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RESUMO

SILVA, Thyara Ferreira da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2016.
Caracterizacdo e expressao da chaperona Hfg em  Actinobacillus
pleuropneumoniae, o agente causal da pleuropneumonia sai Orientadora: Denise
Mara Soares Bazzolli. Coorientadores: Leandro Licursi de Oliveira e Andréa de
Oliveira Barros Ribon.

Infeccdes que acometem o trato respiratorio de suinos levam a significativas perdas
econdmicas na suinocultura mundial. Um dos principais patéogenos respiratorios em
suinos € a bactéria Actinobacillus pleuropneumoniae, o principal agente causal da
pleuropneumonia. Atualmente podem ser encontrados 16 sorotipos de A
pleuropneumoniae com viruléncia distinta e complexa, sendo os principais fatores de
viruléncia exotoxinas Apx, lipopolissacarideo (LPS), capsula €apacidade de
formacdo de biofilme. O controle da doenca é baseado no uso de antibiéticos e cuidados
no manejo da granja. A profilaxia pela imunizacdo passiva @imficiente devido a
dificuldade na obtenc&o de uma vacina contra todos os sorotipos encontrados. Assim,
novas abordagens experimentais na elaboracdo de uma vacina eficiente associada a uma
resposta imune protetora sdo essenciais porque podem representar novas alternativas na
estratégia de controle da doenca. A proteina Hfqg € um componente central de regulacéo
global pés-transcricional e participa diretamente na regulacéo da expressao de genes por
facilitar a interagcdo de RNAs pequenos com mRNAs alvos, sendo esta uma abordagem
atual e relacionada ao controle dauincia em diversas bactérias patogénicas. Neste
sentido, o estudo da chaperona de RNA Hfg € de extrema importancia, uma vez que ja
foi demonstrado seu efeito pleiotrépico e impacto na viruléncia, na resposta a diferentes
tipos de estresse e no crescimento celular de véarios patdgenos, incluindo A
pleuropneumoniae. Portanto, esse trabalho teve como objetaracterizar in silica

proteina Hfg em A. pleuropneumoniae e analisar a expressao e a fase de maior
abundéancia desta proteina ao longo do crescimento.ddedropneumoniae. As
analises filogenéticas realizadas foram baseadas em analises de comparacdo de
sequéncias de aminoacidos da proteina Hfq de diferentes membros da classe
Gammaproteobacteria, na qual A pleuropneumoniae esta inserida. As demais analises
foram conduzidas utilizando os sorotipos 1, 8 e 15 de A pleuropneumoniae, sendo
utilizadas as linhagens do tipo selvagem (VéThiq::3XFLAG. O alinhamento de
sequéncias da proteina Hfg revelou uma identidade de 98% entre as proteinas Hfq de A
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pleuropneumoniae de diferentes sorotipos, além de demonstar que Hfg de espécies de
uma mesma familia possuem maior relacdo filogenética. A analise da estrutura
tridimensional da proteinanme A pleuropneumoniae demonstrou a presenca de
estruturas caracteristicas da proteina presente em outos patdgenos Gram-negativos,
como unma a-hélice e folhas B. A analise da velocidade especifica de crescimento por
ANOVA entre as linhagens WT e hfq::3XFLAG do mesmo sorotipo revelou que ndo ha
diferenca de crescimento entre essas linhagens do mesmo sorotipo. R oTEssao

de Hfqg, foi detectado um maior acumulo da proteina na fase estacionaria de
crescimento, no periodo de 6-8 horas, dependendo do sorotipo investigado, e que a
expressdo de Hfq foi diferencial entre os sorotipos analisados. Esses resultados
revelaram que proteina Hfg é conservada entre os sorotipos de A pleuropneumoniae

e possui estrutura tridimensional caracteristica. Além disso, a insercdo da etiqueta
FLAG em Hfg néo alterou o perfil de crescimento celular e ha um maior acumulo da
proteina na fase estacionaria de crescimento, sendo que 0s sorotipos apresentaram
distribuicdo das formas diferencial entre os sorotipos e dinamica de acordo com a fase
de crescimento. Essa diferenca pode estar relacionada aos diferentes perfis de viruléncia
e de resposta a diferentes condicbes investigadas previamente, uma vez que a

abundancia nestes sorotipos apresentou distribuicdo temporal distinta.



ABSTRACT

SILVA, Thyara Ferreira da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2016.
Characterization and expression of the RNA chaperone Hfg in Actinobacillus
pleuropneumoniae, the causative agent of porcine pleuropneumoniaadviser:
Denise Mara Soares Bazzolli. Co-advisers: Leandro Licursi de Oliveira and Andrea de
Oliveira Barros Ribon.

Infections that affect the respiratory tract of pigs lead to significant economic losses in
the swine industry worldwide. One of the major respiratory pathogen in pigs is the
bacterium Actinobacillus pleuropneumoniae, the main causal agent of the
pleuropneumonia. Currently, 16 serotypes can be found of A pleuropneumoniae with
distinct and complex virulence, with the main factors of virulereotoxin Apx,
lipopolysaccharide (LPS), capsule and the biofilm formation capacity. Control of the
disease is based on the use of antibiotics and care in the management of the farm.
Prophylaxisby passive immunization is still inefficient because of the difficulty in
getting a vaccine against all serotypes found. Thus, new experimental approaches in the
development of an effective vaccine associated with a protective immune response are
essential because they can represent new alternatives in the disease control strategy. The
Hfq protein is a key component of the global post-transcriptional regulation and directly
participates in the regulation of gene expression to facilitate the interaction of small
RNAs with target mRNAs, which is a current approach amdldtes to the control of
virulence in many pathogenic bactelathis sense, the study of Hfg RNA chaperone is

of extreme importance, since it has already demonstrated its pleiotropic effect and
impact on virulence in response to different types of stress and cellular growth of
various pathogens, including A pleuropneumoniae. Therefore, this stueyt aion
charactede in silico the Hq protein in A pleuropneumoniae and to analyze the
expression and phase greater abundance of this protein throughout the growth of A
pleuropneumoniae. The phylogenetic analyzes were based on comparative analysis of
amino acid sequences of protein Hfg of different members of the class
Gammaproteobacteria, which A. pleuropneumoniae is inserted. The other analyzes were
conducted using the serotypes 1, 8 and 15 of A pleuropneumoniae, being used strains of
wild-type (WT) and hfq::3XFLAG. The sequence alignment & Hrotein sequences
showed an identity of 98% between Hfq prosemfi A. pleuropneumoniae of different
serotypes, also demonstrating that Hfq species of the same family have a greater



phylogenetic relationship. The analysis of the three-dimensional structure of the protein
in A pleuropneumoniae demonstrated the presence of specific structures of protein
present in other Gram-negative pathogénss one a-helix and B-strands. The analysis

of the specific growth rate by ANOVA between strains WT and hfg::3XFLAG of the
same serotype showed that there is no difference in growth between the strains. As the
expression of ], a greater accumulation of protein in the stationary growth phase was
detected in the period of 6-8 hours, depending on the serotype investigated, and the
expression of Hfg was differential between serotypes analyzed. These results
demonstrate that Hfq is conserved among serotypes of A pleuropneumoniae and has a
three-dimensional structure conserved. Moreover, the insertion of the FLAG tag on H
did not affect the cell growth profile and there is a greater accumulation of the protein in
the stationary phase of growth, whereas serotypes showed the distribution of forms
differential between serotypes and dynamically according to the growth stage. This
difference may be related to different profiles of virulence and response to different
conditions previously investigated, since these abundant serotypes showed distinct

temporal distribution.
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1. INTRODUCAO

A pleuropneumonia suina, causada pela bactéria @Gegativa A
pleuropneumoniae¢ uma das principais doencas respiratérias e esta associada a
significantes perdas econbmicas na suinocultura em todo o mundo. A
pleuropneumoniae pode ser encontrada na cavidade nasal e tonsilas de animais sadios
porém quando colonizam os pulmdes podem levar a uma pleuropneumonia fibrinosa
aguda, denominada pleuropneumonia suina. Essa bactéria apresenta varios fatores de
viruléncia, como as toxinas Apx da familia RTX, lipopolissacarideos, polissacarideos
capsulares, producao de biofilme e sistemas de captacao de nutrientes, como sideroforos
de ferro. Esses fatores favorecamolonizacdo e persisténcia da bactéria durante a

infeccéo.

O controle da pleuropneumonia baseia-se em terapia antimicrobiana e vacinacao.

O uso de antimicrobianos pode controlar a mortalidade de animais infectados em surtos
de pleuropneumonia, porém, nao controla a forma crénica, além de levar a resisténcia
do patdégeno a antibiéticos comumente empregados em campo. A vacinagao, portanto, é
0 método mais eficiente, entretanto, ndo existe nenhuma vacina comercial eficiente
contra todos 0s sorotipos atualmente encontragft§o, diferentes estratégias tém sido
usadas com o intuito de se desenvolver alternativas profilaticas eficientes, e para isso
estudos que envolvam analises de novos genes/proteinas relevantes na fisiologia,
regulacdo e viruléncia da bactéria, podem contribuir no entendimento e representar um
ponto de partida para a descoberta de novas alternativas de controle da

pleuropneumonia suina.

Neste sentido, uma nova classe de reguladores, os pequenos RNAs reguladores
(SRNAs), tem recebido grande atencdo nos estudos atuais, sendo corsiderado
potenciais alvos no combate a doencas infecciosas, no intermédio da modulacdo da
patogenicidade ou da resposta inflamatoria do hospedeiro. SRNAs séo reguladores da
expressao génica, que modulam o nivel da expressao de genes alvos, podendo permitir a
regulacdo precisa do gene e adaptacdo rapida da fisiologia celular em resposta a
mudancgas especificas do ambiente. Atualmente, é claro o envolvimento dessas
moléculas em vérios niveis de regulacdo, como na formacdo denbjofa interagéo
patégeno-hospedeir@ na evasdo em relacdo ao sistema imune do hospedeiro.

Concomitantemente ao grande numero de estudos envolvendo sRNAs, ha também um



grande interesse relacionado com a chaperona de RNA, a proteina Hfq, que € essencial &
atividade de muitos sRNAs.

A proteina Hfg € um componente central de regulacédo global pos-transcricional,
que participa diretamente na regulacdo da expressao de genes por facilitar interagéo de
sRNAs especificos com mRNA alvo. Essa interagcdo pode bloquear ou favorecer a
traducédo ou levar a degradacdo do mRNA alvo e de alguns sRNAs. Aléem disso, a
propria Hfg pode proteger o SRNA de ribonucleases e levar a poliadenilacdo do mRNA,
marcando-o para degradacdo. A interacdo entre SRNA, mRNA alvo e Hfg forma um
complexo que age diretamente na regulacdo da expressdo de genes alvos e estudos ja
demonstraram seu envolvimento na viruléncia de muitas bactérias patogénicas. Em
diferentes bactérias patogénicas, mutantes hfg ja foram descritos exibindo efeitos
pleiotrépicos, incluindo atenuacdo na viruléncia e reducdo a sensibilidade a diferentes
condicOes de estresse.

Diante do impacto financeiro da pleuropneumonia suina em todo o mundo e das
informagdes em torno da regulacédo génica mediada por Hfq citadas anteriormente, tem-
se estimulado o estudo desta proteina em A. pleuropneumoniae, uma vez que nao
existem informacfes sobre esta proteina em qualquer patégeno respiratério de suinos,
especificamente da familia Pasteurellaceae, e esta proteina representa um importante
fator de viruléncia emA. pleuropneumoniae, uma vez que mutantes hfq sé&o
completamente atenuados em um modelo alternativo Galleria mellonella e no
hospedeiro natural, o porco. A ampliagcdo do conhecimento a respeito da proteina Hfq
em A pleuropneumoniae pode representar uma contribuicdo na compreensao da

viruléncia desta espécie.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Pleuropneumonia suina e Actinobacillus pleuropneumoniae

Atualmente, a carne suina é considerada a fonte proteica mais produzida e
consumida em todo o mundo. Nesse cendrio, a carne suina representa 49,41% d
producdo de carnes em todo o mundo, sendo também considerada a carne mais
consumida em escala mundial (APS, 2015). O maior pais produtor de carne suina € a
China, sendo responsavel por mais de 50% da producao, seguido pelos paises da Uniéo
Européia, Estados Unidos e Brasil. Apesar de ser o principal produtor, a China ocupa a
quinta colocacdo no ranking de exportacdo mundial de carne suina, com o Brasil

ocupando a quarta colocacao (ABPA, 2015).

