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RESUMO

ROSA, Jéssica Nogueira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2019. Analise
funcional do RNA pequeno Rna0l na viruléncia de Actinobacillus pleuropneumoniae.
Orientadora: Denise Mara Soares Bazzolli. Coorientadores: Eduardo de Almeida Marques da
Silva e Hilédrio Cuquetto Mantovani.

Actinobacillus pleuropneumoniae (App), o agente causador da pleuropneumonia suina (PPS),
€ uma bactéria fastidiosa pertencente a familia Pasteurellaceae. O estabelecimento da infec¢ao
por App envolve a expressio de fatores essenciais para viruléncia como: exotoxinas,
polissacarideos capsulares, lipopolissacarideos (LPS) e vesiculas de membrana externa
(OMVs). Os fatores de viruléncia podem ser regulados por RNAs pequenos reguladores
(sRNA). Foram identificados 35 sRNAs em App, o que inclui o SRNA dependente de Hfq
denominado Rna0Ol. Andlises de alvos para o sRNAOI mostraram RNAs mensageiros
relacionados as vias metabdlicas centrais e componentes estruturais de membrana. O mutante
para o Rna01 mostrou potencial atenuacdo em andlises preliminares com Galleria mellonella.
Deste modo, o objetivo deste trabalho foi investigar a funcionalidade do RNA pequeno
regulador Rna01 na viruléncia de App e o potencial da linhagem WT Arna0Ol como candidata
a vacina viva atenuada. Os resultados obtidos mostraram que a auséncia do Rna(Ol afeta
negativamente o crescimento e adesao, reduz a produgdo de EVs e altera seu perfil proteico. Os
testes de sobrevivéncia com G. mellonella mostraram atenuagdo da linhagem WT_Arna0l
(sobrevivéncia de 72%) e aumento da melanizagao das larvas apds 48 horas de infec¢ao. Larvas
inoculadas com EVs da linhagem WT_Arna0Ol apresentaram menor taxa de sobrevivéncia
(50%). Andlises em cultura de macréfagos RAW 264.7 mostraram menor taxa de infec¢do e
producido de 6xido nitrico (NO) quando infectadas com o mutante WT_Arna0Ol. Além disso, a
quantidade de bactérias internalizadas por macrofagos infectados também foi reduzida.
Todavia, as concentragdes das citocinas TNF-a e IL-6 foram iguais e/ou maiores, que as
encontradas na linhagem selvagem. Deste modo, sugerimos que a linhagem WT_Arna0Ol possa
induz resposta do tipo Th17 e Thl in vitro. Concluimos que o Rna0Ol afeta positivamente na
viruléncia de App e a linhagem WT_Arna0l € uma possivel candidata a vacina viva atenuada,

mas sao necessdrias andlises complementares.

Palavras-chave: Pleuropneumonia suina. RNAs pequenos reguladores. Citocinas. Vacina viva

atenuada



ABSTRACT

ROSA, Jéssica Nogueira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2019. Functional
analysis of the small RNA Rna01 on the virulence of Actinobacillus pleuropneumoniae.
Adviser: Denise Mara Soares Bazzolli. Co-advisers: Eduardo de Almeida Marques da Silva and
Hilario Cuquetto Mantovani.

Actinobacillus pleuropneumoniae (App), the causative agent of swine pleuropneumonia (PPS),
is a fastidious bacterium belonging to the Pasteurellaceae family. The establishment of App
infection involves the expression of essential factors for virulence such as: exotoxins, capsular
polysaccharides, lipopolysaccharides (LPS) and outer membrane vesicles (OMVs). Virulence
factors can be regulated by small regulatory RNAs (SRNA). Were identified 35 sSRNAs in App,
which includes the Hfq-dependent sSRNA called RnaOl. Target analysis for sSRNAO1 showed
messenger RN As related to central metabolic pathways and structural membrane components.
The Rna0l mutant showed the potential attenuation in preliminary analyzes with Galleria
mellonella. Thus, the aim of this work was to investigate the functionality of the small
regulatory RNAO1 in App virulence and the potential of the WT Arna0OlI strain as a candidate
for live attenuated vaccine. The results obtained showed that the absence of Rna0O1l negatively
affects growth and adhesion, reduces the production of EVs and changes its protein profile.
Survival tests with G. mellonella showed attenuation of the WT ArnaOl strain (72% survival)
and increased larval melanization after 48 hours of infection. Larvae inoculated with EVs of
the WT _ArnaOl strain had a lower survival rate (50%). Culture analyzes of RAW 264.7
macrophages showed a lower infection rate and nitric oxide (NO) production when infected
with the WT Arna0Ol mutant. In addition, the amount of bacteria internalized by infected
macrophages has also been reduced. However, the concentrations of cytokines TNF-o and IL-
6 were the same and/or higher than those found in the wild strain. Thus, we suggest that the
strain WT _Arna0Ol may induce a Th17 and Thl type response in vitro. We conclude that Rna0Ol
positively affects the virulence of App and the strain WT Arna0l is a possible candidate for

live attenuated vaccine, but further analysis is necessary.

Keywords: Porcine pleuropneumonia. Small regulatory RNAs. Cytokines. Live attenuated
vaccine.
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1. INTRODUCAO

Actinobacillus pleuropneumoniae (App), o agente causador da pleuropneumonia suina
(PPS), é uma bactéria fastidiosa pertencente a familia Pasteurellaceae, Gram-negativa,
anaerdbia facultativa, encapsulada e de morfologia cocobacilar. Atualmente, sdo descritos 18
sorotipos baseados em antigenos capsulares, sendo os sorotipos 8, 7, 5 e 10 encontrados com
maior frequéncia no estado de Minas Gerais.

Os fatores de viruléncia associados a App sao considerados multifatoriais. Entre eles a
producdo de cdpsula, sider6foros, lipopolissacarideos (LPS) e toxinas da familia RTX sdo
importantes fatores relacionados ao sucesso da infec¢do. Além disso, vesiculas de membrana
externa (OMVs) produzidas por App podem influenciar indiretamente no aumento das lesdes
por este patdgeno, sendo um fator importante de viruléncia.

Mecanismos de regulacdo pds-transcricionais por RN As pequenos reguladores (SRNA)
estdo envolvidos na rdpida resposta a alteracdes ambientais proporcionando adaptacdo ao meio.
Esse mecanismo de regulacdo constitui o novo paradigma para compreensdo da patogénese
bacteriana e na interacdo patégeno-hospedeiro. Em App ja foram identificados e confirmados
35 RNAs pequenos regulatérios e entre estes, 0o RNA pequeno dependente de Hfq denominado
Rna0l (identificado por andlise de co-imunoprecipitagdo com a chaperona Hfq e confirmado
por northern blotting, RT-qPCR e RNAseq). Andlises de alvos para o SRNAOI mostraram
RNAs mensageiros relacionados as vias metabdlicas centrais e componentes estruturais de
membrana. Esse SRNA foi encontrado dentro de EVs produzidas por App MIDG 2331 mas seu
papel permanece desconhecido. Além disso, a linhagem mutante para o sSRNAO1 mostrou
potencial atenuacdo em andlises preliminares com Galleria mellonella, mas sdo necessarios
novos testes para confirmacao.

A PPS € uma doenca respiratéria infectocontagiosa comumente encontrada na
suinocultura e de significante importincia econdmica em escala global. E caracterizada por uma
fase aguda onde os sinais clinicos sdo aumentados, assim como a resposta inflamatdria com
elevada producio de IL-6, IL-17 e TNF-a. Em sua fase cronica, a producdo de anticorpos
aumenta assim como a producdo de IL-10, diminuindo os sinais clinicos da doenca e
aumentando a morbidade dos animais infectados.

Com base na complexidade da PPS, atualmente buscam-se estratégias de controle e
prevencao da doenca, e a produgdo de vacina viva atenuada é um método em potencial para
imunizagdo dos rebanhos. Na literatura, sdo descritas algumas vacinas vivas atenuadas com

elevado potencial imunoprotetor. Contudo, apesar dos resultados positivos, as vacinas atuais
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ndo previnem a colonizagdo e infeccdo. E desejével que a vacina para PPS ofereca protecio
contra colonizacao e morbidade de forma ampla a todos os sorotipos. Deste modo, este trabalho
teve como propdsito investigar a funcionalidade do RNA pequeno Rna01 na viruléncia de App

e o potencial da linhagem WT_Arna0Ol como vacina viva atenuada.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Actinobacillus pleuropneumoniae (App):agente causador da pleuropneumonia suina
(PPS)

Actinobacillus pleuropneumoniae (App) é uma bactéria Gram-negativa, anaerdbia
facultativa, encapsulada e de morfologia cocobacilar com tamanho aproximado de 0,4 x 1,0 pm
e pertencente a familia Pasteurellaceae, na qual estdo presentes diversos patdgenos de
importancia médica e veterindria (FREY, 1995). Os isolados de App sdo divididos em dois
biotipos de acordo com o requerimento de NAD (nicotinamida adenina dinocleotideo), entre os
quais, o biotipo 1 é B-NAD-dependente e o bidtipo 2 B-NAD-independente (NIVEN,
LEVESQUE, 1988).

Além disso, App apresenta cdpsula polissacaridica e fimbrias do tipo IV, sendo as
propriedades antigénicas dos polissacarideos da cdpsula essenciais para classificacdo dos 18
sorotipos descritos até o presente momento (BOSSE et al., 2018). Todos os sorotipos podem
causar a pleuropneumonia suina (PPS), uma doenca infectocontagiosa que acomete suinos de
todas as idades, no entanto, alguns sdo mais virulentos que outros (FREY, 1995). Existe uma
ampla variacdo dos sorotipos associados aos surtos, podendo o mesmo sorotipo apresentar alta
viruléncia em uma regido e baixa em outra (GOTTSCHALK, 2019).

Os sorotipos sao distribuidos por diferentes regides no mundo, sendo 1, 3, 5, 6, 8, 12 ¢
15 relatados na América do Norte; o sorotipo 2 predominante em paises europeus € 0 sorotipo
8 no Reino Unido, Sudeste do Brasil, Estados Unidos e Canada (JACQUES, 2004; O’NEILL
et al., 2010; LACOUTURE, 2014). No estado de Minas Gerais os sorotipos 8, 7, 5 e 10 sdo
encontrados com maior frequéncia (COSTA, 2017) justificando a necessidade de estudos
voltados a esses sorotipos.

A PPS afeta economicamente o mundo todo pois acarreta perdas significativas na
suinocultura (SASSU et al., 2017). Nesse cendrio, os produtores brasileiros devem se atentar a
essa doencga pois o Brasil encontra-se como o quarto pais maior produtor de carne suina, com
3.758 milhdes de toneladas em 2017, sendo Minas Gerais o quarto estado que mais produziu
carne suina no mesmo ano, correspondendo a 11% da produgado nacional (ABIPECS, 2018).

Uma caracteristica marcante da PPS € a broncopneumonia necrosante € hemorragica,
com exsudagdo de fibrina e pleurite (CHIEN et al., 2009). O agravo da doenca tem como
consequéncia lesdes no sistema respiratorio devidas a produgdo de toxinas e a inflamacao aguda
(SASSU et al,, 2017). As formas hiperagudas e agudas da PPS podem ser caracterizadas por
morte subita, anorexia, febre e tosse (COELHO et al., 2004). Além disso, a PPS pode se
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apresentar em forma cronica, na qual os sinais clinicos sdo mais brandos, mas afetam a
qualidade de vida do animal (COELHO et al., 2004).

Actinobacillus pleuropneumoniae pode ser transmitida via aerossol em curtas distancias
ou por contato direto. Desta forma, coloniza tonsilas e o trato respiratério e adere a membrana
das células epiteliais alveolares (LOERA-MURO et al., 2013; ZHOU et al., 2013). A fonte de
disseminag@o pode ser a permanéncia de animais infectados sem apresentar sinais clinicos ou
lesdes caracteristicas, o que explica o grande problema de propagacdo e a manutencdo da

infeccdo nas granjas (DECUADRO-HANSEN et al., 2009).

2.2 Fatores de viruléncia em A. pleuropneumoniae

Apds o contato inicial com o hospedeiro, ocorrem modificacdes na regulacdo da
expressao gé€nica de proteinas do patégeno importante a viruléncia que o permite colonizar e
persistir nos tecidos do hospedeiro (KUSMIEREK; DERSCH, 2018). Diversos fatores de
viruléncia tém sido atribuidos a App. Entre eles podemos citar: fatores associados a adesao;
aquisicao de nutrientes (sideréforos); producdo de exotoxinas da familia RTX, que induz a
lesGes pulmonares no hospedeiro; evasio do sistema imunolégico e persisténcia (BOSSE et al.,
2002; CHIERS et al., 2010).

