuracdes padrdes. As interagcdes entre os nds da rede denotam o nivel de
confianga, onde a espessura da linha indica a for¢a do suporte aos dados. B — O enriquecimento funcional
de RapZ revelou processos biologicos e rotas metabdlicas envolvidas no metabolismo e biossintese de
amino agucares. As cores indicam o processo ou rotas metabdlicas associadas com os genes enriquecidos.
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Figura 37. Rota metabolica de aminoacidos e nucleotideos em Actinobacillus pleuropneumoniae 1.20. O
mapa foi gerado pelo banco de dados Keeg pathway e esta disponivel em https://www.genome.jp/kegg-
bin/show_pathway?org_name=apl&mapno=00520&mapscal e=&show_description=hide. Os pontos de
acdo dos genes glmS, gimU e mrsA (glmM) estdo indicados em caixas amarela, vermelha e azul,
respectivamente.
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A interacdo de Arrrl4 com MIDG2331 RS01730 (regido seed) ocorre entre os
nucleotideos 126 e 153 de Arrc14 e entre 82 e 92 de MIDG2331 RS01730 (Figura 38).
A regido de reconhecimento em Arrcl4 corresponde a uma regido conservada,
identificada a partir do alinhamento entre seus homologos (Figura 19). Em
MIDG2331 RS01730, a regido de reconhecimento encontra-se adjacente a uma

sequéncia de reconhecimento da endonuclease Rnase E.

82 92

| |
UUAUU Aucuc. . .CGC-3'

GUGUGGAUA
[TEELENT
CACACCUAU
CGUUU CACUU. . .UGC-5'
| |
154 125

>MIDG2331_RS01730
atctcgtttacgcgatcatgatcccaagcagttgctgtgaacaatataaaaacgggttgcaagaaa
tcgcccaacgtttaaacgataaaactttaacgaaacagctacgttccgcaaataacgccgaagaa
atctggcaattattggtttatgcggataaccaaattcttgagcaagaataattgtttttgaggaaacc
tATGGAATTAATCATTATCAGCGGGCGCTCCGGTTCCGGTAAATCCGTTGCGCT
CAGAGCATTAGAAGATGTGGGATATTATTGTGTGGATAATCTCCCGCTTCCGCTT
ATTCCGGAATTAGCCGGTTTCTTATCCAACTCAGATCGTTCCGCCGTCGTCAGTC
TTGATATTCGTAATATTCCCGAAAATCCCGAAAGCATTGAAGCCTTGTTGGAGC
AATTATCAAAACTGACGATTCAAACCAAAATCATCTTCTTGGATTGCGAACGCA
ATACGTTAATCCGTCGTTATAGCGACACGCGTCGTTTACATCCTTTATCAAACAA
AGATCTCTCGTTAGAAAGTGCGATTGATTTGGAAAATACCTTGCTTGAGCCGCT
CTATCAACAAGCTAACTATATTATTGATACGACCAATATTTCCTCGCACGAATTGG
CGGAAAATCTGCGCGGCATTTTACGAGGCTCAACCAATAAAGCGCTTAAAATC
GTCTTTGAGTCTTTCGGCTTTAAATACGGTTTACCTGCGGATGCCGATTATGTAT
TTGACGTACGTTTCTTACCGAATCCGCATTGGAATCCGGAATTACGCCCGATGA
CAGGCTTAGAACAACCGGTTATCGACTTCCTTGAACGTCAAACCGAAGTGCATA

B0y ATTTTATCTATCAAACACGCAATTATTTAGAAATGTGGTTGCCGATGTTAGAAAA
90 AAATAACCGTAGCTATCTAACAATTGCTATCGGTTGTACCGGTGGAAAACATCGT
UG TCCGTCTTTATTGCCGAACAATTAGCGAAATATTTCCAAAGTCGAGATAAAGACG
G d TACAAATTCGTCATCGCAGTTTAGAAAAACACCATAAGAAATAA

Figura 38. Interagfo entre Arrc14 ¢ MIDG2331 _RS01730. A — Estrutura de Arrc14 predita por RNAfold.
A sequéncia seed de reconhecimento, compreendida entre os nucleotideos 126 e 153, estd indicada na
regido sombreada em azul. A barra de cor indica a probabilidade de pareamento. B — Alinhamento entre
Arrcl4 e MIDG2331 RS01730, obtido por CopraRNA. C — Sequénciade MIDG2331 RS01730 (letras
maiusculas) e sequéncia de 200 nucleotideos downstream ao gene (letras minusculas). A regido de
reconhecimento de Arrcl4 estd anotada com fundo azul. A regido adjacente, anotada com sombreado
vermelho, corresponde & sequéncia de reconhecimento da endonuclease Rnase E. A regido de Shine
Dalgarno, posicionada - 10 em relag@o ao codon de iniciagdo ATG esta anotado com sombreado amarelo.
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DISCUSSAO

Caracteristicas fenotipicas de App DsRNAs

Neste estudo, foram investigados os papéis de sRNAs de Actinobacillus
pleuropneumoniae MIDG2331 sorotipo 8 em fendtipos relacionados com a colonizagao,
adesdo e viruléncia da bactéria. Para se obter as informagdes referentes ao papel dos
sRNAs GevB, RNAO1, RNAO02, RNAO4, Arrcl4 e Arrcl6, linhagens mutantes foram
obtidas por recombinagdo homodloga utilizando cassetes de DNA de inativagdo a partir
das linhagens parentais selvagem MIDG2331 WT e da sua linhagem isogénica
MIDG2331 Ahfg, com delecao para o gene hfg. Consideramos que os dados aqui
apresentados mostraram, pela primeira vez, forte associacdo de SRNAs com a viruléncia
de App, assim como j4 evidenciado para diferentes bactérias patogénicas de humanos e
animais. O sRNA SgrS, por exemplo, ja foi demonstrado estar envolvido na expressao
do efetor de viruléncia especifico de Salmonella (SopD) (PAPENFORT; VOGEL,
2014). O sRNA RNAIIIL, encontrado em diversas bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, regula diversos mRNAs envolvidos com a patogénese de Staphylococcus
aureus (MICHAUX et al., 2014). Outro sRNA também envolvido com a viruléncia ¢
rliB, que ja foi demonstrado que regula a colonizacdo de Orgdos internos de
camundongos por Listeria monocytogenes. Para a familia Pasteurellaceae, alguns
sRNAs ja foram identificados e associados a viruléncia. Por exemplo, HrrF foi o
primeiro sSRNA a ser identificado para o género Haemophilus, na regulacio de ferro da
bactéria patogénica para humanos H. influenzae (SANTANA et al., 2014). Homologos
de Hrrf ja foram encontrados em outras Pasteurellaceas, como em Pasteurella multocida
(SANTANA et al, 2014), um patdgeno enzodtico, e em Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (AMARASINGHE et al., 2012), um patogeno humano

associado com periodontite, endocardite e abscessos cerebrais (ABERG; KELK;
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JOHANSSON, 2015). O bem conservado sRNA GcvB também ¢ um exemplo de sSRNA
envolvido com a viruléncia (GULLIVER et al., 2018), através do metabolismo de
aminodcidos, que ja foi descrito em Pasteurellaceae, incluindo em Actinobacillus
pleuropneumoniae (ROSSI et al., 2016). Apesar destes exemplos, SRNAs envolvidos
nos mecanismos de regulacdo da viruléncia em Pasteurellaceae ainda sdo pouco
conhecidos.