Nos ultimos anos, houve um aumento nos estudos e investimentos na
suinocultura brasileira, o que colaborou para aumentar o destaque do pais no cenario
mundial nesse setor (Rodrigues et al., 2009). Investimento na evolucdo genética para
melhoramento da carne, sanidade, nutricdo e bom manejo sdo aspectos importantes que
contribuiram para a melhoria e aumento na producédo e exportacdo de carm®suina
Brasil (MAPA, 2015). A producéo no pais vem crescendo aproximadamente 4% ao ano,
com Santa Catarina, Parana e Rio Grande do Sul sendo os principais estados produtores,
seguidos pelo Estado de Minas Gerais. As mesmas estimativas indicam que a producéao
de carne suina atinja uma média anual de 2,84% no periodo de 2008 a 2019 e que a
exportacao cresca de 10,1% em 2008 para 21% em 2019 (MAPA, 2015). Modelos de
agropecuaria intensiva sdo amplamente utilizados nesses sistemas, onde elevados
investimentos tecnoldgicos tém resultado em altos indices de produtividade (Coelho et
al., 2004). Por outro lado, este crescimento esta associado ao fato de um maior nimero
de animais permanecerem confinados em espacos reduzidos, o que favorece a

disseminacao de doencas infecciosas nos rebanhos (Menzel et al., 2014).

O elevado niamero de doencas do trato respiratorio leva a expressivas perdas
econdmicas na suinocultura, o que promove altos indices de morbidade e mortalidade
em todo o mundo (de Jorg al., 2014; Menzel et al., 2014)s principais patdégenos
que causam doencas respiratérias sdo membros da familia Pasteurellaceae, como
Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, Haemophilus parasuis
Actinobacillus pleuropneumoniae, além da bactéria Streptococcus suis, que apesar de
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ndo ser membro dessa familia € também um importante patégeno das vias respiratérias
de suinos (de Jong et al., 2014). Alguns virus como o Influenza A e o virus da sindrome
reprodutiva e respiratoria suina (PRRSV) e a bactéria Mycoplasma hyopneumoniae
também estdo relacionados com doencas respiratdrias em suinos que causam grandes

perdas econdmicas (Renukaradhya et al., 2015; Garcia-Morante et al.. 2016).

A pleuropneumonia suina (PPS) € uma patologia endémica considerada uma das
mais importantes doencas respiratérias que acomete suinos (Wang et al.E8645
doenca afeta suinos de todas as idades e é caracterizada por broncopneumonia
necrosante fibrino-hemorragica e pleurite fibrin@sgeralmente leva a morte do animal
(Chiers et al., 2010). A doenca pode ocorrer na forma superaguda, aguda e crobnica,
dependendo da imunidade do hospedeiro, do niumero de células que atinge o trato
respiratorio e da viruléncia do agente causal da infeccao (Hensel et al., 1993; Bossé et
al., 2002). Na forma superaguda, a infeccdo ocorre de forma rapida e agressiva, sendo
gue nesses casos 0 animal ja € encontrado morto e por muitas vezes com sangue na boce
e nas narinas. Na forma aguda, os sinais mais evidentes séo febre, dispneia, letargia
com tosse profunda e intensa dificuldade respiratoria, 0 que ocasiona a cianose pela
falta de oxigenacdo do 6rgdo afetado (Brauer et al., 2012). Na forma cronica, que é
caracterizada por animais portadores assintomaticos ou que sobreviveram a forma
aguda, os animais apresentam sinais menos agressivos como desenvolvimento atrasado
e acessos esporadicos de tosse ou ndo apresentam nenhum sintoma (Sorensen et al.
2006). Nesse ultimo caso, o animal € considerado um portador assintomatico da doenca
e representa um transmissor da mesma para 0s demais suinos do rebanho, seja por via

aerdégena ou por contato direto (Torremorell et al., 1997; Jobert et al., 2000).

O agente etiolégico primario da PPS é a bactéria A pleuropneumgaépode

ser isolada a partir de cavidades nasais, tonsilas, cavidade média do ouvido e de
pulmdes de suinos infectados. Essa bactéria é considerada um parasita obrigatorio do
trato respiratorio de suinos e ndo possui outro hospedeiro natural conhecido, assim, nao
sobrevive por muito tempo fora de seu hospedeiro natural (Bossé et al., 2002). O
patdgeno, que atinge principalmente o trato respiratério inferior, € inalado na forma de
aerossol e atinge o pulméo, onde ocorrerd a colonizacdo e produgdo de toxinas que
levam a danos graves no tecido, conduzindo a doenca clinica e a possivelmente morte
do animal (Chiers et al., 2010).



Actinobacillus pleuropneumoniae € uma bactéria Gram-negativa, cocobacilo,
capsulado e anaerébia facultativa. De acordo com o requerimento de NAD, esse
patogeno € dividido em dois biotipos (Taylor, 1999)biotipo 1 requer NAD para
crescimento, enquanto o biotipo 2 ndo requer NAD, uma vez que sdo capazes de
sintetizdlo na presenca de precursores (Nigehévesque, 1988). Até pouco tempgo,
espécie ainda era subdividida em 15 sorotipos baseados nos antigenos polissacaridicos
da cépsula, no entanto atualmente foi identificado e reconhecido um novo sorotipo,
totalizando 16 sorotipos diferentes. (Blackall et al., 2002; Sarkézi et al., 2015). Essa
bactéria apresenta distribuicdo mundial, com prevaléncia de certos sorotipos em
determinadas regides, por exemplo, os sorotippé 840 normalmente encontrados na
América do Nortesendo que o sorotipo 8 € amplamente relatado no Reino Unido e no
Pais de Gales, onde o sorotipo 3 é raramente encontrado (O'Neill et al., 2010
Gottschalk & Lacouture, 2012).

Vérios fatores de viruléncia ja foram descritos em A pleuropneumoniae, como
fatores envolvidos na colonizacdo, aquisicdo de nutrientes, evasao do sistema imune e
destruicdo do tecido do hospedeiro (Lone et al., 2009). A formagédo de biofiime e as
proteinas de adesdo estdo envolvidos na colonizacdo da bactéria. Fatores de viruléncia
envolvidos na aquisicdo de nutrientes englobam sideroforos para a captacao de ferro,
captacdo de maltose, entre outros (Chiers et al., 2010; Lone et al., 2009). Exotoxinas
formadoras de poros na membrana da célula do hospedeiro Apxl, Apxll, ApxIll e
ApxIV sdo secretadas e estdo envolvidas na inducdo de lesdo no hospedeiro. Além
disso, lipopolissacarideos (LPS) de membrana externa da parede teahbbém tén
potencial de causar dano em células do hospedeiro, contribuindo para a lesdo no tecido
ao atiar a producdo de citocinas inflamatérias por células do sistema dounespedeiro
por meio da ligacdo a receptores Toll-like (Pulendran et al., 280g)esenca da capsula
polissacaridica favorece a bactéria durante a infeccdo, exercendo propriedade

antifagocitica (Chiers et al., 2010).

Apesar de todos o0s sorotipos serem capazes de causar doenca, existem
diferencas na viruléncia e portanto, na severidade da doenca (Klitgaard et al., 2010).
Essa variacdo pode estar relacionada com a producao de diferentes combinagdes das
toxinas Apx e fatores como a quantidade de polissacarideo de superficie, que podem

influenciar até mesmo na viruléncia entre isolados do mesmo sorotipo (Haesebrouck et


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klitgaard%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21143895

al., 2004; Jacques et al., 200&@iménez-Lirola et al., 2014). Os sorotipos mais
virulentos 1, 5, 9 e 11 produzem as toxinas Apxl e Apxll. J& as toxinas Apxll e Apxlli
sdo encontradas nos sorotipos 2, 3, 4, 6, 8 e 15, considerados de viruléncia moderada.
Os demais sorotipos produzem a toxina Apxll (sorotipos 7, 12 e 13) ou a toxina ApxI
(sorotipos 10 e 14). Os sorotipos 10, 13 e 14 sdo raramente isolados em casos clinicos
enquanto os sorotipos 7 e 12 sao considerados de moderada viruléncia (Frey, 1995;
Frey, 2003; Klitgaard et al., 20LA toxina ApxIV é produzida por todos o0s sorotip®s

€ utilizada como um marcador para confirmar infeccdo por A pleuropneumoniae
(Schaller et al., 2001

Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 1 é considerado altamente virulento e
esta comumente envolvido em surtos severos da doenca com lesdes pulmonares graves
e alta mortalidade (Frey, 1995; Gottschalk et al., 2012). Esse sorotipo é mais encontrado
na América do Norte e Japao, onde leva a altos indices de perda econdmica no setor,
justamente por ser altamente virulento (Klitgaard et al., 2010). Apesar de produzirem
lesbes pulmonares similares as geradas por sorotipos mais virulentos e exibirem alta
atividade citotoxica, bactérias do sorotipo 8 geralmente provocam menor mortalidade e
sdo considerados menos virulentas, apresentando, entretanto, alta morbidade. Esse
sorotipo € amplamente difundido no Reino Unido, América do Norte e na regido sudeste
do Brasil (O'Neill et al., 2010; Rossi et al., 2013). Casos de pleuropneumonia causados
por A pleuropneumoniae do sorotipo 15, considerado de viruléncia moderada a baixa,
tiveram aumento recente no Japdo, com aumento de aproximadamente 15% na
mortalidade de suinos no pais por esse sorotipo (Ito & Sueyoshi, 2015), que é o mais

encontrado também na Australia (Klitgaard et al., 2010).

Actinobacillus pleuropneumoniae apresenta uma resposta adequada e rapida a
alteracbes ambientais, sendo, portanto, essencial para a sobrevivéncia da bactéria
durante a colonizacdo e a instalacdo da infeccdo (Li et al.,, 2015b). Embora alguns
aspectos da patogenicidade possam ser explicados pela producéo de toxinas e captacao
de ferro do hospedeiro, alguns fatores envolvidos com a sobrevivéncia da bactéria e sua
multiplicacdo rapida ainda permanecem desconhecidos (Lone et al., 2009).
descoberta do envolvimento de uma nova classe de reguladores génicos, os RNAs

reguladores, juntamente com a atividade da chaperona de RNA Hfq, podem desvendar
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rapida e precisa resposta da bactéria frente as variacdes no hospedeiro (Vogel & Lui
2011).

2.2. Regulacéo da expressao génica por pequenos RiNiAediada pela

proteina Hfq

As bactérias possuem inumeros mecanismos de regulde expressao
génica em resposta as variagfes do ambiente. Dd@acom a mudanca do meio
em que a bactéria se encontra, a célula deve pazate responder aos estimulos
externos rapidamente, coordenando a expressao gy@oim a necessidade da
célula. Portanto, a rapida resposta celular, qe®résequentemente orquestrada
pela regulacdo da expressdo génica, possibilitaagubactérias‘percebarii e
respondam de acordo com a necessidade da célulantmente em que se
encontram (Caswell et al., 2014). No caso de bagégratogéitas, a expressao
de genes envolvidos na viruléncia e resposta aess deve ser extremamente
regulada e direcionada, uma vez gqueecessaria uma interacao precisa e rapida
com o hospedeiro. Atualmente, é consenso que urtratégia pela qual um
patdogeno bacteriano regula a expressdo de seuss germtravés do uso de
pequenos RNAs reguladores (SRNA), que modulam aessfo de genes alvos
por intermédio de uma variedade de mecanismos mlaexs mediada por uma
chaperona de RNA conhecida como Hfq (Papenfort &a&la2010; Caswell et
al., 2014; Feliciano et al., 2016).

Os sRNAs envolvidos com viruléncia ja foram desxyittm diferentes
patdogenos bacterianos de interesse humano e aiiRealdy et al., 2012; Harris
et al., 2013; Ortega et al., 2014; Khandige et 2015; Pitman & Cho, 2015)
Essas moléculas estdo envolvidas na captura e issim de nutrientes, na
formacdo de biofilme, na comunicacao célula-célula, resposta a diferentes
condi¢cOes de estresse (limitacdo de nutrientespeéeatura pH, dano oxidativg,
aléem de estarem relacionadas com o estabelecim@atinteracdo patdégeno-
hospedeiro (Gripenland et al., 2Q10rtega et al., 2014). Muitos desses sRNAs
controlam a expressdo de genes alvos por ligacé@gaéncias complementares
ou parcialmente complementaresn mRNAs especificos, assim alterando a
estabilidade e/ou traducdo do mRNA (Storz et d113.



A classe mais estudada de pequenos RNAs reguladmm@preende o0s
sRNAs trans, que possuem complementariedade limitagde ligam a multiplos
alvos através de pequenas e imperfeitas interagiftes bases (Gripenland et,al.
2010). Nesse caso, os alvos sédo codificados em sdif@entes no genoma,
(Waters & Storz, 2009; Michaux et al., 2014eralmente, a fungdo de sRNAs
trans éaltamente dependente de chaperonas de RNA, quetéaciis interacdes
entre os RNAs, devido a complementariedade limitalizie o SRNA e 0 mMRNA
alvo (Beisel & Storz, 2010). A chaperona de RNA snaém descrita atualmente
€ a proteina Hfg, que além de favorecer a interagdve RNAs também é
responsavel por promover a estabilidade e aumeatondia vida de sSRNAs
(Storz et al., 201;1Vogel & Luisi, 201)).