A adesdo € parte do estdgio inicial do contato de App com o trato respiratorio inferior
do hospedeiro e muitos genes relacionados a viruléncia sdo regulados de forma positiva. O
contato de App com células epiteliais in vitro e in vivo resulta na expressao dos genes do operon
apfABCD, responsdveis por codificar fimbrias do tipo IV, sugerindo seu papel na adesdo
(BOEKEMA et al., 2004). Uma vez aderidas, essas células podem iniciar o primeiro estdgio de
formacao de biofilmes (LABRIE et al., 2010). Genes relacionados a formacgao de biofilme sao
expressos permitindo a adesao as superficies, uma caracteristica presente em todos sorotipos de
App, sendo um processo essencial para colonizacdo in vivo (LABRIE et al., 2010). Poli-N-
acetilglucosamina (PGA) € um importante componente da matriz exopolissacaridica de App,
sendo uma importante adesina de biofilme (IZANO et al., 2007). Além disso, a proteina H-NS
(proteina de associag@o ao nucleoide - NAP) também esta envolvida na viruléncia e formacao
de biofilme, atuando como uma proteina reguladora da expressao de genes envolvidos a adesdo
(DALALI et al., 2009). Outros componentes estdo relacionados ao processo de adesdo, como
lipopolissacarideos (LPS), que participa da adesdo ao muco e aos anéis traqueais de suinos
(BELANGER et al., 1994); protefnas de membrana externa que auxiliam a colonizacdo de
células de tecidos alveolares; e autotransportados que influenciam na formac¢ao de biofilme em

superficies bidticas e abidticas (TEGETMEYER et al., 2009).
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Uma vez aderida ao trato respiratdrio inferior, App passa por limitacdes nutricionais que
sdo contornadas pela ativacdo de outros fatores de viruléncia (CHIERS et al., 2010). Muitos
genes up-regulados participam de processos como aquisi¢ao de ferro por meio de producio de
sider6foros (SHAKARIJI et al., 2006). Além disso, proteinas transportadoras de maltose sdo
sintetizadas (SHAKARII et al., 2006) e genes para captacao de niquel e cobalto sdo ativados
(BOSSE et al., 2002).

No decorrer da infec¢do, as lesdes sdo geradas pela liberacdo de exotoxinas da familia
RTX (Repeats-in-toxin) e lipopolissacarideos (SASSU et al., 2017). As toxinas da familia RTX
(ApxI, ApxIl, ApxIIl e ApxIV) sdo produzidas pelos diferentes sorotipos de App, e possuem
atividade hemolitica e/ou citotdxica direcionada a macréfagos, neutréfilos, hemécias e células
epiteliais alveolares (FREY, 2011). A exotoxina ApxI possui forte atividade hemolitica e
citotoxica. ApxII possui fraca atividade hemolitica e moderada atividade citotéxica. ApxIII ndo
possui atividade hemolitica e possui forte atividade citotéxica. ApxIV € produzida por todos os
sorotipos, porém, sua participac@o na viruléncia ndo ¢é totalmente compreendida (SHALLER et
al., 1999). O LPS potencializa os efeitos das toxinas Apx em fagdcitos e estimula a produgao
de citocinas inflamatérias e induzem necrose em tecidos pulmonares via receptores Toll-like
(AUGER et al., 2009).

As lesdes geradas pela colonizacdo de App alteram as condicdes iniciais de oxigenacao
dos tecidos, o que de forma indireta afeta o crescimento da bactéria. Desta forma, para persistir
a infec¢do, hd expressdo de um gene regulador global (hlyX) que ativa producgdo de enzimas da
respiracdo anaerdbica, como, protefnas de ligacdo a hemoglobina e dimetilsulf6xido redutase
(JACOBSEN et al., 2005). O regulador da resposta citosdlica, a proteina ArcA também facilita
a adaptacdo metabdlica a anaerobiose e auxilia na formacao de biofilmes (BUETTNER et al.,
2008).

A viruléncia de App € considerada multifatorial, variando de acordo com estdgios da
doenca e os sorotipos (MONALESSA et al., 2018). Muitos estudos buscam compreender a
complexa regulacdo dos fatores de viruléncia em App em busca de desenvolver um método
eficaz para o controle da PPS. Recentemente foi descrito para App que a produgdo de vesiculas

extracelulares (EVs) € potencial fator de viruléncia.

2.2.1 Vesiculas Extracelulares (EVs) de origem bacteriana

A producdo de vesiculas extracelulares (EVs) é um processo celular altamente
conservado encontrado em todos os trés dominios da vida (SCHATZ; VARDI, 2018). Em

bactérias a estrutura das EVs varia de acordo com o contetido do envelope celular e o seu
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conteido interno e externo, o que possibilita classifica-las (TOYOFUKU, NOMURA e
EBERL, 2019).

Vesiculas extracelulares produzidas por bactérias Gram-negativas, por exemplo, sdo
classificadas trés tipos: vesiculas de membrana externa (OMVs), vesiculas de membrana
externa-interna (OIMVs) e vesiculas explosivas de membrana externa (EOMVys)
(TOYOFUKU, NOMURA e EBERL, 2019). As OMVs sido formadas por brotamento da
membrana externa (OM) contendo LPS e componentes do periplasma (GILL et al., 2018). Sao
formadas em resposta a distirbios no envelope celular como o desequilibrio na biossintese de
peptideoglicano e até mesmo pela presenga de moléculas hidrofébicas na membrana externa
(TOYOFUKU, NOMURA e EBERL, 2019). As OIMV e EOMV sao produzidas como
consequéncia da lise celular. Ambas as vesiculas possuem componentes citoplasmaticos como
contetido. No entanto, as OIMV possuem membrana externa e interna e as EOMV apenas
membrana interna (PEREZ-CRUZ et al.,, 2015; TOYOFUKU, NOMURA e EBERL, 2019).
Para bactérias Gram-positivas as EVs s@o classificadas como vesiculas de membrana
citoplasmatica (CMVs) e sdo produzidas durante a morte celular (TOYOFUKU, NOMURA e
EBERL, 2019).

As EVs sdo estruturas irregulares de tamanho heterogéneo que variam de 20 a 500 nm
e sdo secretadas sob diferentes condi¢des de estresse como na presenca de antibidticos
(DEVOS et al., 2017). Além disso, seu tamanho e conteido variam de acordo com o estado
fisiolégico das células (DAUROS SINGORENKO et al., 2017). Vesiculas extracelulares tém
importante fun¢do na interagdo célula-célula e podem transportar DNA, RNA, proteinas e
lipidios (GILL et al., 2018). Podem ser relacionadas nos processos de comunicagdo inter e
intracelulares, transferéncia horizontal de genes (HTG), resisténcia a antibidticos e modulag¢do
da resposta imune do hospedeiro (JAN, 2017).

A producdo de OMVs por bactérias Gram-negativas € considerada um fator de
viruléncia em importantes patégenos bacterianos como Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Helicobacter pylori, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis e
recentemente para App (LAPPANN et al., 2013; ANTENUCCI et al., 2018).

O primeiro relato de EVs produzidas por App foi descrito por Negrete-Abascal et al
(2000), os autores identificaram que essas EVs apresentam proteases e toxinas Apx. Outros
trabalhos mostraram que a utilizagdo de OMVs combinadas com proteinas recombinantes ApfA
e VacJ administradas em suinos como uma estratégia de vacinacdo resultou em aumento na
producdo de IgG. Por outro lado, houve agravamento das lesdes dos tecidos pulmonares

(ANTENUCCI et al., 2018). Assim, OMVs sdo capazes de induzir respostas especificas no
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hospedeiro que potencializam a patogenicidade de App, inclusive de forma independente da
presenca da célula bacteriana (ANTENUCCI et al., 2018).

Nesse contexto, Silva (2018) encontrou diversos sRNAs pequenos, identificados por
Rossi (2015), em EVs de App MIDG 2331, sendo, portanto, o primeiro relato da presenga de
sRNAs em EVs de App. Neste trabalho, o autor questiona o possivel papel desses RNAs
pequenos durante o desenvolvimento da doenca em suinos, visto que, OMVs sdo importantes
mediadoras de interacdo célula-célula e sdo capazes de ativar resposta imune no hospedeiro e

carrear moléculas como RNAs pequenos reguladores.

2.4 Regulacao da expressao génica por RNAs pequenos reguladores

A regulacdo da expressio génica em bactérias ocorre em vdrios niveis onde,
compactagcdo do DNA e mecanismos envolvidos durante e apds a transcricao sdo as principais
formas de regulacdo. Atualmente, com novas tecnologias de sequenciamento e ferramentas de
bioinformética € possivel compreender as modulagdes no transcriptoma e na regulacdo da
expressdo génica atribuidas aos RNAs pequenos reguladores ou small RNAs (sRNAs)
(WATERS et al., 2016). H4 um niimero expressivo de sRNAs relatados em bactérias, com
tamanhos que variam de 50 a 500 nucleotideos (KWENDA et al., 2016) podendo atuar de forma
independente ou auxiliados por proteinas chaperonas de RNA, como Hfq e ProQ (STORZ et
al.,, 2011; SMIRNOV et al., 2017). Uma vez que alteracdes no habitat onde a bactéria se
encontra exigem respostas rdpidas, muitos desses sSRNAs regulam a traducdo de mRNAs
envolvidos em processos fisioldgicos como utilizagdo de fontes de carbono, aminoécidos e fons
metdlicos (PAPENFORT, VOLGEL, 2014), assim como, transferéncia horizontal de genes
(PAPENFORT et al., 2015), formacao de biofilmes, expressao de genes de viruléncia (CHAO,
VOGEL, 2010; JAN, 2017), resposta ao estresse e outros. Além disso, SRNAs em bactérias
patogénicas podem modular a expressdo génica de seu hospedeiro, contribuindo para o
estabelecimento da doenga (NUSS et al., 2017).

Os sRNAs em bactérias podem ser classificados como RNAs “cis-acting”, RNAs
“trans-acting”, CRISPR (clustered regulatory interspaced short palindromic repeats) e RNAs
que modulam a atividade proteica (STORZ et al., 2011). Os sRNAs “cis-acting” sdo transcritos
a partir da fita oposta ao seu RNA alvo e, desta forma, possuem complementaridade ao seu
alvo. Os sRNAs “frans-acting” sdo codificados em regides diferentes do seu alvo, e geralmente
complementam-se parcialmente a ele. CRISPR € um sistema que participa da resisténcia a
bacteri6fagos e os sSRNAs moduladores interagem com dominios especificos de proteinas

afetando sua atividade (MELAMED et al., 2016).
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A interagdo dos sRNAs com seus alvos ocorre por dois mecanismos de acdo: i)
interacdo com proteinas e ii) pareamento completo ou parcial com mRNA cognatos (STORZ et
al., 2011). Pelo fato dos sRNAs “trans-acting” serem codificados em regides diferentes de seus
alvos, possuem uma gama maior de mRNAs ligantes e muitos deles necessitam de associacio
com proteinas chaperonas como Hfq e ProQ que estabilizam a interagdo ou marcam os mRNAs
para degradacdo (WAGNER; ROMBY, 2015; SMIRNOV et al., 2017).

Em App sorotipo cinco, 23 sSRNAs foram identificados in silico e confirmados por Rossi
et al. (2016), divididos em categorias como housekeeping, sSRNAs que modulam atividade
proteica, “cis-acting” e “trans-acting”, com fungdes no metabolismo de aminodcidos e sistema
de transporte de ferro. Outros sSRNAs também foram identificados para App MIDG 2331 por
co-imunopreciptacdo (ColP/ Hfq) em condi¢des de anaerobiose e aerobiose, onde 12 sRNAs
foram identificados e alguns de seus mRNAs alvos sdo importantes para viruléncia e resposta
a diferentes condicdes de estresse (ROSSI, 2015). Dada a importancia dos sRNAs para
regulacdo do metabolismo, muitos trabalhos precisam ser feitos para compreender a complexa
rede regulatéria mediada por SRNAs em App.

Um importante SRNA, identificado e confirmado em App MIDG 2331 (sorotipo 8), foi
obtido por co-imunopreciptacdo (colP/Hfq) usando a proteina marcada Hfq::3XFlag em
condicdes de aerobiose e anaerobiose, e posteriormente confirmado por sequenciamento,
Northern blotting e RTq-PCR (ROSSI, 2015). Esse sSRNA, denominado Rna01, apresenta 86
nucleotideos orientados sob a fita negativa e flanqueado pelos genes sbcB (upstream) e eriC
(downstream). Pertence a classe dos “framns-acting” e depende da proteina Hfq tanto em
aerobiose quanto em anaerobiose como mostram os resultados de Northern blotting em Rossi
(2015). Esse pequeno RNA apresenta homoélogos nas familias Bacillaceae e
Mycoplasmataceae, além de um homdlogo pertencente a um fago da familia Siphoviriae,
género Lambdavirus descrito em Mannheimia phage vB_Mhs_535AP2. Dentro da familia
Pasteurellaceae, os homologos sdao Haemophilus ducreyi, Actinobacillus equuli, Actinobacillus
suis, Bibersteinia trehalosi, Glaesserella parasuis, Mannheimia varigena e Actinobacillus
pleuropneumoniae (SANCHES, 2018).

Para determinar alvos e fun¢Oes regulatorias dos SRNAs € necessdria uma investigacao
individual analisando o transcriptoma para avaliar mRNAs com alteracdo na estabilidade apds
expressao ou deplecao do SRNA (WATERS et al., 2016). Desta forma, para investigar a fun¢ao
do sRNAOI e da proteina Hfq na viruléncia de App, foram construidas linhagens sSRNA rna01
knouckout em diferentes linhagens parentais, wt (tipo selvagem) e Ahfg (SANCHES, 2018).
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A andlise de predicdo de alvos mostrou RNAs mensageiros (RNAm) relacionados as
vias metabdlicas centrais € componentes estruturais de membrana, como proteinas e lipideos
(SANCHES, 2018). Além disso, testes preliminares em Galleria mellonella mostraram
potencial atenuagdo da linhagem wt_Arna0l (SANCHES, 2018). No entanto, sdo necessarios

experimentos complementares para avaliar o potencial da linhagem mutante para o SRNAOI.