A méxima velocidade especifica de crescimento ([max) € uma medida que avalia
a velocidade de crescimento bacteriano em condigdes onde a disponibilidade de
substrato se encontra em excesso € os fatores ambientais sdo adequados e invariaveis
entre as linhagens avaliadas (PERNI; ANDREW; SHAMA, 2005). Uma das vantagens
dos sRNAs na regulacdo da expressdo gé€nica, em relacdo aos mecanismos proteicos de
regulagdo, ¢ a velocidade de resposta obtida para alteragdes ambientais. Assim, espera-
se a participagdo de sRNAs em condicdes onde os fatores ambientais nao sejam
totalmente adequados a homeostase da bactéria. App ¢ uma bactéria fastidiosa e o meio
BHI acrescido de NAD ¢ um meio rico que fornece todos os requerimentos necessarios
para o seu desenvolvimento. Portanto, ndo era esperado que ocorressem alteragdes na
Umax das linhagens analisadas, exceto se algum dos sRNAs testados estivessem
envolvidos com o metabolismo primério da bactéria. Dentre os sSRNAs testados, ja
existem informagdes para o papel de GevB no metabolismo de aminoécidos. GevB ¢
um sRNA dependente de Hfq amplamente distribuido em bactérias Gram-negativas
(PULVERMACHER; STAUFFER; STAUFFER, 2009), incluindo A. pleuropneumoniae
(ROSSI et al. 2016) e Pasteurella multocida (MEGROZ et al., 2016), que regula a
traducdo de proteinas envolvidas na biossintese e transporte de aminoacidos
(PULVERMACHER; STAUFFER; STAUFFER, 2008). Em E. coli ¢ em Salmonella
Typhimurium a expressdo de GevB ¢ induzida quando o meio € rico em nutrientes,

especialmente glicina. Assim, durante periodos de diminui¢do de glicina ocorre
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decréscimo na producdo de GcvB, o que resulta na ativacdo da biossintese de
aminodcidos e de proteinas de transporte de aminoacidos, que seriam normalmente
reprimidas pelo SRNA GevB (URBANOWSKI; STAUFFER; STAUFFER, 2000). A
analise do crescimento de mutantes GevB em E. coli e em S. Typhimurium demonstrou
que a auséncia deste SRNA diminui a velocidade de crescimento, quando comparado
com o seu parental selvagem (ARGAMAN et al., 2001; SHARMA et al., 2007). Por
outro lado, andlises em Pasteurella mutocida, uma Pasteurelaceae, demonstraram que
mutantes GevB ndo apresentam diferenga na velocidade de crescimento quando
comparados com a linhagem selvagem (GULLIVER et al., 2018). Este resultado
corrobora com os valores de Hmax por nds obtidos para as linhagens selvagem e
WT AgcvB, na qual a maxima velocidade especifica de crescimento nao diferiu entre as
linhagens mutantes e parentais. As linhagens WT Arna0Ol, Ahfq Arna0l e WT_Aarrci4
apresentaram diminui¢do nos valoresde pmax. Coincidentemente, os alvos identificados
para RNAO1 (Tabela 11) e Arrcl4 (Tabelal3), assim como suas anotagdes e
enriquecimentos funcionais (Figuras 23 e 25), evidenciaram interagdo com as vias
metabolicas primarias. A diminuicdo de pmax na linhagem WT Aarrci4 foi
acompanhada de queda na populagdo total e no crescimento maximo obtido, os quais
também sao explicados pela agdo dos mRNAs alvos elucidados para Arrc14.

Neste estudo foi demonstrado que sRNAs sdo importantes no processo de
adesdo em superficies bioticas e abioticas por App. A adesdao das bactérias ¢ condigao
sine qua non para o estabelecimento da doenga e pode contribuir com o tropismo do
tecido colonizado (KLEMM; SCHEMBRI, 2000). A aderéncia ¢ desempenhada por
proteinas que podem ser categorizadas em (i) autotransportadores, (ii) associadas a
fimbrias ou (iii) proteinas de membrana externa (BUJOLD; MACINNES, 2015), as

quais permitem, além da interacdo patdgeno-hospedeiro, a aderéncia a superficies
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abioticas, autoagregacdo com outras bactérias e a participacdo nos estagios iniciais da
formagao de biofilme (KLEMM; SCHEMBRI, 2000).

Diversos trabalhos t€ém mostrado o envolvimento de sRNAs no processo de
adesdo e formacao inicial de biofilme. Os sSRNAs OmrA/B (HOLMQVIST et al., 2010),

McaS (JORGENSEN et al., 2012; THOMASON et al., 2012), RprA (VANDERPOOL;
BOBROVSKYY; RICHARDS, 2015), VirA (SONG et al, 2014) e GcvB
(JORGENSEN et al., 2012) atuam em uma complexa rede de regulagdo que envolve o
sistema de dois componentes CsgD/CsgR, regulando a formacdo de biofilme. A acgdo
dos sRNAs supracitados ¢ dependente da atuacdo da proteina Hfq. Em App, ja estd
estabelecido que a chaperona de RNA Hfq promove diminui¢do na aderéncia e
formagao de biofilmes (CRISPIM, 2014; SUBASHCHANDRABOSE et al., 2013), o
que corrobora com nossos dados, onde todas as linhagens mutantes derivadas do
parental isogénico Ahfg apresentaram diminui¢do da adesdo em superficie bidtica e
quatro linhagens apresentaram atenuacao da adesao em superficie abiotica.

ZHOU et al. (2013) demonstraram em App que a adesdo em linhagens de células

SJPL (epitélio alveolar de macacos verdes) e PIEC (endotélio arterial de suinos) ¢
dependente de fimbrias do tipo IV (gene apf4) e linhagens de App Aapf4A diminuem a
colonizacdo no tecido pulmonar de camundongos. CUCCUI et al. (2017) mostraram que
a glicosilagdo de adesinas do tipo autotransportador (gene ataC) € necessaria para a
adesdo de App em células A549 (epitélio alveolar basal de adenocarcinoma humano —
ATCC, CCLI1-85, US) e linhagens mutantes para este gene sdo atenuadas no modelo
alternativo de G. mellonella. O terceiro tipo de adesinas, as proteinas de membrana
externa (OMPs), sdo descritas como proteinas multifuncionais capazes de formarem
poros na membrana externa de Gram-negativas (BUJOLD; MACINNES, 2015) e

contribuem, entre outras fungdes, para o processo de adesao.
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A regulagdo de adesinas (fimbrias tipo I) por sSRNAs foi descrito em Escherichia
coli por BAK et al. (2015) em um estudo onde se relacionou a motilidade, formacao de
biofilme e de fimbrias tipo 1. Os autores identificaram trinta e trés SRNAs que afetam
estes processos bioldgicos, sendo que cinco SRNAs que inibiram a formagao de fimbrias
também diminuiram a formacdo de biofilmes. A andlise realizada pelos autores para
verificacdo de biofilme foi similar aquela utilizada neste trabalho para determinacdo de
adesdo em superficie abidtica.