2.3. A chaperona de RNAHfq

A proteina Hfqg foi identificada pela primeira veme& 972 como um fator
do hospedeironecessario para a replicagdo do fago QB em Escherichia coli
(Franze de Fernandez et al., 1972). Nesse casoliglfege a extremidade 3’ rica
em citosina da cadeia positiva do RNA viral, semdquerida para o inicio da
sintese da cadeia negativa do RNA viral (FranzeFdenandez et al., 1972;
Miranda et al., 1997). O primeiro relato do efegileiotropico dessa proteina foi
observado com a construgcdo de mutantes hfq em K, goe apresentou
alteracdes fenotipicas como diminuicdo da taxa WEsoimento, aumento do
tamanho celular e sensibilidade a luz ultraviol@taui et al., 1994). A partir da
sequéncia priméria de aminoacidos, estrutura edonkifq € considerada como
pertencente a superfamilia de proteinas (L)Sm, mtinedas tanto em procariotos
guanto em eucariotos (Mohanty et al., 2004; Scdfi&l Lynch, 2008). Além
disso, foi também demonstrada sua participacdoomapactacdo do DNA como

proteina de associacdo ao nucleoide (NAP) em hastéAliAzam et al., 1999).

A superfamilia de proteinas (L)Sm engloba as pnateiSm e Srlike que
sao conhecidas como proteinas (L)Sm, sendo encda#r&m todos os trés
dominios da vida (Sauer, 2013). Essas proteinacaéxterizadas pela presenca
de uma estrutura terciaria denominada dominio L&whgel et al., 2001). Em

bactérias, a proteina Hfg é altamente conservatapamente distribuida entre as



espécies, geralmente apresentando-se de forma Bexam(Sauer, 2013). O
dominio LSm é caracterizado por duas sequénciasecvadas conhecidas como
Sm1l e Sm2 presentes na regidao N-terminal (NTR)dsejue a sequéncia Sm1l
pode ser identificada em todas as proteinas (L)8nguanto que Sm2 pode
diferenciar entre as proteinas Hfq presentes entébas (Sauer, 2013). A
sequéncia Sm1 compreende as trés primeiras cadeias e a sequéncia Sm2 abranje

as cadeias B4 e B5. A regido NTR da proteina, que compreende aprodameente o
aminoacido 1 ao 72, é mais conservado entre asiespé a regido C-terminal
(CTR) varia significativamente tanto na sequéncé aminoacidos, quanto no
tamanho (Arluison et al., 2002; Weichenrieder, 2014

A regido NTR apresenta dois sitios principais dm¢éio ao RNA que
possuem preferéncias por sequéncias ricas em ademiruracilas. Esses sitios
sado conhecidos como distal e proximal e encontranes faces opostas da
proteina (Figura 1) (Fortas et al., 2015). O sik#oligacéo distal € conhecido por
reconhecer e interagir com sequéncias ricas em imaene caudas pok-
presentes em extremidades 3’°, encontradas em mRNAs e intermediarios de RNA
para degradacdo, respectivamente. Ja a face prbiigaase preferencialmente
as sequéncias internas ricas em uracilas e adeniakssionada com a interacao
com sRNAs (Link et al., 2009; Sauer, 2013). Pomanitifqg providencia o
pareamento de bases mMRNA/sRNA pela interacdo de AsRMa face distal e
sRNAs na face proximal, favorecendo o contato emgsas moléculas (Sauer
2013; Weichenrieder, 2014). Um terceiro sitio dgafido ao RNA, chamado de
sitio lateral, é importante para a atividade datgirea. No caso, essa regido
contribui na interacdo de sRNAs, permitindo a etfittdde do complexo (Sauer
et al., 2012).



Face distal

Figura 1: Estrutura cristalina do complexo Hfg/RydO. sRNA RydC interage com
Hfq na porcdo proximal da proteina através de interacbes com sequéncias internas

ricas em uracilas e adeninas do sRNA. Fonte: Dirnggivanni et al., 2014.

Esses sitios de ligacdo presentes na proteina aé@vados pela regido
conservada NTR, com a regidao CTR extendendo-sefpaaiado core da proteina,
de forma nado estruturada (Beich-Frandsen et all1ROEssa regido CTR, que
ocupa cerca de 1/3 da proteina em E. coli, padicia formacdo do hexamero e
na estabilidade da proteina (Arluison et al., 20@#icent et al., 2012). J& sua
relacdo na riborregulacdo ainda € controversa, wedaque a falta de uma regiao
CTR ainda permite a ligagado de Hfg com alguns RMABedeia eficientemente a
riborregulacéo. Entretanto, a falta de CTR podetaaf@a regulacdo de outros
sRNAs, uma vez que ha presenca de alguns residenotodda CTR que
interagem com alguns RNAs (Olsen et al., 2010;r&t al., 2012). O modelo de
Hfq esta representado na Figura 2, tanto o dominio LSm da proteina, quanto sua forma

oligomérica.
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Figura 2. Dobramento e oligomerizacdo do dominio LSm da proteina Hfg de
Salmonella typhimurium. (A) Homohexamero de Hfg, formado por interagbes entre as
cadeias B4 e B5 de duas subunidades adjacentes, que permitem uma montagem polar
com as por¢des N-terminais de cada monbmero, localizadas na mesma face do
oligbmero. (B) Dominio LSm, presente em proteinas (L)Sm como Hfq, constituido por
umaa-hélice Nterminal (al), seguida de cinco cadeias B (B1-5). Fonte: Weichenrieder,
2014.

A interagdo entre SRNA-mRNA alvo mediada por Hfgmpike ou bloqueia
0 acesso do ribossomo ao sitio de ligacéo do risnegRBS) ou o duplex mRNA-
SRNA pode ser marcado para a degradacao (Chao &lvV2§10). Como pode ser
observado na Figura, 31fq pode favorecer a ligacdo do sRNA na regido 5’UTR
(regido néo traduzida) do mRNA alvo bloqueandoaaugéo, ou essa ligacdo do
sRNA na regido 5’UTR pode desfazer estruturas secundarias que estdo bloqueando
RBS. Além disso, a ligacdo de Hfg com o sRNA podegygé-lo da clivagem por
ribonucleases, promover a clivagem de sRNAs e mREWss, ou estimular a
poliadenilacdo de um mRNA, o que leva a degradagaouma exoribonuclease,

sem o auxilio de sRNA (Vogel & Luisi, 2011
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Figura 3: Modelos de atividade da proteina Hfg. (A) A proteiHfq favorece
interacdo entre sRNA/mMRNA alvo, sequestrando RBSassim, bloqueando a
traducdo. (B) Hfg fornece estabilidade ao sRNA, edipdo sua degradacdo por
RNases. (C) Hfq favorece interacdo sRNA/mRNA aldirecionando ambos a
degradacdo por RNase E. (D) Hfq permite a ocoreédai traducdo por favorecer
pareamento entre SRNA/mMRNA, o que libera RBS e essw pelo ribossomo. (E)
Hfg pode estimular a poliadenilacdo de mRNAs, dineando-os para degradacao.
Fonte: Vogel & Luisi, 2011.

Muitas caracteristicas estruturais da proteinajéifsgo bem definidas, como
a formacao de um anel homo-hexamérico, forma essaegerce atividade durante
processos celulares (Arluison et al., 2002; Vogel L&isi, 2011). Estudos
demonstraram que mondmeros montam como hexamerasmeentracdes de 1 M
de proteina, tornando-se muito estaveis acima dessacentracfes (Panja &
Woodson, 2012). Além de formar hexameros, estratacamo multi-hexameros sao
encontradas quando h& altas concentracdes de nadigproximadamente pM),
sendo que essa forma inibe sua atividade de ligacRNAs (Lease & Woodson,

2004; Panja & Woodson, 2012).

Analises in vitro demonstraram que o hexamero estéquilibrio dinamico
com mondémeros e com multi-hexdmeros em condicoemais de crescimento
(Panja & Woodson, 2012). Além disso, outros parédosetiemonstraram a ligacao
de Hfg a RNAs em concentracbes menores das neesg#ara a formacdo do
hexametro, indicando a participacdo dos RNAs natagem do oligdbmero, havendo
ligacdo cooperativa (Panja & Woodson, 2012). Jareaenca de altas concentracdes
de RNA como substrato, a formacdo de multi-hexaméraesfavorecida uma vez

gue Hfg interage mais fortemente com RNAs do quesigm mesma (Panja &
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Woodson, 2012)Nesse caso, Hfg presumivelmente encontra-se ligadaN# ou
ao nucleoide, o que favorece hexadmeros e desfavoaedormacdo de multi-
hexameros (Fender et al., 2010; Panja & Woodsoh2)20

Além de sua funcdo como chaperona de RNA, Hfq gipgtina compactacao
do DNA, juntamente com outras NAPs como Fis e Hl{kder & Ishihama,
2015) Nesse caso, Hfq liga-se ao DNA com uma afinidad@or que com RNAs
(Geinguenaud et al., 2011). Sua atuacédo baseimssua atividade de ligacdo ao
DNA, levando a curvaturas que favorecem a compactagipndo, portanto, como
um repressor global da transcricdo para alguns sgefigsa curvatura ocorre de
forma néo especifica de sequéncia (Ali Azam et1#899) Hfq apresenta dispersao
heterogénea no nucleoide e estudos tém demonsaradportancia da proteina no
metabolismo do DNA, gerando supercoiling negativeivo, ou exercendo papel na
transcricdo e replicacdo eventualmente em casosrashsposicdo de elementos
moveis (Jiang et al., 2015).

J& é bem descrita a importancia de Hfq na respastastresse, possuindo
participacdo na regulacdo do gene rpoS, que cadificfator sigma de fase
estacionaria(s®) primario relacionado ao estresse (Soper & Woods2008).
Estudos ja deonstraram a auséncia do fator o> ou homoélogos em A
ple+uropneumoniae (Bossé et al., 2010). A expresiiapoS é regulada pela
formacdo de estruturas secundarias especificam-{etgps) préximas ao sitio de
inicio da traducdo, bloqueando o acesso do riboese, portanto, o inicio da
traducdo (Wang et al.,, 2011). Em situacbes de sssrecomo por exemplo, em
baixas temperaturas ou quando a célula atinge e datacionaria, SRNAs como
DsrA e RprA desfazem os loops que sequestram @ d&iinicio da traducdo por
pareamento de bases, permitindo o inicio da traldgdmRNA rpoSO anelamento
de DsrA e rpoS, por exemplo, requer o desenrolamdat stem-loops em ambos
RNAs, o que é facilitado por Hfg. (Majdalani et 2001; Lease & Woodson, 2004)

S

Além do fator ¢, outros fatores sigma estdo relacionados com a ipeotefq,

participando em processo da inducao de estresged@f et al 2015).

O fator sigma relacionado com resposta ao esteedsa-citoplasmatic@s®)
€ induzido pelo acumulo de proteinas de membranadotaadas no periplasma,

atuando na manutencdo da homeostase da célula éli,e2015a). Essa ativacdo
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ocorre através de cascatas proteoliticas que tibera® do fator anti-sigma RseA,
que o sequestra na membrana interna da bactéria. Um oF livre liga-se ao core da
RNA polimerase, reconhecendo promotores especiframsDNA e iniciando a
transcricdo (Osterberg et al., 2011). Em E. colutantes hfq sdo deficientes na
repressdo da expressdo de proteinas de membraraaxtdiada por 6= (Guisbert

et al., 2007). Em Salmonella® é encontrado como regulador da expressédo do gene
hfg em condicGes de estresse. Além disso, foi radetque parte da regulacéo pos-
transcricional mediada paer” é dependente de Hfg, com 20 a 30% dessa regulacéo
sendo possivelmente resultado da atividade de Hfge( al., 2015a) Bossé e
colaboradores (2010) demonstraram que a formacao bidilme em A
pleuropneumoniaé regulada por - e Hfq, onde Hfq reprime a expresséo do operon
pgarelacionado com a formacao de biofilme, em bab@wentracdes de™. Todos
esses dados evidenciam a participacdo de Hfq na regulacdo por & em diferentes

condicdes.

Quanto a sua localizacédo celular, aproximadamed¥e @a proteina Hfq esta
associada ao nucleoide e o restante distribuidaritjamente no citosol, com uma
porcédo localizada proxima a membrana celular istéBiestra et al., 2009; Jiang et
al., 2015). Essa localizacdo pode estar relaciocadaa regulacdo da expresséao de
proteinas da membrana externa, durante a fasei@sida, onde ocorre uma alta
concentracdo da proteina nessa regiao (Diestr&,e2(09). Hfq também aparece
interagindo com outras proteinas coagribossomaissupostamente associada com
a maquinaria de traducado (Talukder & Ishihama, 20&6j)n a RNA polimerase de
E. coli (Sukhodolets & Garges, 2003) e com proteida citoesqueleto bacteriano,
tendo envolvimento na regulac@ie proteinas de divisao celular (Zambrano et al.
2009).