2.6. Aspectos imunolégicos da PPS

O sistema imunoldgico € essencial para eliminar patégenos potenciais garantindo a
homeostase do organismo (COICO; SUNSHINE, 2010). Do mesmo modo que App € capaz de
invadir os tecidos hospedeiros por meio de seus fatores de viruléncia, o sistema imune do
hospedeiro possui mecanismos eficientes para controlar a infec¢cdo por esse microrganismo.

Componentes da resposta imune inata sdo a primeira linha de defesa em resposta a
infeccdo por App e os principais tipos celulares envolvidas nessa resposta sdo macréfagos,
neutréfilos e mondcitos (ONDRACKOVA et al., 2013). Experimentos in vivo mostraram que
apos 12 horas de contato com App ha aumento das citocinas TNF-a (Fator de Necrose Tumoral)
e IL-6 (Interleucina-6) em soro de suinos (WYNS et al., 2015). A produc¢do de interleucina-17
(IL-17) por células Th17 também foi detectada apds infeccdo (BROGAARD et al., 2015;
SASSU et al., 2017). O aumento exacerbado da producao de citocinas pro-inflamatérias como
IL-6 e TNF-a e a produgdo de 6xido nitrico (NO) € uma caracteristica da fase aguda da PPS
onde, os sinais clinicos como febre alta e dificuldade respiratdria sdo elevados (MULLEBNER
et al., 2018).

Outro trabalho mostrou que cerca de 51 genes sdo diferencialmente expressos durante a
infeccdo por App, entre eles os genes que codificam proteinas de fase aguda e citocinas como
IL-1 (Interleucina-1), TNF-a, IL-6 e IL-8 (Interleucina-8) foram regulados positivamente
(SKOVGAARD et al., 2010; HSU et al., 2016). Em resposta a infeccao por App, neutrofilos e
outros tipos celulares podem produzir o peptideo antibacteriano PR-39 (GABNER et al., 2017)
no entanto, esse peptideo nao € eficiente na inibi¢do de App mas desempenha importante fungdo
no reparo dos tecidos fibrosos (XIE et al., 2017).

Como parte da resposta imune humoral, a producdo de anticorpos € detectada entre 7 e
14 dias de infec¢ao podendo persistir por meses (GARDNER et al., 1991). O principal anticorpo
encontrado no soro de animais infectados com App € a imunoglubulina G1 ou G2a (IgG) (ZOU
etal., 2011; LIU et al., 2013; YUAN et al., 2018). Os anticorpos produzidos podem neutralizar
as toxinas Apx e auxiliar a fagocitose via opsonizacdo, reduzindo os sintomas clinicos da

doenca (CRUIJSEN et al., 1995) no entanto, ndo € capaz promover a completa remoc¢do de App
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dos tecidos hospedeiros (SASSU et al., 2017). Sabe-se que a fase cronica da PPS € caracterizada
pela persisténcia de App nas tonsilas e elevada producao de anticorpos e aumento da produgdo
de IL-10, uma citocina imunossupressora da resposta inflamatéria (MULLEBNER et al., 2018).

Na literatura hd poucas informacdes sobre a resposta imune mediada por células
(SASSU et al., 2017). No entanto, foi mostrado que a hipersensibilidade tardia mediada por
células estd relacionada positivamente com a producdo de anticorpos (FURESZ et al., 1997).
Sassu et al (2017) mostraram recentemente que a presenca de células do tipo Th17 no sangue e
pulmao de suinos com PPS na fase cronica, apresentam relagao positiva com presenca de lesdes
pulmonares e elevada producdo de anticorpos. Ainda ndo se sabe a funcdo das diferentes
populacdes de células T na fase cronica da PPS, sendo assim, sdo necessdrios estudos que

caracterizam a resposta imune mediada por células devido a alta relevancia na prevencao da

PPS.

2.7 Vacinas vivas atenuadas descritas para A. pleuropneumoniae

A producdo de vacina viva atenuada (do inglés Live Vaccine Atennuated - LAV) pode
ser altamente eficiente, uma vez que sao versdes atenuadas de um patégeno com capacidade de
induzir resposta imune no hospedeiro (CABRAL et al., 2017). LAV sdo utilizadas
frequentemente para erradicacao de patégenos respiratorios humanos e infeccdes frequentes em
animais de rebanho (LEE et al., 2005). A atenuacdo da viruléncia geralmente é obtida por
selecdo natural, mutag€nese aleatéria ou modificagdes de genes alvos importantes para
patogenicidade (CABRAL et al., 2017).

Entre os 18 sorotipos descritos para App, muitos estdo envolvidos em sintomas graves
e diferenciais tornando-se um desafio para a produc¢do de uma vacina amplamente protetiva,
principalmente por envolver graus distintos de viruléncia (ANTENUCCI et al., 2018). Diante
desse desafio, € desejavel que a vacina ofereca prote¢do contra colonizacdo e morbidade de
App de forma ampla a todos os sorotipos (ANTENUCCI et al., 2018).

Na literatura, sdo descritas algumas vacinas vivas atenuadas com elevado potencial
imunoprotetor para App (tabela 1). No entanto, apesar dos resultados positivos, as vacinas
atuais nao previnem a colonizagdo infec¢do ou a transmissdo (SASSU et al., 2017). Além disso,
ndo tém significancia para o mercado global, o que pode ser justificado devido as leis de cada
pais sobre organismos geneticamente modificados (LOERA-MORO et al., 2018) e até mesmo,

ao seu potencial limitado de protecdo para App.
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Tabela 1: Vacinas vivas atenuadas contra A. pleuropneumoniae descritas na literatura.

Linhagem mutante Sorotipo  Parametros alcancados Referéncia
A. pleuropneumoniae
AapxIC/P36+ 10 Respostas especificas IgG Zou et al.,
e elevada imunizagdo de 2011
camundongos
AapxIClompP2 5 Alta producdo de IgG em Liu et al.,
camundongos vacinados 2013
AapxIIIB/AapxIIID 2 Protege 100% dos suinos Park et al.,
infectados com a linhagem 2009
selvagem
apxIC/apxIIC/apxIV/orf1 1 Entre 80 % e 90 % de Fu et al.,
sobrevivéncia de suinos 2013
infectados
AznuA 1 80% de sobrevivéncia de Yuan et al.,
suinos imunizados 2014

f—

AapxIC/AapxIIC/Aorf1/AcpxA Sobrevivéncia de 100 % Yuan et al,,
R/AarcA dos camundongos 2018
imunizados

Apesar de amplas pesquisas para obtencdo de uma vacina viva atenuada com linhagens
mutantes imunogénicas, ndo ha na literatura a descri¢cdo de uma linhagem knouckout para um
pequeno RN A capaz de impactar negativamente a viruléncia de App. Diante disso, este trabalho
realizou a caracterizagdo fenotipica do mutante knouckout para o sSRNAOI em busca de
compreender sua funcdo na regulacdo da viruléncia de App e o potencial da linhagem

wt_Arna0lcomo vacina viva atenuada.
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3. HIPOTESE

O RNA pequeno RnaOl é capaz de regular positivamente a viruléncia de A.
pleuropneumoniae e sua auséncia apresenta atenuacao da viruléncia e mantém a resposta imune

celular.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar aspectos funcionais do pequeno RnaOl na regulacdo da viruléncia de A.
pleuropneumoniae 2331 e o potencial da linhagem WT_Arna0Ol como candidata a vacina viva

atenuada.

4.2 Objetivos especificos

e Obter uma linhagem de A. pleuropneumoniae 2331 Arna0l com fendtipo selvagem
restaurado (Arna01C);

e Auvaliar a cinética de crescimento das linhagens selvagem e mutantes;
e Avaliar a adesao das linhagens em superficie abidtica;

e Verificar o perfil proteico e quantificar a producao de vesiculas extracelulares (EVs) pelas
linhagens parentais e mutantes;

e Avaliar a sobrevivéncia e melanizacio de larvas de G. mellonella como modelo alternativo
de infeccao;

e Mensurar a produ¢do de 6xido nitrico (NO) e citocinas pré (IL-6, IL-12 e TNF-a) e anti-
inflamatorias (IL-10 e IL-4) em sobrenadante de cultura secundéria de macr6fagos RAW

264 .7 infectados;

e Avaliar a taxa de infeccdo e o nimero de bactérias por macréfagos infectados.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. Linhagens bacterianas, condicoes de crescimento e manutenciao

Todas as linhagens de App utilizadas neste trabalho (tabela 2) foram cultivadas em dgar
BHI (Brain Heart Infusion - Becton Dickinson) suplementado com 10 pg.mL! Nicotinamida
Adenina Dinucleotideo - NAD (Sigma, St. Louis, MO, USA) a 37 °C por 24 horas em atmosfera
gasosa de CO2 a 5 % ou em 10 mL de caldo BHI suplementado com NAD (10 pg.mL™') com
agitacao continua de 180 rpm pelo tempo indicado para cada experimento. Para os mutantes de
App MIDG 2331, WT_Arna0l e Ahfg Arna0l foram adicionados Trimetoprim 10 ug.mL!
(Sigma, St. Louis, MO, USA). As linhagens foram estocadas em meio BHI com glicerol 20 %

e mantidas a -80 °C.

Tabela 2: Linhagens bacterianas de Actinobacillus pleuropneumoniae utilizadas neste trabalho.

Linhagem App Genotipo Sorotipo Referéncia
WT 8 Bossé et al., 2016
WT_Ahfg 8 Crispim, 2014
MIDG2331 WT_Arna0l 8 Sanches, 2018
Ahfg ArnaOl 8 Sanches, 2018
AarfA 8 Teixeira, 2018
L20 WT 5b Foote et al., 2008

5.2 Obtencao e confirmacio da linhagem Arna0lC

Para obtencdo da linhagem complementar, Arna0IC, foi utilizada a estratégia de PCR
overlapping extension (OE) descrita por Shevchuk e colaboradores (2004) com algumas
alteracdoes (ANEXO A). Para construcao do cassete, foram obtidos trés amplicons. O primeiro
amplicon, (primers 1 e 2, tabela 3) contempla o gene do Rna01 e parte do gene eriC dowstream.
O segundo amplicon (primers 5 e 6, tabela 3) carrega parte do gene sbcB upstream ao Rna0Ol
no genoma de MIDG2331. O terceiro fragmento obtido, possui o gene de resisténcia a
cloranfenicol (gene cat), e uma sequéncia com nove bases (5 "ACAAGCGGT “3) denominada
DUS (DNA uptake system), requerida para a transformacio natural de App (BOSSE et al.,
2014). Esse dltimo fragmento, foi obtido por PCR (primers 3 e 4) utilizando a linhagem AarfA
(TEIXEIRA, 2018). Para todas as reacdes de PCR utilizamos Platinum Tag DNA Polymerase
High Fidelity (Invitrogen Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil). O fragmento foi tratado com a enzima
de restricdo Dpnl (Promega, Madison, WI, EUA) para clivagem de DNA metilado (N6-
metilacdo no residuo de adenina) e purificado com o kit QIAquick PCR Purification (Qiagen,

Valencia, CA, EUA). A transformagdo natural de App foi realizada conforme descrito por
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Bossé e colaboradores (2014). A linhagem complementada foi selecionada em BHI

suplementado com NAD (10 ug.mL™") e cloranfenicol (1pg.mL™).

A APP DUS
| sodC
500 pb 500 pb
B
Promotor APPDUS
rnall  sodC

Lo |

—> p3— psS —» -

« P2 <« pd

500 pb
Figura 1: Estratégia utilizada para restaurar o fenétipo selvagem da linhagem wt_Arna0Ol. (A)
Resultado final da estratégia utilizada por Sanches (2018) para constru¢do do mutante para o
sRNAO1. Os genes sbcB e eriC, upstream e dowstream ao cassete dfrAl4, que substitui o gene
rna0l, com seu promotor sodC e a sequéncia DUS. (B) Esquema do cassete utilizado para
complementacdo. Gene de resisténcia a cloranfenicol (gene cat) com seu promotor sodC e a
sequéncia DUS. A regido em marrom mostra os 500 pares de bases onde haverd recombinacao
do cassete no genoma de App MIDG 2331 mutante para o Rna0O1l. As setas mostram as regides

onde cada primer (mostrados na tabela 3) foi utilizado para obten¢do dos fragmentos.
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Tabela 3: Primers utilizados para constru¢do da linhagem Arna0IC. Regido em cinza

representa a cauda dos primers onde ocorre sobreposi¢do dos fragmentos.

Primer Identificacio Tm °C Sequéncia (5’- 3°)

1 RNAO1_left_for 61 GGGTTATGATGTTGTTGCAAGAGC

2 RNAO1_left_rev_cat 71 GTATGCATAATGGCGGGCATAAAA
AAACCCGGCACC

3 cat_RNAO1_for 70,2 GGGTTTTTTTATGCCCGCCATTATG

CATACTACGATTCAC
4 cat_RNAO1_rev 71,1 GGGCATAAAACAACCACAAGGGA
TTTTTTTATGCCAAACCG

5 RNAO1_rt_for_cat 69,7 AAAAAATCCCTTGTCGGTTGTTTT
ATGCCCGCAATTC

6 RNAO1_rt_rev 59,9 TGCATAACAAGCTCGAACAAGATC

5.3 Determinacao da cinética de crescimento de App

As bactérias foram inoculadas em BHI-NAD acrescido ou nao de trimetoprim (10
ug.mL™1) e incubadas overnight a 37 °C, atmosfera 5% de CO>. As bactérias foram inoculadas
em 50 mL de BHI-NAD em erlenmeyer de 125 mL (com didmetro de 6 cm) sob agitacio de
180 rpm e aerobiose, por 24h. A densidade 6ptica (DOeoo) inicial foi ajustada para 0,1 e
mensurada inicialmente a cada 20 minutos nas primeiras cinco horas e posteriormente, a cada
1 hora até atingir 12 horas de crescimento. O experimento foi realizado em triplicata bioldgica.
Os dados obtidos em valores de DOgoo foram utilizados para determinar o crescimento maximo.
E para determinar a velocidade médxima de crescimento (i) os dados em DOgoo foram plotados
em escala semi-logaritmica (eixo x estd em escala aritmética e eixo y em escala logaritmica
como InDOspo). Foi identificada a fase linear de variagdo dos dados de InDOgoo em relacdo ao
tempo e calculou-se a regressao linear dos dados onde foi extraido o coeficiente angular da reta.