App ¢ capaz de suportar os agentes estressores presentes no interior do hospedeiro e

esta capacidade para se ajustar e sobreviver em um ambiente que sofre alteracdes bruscas
contribui para a sua viruléncia (BALTES; BUETTNER; GERLACH, 2007). Para estudar o

papel funcional dos sSRNAs no processo de viruléncia, nos selecionamos condigdes que
podem ser relevantes no trato respiratorio ou durante o processo infeccioso. Assim, as
linhagens parentais e mutantes foram cultivadas em condig¢des de estresse osmotico (KCL),
oxidativo (H20»), disponibilidade de oxigénio (aerobiose/anaerobiose) e temperatura (37 /
42 °C). Nao foi observado alteracdes no crescimento das linhagens, mutantes ou parentais,
quando submetidas ao crescimento em condigdes de anaerobiose € em ambiente com 5% de
COs. Para a andlise de estresse térmico, nenhuma das linhagens (parentais ou mutantes) se
desenvolveram em caldo BHI-NAD quando incubadas a 42 °C. Diversos pesquisadores tém
mostrado que a adaptacdo de App as condi¢cdes do hospedeiro ¢ mediada por fatores
associados ao processo de infecgdo durante o crescimento in vivo (BOSSE et al., 2002;
CHIERS et al., 2010; LI et al., 2014). Por exemplo, as chaperonas térmicas HPS70
(MIDG2331 02134 - dnaK) HSP40 (MIDG2331 02134 — dnaJ) e o sensor de estresse
periplasmatico degS (MIDG2331 00759) foram descritas como proteinas constitutivas
altamente expressas durante a infec¢do em suinos (KLITGAARD et al., 2012). Segundo os
autores, estas proteinas podem ser importantes para a sobrevivéncia da bactéria no interior

dos macroéfagos durante o processo de infeccao.
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As linhagens Ahfg AsRNAs, exceto Ahfg Aarrcl4, apresentaram diminui¢do na
resisténcia aos agentes estressores osmatico e oxidativo. Esta diminuicao esta de acordo
com os dados obtidos nas pesquisas feitas por SUBASHCHANDRABOSE et al. (2013),
que obtiveram resultado semelhante para outras linhagens de App e mostraram que Hfq
possui efeito pleiotropico frente a condicdes de estresse, processo de adesdo e
viruléncia. CRISPIM (2014) também obteve resultados semelhantes ao nosso para a
linhagem App MIDG2331 e seu mutante isogénico Ahfg. O papel de Hfq como
regulador global e seu papel fundamental na viruléncia e na formagdo da capsula
também foi recentemente descrito para Pasteurella multocida (MEGROZ et al., 2016).

A linhagem WT_Aarrci4 apresentou maior resisténcia as condigdes de estresse
osmotico do que seu parental MIDG2331 WT. Conforme citado anteriormente, esta
linhagem também apresentou maior adesdo tanto em superficie abidtica quanto bidtica.
A relagdo entre aumento da adesdo, formagao de biofilme e maior resisténcia a agentes
estressores ja foi descrita por diversos pesquisadores e, comparado as células
planquitdnicas, as bactérias no interior da matriz de biofilme sdo mais resistentes as
condig¢des de estresse osmotico, oxidativo, acido, a exposicao de antibidticos e a acdo do
sistema imune (CHAMBERS; SAUER, 2013; KLITGAARD et al., 2012; PEREZ-
REYTOR et al., 2017; SONG et al.,, 2014). Assim, propde-se que o aumento na
resisténcia ao estresse osmotico observado para a linhagem WT Aarrci4 esteja
relacionado com o aumento da sua capacidade de adesdo e, consequentemente,
formacdo de biofilme. Por outro lado, ndo foi observado nenhuma alteragcdo para as
linhagens mutantes ou parentais frente ao estresse oxidativo ou a mudangas no
comportamento em relagdo aos antibidticos analisados.

O uso de agentes antimicrobianos contra App ¢ bastante amplo e, nos anos

recentes, linhagens resistentes a diferentes antibidticos tém sido isoladas e / ou seus
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plasmideos caracterizados em diversas partes do mundo (ARCHAMBAULT et al.,
2012; BOSSE et al., 2015b, 2017; COSTA, 2017; DA SILVA et al., 2017; DAYAO et
al., 2016). A linhagem de App WT utilizada neste trabalho foi isolada no Reino Unido
em 1995 (BOSSE et al., 2016), ocasidio onde os antibidticos dos grupos das
tetraciclinas, 3-lactamicos e macrolidios eram os mais utilizados no campo veterinario,
sendo as tetraciclinas utilizadas primariamente na composicao de racdes (BURCH,
2005). Dentre os B-lactamicos utilizados no controle de App, ampicilina foi um dos
antibioticos mais utilizados em diversos paises, incluindo o Reino Unido (BURCH,
2005) e o Brasil. A resisténcia a ampicilina e outros B-lactamicos tem sido relatada por
diversos pesquisadores (BURCH; SPERLING, 2018; DAYAO et al., 2016; EL. GARCH
et al., 2016), e o uso desta tem sido feita por combinagdes de B-lactamicos com acido
clavulanico (BURCH; SPERLING, 2018). Assim como as tetraciclinas, até 1999 o
macrolideo tartarato de tilosina também era utilizado na composicao de racdao para aves
e suinos, sendo que a frequéncia de App resistentes a tilosina naquele ano atingiu 90%
dos isolados coletados na Inglaterra e Pais de Gales (TEALE; MARTIN; WATKINS,
2004). Com a proibicao deste macrolideo como aditivo alimentar, a resisténcia diminuiu
gradativamente (BURCH, 2005) e o seu uso passou a ser amplamente utilizado de
forma curativa no tratamento da pleuropneumonia suina (BURCH, 2010). Entretanto,
em um trabalho recente, BOSSE et al. (2017) encontrou que 91% dos isolados de App
isolados no Reino Unido apresentavam CIM acima de 32 pg/L, sendo considerados
resistentes ao tartarato de tilosina se adotado o critério de ponto de corte da Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009). Apesar do valor de CIM encontrado, os
autores nao detectaram nenhum gene para resisténcia a tilosina ou para outros
macrolideos nos isolados analisados, assim como nenhum ponto de mutacao conhecido

(BOSSE et al., 2017). Resultado similar foi encontrado em pesquisa realizada na
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Australia, onde os autores isolaram App, Haemophilus parasuis e P. multocida
resistentes a macrolideos, mas sem detectar genes para resisténcia (DAYAO et al.,
2016), sugerindo que o mecanismo de resisténcia pode ser de outra natureza ou
conferida por genes ainda ndo anotados para esta caracteristica. No Brasil, em trabalho
de 2017, foram encontrados que 99% dos isolados de App, provenientes de sete estados,
foram resistentes a tilosina (COSTA, 2017).