Estudos sobre a concentracdo da proteina duraatescimento celular sdo
escassos. Kajitani e colaboradores (1994) demoastrgue ha uma concentracao
entre 30000 a 60000 moléculas de Hfg por céluléEdeoli e que a sintese da
proteina € maior na fase exponencial do que naefstseionaria, com 0 aumento da
proteina concomitante ao aumento na taxa de crestimcelular, sendo assim
considerada uma proteina relacionada com o crestimeHfq ainda aparece
exercendo sua proépria regulacdo, sendo autorregdad nivel traducional, com a
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propria Hfg ligamdo-se aregido 5°’UTR do mRNA hfq, inibindo a formagéo do
complexo de inicio da traducdo (Vecerek et al.,520@utra caracteristica da
proteina Hfg € sua capacidade de ciclagem com sRMAagner, 2013). No caso, a
ligacdo Hfg/sRNA é forte e Hfq pode ligar-se a warisRNAs diferentes e,
concomitantemente, com taxas de dissociacdo mentias. Na medida que a célula
necessita, um determinado sSRNA aumenta sua coagéoir o que pode
sobrecarregar o SRNA que estava saturando Hfgiantente, e liberando o sitio de

ligacdo para o proximo (Fender et al., 2010; Wagaet 3).

Essas informagdes entre outras em torno da impoa&papel de Hfg em A
pleuropneumoniae ainda permanecem indefinidas. eNesentido, estudos
relacionados com a expresséo de Hfg em A. pleuroporiae fazem-se necessarios
para entender o envolvimento desta proteina ndaefjio da expressdo génica nesse
patégeno, e como esse aspecto pode estar relaciaoad a viruéncia na bactéria
uma vez que ja se sabe que a deficiéncia da mesnsa atenuacao da viruléncia de
A. pleuropneumoniae em um modelo alternativo (Peretaal., 2015) e no
hospedeiro natural (Zhou et al., 2008). Neste denta abundancia desta proteina
nos diferentes sorotipos pode ajudar a explicarferahca de viruléncia que nao

pode ser explicada somente pela producéo de toxinas
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3. HIPOTESE

A expresséo da proteina Hfg em A pleuropneumoniae é diferencial de acordo

com a fase de crescimento celdar distinta entre os sorotipos deste patdgeno.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Investigar as caracteristicas estruturais e a expressdao da proteina Hfg em
diferentes sorotipos de A pleuropneumoniae.

4.2. Objetivos especificos
e Caracterizar in silico a proteina Hfg em A pleuropneumoniae.

e Investigar a relagdo filogenética entre proteinas Hfq de familias da classe
Gammaproteobacteria.

e Obter uma linhagem de A pleuropneumoniae sorotipo 1 que expresse a proteina
Hfq::3XFLAG.

e Comparar o crescimento de A pleuropneumoniae sorotipos 1, 8 e 15 linhagens
selvagens e hfq::3XFLAG.

e Avaliar a expresséo da proteina Hfq::3XFLAG ao longo do crescimento de A

pleuropneumoniae sorotipos 1, 8 e 15.
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5. METODOLOGIA

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Genética Molecular de
Micro-organismos, BIOAGRO, Departamento de Microbiologia na Universidade
Federal de Vigosa, UFV, Minas Gerais.

5.1 Microrganismos, condi¢des de cultivo e manutencéo

As linhagens de A. pleuropneumoniae (Tabégliodam cultivadas em caldo/agar
infusdo de cérebro e coracdo (Becton Dickinson (BD), S&o Paulo/SP -) Brasil
suplementado com 10 pg.ml™ de dinucleotideo de nicotinamida e adenina (BHI/NAD).

As células foram cultivadas em placa contendo agarNBx/ por 24 horas a 37 °C em
atmosfera de 5% de0,. Posteriormente, as células foram coletadas e suspendidas em
caldo BHI com 25% de glicerol e armazenadas em ultrafreezer a -80 °C para
manutencdo. A linhagem competente de E.I8HIba foi cultivada em caldo/agar Luria
Bertani (LB) (Himedia, Mumbai - india). As células foram cultivadas pelo crescimento
em placa por 24 horas em agar LB a 37 °C ou caldo LB por 24 horas sob agitadfao a
rpm a 37 °C. Em algumas condi¢des, o antibiotico cloranfenicol foi utilizado na
concentracdo de dg.mL™*. Linhagens WT e hfg::3XFLAG de todos os sorotipos foram
doadas pelo Professor Paul R. Langford - Imperial College/ London, exceto a linhagem
hfg::3XFLAG_cat sorotipo 1 que foi obtida nesse estudo.

Tabela 1 Linhagens de A. pleuropneumoniae utilizadas nesse estudo.

LINHAGENS CARACTERISTICAS

Sorotipo 1: Shope 4074 (WT) Linhagem referéncia do sorotipo 1 tipo selvagem

Linhagem contendo o cassete hfq marcado @mtiqueta
3XFLAG na regido 3’ e o gene (cat) que confere resisténcia
cloranfenicol.

Sorotipo 1: Shope 4074
(hfq::3XFLAG_cat)

Isolado clinico do sorotipo 8 tipo selvagem proveniente

Sorotipo 8 MIDG_2331 (WT) Reino Unido

Isolado clinico do sorotipo 8 com gene hfq marcado
etiqueta 3XFLAG na regido 3’ do gene e livre de marcadores de
selecao.

Sorotipo 8: MIDG_2331
(hfq::3XFLAG)

Sorotipo 15 HS143 (WT) Linhagem referéncia do sorotipo 15 tipo selvagem

Linhagem referéncia do sorotipo 15 com gene hfg marcado

Sorotipo 15:HS143 (hiq::3XFLAG) aetiqueta 3XFLAG na regido 3’ do gene.
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5.2. Caracterizacéo in silico da proteina Hfq de A. pleuropneumoniae

As sequéncias de aminoacidos correspondentes a proteina Hfq utilizadas neste
estudo foram obtidas a partir do banco de dados do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) e os respectivos nimeros de acesso estdo dispostos na
Tabela 2. As espécies utilizadas nas comparacdes filogenéticas sado pertencentes as
familias Pasteurellaceae, Enterobacteriacedébrionaceae, sendo estas da classe
Gammaproteobacteria, filo Proteobacteria. A escolha destas espécies esta associada a
relagcéo filogenética entre elas, de acordo com a sequéncia de amino&cidos da proteina
Hfq. Para as analises filogenéticas as sequéncias foram alinhadas utilizando re softwa
MEGAG6 (Tamura et al., 2013), a partir do ClustalW e a matriz Blossum (Thompson et
al., 2002). A arvore de méaxima verossimilhanca foi gerada utilizando software MEGA6
e a significancia foi acessada pelo método de bootstrap com 1000 repeticdes.
estrutura tridimensional da proteina Hfg de A pleuropneumoniae predita nesse trabalho
foi analisada pelo portal web Phyre2 para modelagem de proteinas, predicdo e analises
(Kelley et al., 2015).

Tabela 2 Numero de acesso das sequéncias de aminoacidos correspondentes a proteina
Hfq de diferentes espécies bacterianas utilizadas neste estudo.

Familia Espécie Codigo de acesso

A pleuropneumoniae sor. 1 str. 4074 EFM84424.1
A pleuropneumoniae sor. 2 str. 4226 EFM86688.1
A pleuropneumoniae sor. 3 str. JLO3 ABY70553.1
A pleuropneumoniae sor. 4 str. M62 EFM88885.1
A pleuropneumoniae sor. 5 str. L20 ABN75035.1
A pleuropneumoniae sor. 6 str. Femo EFL80970.1
A pleuropneumoniae sor. 7 str. AP76 ACE62701.1

Pasteurellaceae A pleuropneumoniae sor. 8 MIDG 2331 CUU53407.1
A pleuropneumoniae sor. 8 str. 460 KIE88186.1
A. pleuropneumoniae sor. 8 str. 518 KIE87989.1
A. pleuropneumoniae sor. 8 str. 597 KIE94744.1
A. pleuropneumoniae sor. 8 str. 780 KIE95015.1
A pleuropneumoniae sor. 8 str. 1022 KIE87793.1
A pleuropneumoniae sor. 8 str. 5651 KIE94049.1

A pleuropneumoniae sor. 9 str. CVJ13261 EFM93142.1

18



A pleuropneumoniae sor. 10 str. D13039 EFM95360.1

A pleuropneumoniae sor. 11 str. 56153 EFM97466.1

A. pleuropneumoniae sor. 12 str. 1096 EFM99672.1

A. pleuropneumoniae sor. 13 str. N273 EFN01748.1

A pleuropneumoniae sor. 15 str. HS143 N&o depositada

A minor str. 202 EEF15979.1

A suis str. ATCC 33415 AlJ31755.1

A succinogenes str. 130Z ABR74355.1
Pasteurellaceae A equuli WP_039197845.1

A capsulatus WP_018650831.1

A ureae WP_044024495.1

Haemophilus influenzae str. 86-028NP AAX87465.1

Pasteurella multocida AAQ13916.1

Mannheimia haemolytica str. M42548 AGKO00743.1

Aggregatibacter segnis str. ATCC 33393 EFU68022.1
Haemophilus parainfluenzae str. ATCC 3339 KFL98932.1

Escherichia coli str. F11 EDV64841.1
Salmonella enterica sor. Typhimurium AJG36529.1
Yersina pestis KIM D27 EFA48356.1
Enterobacteriaceae  gjepsiella pneumoniae str. Kb140 EYB77682.1
Enterobacter aerogenes str. EA1509E CCG32177.1
Proteus vulgaris KGA55981.1
Shigella dysenteriae str. 1012 EDX33268.1
Vibrio cholerae str. V52 KNH48641.1
Aliivibrio wodanis CED70371.1
Vibrionaceae Listonella anguillarum str. M3 AGU58663.1
Aliivibrio salmonicida str. LFI1238 CAQ80461.1

Photobacterium phosphoreum str. AIRZ00 CEO040488.1
Vibrio parahaemolyticus str. RIMD 2210633 NP 799196.1

5.3. Obtencdo da linhagem deA. pleuropneumoniae sorotipo 1 Shope 4074
(hfq::3XFLAG_cat)

A linhagem deA. pleuropneumoniae sorotipo 1 Shope 4074 hiq::3XFLAG_cat
foi obtida de acordo com a metodologia proposta por Bossé e colaboradores (2014). No
entanto, diferente das demais linhagens usadas neste trabalho, a transformacéo natural
foi conduzida com um cassete contendo o gene hfg em fase com uma etiqueta 3XFLAG
seguida de um gene que codifica resisténcia a cloranfenicol (gene cat) (Figura 4).
Inicialmente, o plasmideo pThfg_FLAG_cat foi usado para transformar EDId6t e
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os recombinantes foram selecionados em meio LB contendoug2®L’ de
cloranfenicol. O plasmideo foi obtido a partir do uso do kit Wizard® Plus SV Minipreps
DNA Purification System (Promega, Madison/Wisconsin - USA), posteriormente
linearizado coma endonuclease de restricdo Notl (Roche, Sdo Paulo/ SP - Brasil)
entdo 1ug de DNA linear foi usado para transformar naturalmente A pleuropneumoniae
sorotipo 1 linhagem referéncia Shope 4074, de acordo com as recomendacdes de Bossé
e colaboradores (2014). A selecéo dos transformantes de A pleuropneumoniae foi feita

em &gar BHI/NAD e cloranfenicol dg.mL™.

pThfgFLAGcat
5999bp

Figura 4: Plasmideo utilizado na obtencéo da linhagerpleuropneumoniae sorotipo
1 Shope 4074 hfg::3XFLAG_cat. O plasmideo apresenta o gene hfg com uma cauda
3XFLAG inserida na regiao CTR do gene, em fase com um gene cat. A imagem foi

gerada pelo software MacVector, 2013.

Para confirmar o sucesso da transformacéo, a técnica de PCR de colbnia foi
empregada utilizando primers especificos para o0os genes cat (confirmagcdo da
transformacaoke apxlV (confirmacdo da espécie) que correspondem aos genes que
conferem resisténcia a cloranfenicobdoxina ApxIV, respectivamente. Os primers
utilizados foram: cat_f (5GGT ACA AGC GGT CGG CAA TAG TTA CC3), cat_r
(5°GGA AGT GCG GTA TGC CGT AACST), apxIV_d&({GAA TTC ACC TGA GTG
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CTC ACC ACC3), apxlV_upg' GAC GTA ACT CGG TGA TTG ATJ’). Colbnias
transformantes obtidas a partir de agar BHI/NAD - cloranfenicelgnL™® foram
suspendidas em agua padrao biologia molecular e submeti@as@ por 10 minutos.

A PCR foi realizada utilizando 1,25 U de DNA polimerase GoTaq (Promega,
Madison/Wisconsin - USPAem volume final de 25 pL de reacédo, contendo 1,5 mM de
MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 0,2ilM de cada primer (cat r/cat f ou
apxIV_up/apxIV_do)e 5 uL da cultura fervidaOs ciclos empregados na técnica de
PCR de colbnia foram: Desnaturagéo inicial 94 °C poniButos, anelamento dos
primers a 60 °C (para apXl¥ 56 °C (para cat) por 45 segundos e um numero de 35
ciclos com extensdo a 72 °C por 1 minuto, seguidos por uma extensao final de
minutos a 72 °C. Os amplicons obtidos foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1%. Os seguintes controles experimentais foram usados na PCR: DNA
gendmico de A. pleuropneumoniae sorotipo 1 tipo selvagem (controle negativo), DNA
gendmico de A pleuropneumoniae sorotipo 1 Shope ABTgt:catsacB que possai

gene cat no genoma (controle positivo) e uma reagdo sem DNA (branco). Pava reaca
de PCR para o gene apxIV foram utilizados os seguintes controles: DNA gendémico de
A. pleuropneumoniae sorotipo 1 tipo selvagem (controle positivo), DNA total de A
pleuropneumoniae linhagem referéncia HS143 sorotipo 15 (controle posididg),
gendmico de E. colDH5a (controle negativo) e reagdo sem DNA (branco). Em todo o
procedimento, as mesmas colbnias foram utilizadas em todas as reac¢des. Dentro da
célula, esse plasmideo linearizado sofrerd recombinacdo homodloga, permitindo a
insercdo do gene hfg contendo a etiqueta 3XFLAG em sua regido C-terminal no
genoma. Nesse caso, se ndo houver recombinacéo, o cassete sera degradado, ndo send

possivel sua replicacdo autbnoma dentro da célula.