A partir da regressdo linear foi possivel obter o valor de p em unidade de h™.

5.4 Ensaios de adesao em microplaca

Para determinar o potencial de adesdo das linhagens, o experimento foi realizado de

acordo com Stepanovi¢ e colaboradores (2007), com algumas alteragdes. Foram utilizadas
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placas de poliestireno de 96 pocos com fundo chato (Kasvi, Sdo José do Pinhais, Parand, Brasil).
As linhagens foram inoculadas em BHI-NAD acrescido ou ndo de trimetoprim (10 ug.mL™) e
incubadas overnight a 37 °C, atmosfera de CO2 a 5%. Posteriormente, as bactérias foram
transferidas para meio liquido BHI-NAD e a DOg¢oo inicial ajustada para 0,1. O volume de 150
uL do inéculo homogeneizado foi transferido para cada pogo da microplaca, que foi incubada
por 24 horas a 37 °C, atmosfera 5% de CO». Ap6s 24 horas, foram realizados os seguintes
tratamentos: 3 lavagens com dgua destilada; adi¢do de 150 uL de cristal violeta (0,1%) e 3
lavagens com 4gua destilada para remog¢ao do excesso de cristal violeta. Para quantificacdo das
células aderidas, foram adicionados 150 uL de etanol 95% em temperatura ambiente por 45
minutos. Posteriormente, realizou-se a leitura em espectrofotometro (MultiskanTM GO
Microplate Spectrophotometer - Thermo Fisher Scientific) utilizando um comprimento de onda
de 590 nm. Foi utilizado como branco apenas o etanol 95%. O experimento foi realizado em

triplicata bioldgica com seis repeticdes experimentais cada.
5.5 Extracao e purificacio de vesiculas extracelulares (EVs) produzidas por App

Para determinar alteracdes no perfil proteico e na producdo de EVs pelas linhagens
mutantes de App, a extracdo e purificagdo foram feitas conforme Antenucci e colaboradores
(2017), e modificagdes realizadas por Silva (2018). Todas as linhagens foram inoculadas
overnight em meio s6lido BHI-NAD, acrescidas ou nio com Trimetoprim 10 pg.mL, a 37 °C
e 5% de CO; por 24 horas. No dia seguinte, foram inoculadas em 20 mL. de BHI-NAD, a DOgoo
foi ajustada para 0,1 e incubadas overnight a 37 °C em agitacdo de 180 rpm. Posteriormente,
uma aliquota da cultura foi inoculada em 600 mL de BHI-NAD a uma DOeoo de 0,1 e cultivada
por 8 horas. O sobrenadante da cultura foi centrifugado (5.000 xg) a 4 °C por 15 minutos.
Posteriormente, o sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,45 um (Millipore, Billerica,
MA, USA). O filtrado foi adicionado em uma membrana de didlise de 1000 kDa (Biotech CE
Tubing - Spectrumlabs) envolta em uma coluna de vidro selada com uma pelicula transparente
e incubado overnight a 4 °C. Adicionou-se 600 mL de PBS para lavar o filtrado, que fo1
incubado overnight a 4 °C. No dia seguinte, o filtrado foi dialisado em PBS sob-baixa agitacao
por 24 h. Por fim, as amostras foram filtradas em uma membrana de 0,22 pm (Cole-Parmer,
Vernon Hills, IL, EUA) e concentradas em coluna Amicon de 10 kDa (Millipore, Billerica,

MA, EUA). As amostras foram armazenadas a —20 °C até o uso em posteriores andlises.
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5.5.1 Determinacio de proteinas das EVs por SDS-PAGE

Gel de poliacrilamida (12%) corado com azul de Coomassie (SAMBROOK et al., 1990)
foi utilizado para deteccdo de possiveis alteracdes no conteddo proteico das EVs extraidas e
para determinar alteracdo do conteido proteico total das linhagens mutantes e selvagens em
diferentes fases de crescimento (primeira coleta apds 8 horas de crescimento, final fase log e
segunda na metade da fase estaciondria). Apds a obtencdo dos pellets por centrifugacao a 6500
xg por 15 min, as células foram adicionadas a tubos de lise (Matrix B, MP Biomedicals) e
levadas ao homogeneizador (Precellys® Evolution - Bertin Instruments) duas vezes por 30
segundos. Posteriormente, foram centrifugadas a 4500 xg por 10 min a 4 °C e o sobrenadante
foi coletado. As amostras foram preparadas com adicdo do tampdo de amostra (50 mmol.L™!
Tris-HCI, pH 6,8; 100 mmol.L"! dithiotreitol; SDS 2%: azul de bromofenol 0,1%: glicerol
10%) e aquecidas a 100 °C por 10 minutos.

5.5.2 Estimativa da producao de EVs pelas linhagens

O contetdo proteico das amostras de EVs e proteinas totais (descritas no item anterior)
foram quantificadas usando o reagente Bradford (Sigma, St. Louis, MO, USA), a partir da curva
padrio de BSA (0,1 a 1,4 pg.mL™"). A diferenca na producio de EVs entre as linhagens foi
determinada pela padronizacao de um volume final e, posteriormente, relacionada ao resultado
da quantificagdo.

5.5.3 Observacao da morfologia das EVs por microscopia eletronica de transmissao
(MET)

Para avaliar possiveis alteracdes na morfologia das EVs, foram adicionadas 5 pL das
amostras de EVs em grids revestidas de carbono, coradas com de acetato de uranila (3 %) e
posteriormente, analisadas por MET. A visualizagdo das amostras foi realizada pelo
microscopio de transmissao eletronica, Zeiss Libra 120, localizado no Centro de Microscopia

e Microandlise da Universidade Federal de Vicosa.

5.6 Ensaios de viruléncia em Galleria mellonella
5.6.1 Analise de sobrevivéncia

As larvas de G. mellonella (Lepdoptera: Pyralidae) utilizadas foram mantidas no
Laboratério de Genética Molecular de Bactérias, Bioagro, UFV em sistema continuo de
producdo. As larvas se mantiveram com alimentacgdo restrita a base de farelo de trigo, gérmen

de trigo leite em p9, levedo de cerveja, mel e glicerol. O experimento foi realizado com as larvas
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em seu ultimo instar (PEREIRA et al., 2015). As linhagens bacterianas foram crescidas em BHI
liquido acrescido de NAD (10 pg.mL™!) até DOgy 0,5. Foram aplicados 10 pl de suspensio
bacteriana a DOgoo de 2 no pendltimo pseudépode da larva utilizando a seringa SGE 25 ul
(Trajan Scientific and Medical). Posteriormente, as larvas foram armazenadas na estufa 37 °C.
As larvas foram monitoradas apds 24, 48, 72 e 96 horas de infec¢do. Foram consideradas mortas
as larvas que ndo mostravam nenhum estimulo ao toque. O mesmo experimento foi conduzido
com as larvas inoculadas com EVs produzidas pelas linhagens selvagem e mutantes. Foi
inoculado um volume de 20 pl a uma concentracdo de 20 ug de EVs. Os controles negativos
foram larvas inoculadas com PBS e a proteina albumina bovina sérica (BSA — Pierce, Rockford,

IL, USA), como controle de concentracao.

5.6.2 Avaliacao da melanizacao da hemolinfa das larvas de G. mellonella

Para quantificacdo da melanizacdo da hemolinfa, a mesma foi coletada e centrifugada a
9500 xg por 10 minutos a 4 ° C. Posteriormente, a amostra foi diluida pela adi¢dao de 40 pl de
solucdo anticoagulante esterilizada, em 10 pl de hemolinfa. Foram adicionados 50 pl da
diluicdo em placa de 96 pocos e realizou-se a leitura de absorbancia em espectrofotometro sob

comprimento de onda de 405 nm (JORJAO, 2016).

5.7 Andlises em cultura de macréfagos RAW 264.7
5.7.1 Determinacao da producao de 6xido nitrico

Para determinar a producdo de 6xido nitrico, foi utilizada cultura de macréfagos de
linhagem RAW 264.7. As células foram descongeladas em temperatura ambiente e expandidas
em frascos de cultura celular de 75 cm? (Kasvi, Sdo José do Pinhais, Paran4, Brasil), em meio
DMEM (Sigma, St. Louis, MO, USA) suplementado com soro fetal bovino (SFB - LGC
BIOTECNOLOGIA, Cotia, SP, BR) 20% e 1% penicilina G 100 U/mL (Sigma, St. Louis, MO,
USA), pH 7,2, e mantidos a 37 °C, 5% de CO.. Os repiques de manuten¢do foram feitos a cada
dois dias por raspagem de cé€lulas, utilizando um espalhador de células descartdvel (Kasvi, Sdo
José do Pinhais, Parand, Brasil). Foram distribuidos 5 x 10’ células vidveis de macréfagos em
microplacas de 24 pocos por 24 horas a 37 °C, 5 % de CO- e posteriormente, foram infectados
com as linhagens de App (propor¢do 1:1). O sobrenadante foi coletado apds 48 horas e a
concentragdo de nitrito foi mensurada pelo reagente de Griess (Sigma, St. Louis, MO, USA)

utilizando um comprimento de onda de 540 nm (GRISHAM et al., 1996).
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5.7.2 Determinacdo da taxa de infeccdo e do nimero de bactérias por macroéfagos
infectados

Antes de adicionar a cultura de macréfagos a placa de 24 pocos, foram inseridas
laminulas circulares de 13 mm aos pocos. Apds as 48 horas de infec¢do (1:1), as laminulas
foram lavadas com PBS e deixadas secando em temperatura ambiente. Posteriormente, foram
coradas com o kit panético (Laborclin produtos para laboratdrios, Pinhais, PR, Brasil). As
laminulas foram levadas ao microscépio 6ptico e selecionou-se aleatoriamente 100 macréfagos

para determinar taxa de infeccdo, como mostra a férmula:

Taxa de infec¢@o (%) = n° de macréfagos infectados x 100
n° de macréfagos contados

Além disso, foi determinado o niimero de bactérias por macréfagos infectados, onde:

N° de bactéria por macr6fago infectado = n° total bactérias nos macréfagos infectados
n° de macréfagos infectados

5.7.3 Avaliaciao da producao de citocinas pro e anti-inflamatoérias

Os sobrenadantes de cultura de macréfagos infectados com as linhagens bacterianas na
propor¢ao de 1:1 foram coletados ap6s 48 horas de incubagdo para deteccdo de citocinas pré
(IL-6, IL-12 e TNF-a) e anti-inflamatérias (IL-10 e IL-4) usando Citometria de Fluxo (kit BD
- Cytometric Bead Array - CBA). Os dados foram coletados usando BD FACs Verse (BD
Biosciences - Immunocytometry Systems, San Diego, CA, USA) e analisados com o software

FCAP 3.0 de acordo com as instrucdes do fabricante.

5.7 Analises estatisticas

Andlises estatisticas e graficos foram feitos com o auxilio dos softwares Minitab 18 e
SigmaPlot 12.0. Os dados foram analisados por andlise de variancia (ANOVA). Tratamentos
comparados com o controle foram feitos pelo teste de Dunnett (p < 0.05) e entre eles pelo teste
de Tukey (p < 0.05). Foi utilizado o teste t de Student (5%) para comparagdes das andlises de

citocinas realizados por citometria de fluxo.
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6 RESULTADOS
6.1 Construcao do cassete de complementacio da linhagem App Arna0l: rna01C_cat

Para obtencao da linhagem com fen6tipo selvagem restaurado, o cassete Arna0Ol_cat foi
obtido com o objetivo de substituir o gene que codifica o SRNA, rna0l interrompido pelo gene
dfrA 14, que confere resisténcia a trimetoprim, previamente obtido por Sanches (2018) (Figura
2). As etapas de obtencdo do cassete foram realizadas com sucesso e trés amplicons com o0s
tamanhos esperados foram obtidos (Figura 2A). O primeiro amplicon, (primers 1 e 2)
contempla o gene do SRNAO1 e parte do gene eriC. O segundo amplicon (primers 5 e 6) carrega
parte do gene sbcB upstream ao sSRNAO1 no genoma de MIDG2331. E o terceiro amplicon
(primer 3 e 4), amplificado do genoma da linhagem App AarfA, contém o gene cat utilizado
como marcador de selecdo (Figura 2A). Os fragmentos obtidos possuem caudas
complementares entre si e por Overlapping PCR foi obtido o cassete final de restauracao do
fendtipo tipo selvagem com 1.956 pb de tamanho (Figura 2B).