A determinacdo do CIM para as linhagens investigadas neste trabalho nao
apresentou diferenca em relacdao as linhagens parentais, sendo todas as linhagens
consideradas sensiveis tanto para ampicilina quanto para tilosina. Entretanto, as
linhagens WT_Aarrc14; Ahfq_Aarrci4, WT_Arna04 e WT_Arna02 apresentaram CIM
de 8 ug/L, superior aos parentais e demais linhagens, que apresentaram CIM de 4 pg/L
Coincidentemente, destas quatro linhagens, trés também apresentaram maior adesao em
superficie abidtica (WT_Aarrcl4; Ahfq_Aarrcl4 e WT_Arna02) e biotica
(WT_Aarrc14). Ja é reconhecido que a presenca de biofilme favorece a sobrevivéncia
da bactéria, incluindo o aumento da resisténcia ao estresse causado pela presenca de
antibioticos (HATHROUBI et al.,, 2017a; NADELL et al., 2015; OLSEN, 2015).
ARCHAMBAULT et al. (2012) observou que App crescendo como biofilme ¢ menos
sensivel a antibidticos do que quando a mesma linhagem cresce na forma planquitonica.
Este decréscimo na sensibilidade foi observado para diversos antibidticos, incluindo
macrolideos e [-lactamicos. Alguns autores sugerem que esta diminuicdo da
sensibilidade ocorre em fungdo do sequestro do antibi6tico pelos componentes da matriz
do biofilme (HATHROUBI et al., 2017b; NADELL et al., 2015; OLSEN, 2015). Esta
proposicao pode ser sustentada por dois trabalhos distintos, onde a inibi¢ao da formagao
de biofilme por dispersina B (IZANO et al., 2007), ou pela inibicdo da bomba de efluxo

(LI et al., 2016), mostraram que a sensibilidade a antibioticos aumentou. Estes trabalhos
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corroboram com nossa proposicao de que WT_Aarrci4 apresenta menor sensibilidade
aos antibioticos tilosina e ampicilina em fun¢do do aumento da adesdo, que € o passo
inicial para a formagao de biofilme.

Um dos principais fatores de viruléncia de App sdo as exotoxinas Apx, as quais
sao expressas de forma distinta entre os diversos sorotipos (KLITGAARD et al., 2012)
e possuem padrdes diferentes de atividade hemolitica e citotoxica (FREY, 2011). Para
verificar a atividade hemolitica das linhagens parentais € mutantes nos originalmente
realizamos a andlise em placas de agar sangue (INZANA et al., 1991), mas nao
obtivemos nenhuma alteragao visivel na formac¢ao de halo de hemolise (dados nado
mostrados). Posteriormente, realizamos o ensaio utilizando hemacias de carneiro
incubadas com o sobrenadante das culturas das linhagens parentais e mutantes, os quais
foram coletados no inicio da fase estaciondria de cada linhagem. Novamente nao
observamos atividade hemolitica, que foi avaliada pela liberacio de hemoglobina
(dados nao mostrados). Foi realizado entdo analise da atividade hemolitica incubando as
hemacias diretamente com as bactérias, apos lavagem para retirada do sobrenadante. Os
dados obtidos para esta condicdo mostraram que as linhagens mutantes, com excecao da
linhagem WT Aarrcl4, apresentam atividade hemolitica atenuada quando comparada
com a linhagem parental MIDG2331 WT. Entretanto, a linhagem WT Aarrci4
apresentou atividade hemolitica superior ao parental WT. E pouco provavel, porém nio
podemos afirmar, que esta atividade seja desempenhada pelas proteinas ApxIl, que ¢ a
exotoxina produzida in vitro por App sorotipo 8. ApxII possui fraca atividade hemolitica
e ¢ secretada para o meio externo. A baixa presenca da toxina Apx na superficie de App
foi demonstrada por XU et al. (2006) em um trabalho de caracterizacdo de um mutante
para apxIA. Assim, a atividade hemolitica observada para as linhagens WT_Aarrcl4

provavelmente possuem um outro mecanismo que ndo a hemolise por toxinas Apx.
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A atividade hemolitica ocasionada pela endotoxina LPS ja ¢ conhecida ha mais
de seis décadas (NETER et al., 1958). Posteriormente, diversos trabalhos relacionaram a
presenga de LPS com a lise da membrana celular de diferentes células eucariotas
(CARR; MORRISON, 1984; CIZNAR; SHANDS, 1971; IKEDA; ITO; HONDA,
2004). Atualmente, a atividade hemolitica direta de LPS ja estd confirmada e ¢
independente da ativagdo do sistema complemento e de linfocitos T CD4+
(BRAUCKMANN et al., 2016). Ja foi demonstrado também que LPS est4 envolvido na
matura¢do de biofilme (HATHROUBI et al., 2017b). LPS interage com o principal
componente da matriz do biofilme, poli-N-Acetilglucosamina, por meio da cadeia O,
auxiliando a adesdo da célula bacteriana ao biofilme (HATHROUBI et al., 2015).
Juntas, estas informagdes permitem sugerir que a hemolise promovida pela linhagem
WT _Aarrci4 é mediada pela acdo de um componente de adesdo da célula bacteriana,
que provavelmente atua facilitando o processo de formacao de biofilme. Apesar das
evidéncias direcionarem LPS como este componente de adesdo, maiores esforcos
devem ser conduzidos para confirmar esta possibilidade.

Para avaliar a viruléncia das linhagens parentais e mutantes utilizamos o modelo
alternativo G. mellonella. O uso de larvas desta mariposa como modelo de infecgao ¢
uma alternativa valiosa (PEREIRA et al., 2014), pois esse inseto possui um sistema
relativamente avancado de defesas antimicrobianas e assim s3o mais promissores em
gerar informagdes relevantes que possam ser extrapoladas para os modelos de infecg¢ao
em mamiferos (LIONAKIS, 2011). Assim como estes, G. mellonella possui um
complexo sistema de imunidade inata caracterizado por células da hemolinfa com
capacidade fagocitiria (BROWNE; HEELAN; KAVANAGH, 2013; SATYAVATHI;
MINZ; NAGARAIJU, 2014) e uma resposta humoral que inclui a produgdo de peptideos
antibacterianos (ELEFTHERIANOS; REVENIS, 2011). Além destas caracteristicas, as

larvas de G. mellonella se mantém fisiologicamente ativas a 37 °C, permitindo andlises
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em temperaturas Otima de crescimento para A. pleuropneumoniae (PEREIRA et al.,
2014). A partir do modelo de viruléncia utilizado, foi possivel verificar que os sSRNAs
GcevB, RNAO1, Arrcl4 e Arrcl6 estdo provavelmente envolvidos com os mecanismos
de viruléncia em App. Destes, a linhagem WT_Arna0l apresentou a maior atenuagdo na
viruléncia ¢ WT Aarrci4 promoveu aumento significativo na viruléncia. Todas as
linhagens AsSRNAs com o genotipo Ahfg apresentaram atenuagdo da viruléncia (igual ou
maior que a sua respectitva linhagem parental), o que vai de encontro com os trabalhos
de SUBASHCHANDRABOSE et al. (2013) utilizando suinos e de CRISPIM (2014),
que utilizou G. melonella como modelo de infeccdo para avaliarem a delecdao do gene
para a chaperone de sSRNAs, Hfq, na viruléncia de App de diferentes sorotipos.

O aumento da viruléncia verificado na linhagem WT Aarrcl4 corrobora com
nossas proposigdes em relagdo aos demais dados obtidos. Conforme discutido
anteriormente, a adesdo ¢ um mecanismo fundamental para o processo de colonizagao e
os fatores envolvidos na adesdo também se relacionam com a toxidade para a membrana
da célula hospedeira. Portanto, podemos sugerir que o SRNA Arrc14 ¢ um sRNA trans
que reprime a viruléncia de App modulando o processo de adesdo da bactéria.