5.4. Avaliacdo do crescimento das linhagens WTe hfg:3XFLAG de A.

pleuropneumoniae sorotipos 1, 8 e 15

As linhagens WT e hfq::3XFLAG correspondentes aos sorotipos 1, 8 e 15 foram
cultivadas inicialmente em agar BHI/NAD a 37 °C / £&% por 24 horas, para
obtencdo da massa celular utilizada nos experimentos. As colbnias foram
ressuspendidas em PB3?hosphate Buffer Saline (P4417 - Sigma-Aldrich, S&o Paulo/
SP- Brasil) com densidade Optica a 600 nm inicial de &fttram inoculadas em 100
mL de caldo BHI/NAD. A cultura foi mantida a 37 °C e em constante agitacdo de 150
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rpm por 12 horas. O crescimento foi monitorado por medida da turbidez no aparelho
Ultrospec 10 (GE Healthcare Life Sciences, S&o Paulo/ SP - Brasil) sob comprimento de
onda de 600 nm. Nas primeiras 5 horas, o crescimento foi investigado a cada 30
minutos e nas 7 horas restantes de 1 em 1 hora. Com o uso de aparato especializado, 0s
sistemas permaneceram fechados e foi retirado apenas 1 mL de amostra/tempo, o que
permitiu a manutengdo das condi¢cfes de crescimento e evitou possiveis contaminacgdes.

Esse procedimento foi realizado com réplicas experimentais e em triplicata bioldgica.

5.5. Expresséaoda proteina Hfg em A. pleuropneumoniae sorotipos 1, 815

Os niveis intracelulares de Hfg foram determinados utilizando as linhagens
hfg::3XFLAG de A pleuropneumoniae sorotipos 1, 8 e 15 em diferentes fases de
crescimento em meio BHI/NAD a 37 °C, de acordo com as curvas obtidas no item 5.4
Colbnias correspondentes as linhagens hfg::3XFLAG de cada sorotipo foram cultivadas
por 24 horas em placas de &gar BHI/NAD e foram inoculadas em 50 mL de meio
BHI/NAD, com densidade Optica inicial de 0,1. A cultura foi mantida a 37 °C e em
constante rotacdo de 150 rpm por 12 horas. Em tempos determinados (1, 2, 3, 4, 6, 8 e
12 horas), aliquotas da cultura foram removidas para avaliagdo da abundancia de Hfq
por Western Blotting (descrito no item 5.5.3.). Por essad&#wii possivel determinax
concentracdo de Hfg nas diferentes fases de crescimento e o periodo de crescimento
onde houve maior acumulo da proteina. Para a deteccao da proteina Hfg nesta andlise,
foi utilizado o anticorpo monoclonal ANTI-FLA®?2 (F1804- Sigma-Aldrich, S&o
Paulo/ SP - Brasil

5.5.1. Obtencéo do extrato protéico e quantificacdo

As células cultivadas nas condi¢cdes pré-determinadas anteriormente foram
recolhidas por centrifugacdo a 90Q0g por 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante
descartado. As células foram lavadas PBS 1X e centrifugadas a 9000 g por 20
minutos. Apoés lavagem, foi adicionadariL de tampéo de lise (Tris 20mM e EDTA
1mM, pH 7,4), as células foram homegeneizadas manualm#aresferidas para tubos
contendo beads (Matrix BMpBio, Park Hilton/ Derby- United Kingdom), que foram
levadas a homegeneizador Precellys 24 (Precellys, San Mateo/ Califérnia - USA) por 30
segundos a 4000 rpm. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 10000 x g por 30

minutos a 4 °C. O sobrenadante foi recolhido e mantido a -80 °C até o momento de uso
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Para quantificacdo protéica de cada extrato, foi utilizado o método de Bradford (Bio-
Rad, Hercules/ Califérnia USA), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Uma
curva com albumina soro bovino (BSA) (A4503 - Sigma-Aldrich, Sdo Paulo/ SP -

Brasil) foi utilizada para obtencdo da curva padrdo no comprimento de onda de 595 nm.

5.5.2. SDS-PAGE e NuPAGE

Apoés quantificacdo, as proteinas foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida. Para analises comparativas de expressao de Hfg, foram usados 10 pg
dos extratos protéicos totais dos sorotipos analisados correspondentes a cada tempo
investigado. As amostras (1) foram adicionados tampdo de amostra [52,5% agua
deionizada, 12,5% de Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8), 10% glicerol, 20% SDS (10%) e 5% de
azul de bromofenq1%)] 4x, fervidos por 10 minutos e aplicadas em gel desnaturante
SDS-PAGE 12% de 1 mm de espessura com empilhamento,geefdarado de acordo
com Sambrook & Russel (2001). A corrida eletroforética foi conduzida a uma voltagem
constante de 120V por 1 hora e 30 minutos em um sistema mini-PROTEAN Tetra Cell
(Bio-Rad, Hercules/ Califérnia- USA). Apo6sa corrida, os géis foram corados com
solucdoCoomassie (0,50 g de coomassie, h0de metanol e 2L de acido acétm)

e descorado com solugdo descorante (acido acético 8% e etanol 25%). Nesse caso, o gel
apresenta SDS, além do tampdo de corrida e de amostra, fornecendo assim uma
condicdo desnaturante durante a separacao das proteinas. Para analises de expresséao d
Hfg, 10 ug dos extratos proteicos totais de cada tempo dos sorotipos analisados foram
separados em sistema de gel semi-desnaturante NUPAGE Bolt 4-12% Bis-Tris Plus
(BG04120BOX- Thermo Fisher Scientific, Carlsbad/ Califérnia - USA), utilizando o
aparato Bolt Mini Gel Tank (B4477599 - Thermo Fisher Scientific, Carlsbad/
Califérnia - USA), seguindo as instrucdes do fabricante. Nesse caso, 0 gel hdo possui
SDS e apenas o tampéo de corrida e de amostra que possuem, assim fornecendo uma
condicdo semi-desnaturante durante a separacado das proteinas. Em ambos os casos, fo
utilizado o marcador pré-corado SeeBlue Plus2 (LC5925 - Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad/ Califérnia - USA

5.5.3. Western Blotting

A partir do extrato proteico total, foi avaliada a expressaopibteina
Hfq::3XFLAG durante o crescimento celular de cada sorotipo analisado e foi

comparada a expressao de Hfq::3XFLAG entre os sorotipos em condi¢cdes desnaturantes
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foi realizada. Apds separacdo das proteinas por NUPAGE ou SDS-PAGE, as proteinas
foram eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose iBlot 2 NC Regular Stacks
(IB23001 - Thermo Fisher Scientific, Carlsbad/ Califérnia - USA), utilizando o sistema
iBlot 2 de transferéncia semi-seca (IB21001 - Thermo Fisher Scientific, Carlsbad/
Califérnia - USA), seguindo as instrucfes do fabricante. Seguido a transferéncia, a
membrana foi bloqueada com solucdo de BSA 3% por 10 horas. Apéds bloqueio, a
membrana foi tratada com anticorpo primario monoclonal ANTI-FEMZ (F1804 -
Sigma-Aldrich, Sdo Paulo/ SP - Brasil) por 45 minutos sob agitacdo leve, em
temperatura ambiente. A membrana foi lavada com TBBs-buffered saline (TriS0

mM, NaCl 150 mM) trés vezes por 5 minutos e incubada com anticorpo secundario
Anti-Mouse 1gG peroxidase (A9044 - Sigma-Aldrich, S&o Paulo/ SP - Brasil) por 45
minutos sob leve agitacdem temperatura ambiente. A membrana foi lavada trés vezes
em TBS com TWEEN 20 0,05% por 5 minutos e revelada utilizando reagente de
deteccdo Amersham ECL (RPN2209 - GE Healthcare, Sdo Paulo/ SP - Brasil), seguindo

as recomendacdes do fabricante.

5.6. Andlises estatisticas

Para analisar o crescimento celular das linhagens WT e hfq::3XFLAG a média
do coeficiente angular da equacdo da regressdo linear, obtida a partir da fase
exponencial das curvas de crescimento, foi expressa como velocidade especifica de
crescimento (p) e analisadas quanto a similaridade por ANOVA com nivel de
significancia de 5%. A massa molecular do mondmero e do oligbmero de Hfqg foi
estimada com base na migracdo da mobilidade relativa da proteina em gel de
poliacrilamida em condi¢cdes semi-desnaturantes. A equacéo de regressao foi construida
com base nas proteinas do padrdo de massa molecular SeeBlue Plus2 (LC5925 -
Thermo Fisher Scientific, Carlsbad/ Califérnia - USA). A densidade das bandas obtidas
foi analisada pelo software Image J (Schneider et al., 2012), que permitu a quantificacéo

relativa do acumulo da proteina Hfqg em cada tempo de crescimento investigado.
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6. RESULTADOS

6.1. Caracterizacao in silico da proteina Hfq de A. pleuropneumoniae

A proteina Hfgde todos os sorotipos dA pleuropneumoniae apresenta 92
aminoacidos, ponto isoelétrico de 9,6 e massa mlalede aproximadamente 12 kDa, com
os dominios Sm1 e Sm2 especificos da familia gestaina abrangendo uma porcao de
aproxinadamente 70 aminoacidos da proteftm intermédio de andlises comparativas
entre os sorotipos e entre diferentes linhagens géeuropneumoniae sorotipo 8, a partir
de alinhamentos mudltiplos de sequéncias utilizandwace MEGAG6 e ClustalW, pode-se
confirmar, como esperado, uma conservacao de 98%dm o alinhamento da sequéncia
de Hfq entre os sorotipos e identidade de 100% asttinhagens do sorotipo 8 (Figura 5).
Essse resultado ja era esperado, uma vez que efmloss do mesmo sorotipo,
diferenciando apenas em aspectos fisiologicos e nmégde viruléncia. Os sorotipos 1, 8 e
15 utilizados nesse trabalho apresentam 100% dtddde na sequéncia de aminoacidos e,
portanto, possuem a proteina Hfq idéntieartanto, pode-se afirmar que a proteina é
conservada entre os sorotipos da bactéria e afdgrerdes isolados de um mesmo sorotipo

deA pleuropneumoniae.
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Figura 5: Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da protdfganos diferentes
sorotipos de A pleuropneumoniae. As posicoes gl@nidas de acordo com o0 esquema de
cores MEGAG/Clustal: glicinas séo rosa; prolinaamgnoacidos polares positivos azuis;
aminoacidos hidrofilicos em amarelo; aromaticosvende fluorescente e ciano; polares
negativos em vermelho; e polares neutros em vésl@struturas secundarias retratadas
correspondem aquelas observadas na estruturdir@istea Hfq de E. coli (Sauter et ,al.
2003) com folhas P representadas como seta para a direita ¢ a-hélice como divisas para a
direita. NTR e CTR estdo representados na pord@oonda imagem, bem como os
dominios Sm1 e Sm2. Os dominios e regides de hfpreditos pelo portal web Phyre
2.

A andlise da estrutura tridimensional do mondémero da proteina Hfg em A
pleuropneumoniaeonfirmou a presen¢a do dobramento conservado composto por uma
a-hélice Nterminal seguida por cinco cadeias P, sendo os elementos da estrutura
secundaria separadas por cinco estruturas secundarias do tipo loops, e estes de tamanho:
variados como ja encontrado para outros micro-organismos como Salmonella
Typhimurium (Figura 6). A regido CTR variavel € desordenada e estende-se para fora
da estrututura. Analisando a estrutura da proteina Hfq com a calda 3XFLAG inserida
em sua regido CTR, pode-se notar que essa insercdo ndo alterou a conformacéo da
proteina. As substituices aparentes nos aminoacidos 75 e 76 de Hfg dos sorotipos 3 e
12 apresentados na Figura 3 nao influenciaram na conformacdo da proteina, quando
analisadas as respectivas estruturas tridimensionais (dados ndo mostrados). E importante
ressaltar que a estrutura tridimensional predita para Salmonella Typhimurium (Sauer,
2013) foi obtida através de analises cristalograficas eaqastrutura obtida para A
pleuropneumoniae no presente trabalho foi preditsfgroamenta baseada na web para

prever e analisar a estrutura.
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Figura 6: Estrutura tridimensional da proteina Hfg em Salmonella ifyotium e A
pleuropneumoniae. Aj Estrutura tridimensional do mondémero de Salmonella
Typhimurium (Sauer, 2013)B(e C) Estrutura tridimensional predita do mondémero de
Hfg em A pleuropneumoniae sem insercdo de cauda 3XFLBYGe(com cauda
3XFLAG inserida na regiao CTRC}. Dominio LSm, presente em proteinas (L)Sm como
Hfq, constituido por uma a-hélice Nterminal (al), seguida de cinco cadeias B (B1-5),
com os elementos de estrutura secundaria separados pooopsdé tamanhos variados
(L1-5). Estruturas preditas pelo portal web Phyre2.