A B

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3

M B wt B wt B AarfA
M B Cassete

1000 pb—E"

500 pb__s [ 2000 pb —>

1000 pb—s

Figura 2: Estratégia de constru¢do do cassete de restauracdo fenotipica denominado rna0l_cat.
(A) Eletroforese em gel de agarose 1,5 % contendo os trés amplicons obtidos a partir das 3
etapas descritas na Figura 2. (B) Eletroforese em gel de agarose 0,8 % para a confirmagdo da
obtencdo do cassete de DNA com 1.956 pb obtido a partir da técnica de PCR overlapping (OE)
(primers 1 e 6). M: O'GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific); B: branco; Etapa 1 -
amplicon de 615 pb (primers 1 e 2); Etapa 2 - amplicon de 545 pb (primers 5 e 6); Etapa 3 -
amplicon de 848 pb (primers 3 e 4).
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O préximo passo foi a transformagdo natural conforme descrito por Bossé e
colaboradores (2014). Apds a realizagdo desta etapa (por oito vezes) nenhum transformante foi
obtido. Em todas as etapas de transformacdo natural foi utilizada a linhagem A.
pleuropneumoniae 2331 WT como controle. No entanto, ndo foi obtido éxito, sugerindo que as
linhagens perderam a capacidade de transformagio natural, principalmente pelo tempo longo
de estocagem em temperatura de -80°C, sem um agente crioprotetor apropriado e pelas

sucessivas etapas de descongelamento para repicagens.
6.2 Andlise de crescimento

Em primeiro momento, a curva de crescimento foi iniciada com uma DOgoo de 0,01. A
linhagem mutante wt_Arna0Ol apresentou crescimento atingindo uma DOgop maxima de 0,5 em
nove horas.

Desta forma, a DOsgo inicial de 0,1 foi adotada para os demais experimentos. Os
resultados mostraram diferenca significativa (p<0.05) entre o p (h') da linhagem mutante
WT_Arna0l, em relacdo ao p(h') da linhagem selvagem (WT) e as outras linhagens mutantes
analisadas (Figura 3). Contudo, o crescimento maximo de todas as linhagens investigadas nao
mostrou diferenca significativa (p<0.05) (Tabela 4).

Com o objetivo de determinar a populacdo bacteriana no ponto especifico em que a
DOsoo atingisse 0,5, foi realizada a contagem das unidades formadoras de colonia (UFC/mL).
A linhagem WT apresentou cerca de 4,55 x 10® UFC /mL, assim como a linhagem WT_Arna0l
com 1,49 x 108 UFC/mL. Os mutantes Ahfg e Ahfg_Arna0l apresentaram uma populacio de
4,46 x 108 e 5,1 x 102 UFC/mL, respectivamente.

Os resultados obtidos a partir dos dados de In de DO, para a linhagem selvagem (WT),
apresentaram indicios de duas fases log (Figura 3B e Tabela 5). Com base nessas observagoes,
foram determinados dois possiveis valores de p (h'') para a linhagem selvagem que foram,
posteriormente, comparados com os mutantes (Tabela 5). Apenas a primeira fase log proposta,

apresenta diferenca significativa (p<0.05), em comparacao com os mutantes.
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Figura 3: Perfil de crescimento das linhagens de A. pleuropneumoniae WT, WT_Arna0l, Ahfq

e Ahfq_Arna0Ol. (A) Curva de crescimento em In DOegoo de todas as quatro linhagens de A.

pleuropneumoniae investigadas. (B) Perfil de crescimento de cada linhagem investigada. O

ultimo ponto (sete horas) representa o crescimento maximo das linhagens. * representa o final

da primeira fase logaritmica observada para linhagem de App WT.
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Tabela 4: Valores de velocidade de crescimento especifica maxima p (h') e crescimento
maximo (valores referentes a DOgoo) das linhagens de A. pleuropneumoniae WT, WT_Arna0l,
Ahfqg e Ahfq_ArnaOl. A média dos valores de cada atributo das trés réplicas bioldgicas
independentes foram comparadas por ANOVA. Os valores marcados com fundo cinza, indicam

diferenga significativa (p<0.05) da linhagem WT_Arna0l em relagcdo ao seu parental (WT).

Linhagens bacterianas

WT WT_Arna01 Ahfq Ahfq Arna01
p(ht 0,3493 0,2725 0,355 0,3528
Crescimento 318 3 3,05 3.18

maximo

Tabela 5: Valores de velocidade de crescimento especifica midxima comparada entre as
linhagens de A. pleuropneumoniae WT, WT_Arna0Ol, Ahfg e Ahfg_ArnaOl. Os valores
marcados com fundo cinza, indicam diferenca significativa (p<0.05) das linhagens mutantes
WT_Arna0l, Ahfq e Ahfg_Arna0l em relagio a linhagem WT. *valor de p (h™') obtido nos trés
pontos iniciais (40 minutos) da curva de crescimento da linhagem selvagem **valor de p (h™)
obtido do quarto ao sétimo ponto da curva de crescimento da linhagem selvagem (a partir de

40 minutos até 2 horas).

Linhagens bacterianas

WT WT Arna01 Ahfq Ahfg Arna0l
1 *0,6756 0,2725 0,355 0,3528
: *%0,2938 0,2725 0,355 0,3528

6.3 Adesao de App em microplaca

Para investigar se o sRNAOI estd envolvido no processo de adesio de A.
pleuropneumoniae MIDG2231, as linhagens parentais (WT e Ahfg) e as linhagens mutantes
WT_Arna0l e Ahfg_Arna0Ol foram cultivadas em meio BHI/NAD em microplaca de 96 pogos
por 24 horas, a 37 °C. O padrao de adesdo das linhagens mutantes Ahfg, WT_Arna0Ol e
Ahfq_Arna0Ol foi diferente da linhagem parental WT. A linhagem parental WT mostrou
deposicao de células em pontos especificos dos pogos, com formacdo de grumos, enquanto as

linhagens mutantes, apresentaram aderéncia uniforme, sem a formacao tipica de grumos (Figura

4).
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Figura 4: Adesdao em microplaca de A. pleuropneumoniae pelo método do cristal violeta. (A)
Valores de DOsgp obtidos para as linhagens de A. pleuropneumoniae WT, WT_Arna0l, Ahfq e
Ahfg_Arna0Ol. A linhagem referéncia A. pleuropneumoniae 1.20 sorotipo 5 foi utilizada como
controle positivo de adesdo. As médias de cada grupo foram comparadas por ANOV A. Grupos
que compartilham a mesma letra ndo mostraram diferenca estatistica significativa pelo teste de
Tukey. *Grupos que mostraram diferenga em relagdo ao controle (WT) pelo teste de Dunnett

(p<0.05). (B) Representacgdo visual dos pogos apds a solubilizacio e remog¢ao do cristal violeta.

6.4 Producao, morfologia e conteido de EVs produzidas pelas linhagens de A.
pleuropneumoniae

Em andlise de predi¢do de alvos de sSRNA para App, Sanches (2018) identificou os
possiveis mRNAs alvos do sRna0l e suas respectivas funcdes, como por exemplos
componentes da membrana externa do envelope celular de App. Desta forma, a producdo e a
caracteriza¢do das EVs das linhagens mutantes de App MIDG 2331 e suas respectivas linhagens
mutantes foram investigados. Com o objetivo de determinar possiveis alteragdes no perfil e
producdo de EVs, as linhagens bacterianas foram cultivadas por 8 horas, representando o inicio

da fase estaciondria e posteriormente, foram extraidas.
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As EVs produzidas por todas as linhagens de A. pleuropneumoniae WT, WT_Arna0l,
Ahfg e Ahfg_Arna0Ol investigadas revelou um perfil heterogéneo de forma e tamanho, os quais
variaram de 20-30 nm, podendo alcancar até 100 nm. No entanto, em todos os campos
fotografados e analisados foi possivel verificar que as EVs produzidas pelas linhagens mutantes
wt_Arna0l e Ahfq_ArnaOl sio menores e mais homogéneas que as EVs produzidas pela
linhagem selvagem WT e wt_Ahfg. Além disso, observou-se formacao de agregados de EVs

em todas amostras analisadas (Figura 5).

Figura 5: Morfologia das EVs produzidas pelas linhagens de A. pleuropneumoniae WT,

WT_Arna0l1, Ahfg e Ahfq_Arna0Ol obtidas por microscopia eletronica de transmissdo (MET).

1: WT; 2: Ahfg; 3: WT_Arna0l; 4: Ahfq_ArnaOl. As setas brancas mostram a diversidade no
tamanho das EVs produzidas por App.

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) foi
utilizada para analisar possiveis diferengas no perfil proteico das EVs produzidas pelas
linhagens investigadas (Figura 6). As concentrag¢des das proteinas totais foram estimadas pela
curva padrao mostrada na figura 6B. Na figura 6A observa-se que o perfil proteico do mutante

WT_Arna0l é visivelmente diferente comparado ao do selvagem.
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EVs [20 pg/ul]

Ahfq Arna0l  Ahfq Arna0l

212 kDa —»

116 kDa —»
97,4 kDa —»

66,2 kDa —»

57,5 kDa —» .

Figura 6: Perfil proteico das vesiculas extracelulares produzidas pelas linhagens de A.
pleuropneumoniae WT, WT_Arna0l, Ahfq e Ahfq_Arna0l. SDS-PAGE mostrando o perfil
proteico das EVs produzidas pelas linhagens de App investigadas. M: marcador molecular high-
range de 212-40 kDa (Promega). *banda diferencial encontrada nas EVs da linhagem
WT_ Arna0l.

Além de analisar o perfil de proteinas das EVs, possiveis alteracdes no perfil total de
proteinas das células bacterianas foi investigada na tentativa de determinar se a diferenca no
estado fisiolégico das células é afetada pela auséncia do SRNAOI. As proteinas totais foram
analisadas em 8 e 12 horas de crescimento (Figura 7). Em relagcdo ao perfil proteico total das
linhagens investigadas, ndo foram observadas diferencas em relacdo a linhagem parental (WT).
As diferengas encontradas foram apenas na intensidade das bandas entre as duas fases de

crescimento.
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Pellet 8 horas [10 pg/ul] Pellet 12 horas [10 pg/ul]

M wt  Arna0l  Ahfg Ahfg Arna0l wt  Arna0l Ahfg Ahfg_Arna0l

Figura 7: Perfil de proteinas totais obtidas a partir células das linhagens de A.
pleuropneumoniae WT, WT_Arna0l, Ahfg e Ahfq_ArnaOl cultivadas em meio BHI/NAD em
diferentes fases de crescimento (logaritmica e estaciondria). M: marcador molecular high-range
de 212-40 kDa (Promega). *indica as diferencas observadas no perfil proteico nas duas fases

de crescimento.

As EVs foram quantificadas de acordo com item 5.5.2. A DOgoo maxima encontrada
ap0s 8 horas de cultivo para as linhagens variou entre 3,0 e 2,8. Todas as linhagens mutantes
apresentaram diferenca estatistica significativa na produgdo (ug de proteinas de vesiculas/ul)

de EVs em relacdo a linhagem de App WT (Figura 8).
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Figura 8: Producdo de vesiculas extracelulares por linhagens de A. pleuropneumoniae WT,
WT_Arna0l, Ahfq e Ahfg_ArnaOl. O experimento foi realizado em triplicata bioldgica. As
médias foram comparadas por ANOVA. Grupos que compartilham a mesma letra ndo
mostraram diferenga estatistica significativa pelo teste de Tukey. *grupos que mostraram

diferenca em relacdo a linhagem selvagem (WT) pelo teste de Dunnett (p<0.05).
6.7 Viruléncia de App em G. mellonella

A viruléncia das linhagens de App investigadas neste trabalho foi avaliada utilizando G.
mellonella como modelo alternativo de infec¢ao (Figura 9). O grupo de larvas infectadas com
a linhagem selvagem WT apresentou 33% de sobrevivéncia em 96 horas. As larvas infectadas
com linhagens mutantes WT_Arna0l, Ahfq e Ahfq_ArnaOl apresentaram, respectivamente,
72%, 89% e 95% de sobrevivéncia apds 96 horas de inoculacio. Os resultados obtidos para as
linhagens mutantes foram significativamente distintos da parental WT (Tabela 6). Além disso,
a andlise estatistica mostrou que linhagem WT_Arna0Ol foi também diferente das outras
linhagens mutantes no modelo alternativo utilizado (Tabela 6). Como controle negativo foram
utilizadas larvas inoculadas com PBS e larvas sem qualquer inoculacdo somente para controle

de temperatura 37°C como um possivel fator de estresse.
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Figura 9: Viruléncia de linhagens de A. pleuropneumoniae WT, WT_ArnaOl, Ahfq e
Ahfq_ArnaOl no modelo alternativo G. mellonella. A sobrevivéncia das larvas foi avaliada
através da estimativa de Kaplan-Meier a partir de trés repeticdes bioldgicas, contendo trés
repeticoes experimentais com dez larvas em cada repeticdo. Valores de p-value entre as
linhagens parentais e mutantes foram obtidos a partir da andlise de log-rank sobre a curva de
sobrevivéncia. As larvas sem inoculagdo apresentaram 100% de sobrevivéncia ao longo do

periodo de avaliacdo e sem alteragao fenotipica.

Tabela 6: Valores de p-value obtidos por compara¢do miltipla entre as linhagens analisadas.

As regides sombreadas em cinza, mostram significancia estatistica com p-value < 0.05.