Por outro lado, os sRNA Arrcl6 ¢ RNAOl sdo sRNAs frans envolvidos
positivamente na viruléncia, em mecanismo que ndo foi possivel propor com base nos
dados obtidos neste trabalho. Além de ter apresentado importante atenuagdo da
viruléncia, a linhagem mutante para o SRNA RNAO1 também apresentou diminui¢do na
atividade hemolitica, apesar de ter mantido a adesdo em superficie abiodtica igual ao
parental MIDG2331 WT. Para a adesdo em cé¢lulas PK15, ocorreu atenuagdo de
aproximadamente 25%, que ndo foi tdo intensa quanto aquela observada para a
linhagem Ahfg. Com base nos dados obtidos para a linhagem WT_ Arna0l, buscamos

avaliar sua habilidade em persistir e replicar no hospedeiro alternativo G. mellonella. Os

118



dados obtidos mostraram que, apesar da diminui¢do de bactérias na hemolinfa do inseto,
com 12 horas apds a infeccdo ainda ¢ possivel detectar App na hemolinfa de G.
mellonela. A menor persisténcia da linhagem mutante em relacdo a sua parental condiz
com os dados obtidos por PEREIRA et al., (2014), que encontrou diferenca na
persisténcia de isolados de App sorotipo 8 com diferentes padroes de viruléncia.
Segundo a autora, o sistema imune da larva ¢ habil em eliminar mais rapidamente
isolados menos virulentos, enquanto que os isolados mais virulentos conseguem evadir
do sistema imune e se proliferarem. Os dados obtidos neste estudo mostraram
persisténcia de 12 horas para uma linhagem de baixa viruléncia e vao de encontro com a

natureza multifatorial do processo de viruléncia em App.

GcvB: um sRNA regulador do metabolismo de aminoacidos

O sRNA GcevB foi utilizado como balizador de nossos experimentos in silico.
GcevB € um trans-sRNAs altamente conservado associado a Hfq em bactérias Gram-
negativas e ja foi relatado como capaz de regular varios transportadores ABC para
aminoacidos (SHARMA et al., 2011). Muitos dos alvos originalmente preditos para
GevB ja foram comprovados experimentalmente (WRIGHT et al., 2013) e em
Salmonella enterica ja foi mostrado que GevB € o principal regulador do metabolismo
de aminoacidos e esta envolvido com a regulacdo de 1% de todos os mRNAs desta
bactéria.

A distribuicdio de GevB no dominio Bactéria ¢ bastante ampla
(PULVERMACHER; STAUFFER; STAUFFER, 2008). O banco de dados Rfam possui
234 sequéncias depositadas para GevB (familia RF00022) (KALVARI et al., 2018).
Estas sequéncias estdo distribuidas em 219 espécies bacterianas dentro das ordens

Vibrionales, Enterobacterales e Pasteurellales, além de algumas sequéncias que foram
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depositadas a partir de isolamentos de organismos do dominio Eucaria (Figura S2). Em
nossas andlises, nés obtivemos 43 homologos, todos pertencentes a familia
Pasteurelaceae (ordem Pasteurellales). Alguns homologos que estdo depositados no
banco de dados Rfam, ndo foram detectados em nossas analises. Por outro lado, fomos
habeis em detectar homologos para GevB que ainda ndo estdo depositados no banco
Rfam. Esta discrepancia no niumero de homologos para GevB obtidos por nos e
constantes em Rfam pode ser explicada pela metodologia que utilizamos para pesquisa
de homodlogos. Em nossos parametros de busca através da ferramenta GLASSgo
trabalhamos com um ponto de corte de 52% de identidade, além de utilizar um modelo
de covariancia que considera a estrutura secundaria na busca dos homdlogos. Isso fica
evidente quando comparamos, por BLASTn, a sequéncia de GevB de Escherichia coli
K12 (206 nucleotideos) em relagdo ao GevB de App MIDG2331 (173 nucleotideos)
(Figura S3), que retorna uma identidade de 76% para uma sequéncia de 79 nucleotideos,
0 que correspoderia a aproximadamente 79% de identidade. Se considerarmos a
extensdo completa do GevB de App MIDG2331, que possui 173 nucleotideos, teriamos
uma identidade de aproximadamente 35%, que se encontra abaixo do ponto de corte por
nos estabelecido. Apesar disso, duas regides altamente conservadas foram encontradas
em todos os nossos homdlogos e uma destas regides coincide com a sequéncia consenso
descrita para GevB (PULVERMACHER; STAUFFER; STAUFFER, 2008). A segunda
sequéncia conservada também ¢ encontrada nos homoélogos depositados no banco Rfam.
As duas sequéncias sdo apresentadas na Figura S4 e podem ser observadas na Figura
29A, onde correspondem as regides de maior densidade de interacdo GcvB-mRNAs.
Estes dados vao de encontro com os obtidos por WRIGHT et al. (2013) que utilizou
metodologia similar para predizer alvos para GevB de Escherichia coli e Salmonella
enterica. O autor encontrou duas regides de alta densidade de interagdo GcvB-mRNAs, as

quais abrangem as sequéncias conservadas por nés deduzidas para os homologos de
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GevB de App MIDG2331. Além disso, estas regides foram experimentalmente
observadas por SHARMA et al. (2011) como regides alvos de interacdo GcvB —
mRNAs para a bactéria Salmonella enterica.

A precisdo da nossa abordagem utilizada na predi¢cdo de alvos foi comprovada
pelas predi¢des utilizadas para GevB. Conforme citado anteriormente, este SRNA tem um
conjunto amplo de mRNAs alvos experimentalmente confirmados para
Enterobacteriaceas e uma fun¢do claramente definida como um regulador do metabolismo
e transporte de aminodcidos (MELAMED et al., 2016; MIYAKOSHI; CHAO; VOGEL,
2015b; SHARMA et al., 2011). Nos obtivemos 73 predicdes de mRNAs alvos para GevB
de App MIDG2331 (P < 0,01). Destes alvos, 33% deles se relacionaram com
metabolismo, sendo destes, 35% envolvidos diretamente com o metabolismo de
aminodcidos (Figura 22B). Além disso, foram preditos 17 alvos associados com o
transporte. Estes alvos foram categorizados dentro da tabela Kegg como envolvidos no
processamento da informacdo ambiental (Figura 16B) e correspondem a 26% dos alvos
preditos. A partir dos alvos que apresentaram interacdes na rede de interagdes entre
proteinas obtidas pela ferramenta STRING (Figura 22A), nods obtivemos um
enriquecimento funcional significativo (Figura 22B) que indicaram uma clara associa¢ao
destes alvos com fungdes metabolicas associadas aos processos metabolicos e
biossintéticos de componentes nitrogenados e organonitrogenados. Estes dados vao de
encontro com aqueles obtidos por WRIGH et al. (2013) que realizou o enriquecimento de
alvos preditos para GevB de Escherichia coli e obteve uma anotacdo significativa
(utilizando a ferramenta de anotagdo e enriquecimento DAVID) para 70% dos alvos como
sendo “processos biossintéticos de aminodcidos celulares” e também sdo amparados pelos
resultados experimentais de SHARMA et al. (2011), MIYAKOSHI et al. (2015) e
MELAMED et al. (2016). Assim, nossos resultados para a predi¢ao de alvos de GevB de

App MIDG2331, bem como o enriquecimento funcional destes alvos, validam nossa
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estratégia de andlise in silico para os SRNAs RNAOI, RNAO2, Arrcl4 e Arrcl6, que sao
os sSRNAs para os quais obtivemos homologos. Além disso, nossos resultados também
complementam achados experimentais existentes e agregam varios candidatos plausiveis.