Nas diferentes espécies do género Actinobacillus, a proteina Hfq apresenta uma
NTR conservada, sendo que as espécies apresentaram divergéncias significativas na
regido CTR da proteina (Figura 7). Nesta andlise, foi possivel verificar que
Actinobacillus succinogenes, além de apresentar variacdo de sequéncia na regido CTR,
apresentou também uma sequéncia maior, com 99 aminoacidos, diferente das outras
espécies que apresentam uma proteina Hfg de 92 aminoacidos. Essas espécies possuen
hospedeiros variados e esse fator pode estar relacionado com a diferenca na regido CTR
em numero e composicao. Diante dessa diversidade de hospedeiros e func¢des, quanto
mais distante a espécie, maior € a variagdd® TR, considerando qua NTR seja

conservada entre 0s organismos.

27



»»» — — i ﬁv

50

A. pleuropneumonice v~||||L||iw|nL|||| Mzmn | T8 ilrmlll ||M||~ri|w| ||v|i||| T | 1

A.suis o A O A v R v R S B DR - - B AR B -
Aueene ot 11| o T8 o e (T T e | R O T o (T III Bk IIII i---
A.succinogenes v NG EE- 0NN - -8 0000 B 0= v oo DRAVR 06> - BE v DR RRANNR- RN CA00- - 1~ B- RRRNNANR- 1
A. equuli o RN N B DN v - DR S < R - O R B L E
AtapsIRDs A AR R v O B v AR e R D AR - B R v D
A. minor o N O R v A R v - v e - B v RN - SRR - R v 0
Smil Sm2
Regido N-terminal T Regido C-terminal

Figura 7: A proteina Hfg em diferentes espécies do género Actinobacillus. As posicdes
séo coloridas de acordo com o esquema de cores EG&GAtal: glicinas séo rosa,;
prolinas e aminoéacidos polares positivos azuis;naatidos hidrofilicos em amarelo;
aroméaticos em verde fluorescente e ciano; polares vagatin vermelho; e polares neutros
em verde. As estruturas secundarias retratadassporrdem &aquelas observadas na
estrutura cristalina de Hfq de E. coli (Sauterle2803) com folhas B representadas como

seta para a direita ¢ a-hélice como divisas para a direita. NTR e CTR egeesentados na
porcéo inferior da imagem, bem como os dominios 8r8in2. Os dominios e regifes de
Hfg foram preditos pelo portal web Phyre 2.

As sequéncias de aminoacidos da proteina Hfg de espécies de interesse médico e
veterinario da classe Gammaproteobacteria foram analisadas, e como esperado, foi
verificada uma alta identidade/similaridade de aminoacidos na regido NTR (Figura 8).
Comparando-se as sequéncias de Hfg de A pleuropneumoniae, Ee \dbliio
cholerae, 68 aminoacidos da regido NTR foram idénticos, no entanto estas sequéncias
apresentam diferentes tamanhos, sendo a proteina Hfq de E. coli com 102 aminoécidos,
a de V. choleare com 87 aminoacidos e como apresentado anteriormente a de A
pleuropneumoniae com 92 aminoacidos. Como descrito na lrigratwve variacdes
importantes na regido CTR, tanto na composicdo quanto na extensdo. Quando foi
comparada a variagdo de aminoacidos e extensdo da CTR dentro da mesmaafamilia,
diferenca foi pequena. Esse resultado ja era esperado uma vez que NTR engloba a
regido de atividade da proteina (dominios Sm1 e @m2egido TR muito variavel,
embora néo se tenha um consenso sobre a sua funcao, esta pode ser espécie especifica

regular a funcdo da proteina.
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Figura 8: Alinhamento de sequéncias da proteina Hfg de diferentes familias da classe
Gammaproteobacteria. As posicoes sao coloridas de acordo cequema de cores
MEGAG6/Clustal: glicinas sdo rosa; prolinas e amim@s polares positivos azuis;
aminoacidos hidrofilicos em amarelo; aromaticosvende fluorescente e ciano; polares
negativos em vermelho; e polares neutros em vésl@struturas secundarias retratadas
correspondem aquelas observadas na estruturdir@istea Hfq de E. coli (Sauter et ,al.
2003) com folhas P representadas como seta para a direita ¢ a-hélice como divisas para a
direita. NTR e CTR estdo representados na pord@doinda imagem, bem como os
dominios Sm1 e Sm2. Os dominios e regides de héfpreditos pelo portal web Phyre

2.

A andlise filogenética mostra a relagdo entre Hfqg de membros da familia
Pasteurellaceae com espécies de outras familias da classe Gammaproteobacteria,
baseado na sequéncia de aminoacidos de Hfg. A arvore apresentada na Figura 9 mostra
a presenca de um ancestral comum entre as espécies e que as proteinas Hfg alinhadas
agrupam de acordo com a familia, por exemplo, Hfg de A pleuropneumoniae agrupa
com Hfg de outras espécies da familia Pasteurellaceae ou E. coli agrupa com outras
espécies da familia Enterobactereaceae. A maioria das espécies analisadas da familia
Vibrionaceae se agrop de acordo com seu hospedeiro. Patdbgenos humanos como
Vibrio parahemolyticug V. cholerae irradiaram do mesmo ramo da arvore, assim como
0s patogenos de vertebrados aquaticos Aliivibrio wodamsromonas salmonicida.

Esse perfil se repete com as espécies da familia Pasteurellaceae, com espécies
patogénicas de suinos, como A. pleuropneumoeiée suis, dispersando do mesmo

ponto, e patdgenos humanos como Haemophilus influereaélaemophilus
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parainfluenzae se agrupando no mesmo clado. As espécies patogénicas em humanos da
familia Enterobacteriaceae apresentaram uma proximidade maior, com as ramificacdes
mais estreitas, mostrando que provavelmente as caracterisitcas de Hfg dessas espécies
sdo mais proximas. Além dessas caracteristicas, espécies da familia Vibrionaceae se
agruparam mais préximas da familia Pasteurellaceae, o que indica uma maior

similaridade entre a proteina desses patdégenos destas familias.

Vibrionaceae

=<

3
@
z

Suegn
A
d

0.0z —

Pasteurellaceae

Figura 9: Arvore filogenética baseada na sequencia de aminoacidos da proteina Hfq de
espécies das familias Enterobacteriaceae, PasteurellacEéaterobacteriaceae. A

arvore foi obtida a partir do software MEGA6 com significancia acessada pelo método
de bootstrap com 1000 repeticdes. Os nameros indicam a porcentagem de suporte, mas
somente aqueles iguais ou superiores a 50%. As sequéncias utilizadas nesta analise
estéo listadas na Tabela 2.
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6.2. Obtencdo da linhagem deA. pleuropneumoniae sorotipo 1 Shope 4074
(hfq::3XFLAG_cat)

A analise da expressédo de proteinas de interesse é muito utilizada em estudos na
busca do entendimento de mecanismos reguladores, acdo e comportamento de
determinada molécula no metabolismo celular. Uma forma de analisar a expresséo de
proteinas é utilizando técnicas de DNA recombinante, inserindo marcac¢des na proteina
de interesse para deteccdo, expressdo e purificacdo da proteina recombinante. Nosso
estudo teve como foco analisar a expressao de Hfg em trés sorotipos diferentes: sorotipo
1, 8 e 15. O sorotipo 1, tido como altamente virulento, sorotipo 15, considerado de
viruléncia moderada a baixa e o sorotipo 8 com viruléncia moderada e com

predominancia nas granjas de Minas Gerais, Brasil e no Reino Unido.

Em estudo anterior realizado pela professora Denise Mara Soares Bazzolli,
obteveram-se o0s recombinantes da proteina Hfq com a etiqueta 3XFLAG para os
sorotipos 8 e 15, estes livres de marcadores de selecdo, obtidos de acordo com a
metodologia proposta por Bossé e colaboradores (2014). Para analise comparativa dos
trés sorotipos, fez-se necessaria a obtencdo de recombinante hfq::3XFLAG do sorotipo
1. Nesse trabalho, a transformacg&o natural do sorotipo 1 SW6pef¢i realizada
obtendoseuma coldnia transformante em &gar BHI/NAD com cloranfenigaj.inL™,
sendo esta confimada por PCR a partir da detecgédo dos amplicons correspondentes aos
genes cat, presente no cassete inserido, dVapesente no genoma de A
pleuropneumoniae, que expressam resisténcia a cloranfenicol e toxina ApxIV,

respectivamente (Figura 10).
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Figura 10: Confirmag&o da obtenc&o da linhagem de A pleuropneumoniae sorotipo 1
hfg::3XFLAG_cat.(A) PCR de col6nia utilizando os primers apxlV_up e apxIV_down
para a toxina ApxIV. M: marcador 100 bp DNA Ladder (Promega), C+*: controle
positivo: DNA gendémico de A pleuropneumoniae sorotipo 1 tipo selvagem e DNA total
de A pleuropneumoniae linhagem referéncia HS143 sorotipo 15, C-: controle negativo:
DNA gendmico de E. colDH5a e B: branco: reagao sem DNA. (B) PCR de col6nia
utilizando os primers cat_F e cat_R. M: marcador 100bp DNA Ladder (Promega), C+
controle positivo: DNA gendémico de A. pleuropneumoniae sorotipo 1 Shope 4074
Ahfg::catsacB que possui 0 gene cat no genoma, C- DNA genbmico. de A
pleuropneumoniae sorotipo 1 tipo selvagem, B branco: reacdo sem DNA. 1-5 (ambas
reacdes): diferentes colonias.

6.3. Avaliacdo do crescimento das linhagens WT e hfg:3XFLAG de A.

pleuropneumoniae sorotipos 1, 8 e 15

Neste estudo o crescimento de A pleuropneumoniae sorotipos 1, 8 e 15
linhagens selvagem (WT) e hfg::3XFLAG foi investigado, com o intuito de: i)
investigar se a insercdo da cauda FLAG influenciava no perfil de crescimento celular,
quando comparadd linhagem WT dos sorotipos analisados e ii) investigar a expressao
da proteina Hfg nos sorotipos 1, 8 e 15 e constatar se ha diferenca no perfil e no
acumulo de Hfg nesses sorotipos. Todas as linhagens recombinantes analisadas neste
trabalho apresentam a cauda 3XFLAG inserida na extremidade carboxi-terminal da
proteina Hfq (MAKGQSLQDPYLNALRRERIPVSIYLVN
GIKLQGQIESFDQFVILLKNTVSQMVYKHAISTVVPARSVSHNNGGTSHTQQAP
AVEAVADKA GTDYKDHDGDYKDHDIDYKDDD DK), inserida ap6s o ultimo
codon da ORF e é finalizada com o mesmo codon de parada usado para a finalizagédo da

traducéo desta proteina nos sorotipos de A pleuropneumoniae investigados.

Como pode ser visualizado nas Figuras €lTabela 3, todos os sorotipos
investigados n&o apresentaram diferengcas significantes em relacdo ao perfil de

crescimentoe avelocidade de crescimento quando comparadas as linhagens WT e
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hfg::3XFLAG do mesmo sorotipo (ANOVA, p>0,05). Quando comparada a velocidade
especifica de crescimento por ANOVA entre linhagens WT dos diferentes sorotipos e
linhagens hfq::3XFLAG dos diferentes sorotipos, encontra-se um p<0,05, indicando que

0 cada sorotipo apresenta uma velocidade de crescimento especifca diferente, embora

sem diferencas entre as linhagens WT e hfg::3XFLAG do mesmo sorotipo.
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Figura 11: Perfil do crescimento celulared. pleuropneumoniae sorotipos 1, 8 e 15.

As linhagens WT e hfq::3XFLAG correspondentes aos sorotip83, k¢rotipo 8 B) e

sorotipo 15 C) de A pleuropneumoniae foram cultivadas por 12 horas em meio
BHI/NAD a 150 rpm/37 °C. As figuras a esquerda representam a curva de crescimento
em log da densidade Optica de células e a direita as velocidades especificas de
crescimento de cada sorotipo, representadas pelo coeficiente angular da equacao da
regressao linear.
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Apesar dos sorotipos apresentarem velocidades especificas de crescimento
distintas entre si, o perfil do crescimento celular foi similar. As linhagens apresentaram
uma fase lag de crescimento, uma fase log, onde pode-se determinar a velocidade
especifica de crescimento e fase estacionaria. Essas duas ultimas fases citadas ainda
estdo divididas em inicial, intermediaria e tardia, de acordo com uma curva de

crescimento bacteriana tipica em um sistema fechado (Figura 11).