Linhagens mutantes Selvagem WT WT_Arna0l Ahfq
WT Arna0l 0,0136 - -
Ahfgq 4,09 0,0667 -
Ahfq Arna0l 9,157 0,288 0,520

O efeito das EVs em larvas de G. mellonella também foi avaliado. Para isso, foram

inoculados 20 pl de EVs (concentracdo final de 20 ug conforme quantificado no item 5.5.2). O
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controle negativo foi constituido por larvas inoculadas com BSA (20 ug) e PBS (20 pl) (Figura
10A). Apos a aplicagdo das EVs, as larvas apresentaram elevada melanizacdo em apenas 30
minutos de inoculacio (Figura 10B). Curiosamente, larvas inoculadas com EV's produzidas pelo
mutante WT_Arna0l mostraram indices de 50 % de sobrevivéncia, apresentando efeito
contrdrio ao anteriormente observado, em relacdo as larvas infectadas com o mutante
WT_Arna0Ol. O grupo de larvas inoculadas com EVs produzidas pela linhagem Ahfg_Arna0Ol
apresentou 90 % de sobrevivéncia. J4, 95 % sobreviveram aos efeitos das EVs produzidas pela
linhagem selvagem WT e mutante Ahfg. Esses dados mostram uma diferenca estatistica
significativa do mutante WT_Arna0Ol em relagdo aos controles e outras linhagens (Tabela 7).
Os controles negativos ndo foram mostrados na figura 10A pois ndo houve morte ou qualquer

tipo de alteracdo nas larvas (Tabela 7).
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Figura 10: Ensaio de viruléncia em G. mellonela com EVs produzidas por linhagens de A.
pleuropneumoniae. (A) Gréafico de sobrevivéncia (%). (B) Larvas apds 30 minutos de

inoculagdo com as EVs produzidas pelas linhagens investigadas.
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Tabela 7: Valores de p-value obtidos por comparacao multipla entre as linhagens (EVs). As

regides em cinza, mostram significancia estatistica com p-value < 0.05.

Linhagens mutantes Selvagem WT WT _Arna0l Ahfq
WT_Arna0l 9,76 - -
Ahfq 0,559 2,9° -

Ahfg Arna0Ol 0,620 1,54 0,416

6.8 Melanizacao da hemolinfa

Para quantificacdo da melanizacdo ocorrida em larvas apds a inoculacdo das linhagens
bacterianas, a hemolinfa de cada larva foi coletada conforme descrito no item 5.6.3, adicionada
em placa de 96 pocos (n = 8) e diluida em tampao anticoagulante estéril (10 uL de hemolinfa
em 40 pL de tampdo anticoagulante). Apds 5 min, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro
com comprimento de onda de 405 nm. A coleta foi realizada a cada 24 horas durante 4 dias
(Figura 11A). Como controle foram utilizados solu¢do de PBS 1X e hemolinfa de larvas nao
infectadas.

Ap6s 24 horas de inoculacdo com as respectivas linhagens bacterianas analisadas, foi
observada melanizacao intensa da hemolinfa proveniente de larvas infectadas com as linhagens
selvagem WT e mutante WT_Arna0Ol em relagdo as outras linhagens mutantes. Apds 24 horas
de infeccdo, a linhagem WT_Arna0l aumentou os niveis de melanizacdo em relacio a linhagem
WT e os demais mutantes (Figura 11A). A figura 11B mostra as larvas ao longo das 96 horas

de infeccdo, confirmando visualmente o aumento da melanizacao.
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Figura 11: Avaliacdo da melanizacgdo das larvas de G. mellonella infectadas pelas linhagens de
A. pleuropneumoniae WT, WT_ArnaOl, Ahfgq e Ahfq_Arna0Ol. (A) Quantificacio da
melanizacdo da hemolinfa de larvas de G. mellonella infectadas até 96 horas. (B) Perfil
fenotipico das larvas infectadas e ndo infectadas ao longo de 96 horas. As médias dos valores

encontrados nas leituras, foram comparadas por ANOVA.
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6.9 Producao de é6xido nitrico por macréfagos RAW 264.7

Com o intuito de avaliar o potencial de ativacdo de macréfagos pelas linhagens de App
2331, a producdo de 6xido nitrico (NO) foi determinada apds 48 horas de sua inoculagdo em
macréfagos RAW 264.7. As linhagens bacterianas foram adicionadas na mesma propor¢ao de
macréfagos (1:1). Os resultados mostram maior produ¢do de NO para linhagem selvagem
(WT), seguida da producdo estimulada pela linhagem WT_Arna0Ol e posteriormente, pelas
linhagens WT_Ahfq e Ahfg_Arna0l, nessa ordem (Figura 12).

3
2
14
0

WT_Arna0l Ahfg Ahfg_Arna0l

NO (umol x L-1)

Figura 12: Produgdo de 6xido nitrico por macréfagos RAW 264.7 infectados com linhagens
de A. pleuropneumoniae WT, WT_Arna0l, Ahfq e Ahfq_ArnaOl. As médias foram comparadas
por ANOVA. Grupos que compartilham a mesma letra ndo mostraram diferenca estatistica
significante pelo teste de Tukey 5%. *grupos que mostraram diferenca em relacdo ao controle

positivo (WT) pelo teste de Dunnett (p < 0.05). MO: macr6fagos RAW 264.7 nao infectados.
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6.10 Taxa de infeccao e nimero de bactérias por macroéfagos infectados

A linhagem selvagem WT apresentou uma taxa de infec¢do de 64% dos macréfagos. O
mutante WT_Arna0l, foi capaz de infectar 48 %. Aproximadamente cerca de 24 % e 22 % dos
macréfagos foram infectados pelos mutantes Ahfg e Ahfg_Arna0l, respectivamente (Figura
13A). Foram encontrados em média, 18 bactérias por macréfago infectado para a linhagem WT
e 12 para o mutante WT_Arna0l. J4, para os mutantes Ahfg e Ahfg_Arna0l, 8 e 6 bactérias por
macréfago infectado, respectivamente. Observaram-se muitas bactérias fora dos macréfagos
para as linhagens Ahfqg e Ahfq_Arna0Ol ap6s 48 horas de infeccdo (Figura 13B. A linhagem
WT_Arna0l, apesar de estar em maior quantidade dentro dos macréfagos em relagdo aos outros

mutantes, ainda sim, foi encontrada fora dos macréfagos (Figura 13B).
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Figura 13: Taxa de macréfagos infectados com linhagens de A. pleuropneumoniae WT,
WT_Arna0l, Ahfg e Ahfg_Arna0Ol. (A) Taxa (%) de infec¢ao. (B) Microscopia ptica para
deteccdo de bactérias dentro e fora dos macréfagos. As setas vermelhas mostram bactérias

internalizadas e as setas pretas mostram bactérias ndo internalizadas pelos macréfagos.
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6.11 Producio de citocinas pro e anti-inflamatorias

A andlise da producdo de citocinas IL-6, IL.-12, I[L-4, IL-10 e TNF-a, produzidas por
macréfagos RAW 264.7 infectados com a linhagens de A. pleuropneumoniae (propor¢ao 1:1)
investigadas foi realizada apds 48 horas.

Macroéfagos infectados com a linhagem WT_Arna0Ol produziram altos niveis de 1L-6,
mostrando diferenga significativa (p <0.05), pelo teste ¢, emrelag@o a linhagem WT e o controle
negativo (macréfagos sem bactéria). O mesmo perfil nao foi obtido quando macréfagos foram
infectados com a linhagem Ahfq_Arna0l, na qual houve uma diminuicdo significativa na
producdo de IL-6 (Figura 14). A linhagem WT_ArnaOl estimulou a produgdo de
aproximadamente 3X mais IL-6 do que as demais linhagens investigadas revelando seu elevado
potencial em gerar resposta inflamatdria.

Em relacdo a producdo de TNF-a, macréfagos infectados com a linhagem WT_Arna0l
mantiveram os niveis de producao iguais a linhagem parental WT (p < 0.05). No entanto, a
producao de TNF-a para Ahfg e Ahfq_Arna0l foi menor em relacdo a WT. Os niveis de IL.-12
foram diminuidos na presenca das linhagens mutantes WT_Arna0Ol e Ahfg_Arna0l, comparado
a linhagem WT (p < 0.05) sendo este ultimo, mostrando o mesmo nivel de produgdo que
macréfagos utilizados como controle, evidenciando nenhum estimulo. A producao de IL-12
para Ahfg, mostrou-se equivalente a linhagem WT.

Macréfagos infectados com a linhagem mutante WT_Arna0Ol apresentaram maior
produgdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 em relacdo a linhagem WT (p <0.05). O contrario
foi observado para as linhagens Ahfg e Ahfq_Arna0Ol, com menor produgdo de IL-10
comparadas ao selvagem (p <0.05). No entanto, a producdo da citocina anti-inflamatéria 1L-4
estimulada pelos mutantes WT_Arna0l e Ahfg nao diferiu em relacdo a estimulacido pela
linhagem selvagem (WT). Somente na presenca da linhagem mutante Ahfg_Arna0Ol houve

diminuicao de IL-4.



Citocinas anti-inflamatorias

B

14k

40

3

IL-4 (pz'ml.)

1k

Ll

i

1200 4

L]

win

IL-10peml)

600

400

200

Jonn

MO

WT  Arsalt!

Adifg  Alfg_Arnafl!

MO WT

Citocinas pro-inflamatarias

D

Arvnal}

Ay Adfy Arnc]

140

B0

S0k

400n

IL-6 {pg/mL)

JiHK}

20K

1nn

MO

— e

WT  Avmait!

®®

im

1204

10d <

IL-12 P70 (pg/mL)

8O-

Afrg Al Aamafl |

MO WT  Arnelf

2400

2200 4

2OHKE

TMNF-i {pg/mL)

180K}

1) L

T —
*x
Ll

+ T

RS

I

MOy

WT  Arnafl!  Alfy  Alg Areal!

Ml Al Armathi

50

Figura 14: Producdo das citocinas pré e anti-inflamatérias por macréfagos RAW 264.7

infectados com linhagens de A. pleuropneumoniae WT, WT_Arna0l, Ahfg e Ahfg_ArnaOl. (A)

Producdo de IL-10. (B) Produg@o de IL-4. (C) Producao de IL-6. (D) Producdo de IL-12 P70 e

(E) Producdo de TNF-a. O teste ¢ de Student (5%) foi usado para comparar a produgdo das

citocinas produzidas pelos macréfagos na presenca das linhagens bacterianas mutantes

investigadas em relac@o ao selvagem (WT) e ao controle negativo. *grupos ou tratamentos que

mostraram diferenca estatistica em relagcdo aos outros (p < 0.05). **grupos ou tratamentos que

mostraram ser estatisticamente iguais (p < 0.05).
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7. DISCUSSAO

Atualmente existe um novo paradigma no entendimento da expressdo gé€nica na
interacdo patdgeno-hospedeiro: o envolvimento de RNAs pequenos reguladores no processo
(NUSS et al., 2017). Em relagcdo a patégenos bacterianos de importancia veterindria da familia
Pasteurellaceae, como App, existem poucos estudos que investigam a regulacdo da expressao
génica por RNAs pequenos.

Em A. pleuropneumoniae, o patégeno da pleuropneumonia suina, ja foram identificados
e confirmados RNAs pequenos reguladores (Rossi et al., 2016) e, entre estes, seis foram
selecionados por Sanches (2018) para construcdo de mutantes com a finalidade de avaliar suas
caracterfsticas funcionais. Alguns mutantes apresentaram alteracdes fenotipicas que indicam
possibilidade de serem promissoras para o desenvolvimento de vacinas vivas atenuadas, entre
eles a linhagem WT_Arna0Ol, na qual se mantém o background da linhagem de A.
pleuropneumoniae sorotipo 8 MIDG 2331 tipo-selvagem com apenas a delecdo do gene que
codifica o SRNA rna0l. Deste modo, este trabalho teve como principal objetivo avaliar o papel
funcional do sSRNA Rna01 na viruléncia de App e o potencial da linhagem mutante WT_Arna0l
como vacina viva atenuada.

O pequeno Rna01 apresenta 86 nucleotideos orientados sob a fita negativa e flanqueado
pelos genes sbeB (upstream) e eriC (downstream). Como demonstrado anteriormente por Rossi
(2015), o Rna01 € dependente da proteina Hfq, uma vez que, na auséncia desta proteina nao foi
identificada a expressao do mesmo, tanto em condicdes de aerobiose quanto de anaerobiose. A
predicao de alvos para o sRNAOI mostrou mRNAs relacionados ao metabolismo de
aminodcidos, sintese e metabolismo de carboidratos, cofatores de vitaminas e lipidios
(SANCHES, 2018).

Para restaurar o fendtipo selvagem na linhagem WT_Arna0l, foi utilizada a técnica
PCR overlapping extension (OE) proposta por SHEVCHUK e colaboradores (2004). A técnica
funcionou como esperado, no entanto, ndo foi possivel obter a linhagem ARnaOIC. Varias
tentativas foram realizadas, no entanto, sem sucesso. Como ndo houve aparecimento de
colonias transformantes no meio seletivo contendo cloranfenicol, sugere-se que nao houve
possivelmente entrada do DNA ou recombinacdo do cassete no genoma da linhagem
hospedeira, no caso WT_Arna0l. Sendo assim, serdo necessarios novos estudos para confirmar
o papel de SRNA Rna0Ol na transformacao natural de App e ainda estabelecer novos métodos
para restaurar o fenétipo selvagem, como por exemplo, utilizacdo de vetores de clonagem

compativeis com App.
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Actinobacillus pleuropneumoniae é uma bactéria fastidiosa, capaz de crescer in vitro
apenas em BHI acrescido de NAD, um meio rico que oferece todos os nutrientes necessarios
para seu crescimento. Portanto, a alteraciio na velocidade maxima de crescimento p (h™') da
linhagem mutante WT_Arna0Ol indica que o sRNA Rna0l estd envolvido na regulacdo de
fungdes vitais no metabolismo primario da bactéria. A andlise in silico de predicdo de alvos do
Rna01 feita por Sanches (2018), identificou alvos com fun¢des relacionadas as vias metabdlicas
centrais e componentes estruturais de membrana, como proteinas e lipideos. A diferenga
observada no p (h") da linhagem WT_Arna0l, corrobora esta hipétese, uma vez que genes
importantes relacionados ao metabolismo de App e divisdo celular sd@o alvos potenciais da
regulacdo por Rna0Ol.