Distribuicdo filogenética dos SRNAs

Para avaliar se a distribuicio dos sRNA entre os homdlogos possuia alguma
relacdo com o hospedeiro que cada espécie infecta, realizamos uma analise filogenética
baseando-se na sequéncia dos SRNAs dos homdlogos. Uma arvore filogenética com base
no gene 16S rDNA de cada homologo também foi confeccionada, visando uma avaliagao
prévia para verificar se a distribuicao dos sSRNAs ocorre de acordo com a descendéncia
dos homologos. Nos podemos observar, com base nas Figuras 16D, 17D, 18D, 19D e
20D, que a distribuicdo dos homoélogos nao obedece uma relagdo com os hospedeiros de
cada espécie. Actinobacillus pleuropneumoniae e Actinobacillus suis sempre se
agruparam com Actinobacillus equuli, mesmo os primeiros sendo patégenos de suinos € o
ultimo de equinos (SASSU et al., 2017). Da mesma forma, Glaesserella parasuis, que
também ¢ um patogeno de suino (WATT et al., 2018), permaneceu em todas as analises
em um grupamento distante dos demais patdgenos de suinos. Além disso, Haemophilus
ducreyi, que foi encontrado como homologo para os sSRNAs GevB, RNAOI, RNAO2 e
Arrcl6, se agrupou sempre no mesmo clado que as demais espécies do género

Actinobacillus. Haemophilus ducreyi ¢ um patdogeno que causa lesdes ulcerativas
sexualmente transmissiveis em humanos (LEWIS; MITJA, 2016) .

Apesar dos sSRNAs serem amplamente difundidos dentro dos dominios Bacteria e
Arqueia, tanto suas posicdes filogenéticas quanto seus mecanismos de origem evolutivas
permanecem em grande parte obscuros (WRIGHT et al., 2013). Entretanto, apesar dos
desafios associados com a identificacdo de SRNAs e do seu acompanhamento durante a

escala evolutiva (DUTCHER; RAGHAVAN, 2018), trés mecanismos que explicam a
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emergéncia dos SRNA ja foram propostos: (i) a duplicagdo, como por exemplo os SRNAs
OmrA e OmrB em Escherichia coli (PAPENFORT; VOGEL, 2009); (ii) a transferéncia
horizontal de genes, que ¢ talvez a fonte conhecida mais comum para a origem de SRNAs.
Um exemplo de sRNA obtido por transferéncia horizontal de genes ¢ o sRNA IsrK,
originado de um profago e codificado a partir de uma ilha de patogenicidade de
Salmonella (HERSHKO-SHALEYV et al., 2016). O terceiro mecanismo conhecido para a
origem dos sRNAs ¢ (iii) a origem de novo. A medida que mais sSRNAs sdo identificados
e caracterizados e suas origens elucidadas, a origem de novo a partir de transcritos
aparentemente ndo funcionais também tem sido observada. Os rearranjos gendmicos,
como 0s que ocorrem por recombinagdo homologa, podem formar novas regides
intergénicas, a partir das quais novos sRNAs podem surgir (DUTCHER; RAGHAVAN,
2018). Um exemplo de sRNA com origem de novo ¢ o SesR2, identificado em alguns
sorotipos de Salmonella enterica (RAGHAVAN et al., 2015). RNA0O4 (Figura 28) foi o
sRNA que apresentou o menor numero de alvos preditos, além de nao ter sido observado
em outras espécies de Pasteurellaceae. Estas duas caracteristicas podem indicar que
RNAO4 ¢ um sRNA relativamente jovem na escala evolutiva e que sua origem seja por
sintese de novo. Analises de sintenia em relagdo a regido dowstream de RNAO4 sdo
necessarias para confirmar se a sua origem ocorre por sintese de novo ou por outro
mecanismo.

Para os sRNAs que apresentaram homologos, ndés buscamos comparar a
distribui¢do filogenética dos SRNAs com a do gene 16S rDNA. A distribui¢ao de todos os
sRNAs dentro do género Actinobacillus apresentou a mesma distribuig¢do filogenética que
a observada para o gene 16s rDNA (Figuras 16D, 17D, 18D, 19D e 20D), bem como de
Haemophilus ducreyi para GevB, RNAO1, RNAO2 e Arrcl6, indicando uma heranga
obtida por transferéncia vertical para estas espécies. Quanto a distribui¢do dos demais

homologos, o posicionamento de Bibersteinia trealosy observado para GecvB e RNAO1
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(Figuras 16D e 17D) e de Haemophilus parainfluenza para Arrc16 (Figura 20D), quando
comparado com a posi¢ao destas espécies nas arvores filogenéticas obtidas pela analise do
gene 16S rDNA, podem ser um indicativo da presenga de transferéncia horizontal de
genes para estes SRNAs nestas espécies. Esta hipotese ¢ fortalecida para RNAOI dado a
identificacdo de um homologo no genoma do fago Mannheimia vB Mhs 535AP2. Apesar
destes indicativos, a previsdo da transferéncia horizontal de genes em genomas
bacterianos ¢ um esfor¢o complexo, pois a simples analise dos alinhamentos pode levar a
falsas conclusdes (KOONIN; MAKAROVA; ARAVIND, 2001). Embora ferramentas
atuais de bioinformaticas tenham sido projetadas para detectar a transferéncia horizontal
de genes em grupos evolutivamente distantes (ZHU; KOSOY; DITTMAR, 2014), essa
tarefa ¢ mais dificil em genomas estreitamente relacionados, em rapida evolug¢do, como os
da familia Pasteurellaceae, e dependem do estabelecimento de arvores filogenéticas
robustas (BOC; PHILIPPE; MAKARENKOYV, 2010). Assim, nossos resultados para as
analises filogenéticas comparativas entre os SRNAs e o gene 16S rDNA ¢ um indicativo

de linha a ser posteriormente estudada, e ndo uma consideragao final.

A interacdo SRNA-mRNA ocorre em regides altamente conservadas do SRNA

O alinhamento entre os homodlogos de cada sRNA permitiu encontrar regides
altamente conservadas. Com excecdo de Arrcl4, estas regides ocorrem na por¢ao central
do sRNA e préximo ao terminal 3’OH (Figuras 16, 17, 18 e 20, partes A e B), onde esta
posicionada a regido de terminacdo da transcri¢do e encontramos uma sequéncia rica em
timina. Para o sRNA Arrcl4 observamos regides altamente conservadas em toda a
extensdo da molécula (Figura 19A e B).