Tabela 3: Velocidade especifica de crescimento de A pleuropneumoniae sorotipos 1, 8
e 15. Valores da velocidade especifica de crescimento dos sorotipos analisados, obtidos
a partir de trés réplicas bioldgicas.

Velocidade especifica de crescimento th

Sorotipo 1 Sorotipo 8 Sorotipo 15
WT hfg::3XFLAG ~ WT hfg::3XFLAG WT hfg::3XFLAG
Réplica 1 0,2523 0,2554 0,277 0,2783 0,2046 0,2094
Réplica 2 0,2604 0,2565 0,2765 0,2732 0,2084 0,2132
Réplica 3 0,251 0,2336 0,2773 0,2734 0,2128 0,1936
Média 0,2545 0,2485 0,2769 0,275 0,2066 0,2054

6.4. Expresséao da proteina Hfg por A. pleuropneumoniae sorotipos 1, 8 e 15

A proteina Hfq, como descrito anteriormente, participa efetivamente da
regulacdo da expressdo génica. Portanto, muito se sabe sobre sua estrutura, composicao,
atividade e expressdo nos diferentes organismos. Entretanto, pouco se sabe sobre Hfq
em A pleuropneumoniaesua respectiva expressao nesta bactéria. Com o objetivo de
elucidar o perfil da expressdo da proteina Hfq durante o crescimento de A

pleuropneumoniae sorotipos 1, 8 e 15 a técnica de Western Blotting foi empregada.

Desta forma, as linhagens hfq::3XFLAG do sorotipo 1, 8 e 15, que foram
cultivadas por 12 horas, e os extratos proteicos intracelulares correspondentes a cada
fase de crescimento foram obtidos. As proteinas totais foram separadas em sistema de
gel NUPAGE (Life Tecnhologies) em condi¢cbes semi-desnaturandesilisadas por
Western Blotting, utilizando anticorpo monoclonal Anti-FLAG. Como esperado,
proteina foi detectada apenas nas linhagens hfq::3XFLAG em todos o0s sorotipos
investigados, confirmando a especificidade do anticorpo e a presenca do epitopo nas

proteinas Hfg de A pleuropneumoniae (Figura EBn tods os sorotipos investigados,
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a expressao de Hfq::3XFLAG foi avaliada nos seguintes tempos: 1, 2, 3 e 4 horas, que
representam a fase loeginicio, intermediaria e final; 6 horas que representa a fase
estacionaria inicial, 8 horas a fase estacionaria intermediaria e 12 horas a fase

estacionaria tardia.

Por intermédio da avaliacdo da mobilidade relativa da proteina em gel de
poliacrilamida em condi¢cdes semi-desnaturantes, as massas mekxnlanmonémero e
do oligbmero de Hfg foi estimada baseadas na equacdo de regressdo construida com
base nas proteinas do padrdo de massa molecular do marcador utilizado nas analises. O
mondmero apresentou massa molecular de 12s5 de acordo com a massa molecualr
predita para A pleuropneumoniae, e o hexamero com massa molecular de 51,5 kDa em
todos os sorotipos. O uso do gel semi-desnaturante permitiu analisar a expressao de
mondmeros e hexameros. No sorotipo 1, ha um equilibrio no acimulo de Hfqg, tanto de
mondmeros quanto hexameros. Entretanto, houve maior acimulo da proteina no tempo
de 6 horas, que corresponde a fase estacionaria inicial (Figura 12). No tempo de 1 hora
que corresponda fase lag, ja se pode verifcar acimulo da proteina. O acumulo de
mond&meros variou durante o crescimento celular e a montagem do hexamero também
apresentou oscilagdo, com maior acumulo no periodo de 6-8 horas de crescimento,

correspondente a fase estacionaria de crescimento.

Em relacdo ao sorotipo 8, verifica-se um maior acumulo da proteina de Hfg nos
tempos de 6 e 8 horas de crescimento, como observado no sorotipo 1, no entanto com
um maior abundancia da proteina no tempo de 8 horas (Figura 12). Nessa fase de
crescimento, a célula encontra-se na fase estacionaria e faz-se necessaria a d&pressao
genes relacionados com o estresse, uma vez que a célula se encontra em um meio com
baixa concentracdo de nutrientes, pH alterado, entre outros fatores. O mondmero
manteve-se praticamente constante durante todo o crescimento da bactéria, podendo ser
observado um aumento gradual na formacdo de hexameros, que atinge o0 maximo no
tempo de 8 horas, apesar de no periodo de 6-8 horas ter ocorrido um acumulo

equilibrado entre os mondmeros e os hexameros de Hfg neste sorotipo.

No sorotipo 15 observou-se um aumento na expressao de Hfg conforme a
progressao do tempo de crescimento, com uma maior expressao de proteina no tempo
de 8 horas (Figura 12). Esse resultado, que corresponde a fase estacionaria da bactéria, é

similar ao encontrado em A. pleuropneumoniae do sorotipo 8 anteriomente analisado.
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No sorotipo 15, a expressdo de hexameros ocorre de foma quase estavel, com uma
expressdo pouco mais acentuada nos tempos de 1 e 8 horas. Como mencionado
anteriormente, ha necessidade de uma maior expressao da proteina na fase estacionaria,
uma vez que mutantes no gene hfgq apresentam deficiéncia na resposta ao estresse, e €
justamente nesse momento que a célula sofre estresse nutricional, osmético e entre

outros.

Em nivel de expressao durante o crescimento celular, os sorotipos apresentaram
acumulo e abundancia de Hfg de forma dierenciada. O sorotipo 1 apresentou maior
abundéancia de mondémeros, que apresentou-se quase constante durante o crescimento
celular, com formacédo de hexameros pouco mais acentuada no tempo de 6 e 8 horas.
Além disso, esse sorotipo apresentou uma expressao significante de mondémeros na fase
lag, 0 que ndo é aparente nos demais sorotipos, além de possuir maior abundancia de
Hfg na fase estacionéria inicial. Nos sorotipos 8 e 15, o maior acumulo de Hfq ocorre
durante a fase estacionaria intermediaria. A montagem de hexameros no sorotipo 8
ocorre de forma gradual durante o crescimento, até atingir o maximo no tempo de 8
horas. No sorotipo 15, essa montagem ocorre mais evidente apenas no tempo de 8h. Em
todos os casos analisados, houve, portanto, um maior acimulo de Hfg e suas formas
durante a fase estacionaria de crescimento. Além do aparecimento das formas
monomeérica e hexamérica da proteina, foi detectada a presenca de uma banda

intermediaria de 26a
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Figura 12: Expressdo temporal e formas encontradas de Hfqg em A. pleuropneumoniae
sorotipo 1, 8 e 15.A) Sorotipo 1, B) Sorotipo 8 e €) Sorotipo 15: Western Blotting
detectando Hfqg::3XFlag (painel superior a esquerda), gel SDS-PAMEas proteinas do
Western Blotting coradas com azul de comassie, como controle dgacaergo (painel
inferior a esquerda) e quantificacéo relativa da proteina Hfq atealga software Image J,
baseado na imagem do Western Blotting (painel da direita). #asodo sobrenadante
foram preparadas a partir da bactéria cultivada em meio BHI/NAD°&€ 36r 12 horas.
Tempo em horas e WT (selvagem). M: marcador See-blue Plus2 (Invitrogen).
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Além de analisar o perfil de expressédo de Hfqg em A. pleuropneumoniae e qual o
tempo em que ha maior acimulo da mesma, foi possivel verificar a expressdo da
proteina Hfg em cada sorotipo e se o perfil de expressado ocorre de forma similar. Para
isso, 0 extrato proteico total de todos os sorotipos foi quantificado novamente e foi
realizado SDS-PAGE em gel desnaturante, para que todas as formas da proteina fossem
desfeitas e apenas houvesse a presenca de monOmeros. Foi aplicada a mesma
quantidade de proteina para todos os sorotipos e as corridas ocorreram nas mesmas

condicfes. O Western Blotting foi realizado da mesma forma para todos os sorotipos.

Como resultado, pudemos observar um padréo de expressao diferencial entre os
sorotipos investigados (Figura 13). No sorotipo 1, houve uma expressao constante da
proteina desde o tempo de 1 hora até 12 horas de crescimento. No sorotipo 8, uma maior
expressao foi observada no periodo de 3-4 horas e 8-12 horas de crescimento, que
correspondena fase loge estacionaria, respectivamente. A expressédo da proteina Hfg
no sorotipo 15 tem seu aumento a partir de 3 horas, se mantendo constante até 12 horas

de crescimento.

Como pode ser verificado na Figura 13, houve uma diferenca significante na
expressao de Hfg entre os sorotipos. O sorotipo 1 € considerado o mais virulento entre
0s sorotipos investigados neste trabalho e este apresentou uma expressado constante e
expressiva da proteina Hfg durante o crescimento a partir de 1 hora de crescimento. Os
sorotipos 8 e 15, que sao considerados de viruléncia moderada e moderada a baixa,
respectivamente, apresentaram padrfes distintos de expressdo, que culminaram com o
maior acumulo da proteina Hfg na fase estacionéaria de crescimento, embora o sorotipo
15 mantenha o nivel de Hfg constante a partir de 3 horas de crescimento e uma reducéo

ja verificada em 12 horas de crescimento.
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Figura 13: Expressao da proteina Hfqg em A pleuropneumoniae sorotipos 1, 8 e 15.
Western Blotting detectando Hfq::3XFLAG (painéis superiores) e gel SDS-PAGE com
as proteinas do Western Blotting coradas com azul de comassie (painéis inferiores),
mostrado como controle de carregamer).orotipo 1 hfg::3XFLAG, B) Sorotipo

8 hfg::3XFLAG e C) Sorotipo 15 hfq::3XFLAG foram cultivados em meio BHI/NAD

a 37 °C por 12 horas. 1 -12, correspondem aos tempos de crescimento investigados;
WT: Extrato protéico correspondente as linhagens tipo selvagem. M: Marcador de
massa molecular See-blue Plus2 (Invitrogen) (M) em kDa. Quantificacdo relativa da
proteina Hfqg, de cada sorotipo, analisada por softivaage J, baseado na imagem do
Western Blotting.
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7. DISCUSSAO

A chaperona Hfg € um efetor central na regulacdo da expressao génica, estando
envolvida em controle do metabolismo celular e patogénset{enrieder, 2014)A
proteina Hfg € encontrada em todos os membros da familia Pasteurellaceae, cujos
genomas foram sequenciados, mas a funcao da proteina nos patdégenos desta familia tem
sido pouco explorada, especialmente em patdgenos de importancia veterinaria. Alguns
trabalhos demonstraram a importancia de Hfq em determinados membros da familia
Pasteurellaceae, como Haemophilus influerbl@emophilus ducreyi, onde a mesma
participa da regulacdo de genes de viruléncia e de crescimento celular, e dacilita
infeccdo pelo patégeno (Hempel et al, 2013; Gangaiah et al., 2014).
Subashchandrabose e colaboradores (2013) demonstraram o efeito pleiotropico de Hfq
em A pleuropneumoniae sorotipo 1 e evidenciaram a sua importancia no crescimento
celular e na resposta a diferentes tipos de estresse. Entretanto, muitos aspectos sobre a

proteina em A. pleuropneumoniae ainda ndo foram elucidados.

Analises filogenéticas envolvendo a proteina Hfg demonsttentonservacao e
sua ampla distribuicdo em diferentes micro-organismosntamte, nenhuma informacéo
a respeito desta proteina esta disponivel para a espégieufopneumoniae e outras
espécies importantes envolvidas com doencas respisatéria suinos. Como ja
mencionado anteriormente, a proteina Hfq possui uma ragiferminal (NTR)
conservada (corresponde a aproximadamente 72 aminoacidos)ntengueegido C-
terminal (CTR) apresenta-se de tamanho e composicao \sgatie as espécies (Sauter
et al, 2003). Quanto a sua filogenia, Hfq divide-se ens tfdos, que sao:
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteri@ammaproteobacteria e bactérias Gram-
positivas de baixo GC. Gammaproteobacteria é uma cladsactizias Gram-negativas
do filo Proteobacteria, que abrange familias abundantes em bacttog@ngas como as

das familias Enterobacteriaceae, Pasteurellaceae erdbeae (Sun et al., 2002).

Em A pleuropneumoniae, a proteina apresenta-se altamente conservada em sua
regido NTR, com uma regido CTR variavel. A proteina apresentou identidade de 100%
entre isolados do mesmo sorotipo e uma identidade de 98% entre os diferentes
sorotipos, havendo apenas duas substituicbes. Nesse caso, 0s aminoacidos polares
neutros serina e treonina foram substituidos por dois aminoacidos apolares neutros

alanina na regido CTR nos sorotipos 3 e 12. Provavelmente essas substituicbes nao
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influenciam na estrutura da proteina, uma vez que a formacgao das estruturas secundarias
ocorre na regido conservada NTR e a regido CTR estende-se para fora da estrutura, néo
participando de interacdes responsaveis pela formacédo do hexamero. Outros estudos sao
necessarios para verificar se essas substituicdes influenciam na atividade da proteina

durante a regulacao da expressédo génica.