Curiosamente, a linhagem selvagem WT mostrou duas possiveis fases exponenciais
quando cultivada em meio BHI/NAD, mostradas na figura 3B. Observa-se maior inclina¢io na
curva nos primeiros 40 minutos (primeira fase exponencial) e posteriormente, diminuicao de
inclinacdo (segunda fase exponencial) até atingir o crescimento miximo (figura 3B). Esses
resultados sugerem o consumo de dois substratos sequencialmente, separados por uma fase
intermedidria (DERLINDEN et al., 2007). Pelo alto teor de nutrientes, como proteinas e
acucares, algumas bactérias cultivadas em caldo BHI podem apresentar um padrao de
crescimento asigmoidal, como ocorre em Escherichia coli (DERLINDEN et al., 2007).
Contudo, novos estudos devem ser realizados para investigar o possivel crescimento diduxico
apresentado pela linhagem selvagem WT. No entanto, para as linhagens mutantes investigadas
WT_Arna0l, Ahfg e Ahfq_Arna0Ol este comportamento nio foi observado, sugerindo o papel
do Rna01 e a proteina Hfq na regulacio do crescimento e na regulacio da utilizacao preferencial
de carboidratos por App.

Na literatura existem alguns relatos de SRNAs bacterianos que controlam processos de
regulacdo da utilizagdo de fontes de carbono, ou seja, em repressdo catabdlica (DURICA-
MITIC et al., 2018). O produto do gene malT foi identificado por Sanches (2018) como um dos
alvos para o Rna01. MalT, € uma proteina reguladora que participa do transporte e metabolismo
de maltose e maltodextrinas, ja descrita para Escherichia coli (DIPPEL et al., 2005) e App
sorotipo 1 (LONE et al., 2009). A linhagem mutante para o gene malT em App sorotipo 1
mostrou diminuicdo na velocidade médxima de crescimento em relacdo ao parental quando
cultivadas em BHI acrescido de NAD (LONE et al., 2009). De forma hipotética sugerimos que
Rna01 tenha como alvo o mRNA da proteina reguladora de maltose (MalT), o qual ja foi predito
in silico (SANCHES, 2018), e tenha papel na estabilizacio do mRNA de malT, auxiliando seu

processo de tradugdo. Uma vez que o mutante WT_Arna0l ndo expressa o Rna0Ol, a utilizacdo



53

da maltose e outros agucares que nao glicose € comprometida, o que ocasiona a reducio do p
(h'") em relacdo ao WT.

Lone e colaboradores (2009), ressalta a provdvel funcdo do regulon da maltose na
obtencdo de nutrientes, na saliva e orofaringe, durante o contato inicial com o hospedeiro. Os
genes do regulon da maltose estdo em todos os sorotipos de App e patdgenos relacionados da
familia Pasteurellaceae, como Mannheimia haemolytica e Haemophilus parasuis, sugerindo
que o metabolismo de carboidratos mediado por esse regulon possa desempenhar papel na
persisténcia e/ou até mesmo na viruléncia de patégenos respiratérios de suinos (LONE et al.,
2009). Assim temos mais um forte indicio do envolvimento de RNAs pequenos reguladores na
patogenicidade de App.

A linhagem Ahfg Arna0l ndo mostrou diminui¢do no p (h'), o que evidencia uma
regulacio possivelmente muito mais complexa com envolvimento de diversos fatores. A curva
de crescimento com DOgp inicial de 0,01 (dados ndo mostrados) evidenciou uma fase lag, ndo
visualizada com a DO inicial de 0,1, e este duplo mutante requereu um tempo muito maior para
atingir a fase logaritmica quando comparada as linhagens WT e Ahfg.

A auséncia do sSRNA RnaO1l diminuiu a adesio in vitro de App. O mesmo ocorreu com
as linhagens mutantes Ahfg e Ahfg_Arna0Ol. A chaperona Hfq estd envolvida no processo de
formacao de biofilme em App sorotipo 1 pela regulacio dos niveis de expressao dos genes pgaC
e dspB, e os produtos destes estdo envolvidos na promoc¢ao do desenvolvimento da matriz de
polissacarideos e  dispersdao das células do  biofilme, respectivamente
(SUBASHCHANDRABOSE et al., 2013). A auséncia de Hfq afeta a formacao e dispersao de
biofilme em outros patégenos como Escherichia coli, Erwinia amylovora e Xanthomonas
axonpodis, (KULESUS et al., 2008; ZENG et al., 2013; LIU et al., 2019).

Os niveis de adesio do mutante WT_Arna0l diminuiram mesmo na presenca da
proteina Hfq, sugerindo o papel positivo do Rna01 no processo de adesdo em App. Assim como
possivelmente RnaOl em App, outros sSRNAs como RsmY e RsmZ regulam positivamente a
formacdo de biofilme em Pseudomonas aeruginosa. Esses sRNAs sdo regulados pela
exonuclease PNPase pelo processamento do transcrito. Mutantes de P. aeruginosa para essa
exonuclease aumentam os niveis de RsmY e RsmZ, o que resulta em diminui¢io na formagado
de biofilme (CHEN et al., 2016; CHEN et al., 2019).

Em andlises de predicdo de alvos in silico, o gene smpA foi identificado como sendo
regulado por Rna01 (SANCHES, 2018). A lipoproteina SmpA participa do complexo YaeT em
E.coli e promove manutencdo/estabilidade do complexo, além disso, a linhagem mutante para

smpA mostrou defeitos na montagem de proteinas integradas 2 membrana externa (do ingleés,
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outer-membrane proteins - OMPs) (SKLAR et al., 2007). Em P. aeruginosa, OmlA € uma
proteina homéloga a SmpA responsavel pela integridade do envelope celular (OCHSNER et
al., 1999). A presenca de OMPs é um importante fator ligado a adesdo (BUJOLD; MACINNES,
2015) e possivelmente regulado por sRna0l em App. Desta forma, os resultados obtidos in
silico por Sanches (2018) e os resultados obtidos neste trabalho corroboram a hipdtese de que
o Rna(01 tem papel funcional importante na viruléncia de App, regulando importantes fatores
de viruléncia e crescimento e influenciando na regulacdo do metabolismo da bactéria, inclusive
na resposta a condi¢cdes ambientais, como na producdo de vesiculas de membrana externa
(OMVs) ou vesiculas externas (EVs).

Vesiculas extracelulares produzidas por bactérias tém importante func@o na interacao
célula-célula e podem ser relacionadas nos processos de comunicacdo inter e intracelulares,
transferéncia horizontal de genes (HTG), resisténcia a antibidticos e modula¢do da resposta
imune do hospedeiro (DAUROS SINGORENKO et al., 2017; JAN, 2017).

Neste trabalho, as linhagens mutantes WT_Arna0l, Ahfq e Ahfq_Arna0l mostraram
uma reducdo relativa na producdo de EVs apés 8 horas de crescimento, o que sugere o
envolvimento de Rna01 na produgdo de EVs. Como para atividade deste SRNA ha necessidade
da estabilizacdo por Hfq, os dois resultados confirmam o envolvimento deste SRNA na
estruturacdo da membrana e na parede celular. A predicao de alvos para o Rna0Ol determinada
por Sanches (2018) aponta mRNAs responsaveis pela sintese de peptideoglicano (gene plsC) e
metabolismo/biossintese de fosfolipideos (gene uppS). Desde modo, sugerimos que o SRNAO1
juntamente a chaperona Hfq regulam o processo de biossintese de peptideoglicano e
fosfolipideos afetando a vesiculacdo em App. As imagens obtidas por MET, mostram pequenas
diferengas nas EVs dos mutantes wt_Arna0Ol e Ahfq_Arna0l, com forma mais homogénea e
diminui¢do no tamanho comparada a linhagem selvagem. Portanto, sugerimos que além de
regular a producdo de EVs, o SRNAO1 possa alterar o tamanho e o contetido proteico (Figura
5) das EVs produzidas por App.

Recentemente foi relatado para Haemophilus influenza que a delecao ou baixa expressao
dos genes de vacJ e yrb gera acimulo de fosfolipideos na membrana externa, aumentando a
vesiculagdo sem comprometer a integridade da membrana (ROIER et al., 2016; GILL et al.,
2018). Além disso, a biossintese exacerbada de peptideoglicano afeta a formacdo de EVs
(MCBROOM et al., 2006). Desta forma, de um modo geral alteracdes estruturais na membrana
e parede celular podem desencadear hipervesiculagcdo como em H. influenzae.

Neste trabalho, a viruléncia das linhagens mutantes foi testada em Galleria mellonela,

um modelo comumente utilizado por esse organismo apresentar sistema imune inato e células
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da hemolinfa capazes de encapsular e fagocitar microrganismos invasores, além de respostas
adaptativas existentes, como a producdo induzida de lisozima e pequenos peptideos
antimicrobianos. Este modelo foi validado e é funcional em App (RAMARAO et al., 2012;
PEREIRA et al., 2014). Deste modo, por apresentar alto grau de homologia funcional com o
sistema imune inato de mamiferos, G. mellonela pode ser utilizada como modelo alternativo de
infeccdo (LIONAKIS, 2011; BLANCO et al., 2017). Além das caracteristicas iniciais de
resposta a microrganismos invasores, as larvas de G. mellonela se mantém ativas
fisiologicamente a 37 °C, temperatura 6tima de muitos patdgenos, como App. Assim, em G.
mellonella foi possivel verificar que nas linhagens que nao apresentam Rna(l, a viruléncia foi
substancialmente atenuada.

Assim, para melhor compreensdo da resposta de G. mellonella contra as linhagens de
App estudadas neste trabalho, o sistema de melanina-fenoloxidase (PO), um componente da
resposta humoral em G. mellonela, responsavel pela melanizacdo da hemolinfa e eliminacdo de
microrganismos invasores, foi investigado (ZDYBICKA-BARABAS et al., 2014). A ativagdo
do sistema de melanina-fenoloxidase estd associada com niveis de melanizagdo da hemolinfa
em larvas infectadas. Geralmente, patdgenos capazes de causar maior mortalidade em larvas de
G. mellonela desencadeiam altos niveis de melanizacdo quando comparados com linhagens
menos virulentas, como mostrado neste estudo e por outros trabalhos (WAND et al., 2013;
JORJAO, 2016). No entanto, os resultados de melanizagdo encontrados neste trabalho nao
mostraram uma correlacdo direta com a mortalidade das larvas, uma vez que a linhagem
WT _Arna0Ol resultou em maior indice de sobrevivéncia de larvas infectadas e intensa
melanizacao apods 48 horas de infec¢do.

Por outro lado, foi observado que larvas inoculadas apenas com EVs produzidas pela
linhagem WT_Arna0Ol apresentaram menor sobrevivéncia quando comparadas com as outras
linhagens mutantes e a linhagem selvagem WT. Todas as larvas inoculadas com EVs mostraram
intensa melanizacdo ap6s 30 minutos de inoculacdo. O intenso efeito na melanizacdo de larvas
inoculadas com EVs pode ser causado por constituintes de membrana externa de bactérias
Gram-negativas, como LPS e proteinas (SEITZ et al., 2003). O mRNA do gene da lipideo-A-
dissacarideo sintetase (IpxB), responsavel pela sintese de lipideo A de LPS € alvo de regulacao
pelo Rna0O1 como identificado in silico por Sanches, (2018). Desta forma, € possivel relacionar
os resultados obtidos com possiveis alteragdes no conteudo de LPS, via regulacdo por Rna0Ol,
o que pode ter desencadeado a alteracdo do perfil de proteinas encontradas nas EVs produzidas

por WT_ArnaOl.
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A resposta do hospedeiro a patégenos bacterianos envolve a estimulacdo de macréfagos,
culminando na secrecdo 6xido nitrico (NO) e citocinas que orquestram eventos humorais e
celulares (HAYAKAWA, 2005). A produc¢do de NO e citocinas por macréfagos ativados pode
ser considerada o mecanismo primério de defesa contra patdgenos (HAY AKAWA, 2005). A
progressdo da PPS induz lesdes no sistema respiratério e inflamacdo aguda (SASSU et al.,
2017) e Cho e Chae (2004) determinaram a expressao de mediadores inflamatérios, como 6xido
nitrico (NO), em suinos infectados com App e observaram que o aumento progressivo das
lesdes pulmonares é acompanhado pelo aumento na concentracdo de NO nos tecidos. Além
disso, a producdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-6 e TNF-a encontraram-se em
concentragdes elevadas em tecidos hospedeiros e cultura de macréfagos infectados com App
(HSU et al., 2016). Miillebner e colaboradores (2018) demonstraram que a fase aguda da PPS
€ caracterizada por elevada resposta pré-inflamatéria com produgdo de IL-17A e lesdes do
tecido pulmonar e, a fase cronica é caracterizada pela persisténcia de App nas tonsilas devido a
intensa produg¢do de IL-10, uma citocina imunossupressora da resposta inflamatdria.