Estas regides altamente conservadas eram esperadas, uma vez que um sRNA

geralmente interage com varios mRNAs no mesmo local de interacdo (Tabelas 10 — 15 e
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Figuras 29 - 34). Como consequéncia, ¢ provavel que a regido de ligacdo ao alvo no
sRNA mostre alta conservacdo, pois espera-se que o emparelhamento de bases com
multiplos alvos restrinja a evolu¢do do SRNA (MOON; GOTTESMAN, 2011). Nossos
resultados para as regides de interagdo entre SRNA-mRNA comprovam esta premissa,
conforme pode ser observado nas Figuras 29 a 34, onde a densidade de interacdes nos
sRNAs confere com as regides conservadas por nés detectadas. Nossos resultados sdo
suportados pelos dados obtidos por RICHTER e BACKOFEN (2012). Pesquisando a
conservacao da interagdo sSRNA-mRNA de 71 alvos, experimentalmente comprovados
para Escherichia coli e Salmonella enterica, estes autores mostraram que as sequéncias
conservadas dos SRNAs destas espécies estdo envolvidas com a interagdo com diferentes
mRNAs. Segundo os autores, se houvesse apenas um alvo, a sequéncia de SRNA e mRNA
presumivelmente teriam coevoluido. Posteriormente, PEER ¢ MARGALIT (2014),
estudando o padrio evolutivo da regulacdo de sSRNAs em Escherichia coli, mostraram
que os SRNAs sdo evolutivamente mais velhos do que a maioria de seus mRNAs alvos.
E concebivel que, o estabelecimento das primeiras interagdes forgou a pressio seletiva
nos sRNAs, ap6s o que alvos adicionais foram adquiridos pela adaptacdo de um sitio de
ligacdo a regido ativa do sRNA. Esta conjectura ¢ suportada pelo aparecimento de
muitos locais de ligacdo nos mRNAs alvo apenas apds o ganho de sSRNA, apesar da
presenca prévia do gene alvo nos genomas ancestrais (PEER; MARGALIT, 2014).
Além disso, o fato de SRNAs normalmente terem como alvo multiplos mRNAs também ¢
uma caracteristica que explica o fato do nimero de mRNAs ligados a Hfq ser
consideravelmente maior do que o nimero de sRNAs associados a Hfq (BACKOFEN;

HESS, 2010).

Os alvos preditos para os SRNAs possuem uma miriade de func¢des bioldgicas

125



O papel biologico dos sRNAs ¢ frequentemente deduzido a partir do
conhecimento sobre seus mRNAs alvos. A ligagdo do SRNA ao mRNA alvo, auxiliada
pelas chaperones Hfq ou proQ, pode resultar tanto em mudancas na eficiéncia da tradugao
como na instabilidade do transcrito, regulando assim importantes atividades celulares em
condi¢des normais ou em situagdo de estresse (LAVI-ITZKOVITZ et al., 2014). Através
das ferramentas CopraRNA ou IntaRNA no6s fomos habeis em encontrar potenciais alvos
para os nossos SRNAs (Tabelas 11 — 15). A partir destes alvos, e para explorar suas
fungdes, nds criamos uma rede de interagdes entre as proteinas, codificadas a partir dos
mRNAs alvos preditos, buscando elucidar o papel bioldgico dos nossos sSRNAs. Além
disso, enriquecemos os nds desta rede para visualizar fungdes bioldgicas ocultas. As redes
de interagoes obtidas (Figuras 22 — 26 e 28) indicaram que a regula¢do de processos
celulares pode envolver uma interagao complexa entre os SRNAs e seus respectivos alvos,
com atividades bioldgicas distintas. Para todos os SRNAs, encontramos alvos que atuam
em processos envolvidos no tratamento da informagao ambiental, genética, metabolismo
e em processos celulares. Resultados semelhantes tém sido obtido por diversos
pesquisadores e, uma variedade de alvos com diferentes papéis biologicos tem sido
associada a SRNAs (BEISEL; STORZ, 2011; GOTTESMAN; STORZ, 2011; MICHAUX
et al., 2014; RAMOS et al., 2013; WEIGEL; DEMUTH, 2016; WRIGHT et al., 2013).
Ap0s realizar o enriquecimento da rede para cada SRNA, foi possivel classificar sub-redes
de acordo com a fungdo e implicar os SRNAs como reguladores de processos celulares
especificos. Assim, pudemos observar que RNAO1 (Figura 23) provavelmente esta
associado a processos envolvidos na formagao do envelope, tanto através de mecanismos
relacionados com a sintese de membrana externa, pela producdo de lipidio A, como no
metabolismo de lipopolissacarideos e de carboidratos. RNAO2 (Figura 24), por sua vez,

além dos processos envolvidos na formacdo de envelope também estd associado com a
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biossintese de aminoécidos e de metabdlitos secundarios, como terpenoides. Arrcl4
(Figura 25) apresentou enriquecimento evidente no processamento da informagao
genética, com a revelacdo de processos envolvidos tanto na tradu¢do quanto no controle
da expressdo génica, além de apresentar envolvimento em processos metabolicos
primarios e associados a macromoléculas. Arrc16 (Figura 26) também apresentou
enriquecimento em processos semelhantes a Arrc14. Entretanto, foi o inico SRNA onde
foi possivel observar evidéncias de atuagdo em um processo bioldgico sem a necessidade
de enriquecimento funcional de sua rede de interacdo. Os alvos preditos para Arrcl6
(Tabela 14 e Figura 26) indicaram uma atividade em rotas envolvidas com o metabolismo
de nitrogénio (Figura 27).

A rede de interacdo confeccionada a partir dos alvos preditos para RNAO04
mostrou baixa complexidade de interagdes. Entretanto, apds o enriquecimento funcional
dos nos (Figura 28), revelou-se acdo acentuada sobre o metabolismo, abrangendo em
especial as vias metabdlicas centrais do metabolismo.

As andlises de rede de interagdo, anotagdo e enriquecimento funcional dos
mRNAs alvos preditos permitiram a visualizagdo de fungdes bioldgicas e,
adicionalmente, sugeriram processos bioldgicos importantes para os sRNAs. A
topologia das redes também demonstrou conectividade entre processos funcionais que
alude os sRNAs na coordenacdo de um comportamento global de resposta. Este
comportamento global tem sido observado em diversos sSRNAs. GevB, por exemplo,
exibe complexa rede de atuagdo, com destaque para o metabolismo e transporte de
aminoacidos, em Escherichia coli (PULVERMACHER; STAUFFER; STAUFFER,
2009). O sRNA GImZ e seu homoélogo GImY, possuem fungdes distintas de regulagdo
da expressdo do gene g/mS e atuam promovendo a expressdo de adesinas Curli,
reprimindo a expressdo do metabolismo do aminodcido triptofano e promovendo a

expressao de genes de resisténcia ao estresse acido (GRUBER; SPERANDIO, 2015).
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As anotagdes funcionais em nossa rede, possibilitadas pela identificacdo de um
grande niimero de possiveis alvos para sRNAs de Actinobacillus pleuropneumoniae
MIDG2331, fornecem uma base robusta para uma maior exploragio dos papéis

funcionais dos sRNAs.