Dada a importancia da resposta imune celular no desenvolvimento da PPS, investigamos
a producdo de citocinas por macréfagos infectados com as linhagens mutantes e selvagem. As
linhagens mutantes apresentaram perfil de produgdo de citocinas e NO diferentes da linhagem
parental. A citocina TNF-a tem efeito ativador em macréfagos, com agdo autdcrina. Os
mutantes Ahfq e Ahfg _ArnaOl mostraram baixa producdo de TNF-a em relacdo a linhagem
selvagem WT, sugerindo baixa ativagdo de macréfagos em infec¢do por esses mutantes. Além
disso, esses mutantes mostraram diminui¢do na producdo de NO e a microscopia Optica
realizada mostrou que as células dessas linhagens estavam em maior quantidade fora dos
macréfagos. Desta forma, associa-se que a baixa producdo de NO pelas linhagens mutantes esta
relacionada a baixa taxa de infeccdo e menor niimero de bactérias por macréfagos infectados,
e ndo pelo fato das linhagens mutantes regular a producdo de NO pelos macréfagos. Esses
resultados podem estar correlacionados a diminui¢cdo da adesdo das linhagens mutantes em
superficie abidtica. Contudo, os mutantes Ahfq e Ahfq_Arna0Ol ndo sdo capazes de estimular a
ativacao de macréfagos em comparacao a linhagem selvagem.

Apesar da diminui¢c@o na adesdo, menor taxa de infeccao e menor nimero de bactérias
por macrofagos infectados em relag@o a linhagem parental, o mutante para o SRNA Rna0Ol ndo
alterou a producdo de TNF-o em relacdo a linhagem selvagem WT. Deste modo, in vitro,
podemos afirmar que o mutante WT_Arna0l é capaz de manter a ativagdo de macr6fagos. Além
disso, as bactérias que permaneceram fora dos macréfagos podem ter importante papel na

resposta imune humoral, a qual ndo foi investigada neste trabalho. Resultados semelhantes
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foram obtidos por Yuan e colaboradores (2018) para App mutante SLWO07 (sorotipo 1) testado
como vacina viva atenuada. Os autores observaram que as mutagdes relacionadas aos genes das
toxinas Apx e o gene arcA afetam a capacidade de adesdo da linhagem e consequentemente,
menor taxa de fagocitose em relacdo a linhagem selvagem. Apesar disso, o mutante foi capaz
de manter a producdo de TNF-a e IL-6 em camundongos infectados.

O perfil de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a para o mutante WT_Arna0l, foi
equivalente a linhagem selvagem, no entanto, os niveis de IL-6 foram aumentados cerca de 3
vezes. Componentes de membrana externa de bactérias-Gram negativas, como LPS, sdo
capazes de desencadear resposta imune no hospedeiro (SELVARAJ et al., 2015). Li e
colaboradores (2018) mostraram que LPS produzidos por App sdo capazes de ativar macréfagos
via receptores Toll-Like-4 (TLR-4) desencadeando a cascata dependente de MyD88 e ativando
NF«-B que, por sua vez, regula positivamente genes responsdveis pela resposta inflamatéria
(IL-6, TNF-a e IL-1B) no hospedeiro. Deste modo, nossos resultados sugerem que o aumento
nas concentragdes de IL-6 pode estar relacionado a uma possivel alteracdo na sintese e/ou
estrutura da por¢ao de lipideo A em LPS produzidos pelo mutante WT_Arna0l.

Interleucina-6 é uma citocina capaz de desempenhar funcdes como sintese de proteinas
de fase aguda, inducao de IL-10, diferenciacao de células do tipo Th17 e indu¢do da produgdo
de anticorpos por células B. A resposta imune gerada pelo tipo celular Th17 t€m importante
funcdo na defesa do hospedeiro contra infecgdes por bactérias extracelulares principalmente,
contra bactérias Gram-negativas (GRAEBER; OLSEN, 2012). As células T auxiliares do tipo
17 (Th17) sao linhagens de células T que produzem as citocinas IL-17, IL-17F, IL-21 e IL-22
(LIN et al., 2010). Muitos trabalhos mostram que IL-17 tem fun¢do importante na imunidade
induzida por vacinas vivas atenuadas contra infeccdes bacterianas por recrutar células
protetoras Th1, neutréfilos, macréfagos e possivel indugdo de antimicrobianos que auxiliam na
morte do patégeno (PRIEBE et al., 2008; ZHANG et al., 2009). Portanto, o direcionamento
para IL-17 € uma resposta importante a vacinas vivas atenuadas contra infec¢des bacterianas
(LIN et al., 2010). Assim, a linhagem WT_Arna0l é capaz de estimular a resposta inflamatodria
in vitro, aumentando a producao de IL-6 sugerindo, possivel diferenciacdo de células Th17 e
estimulo da resposta imune humoral in vivo.

O aumento da resposta inflamatdria no hospedeiro a partir da colonizacdo de App é
considerado o fator principal para o aumento das lesdes nos tecidos pulmonares durante a fase
aguda da PPS (HSU et al., 2016). A auséncia da citocina IL-10 durante a fase aguda da doenca
agrava as lesdes nos tecidos pulmonares, ja o aumento das concentracdes dessa citocina na fase

cronica, auxilia a persisténcia de App nas tonsilas (MULLEBNER et al., 2018). Sabe-se que
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IL-10 € uma citocina reguladora da resposta inflamatdria, responsavel por manter o equilibrio
da resposta imune gerada pelo hospedeiro durante uma infec¢do. As linhagens Ahfg e
Ahfg_Arna0l apresentaram concentragdes de IL-10 inferiores a linhagem selvagem. Apesar de
manter a producgdo de IL-6, esses mutantes ndo foram capazes de estimular resposta inflamatéria
in vitro.

As citocinas IL-12 e IL-4 controlam a diferenciac@o de células ThO. Células tipo ThO se
diferenciam em células Th1 (inflamatérias) ou Th2 de acordo com as citocinas liberadas durante
o reconhecimento do antigeno. A producdo de IL-4 durante a apresentacdo de antigeno a
linfécitos T favorece a geracdo de células Th2. Por outro lado, a producdo de IL-12 induz
diferenciacdo para Thl. A diferenca entre os tipos de resposta Thl e Th2 sdo as citocinas
produzidas pelas células T auxiliares. Citocinas produzidas por células Thl promovem ativacdo
de macréfagos, por exemplo pela a¢do do interferon gama (IFN-y) induzindo producdo de TNF-
a por essas células. Células Th2 produzem IL-4, que auxilia no processo de ativacao de células
B, resultando na producio de anticorpos (COICO; SUNSHINE, 2010). De acordo com o padrao
de citocinas produzidas in vitro por macréfagos infectados pela linhagem mutante WT_Arna0l,
sugere-se que 0 mesmo seja capaz de manter ativacdo de macréfagos e por aumentar a produgdo
de IL-6 possivelmente, induz a resposta do tipo Thl7 in vivo. Ja as linhagens Ahfq e
Ahfg_ArnaOl reduziram a ativagdo de macréfagos infectados deste modo, descartamos o
potencial desses mutantes como vacina viva atenuada.

As andlises in vitro realizadas neste trabalho evidenciaram que a linhagem mutante para
o Rna01l pode ser um candidato a vacina viva atenuada pois apresentou um perfil de citocinas
que nos sugere afirmar possivel indu¢do de resposta do tipo Th17 e Thl, o que ndo foi
observado para as outras linhagens mutantes investigadas neste trabalho. No entanto, o sistema
imune envolve uma complexa rede de regulacdo que vai além da resposta celular analisada
neste trabalho. Por este motivo, sdo necessdrios novos testes para determinar o efeito conjunto
das respostas imunes celular e humoral, podendo ser utilizados camundongos como modelo
experimental.

Atualmente, a grande problemadtica na producdo de vacinas vivas atenuadas para App €
o desenvolvimento de uma linhagem que proteja contra coloniza¢do e morbidade de forma
ampla a todos os 18 sorotipos descritos (CABRAL et al., 2017; ANTENUCCI et al., 2018;
BOSSE et al., 2018). A organizacio do gene que codifica Rna01 e os genes flanqueadores foram
encontrados no genoma de todos os sorotipos cujos genomas estdo disponiveis no bancos de
dados publicos, inclusive nos genomas de isolados clinicos circulantes no estado de Minas

Gerais (1, 2, 3,4, 5b, 7, 8 e 16), o que inclui sorotipos com alta atividade hemolitica e citotéxica
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como o 1 e o 5b. Sabendo que o SRNAO1 regula positivamente a viruléncia do sorotipo 8,
sugere-se que o mesmo exerca o mesmo papel nos demais sorotipos, o que reforca o
estabelecimento da linhagem WT_Arna0l como um promissor candidato a vacina viva

atenuada.
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8. CONCLUSOES

Este trabalho investigou a funcionalidade do Rna0Ol na viruléncia de A.
pleuropneumoniae e o potencial da linhagem WT_Arna0l como vacina viva atenuada. A
auséncia do Rna01 impacta negativamente no crescimento, adesdo, producdo de EVs e alteracao
no perfil proteico das EVs de A. pleuropneumoniae in vitro. Além disso, a linhagem mutante
WT_Arna0l mostrou atenuacdo em G. mellonella e o perfil de citocinas produzidas por
macréfagos infectados sugerem possivel resposta do tipo Th17 e Thl. Deste modo, concluimos
que o Rna01 regula positivamente a viruléncia de A. pleuropneumoniae e a linhagem mutante
WT_Arna0l pode ser um promissor candidato a vacina viva atenuada pois, apresentou uma
resposta celular promissora in vitro. No entanto, o sistema imune envolve uma complexa rede
regulacdo que vai além da resposta celular analisada neste trabalho sendo assim, necessarios

testes in vivo para determinar o efeito conjunto da resposta imune celular e humoral.
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ANEXO A - Cassete obtido por PCR overlapping extension (OE)

As regides em negrito e sublinhado, representam o gene rna0l. A regido sublinhada antes gene
rna0l, estd o promotor e a regido upstream ao promotor. Em itdlico e sublinhado a sequéncia
DUS (DNA uptake system). Regiao sombreada em cinza mostra parte do gene sbcB. Regido em

GGGTTATGATGTTGTTGCAAGAGCATTAGAAGGAGAGGAAATTACCCCGC
AAGCGGTCGGAATTGCCAAACTCTTTGCAACGGTCGCCACTTATTGGACGGGTA
TTGCCGGCGGAATATTTACGCCGTCTTTAACAATAGGTGCGGGAATCGGCAGC
GAAATATGGTTTTTGAGCGGCGGTACGGTTGATCAGCGATTATTGGTTTTATTGT
GTATGGCGGCGTTTTTGGCAGGTGCAACGCAGTCGCCGATCAGTGCCAGCGTA
GTCGTTATGGAAATGACGGGAAGCCAACCGGTTCTTTTTTGGGTGCTGATTGCA
AGCCTGATTGCCTCAATCGTTTCCCGCTATTTTTGTCCAAAACCTTTTTATCACTT
GGCTGCAGGTCGTTTCAGACAAAGAGTACAGGAAGAAGAAAAACGTGAGAAATC
CTTCTAAAACAAGAAGATAAAAGGATTAAATAAAAATATTATATTTTATTTAAAAT
ATTTGGAACTTTTTTAAAACGGCTCAGTCTTAAATAACGCTAACTGACAGAATTT
ATGTAAGTTTTTTTCATTTCCTTAGGTAAGACCTCCCCCGGCATCGCTTTCTTG
GTGCCGGGTTTTTTTATGCCCGCCATTATGCATACTACGATTCACHIEINNEIE

o

CECCTAATCACTCCOTITTATAACAAG CGGTTTGGCATAAAAAAATCCCTTGTGG

TTGTTTTATGCCCGCAATTCTTTTAATTTGTAAAATTTCCTGCAAATTTAACCGCT
TAGCTATGCTACAATGTGACTAATTTTTCCTAATTGAAGCGATCAATGAATAAAAA
TCTTACTTTTTTCTTTTATGATTACGAAAGTTTCGGTGTGAGTCCGGCGTTAGATC
GTCCGGCACAGTTTGCCGGTATTCGTACCGATAGTGATTTTAATATCATCGGTG
AGCCGGTGATGTTTTATTGTAAGCAAACACCGGATTATTTACCTTCGCCTGAAGC
GGTGATGGTGACGGGTATTACTCCGCAACAGTGTAACGCTGAAGGCGTGCCGG
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AACCGGAATTTGCCGCACGAATCCACGCTGAATTCAGCCAGCCGAACACTTGCA
TTTTAGGCTATAACAATATTCGTTATGACGATGAAATGACCCGTTATACCTTTTTC
CGCAATTTCTTTGACCCGTATGAATATAGCTGGAAAAATGGTAATTCTCGTTGGG
ATCTGTTA



» Sequencias dos primers utilizados para a construcdo do cassete de DNA.
Etapa 1

Primer 1: RNAO1_left_for
5 GGGTTATGATGTTGTTGCAAGAGC 3'

Primer 2: RNAO1_left_rev_cat
5' GTATGCATAATGGCGGGCATAAAAAAACCCGGCACC 3

Etapa 2

Primer 5: RNAO1 _rt_for cat
5" AAAAAATCCCTTGTCGGTTGTTTTATGCCCGCAATTC 3

Primer 6: RNAO1_rt rev:
5 TGCATAACAAGCTCGAACAAGATC &

Etapa 3

Primer 3: cat RNAO1_for
5 GGGTTTTTTTATGCCCGCCATTATGCATACTACGATTCAC 3

Primer 4: cat RNAO1 _rev
5" GGGCATAAAACAACCACAAGGGATTTTTTTATGCCAAACCG 3
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