Arrc14 regula o metabolismo de amino agucares e nucleotideos agticares

O mRNA alvo MIDG2331 RS01730, predito para Arrcl4 como alvo que
apresentou melhor combinagdo de p-value e regido de interagdo entre os alvos preditos
para este sSRNA (Figura 31A), ¢ homologo do gene rapZ (Figura 35), descrito para
diferentes bactérias, incluindo para Escherichia coli (PAPENFORT; VOGEL, 2014). A
proteina RapZ ¢ uma nuclease que atua sobre o SRNA GImZ e dessa forma modula a
expressao do gene glmS. Quando a concentracao de glucosamina-6-fosfato (GIcN6P) esta
elevada na célula, RapZ liga-se a GImZ e permite que a endonuclease RNAse E degrade
GImZ. Consequentemente, GImZ ¢ inativado e ndo permite a tradu¢do do mRNA glmS.
Sob baixa concentracdo de GIcN6P, RapZ ¢ sequestrado por um outro sRNA, GImY,
impedindo assim a degradagao de GImZ. Nesta condi¢do, GImZ se associa a chaperona
Hfq e reconhecem a regido 5S’UTR do mRNA de g/mS, desfazendo uma al¢a que bloqueia
o sitio RBS e permitindo assim a sua traducdo (KALAMORZ et al., 2007; URBAN;
VOGEL, 2008). A producdo de LPS, peptideoglicano e fibras Curli, envolvidas no
processo de adesdo celular, é favorecida quando g/mS é traduzido (GOPEL; KHAN;
GORKE, 2014). O gene gimS esta identificado no genoma de App MIDG2331 como
MIDG2331 RS08910.

Nos identificamos no mRNA MIDG2331 RS01730 um sitio de clivagem da
RNAse E (CHAO et al., 2017; JIANG; DIWA; BELASCO, 2000) imediatamente

dowstream a regido seed de interagdo do sRNA Arrcl4 (Figura 35). Portanto, nos
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propomos que o mecanismo de a¢do de Arrcl4 ocorre através do impedimento da agdo de
RNAse E sobre o mRNA MIDG2331 RS1730, permitindo assim a sua traducdo e
consequente atividade de nuclease sobre o SRNA GImZ, o que por sua vez impede a
tradu¢do do mRNA de gImS. Esta hipétese ¢ suportada pelos nossos resultados
experimentais, onde o mutante MIDG2331 para Arrcl4 apresenta um fenotipo de maior
adesdo em superficie bidtica e abidtica, atividade hemolitica aumentada e aumento da
viruléncia no hospedeiro alternativo Galleria mellonella. A Figura 39 ilustra o mecanismo

proposto para a a¢ao do sSRNA Arrc14.

RNAseE

Adesao
/ Hemélise T
l E Viruléncia

Rapz GImz T
' ' Peptideoglicano
Rapz Hfq LPS
Fibras Curli
C D f
/ GIms

f

» .. & B— lbaaa.

glmS

degradado

Figura 39. Mecanismo de agdo proposto para Arrcl4. A — Na auséncia de Arrc14 o mRNA da nuclease
RapZ (MIDG_RS01730) sofre degradagdo pela RNAse E, que reconhece 0 mRNA em sitio (retangulo rosa)
adjacente a regido de interagdo de Arrcl4 (retdngulo cinza). B — Na presenca de Arrc14 a degradagdo de
rapZ ¢ inibida e ocorre a sintese de RapZ. C — RapZ promove a degradagdo do sSRNA GlmZ, impedindo que
ele promova a liberacdo da regido de Shine-Dalgarno do mRNA glmS (MIDG_RS08910). D — GImZ pode
interagir com a chaperona Hfq, impedindo sua degradacg@o e facilitando a interac@o de ribossomos com glmS
para a sintese de GImS. E — GImS estd envolvido na rota anabdlica de amino aglicares e nucleotideo
acucares, promovendo o aumento da expressdo de peptideoglicano, LPS e fibras de adesdo do tipo Curli.
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CONCLUSOES

Este estudo investigou a relagao de seis RNAs pequenos reguladores em trans
sobre diferentes fenotipos em Actinobacillus pleuropneumoniae. Os resultados obtidos
em relacdo ao perfil de crescimento, capacidade de adesdo em superficies biotica e
abiodtica, suscetibilidade a agentes estressantes e a antibidticos, capacidade de promover
hemolise e perfil de viruléncia em Galleria mellonella, indicam que RNAO1, RNAO02,
RNAO4 e Arrcl6 estdo envolvidos com a manutengao dos aspectos basicos da viruléncia,
enquanto que Arrc 14 regula negativamente a viruléncia de App. Além disso, as analises in
silico permitiram definir regides conservadas para os sRNA que apresentaram
homologos, avaliar sua distribuicao filogenética, predizer os alvos mRNA e inferir sobre
a fun¢do biologica de cada sRNA. As predigdes para o SRNA Arrcl4 possibilitou ainda
propor um mecanismo bioldgico de atuagdo que corrobora com os dados obtidos na
caracterizacdo fenotipica para as linhagens knockouts de Arrcl4. Nos concluimos,
portanto, que os sSRNAs aqui estudados interferem de forma distinta na regulacdo da
viruléncia de Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 8. Concluimos ainda que, com base
nos dados obtidos para RNAO1, a linhagem WT_ Arna0l possui potencial para ser utilizada
no desenvolvimento de uma vacina atenuada viva para prevenir e controlar infec¢des por

Actinobacillus pleuropneumoniae.
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Figura S1. Determinagdo da CIM para linhagens parentais ¢ ASRNA de Actinobacillus pleuropneumoniae
MIDG2331. Os ensaios foram realizados em triplicata biologica com trés repetigdes experimentais cada.
A coloragio rosa/avermelhada indica reducdo do composto resazurina em fungdo de atividade bioldgica.
O valor de CIM foi considerado como sendo a menor diluicdo onde ndo ocorreu mudanga da coloragéo
azul. O controle positivo foi realizado com incubacdo do antibidtico Florfenicol na concentragdo de
4pg/mL e o controle negativo foi realizado em meio BHI-NAD sem adi¢do de antibidticos.
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Tabela S1. Concentragdo inibitoria minima das linhagens de App parentais e ASRNAs

Linhagem CIM (ng-mL")
Ampicilina Tilosina

WT 4 4
Ahfg 4 4
WT_AgcvB 4 4
Ahfq AgcvB 4 4
WT_Apna0l 4 4
Ahfq Arna0l 4 4
WT_Arna02 4 8
Ahfq Arna02 4 4
WT_Arna04 4 8
Ahfq Arna04 4 4
WT_ Aarrcl4 4 8
Ahfq Aarrcl4 4 8
WT Aarrcl6 4 4
Ahfq Aarrcl6 4 4

Pontos de corte (ug/mL): Ampicilina: < 0,5 — Sensivel; 1,0 — Intermediario; >2,0 — Resistente.
Tilosina: >32,0 — Resistente.
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Figura S2. Distribuicdo do sSRNA GcevB.
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Figura S3. BLASTn da sequéncia de GevB de Escherichia coli K12 (Query) contra GevB de Actinobacilus
pleuropneumoniae MIDG2331 (sbjct).

5S’AGTTTCCGAATTATTACGGTAAATTCAGCTATTTCAGATTTTTAAGTAT
GATGTTGTGTTTGCATATTGGTCTAGGAAACTAGACTGGAGTAACAT
CAAGTTACTCGTTTCACTTCCTGTATATTTTAAACCTTTTTGGTTTATA
ACCGTCCATTTTGGACGGTTTTTTTCGT3’

Figura S4. Sequéncia de GevB de App MIDG2331. As sequéncias ressaltadas em caixa cinza correspondem
as regides 1 e 2, conservadas entre os homologos e que sdo idénticas as regides conservadas
identificadas para os homoélogos de GevB depositados no banco de dados Rfam.
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