O mondmero da proteina Hfg de patdégenos como E. coli, Francisella navicida
V. cholerae apresenta uma estrutura tridimensional conservada comostaa o-
hélice Nterminal seguida por cinco cadeias B, sendo os elementos da estrutura
secundéria separadas por cinco loops de tamanhos variados, com uma regido CTR
desordenada e estendendo-se para fora do dobramento (Vincent et al., 2012; Sauer,
2013; Weichenrieder, 2004 A estrutura tridimensional predita da proteina Hfg de A
pleuropneumoniae apresentou 0 mesmo dobramento com a mesma disposi¢do acima,
sendo que a mesma organizacdo foi verificada para a proteina marcada com a cauda
FLAG. Quando comparada a estrutura tridimensional de Hfq de A pleuropneumoniae
com a estrutura de Hfg de Salmonella typhimurium (Sauer, 2013) pode-se observar o
aparecimento de uma sexta cadeia B. E provavel que essa diferenca seja observada uma
vez que a estrutura observada por Sauer e colaboradores (2013) foi obtida através de
analises cristalogréficas, que sdo analises mais confidveis e sdlidas. Portanto, analises
cristalograficas ou similares sdo necessarias para a confirmacao da estrutura da proteina
Hfg em A pleuropneumoniae que mesmo apenas por predigdo utilizando ferramenta

baseada na web demonstrou-se muito similar a de outrospatége

Em trabalhos recentes realizados por nosso grupo, foi demonstrada a presenca da
proteina na bactéria e sua relagdo com a resposta celular: mutante hfq de A
pleuropneumoniae demonstraram deficiéncia no crescimento, sensibilidade a sondigbe
de estresse e atenuacdo em modelo de infeccdo (Crispim, 2014). Mutantes hfg de outras
bactérias, como as citadas ateriormente, apresentam fenotipo semelhante (Ding et al.,
2004; Chambers & Bender, 2011; Kendall et al., 2011). A partir dessas inforinacdes
podemos sugerir que Hfg de A pleuropneumoniae possui semelhancas com a proteina
Hfq de outros patégenos Gram-negativos, tanto estruturalmente quanto funcionalmente,

0 gue indica a importancia dessa proteina para a viruléncia da bactéria.

A proteina Hfq de diferentes espécies do género Actinobacillus apresentaram

regido NTR conservada, mas a regido CTR comecga a variar, sendo esse aspecto
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possivelmente relacionado ao hospedeiro de cada espécie. A suis € uma bactéria
comensal comum das amigdalas de suinos que sob condi¢cdes desconhecidas podem
invadir a corrente sanguinea de animais de todas as idades, resultando em quadros de
meningite, artrite e pneumonia (Bujold & Maclnnes et al., 2015). Actinobacillus equuli

€ residente comum de cavalos saudaveis, podendo causar septicemia em potros
neonatais que pode evoluir para forma cronica, produzindo lesées nos rins articulagdes e
pulmbes (Huang et al., 2015). Actinobacillus ureae tem sido reportado em casos
clinicos de meningite, conjuntivite aguda e bronquite crénica em humanos (de Castro et
al., 2007; Ergin et al., 2007). Actinobacillus succinogenes é considerado um candidato
promissor para industria de produgéo de succinato em matérias-primas lignocelulosicas
(Bradfield et al., 2015). Diante dessa diversidade, pode-se sugerir que conforme a

espécie distancia de hospedeiro, a proteina comeca a variar sua regido CTR.

Por meio da comparacgédo filogenética, espécies da familia Pasteurellaceae se
agruparam mais proximas dos membros da familia Vibrionaceae. Isso pode ter ocorrido
devido ao tamanho da proteina, sendo que enquanto Hfq de A. pleuropneumoniae possui
92 aminoécidos, Hfg de E. coli apresenta 102 aminoacidos e de V. cholerae possui 87.
Provavelmente, um maior nimero de aminoacidos aumenta a diversisificacdo da
proteina, onde a diferenca no numero de aminoacidos entre V. chaerae
pleuropneumoniae € menor, comparado com E. coli, sendo que essa afirmacdo ainda
deve ser analisada. Isso representa também o papel de CTR por aumentar a diversidade
da proteina entre as familias, uma vez que NTR é conservada. A diferenca no tamanho
da proteina ndo influencia na sequéncia e tamanho de NTR, mas na sequéncia CTR, que
se apresenta variavel no tamanho e composi¢do. O contraste entre a conservacao de
NTR e a alta variabilidade de CTR sugerem que essas regides estdo sob processos
seletivos evolutivos diferentes. Enquanto NTR esta sob processo seletivo que preserva

sua funcéo, CTR passa por processo atribuido a diversificacdo funcional.

Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 5b linhagem L20 genoma referéncia
(ABN75035.1) apresenta um genoma de 2,27MI3cherichia coli K-12 linhagem
MG1655 genoma referéncia (NC_000913.33om 4,64 Mb e V. cholera@1 biotipo El
Tor linhagem N16961 genoma referéncia (NC_00250&1n 2,96 Mb. Quanto maior
0 genoma da bactéria, mais informacé&o genética e, com isso, maior € a regulacado da

expressdo de seus genes. Portanto, uma maior niumero de sRNAs é possivelmente mais
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expresso de acordo com o tamanho do genoma, com aumento também no ndmero de
MRNAs alvo. Além de RNAs, a proteina Hfq esté relacionada com essa propor¢éo. Por

NTR ser conservada, CTR varia e contribui para a diversidade da proteina.

As fungbes da CTR de Hfq ainda permanecem pouco entendidas. Em estudo
recente em E. coli, foi verificado que a CTR possui propriedade intrinseca de se auto-
organizar em estruturas fibrilares longas in vera localizacdo normal de Hfq dentro
de estruturas associadas a membrana in vivo requerem esta regido, com um papel central
na interacdo com o0s RNAs alvos (Fortas et al.,, 2015). O hexamero de Hfq de V
cholerae apresentou menor estabilidade do que o de E. coli. A interface criada por CTR
em E. coli é ligeiramente diferente em V. cholerae, o que influencia na estabilidade da
interface inter-subunidades. Além disso, foi mostrada a importancia de CTR no
reconhecimento do sitio de ligacdo de RNAs em V. choleare (Vincent et al., 2015).
divergéncia de Hfg evidenciada na éarvore filogenética assegura que a proteina esta
relacionada em nivel de espécie dentro de uma familia, mas que, pricipalmente quando
h&a mudanca de hospedeiro, a proteina comeca a apresentar modificacdes que podem ser
relevantes. No caso, é provavel que espécies diferentes com mesmo hospedeiro natural
possuem proximidade filogenética, mas quando se distancia o hospedeiro, h4 uma maior

divergéncia na proteina.

Para analisar a funcdo e importancia de Hfg para um determinado organismo,
autores tém utilizado mutantes para o gene hfg, impedindo a expressao da proteina (Bai
et al., 2010; Chambers & Bender, 2011; Gangaiah et al.,, 2@l#racdes no
crescimento, na maioria das vezes reduzido, sensibilidade aos estresses acido, osmético,
nutricional e oxidativo, e até diminuicdo na viruléncia jA foram demonstrados,
evidenciando a importancia da proteina na regulacdo de fatores relacionados com o
metabolismo e respostas a diferentes condi¢cdes (Harris et al., 2013; Crispim, 2014;
Wang et al., 2014; Yang et al., 2015).

O avango da tecnologia de DNA recombinante permitiu o estudo mais
aprofundado de moléculas, mais especificamente de proteinas. Com tal finalidade,
obteveram-se linhagens recombinates de A pleuropneumoniae com uma cauda FLAG
inserida no gene hfg, a fim de marcar a proteina para andlises de expressédo e
purificacdo. Entretanto, a insercdo dessa marcacédo nao pode influenciar ou modificar o

fendtipo da bactéria recombinante. O crescimento celular, portanto, foi utilizado para
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avaliar se houve alguma modificagdo na proteina expressa com FLAG, uma vez que o
crescimento celular € de alguma forma controlado por Hfg. Em todos os sorotipos, a
velocidade especifica de crescimento de WT e hfg::3XFLAG nao apresentou diferenca
significante, com nivel de significancia de 5%. Esse dado, em conjunto com a
comparagao entre as estruturas tridimensionais de Hfq de WT e hfq::3XFLAG indicam,
portanto, que a inser¢cdo da cauda 3XFLAG ndo interefere na estrutura e fenétipo da

bactéria, indicando que hfg::3XFLAG pode ser utilizado em analises posteriores.

Subashchandrabose e colaboradores (2013) também demonstraram o perfil
fenotipico de mutantes hfq para o sorotipo 1. Além dos aspectos encontrados
anteriormente, foi realizado ensaio in vivo utilizando suinos, demonstrando que a
linhagem mutada nao colonizava os pulmdes, demonstrando o papel de genes induzidos
in vivo por Hfq na patogénese da pleuropneumonia suina. Nosso grupo tem realizado
trabalhos envolvendo a proteina Hfqg e avaliagdo de sua importdncia em A
pleuropneumoniae. Um dos trabalhos demonstrou o efeito pleiotropico que a proteina
exerce em diferentes sorotipos da bactéria, utilizando mutantes hfq dos sorotipos 1, 8 e
15. Foi demonstrado que Hfg afeta o crescimento, a capacidade de aderéncia, a
resisténcia a diferentes condicdes de estresse e a producdo de possiveis fatores
relacionados a viruléncia (Crispim, 2014). Outras analises realizadas por nosso grupo
demonstraram in silico a presenca de sRNAs em A. pleuropneumoniae (Rossi, 2015)
Em varios outros organismos, sRNAs que interagem com Hfq tém-se demonstrado
serem importantes na regulacao de genes envolvidos na patogénese (Mann et al., 2012;
Caswell et al., 2014; Ortega et al., 2014; Pitman & Chao, 2015). Portanto, a importancia
de Hfg e a presenca de sRNAs sugerem a relacdo de Hfg com a viruléncia, uma vez que
essas moléculas foram relacionadas com patogenicidade em outros micro-organismos
a auséncia de Hfg em A pleuropneumiae demonstra a importancia da proteina em

aspectos relacionados com viruléncia.

Apesar de ndo haver na literatura, o presente trabalho demonstrou como ocorre a
expressao da proteina e se ha uma expressdo de forma similar entre 0os sArotipos.
expressdo de Hfg, em todos os sorotipos por nds analisados, ocorreu com maior
acumulo durante a fase estacionaria (nos tempos de 6 horas e 8 horas). No sorotipo 8
ainda é mais evidente perceber que ha um aumento na formacdo de hexameros até

atingir o tempo de 8 horas. Isso € evidente uma vez que o hexadmero é considerado a
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forma ativa da proteina, que exerce funcao na regulacao celular. Nos outros sorotipos ha
também uma maior concentracdo de hexameros no tempo onde ha maior acimulo da
proteina, mesmo que menos evidente e ndo ocorrendo de forma gradual. A presenca de
uma banda intermediaria de 26 kDa pode estar relacionada com a associacao de Hfq
com outras proteinas como ribossomo ou RNA polimerase (Sukhodolets & Garges,
2003).

O gene hfg em A. pleuropenumoniae esté localizado em um operon entre 0 gene
miaA, que codifica uma transferase pirofosfatase delta (2)-isopentenil tRNA e gene
hflX, que codifica a proteina HfIX de ligacdo a GTP (Subashchandrabose et al., 2013).
Esse operon é controlado por varios promotores, incluindo um promotor reconhecido
pelofator 6= que esta presente no gene hfg, interno ao gene miaA GFatocontra-se
ativado somente em condicdes de estresse, como demonstrado em Eacetipagsao do
gene hfq também é controlada por esse fator (Tsui et al., 1996% colaboradores
(2015a) demonstraram que em Salmonella o fat@& encontrado como regulador da
expressao de hfg em condicdes de estresse. Analisando a expresséo da proteina Hfg em
diferentes sorotipos, pode-se notar que houve uma maior expressdo da proteina nos
tempos de 6 horas e 8 horas, que correpondem a fase estacionaria. Nesse momento do
crescimento, a célula encontra diversos fatores estressantes, como a limitacdo de
nutriente e a mudanca de pH do meio. Provavelmente essa maior expressdo nesses
tempos esta retéionada com a expressdo do fator 65, que esta ativo nessas condicoes e

possivelmente aumenta a expressao de Hfg nessas condigoes.

Em E. coli, Hfg regula a expressdo do fatyma da fase estacionaria (c°),
reprimindo a expressdo desse fator (Lease & Woodson, 2004). Em A
pleuropneumoniagdo existem homologos do fator 6>, 0 que contribui ainda mais para
a hipétese que Hfq seegulado por o em condicbes de estresse, o que leva a
superepressio da proteina durante a fase estacionaria, mediada por o-. Além disso, Li e
colaboradores (201pdemonstraram que parte da regulacdo pés-transcricional mediada
por 6= é dependente de Hfq em SalmonsleEm A pleuropneumoniae, a formacéo de
biofilme ¢é regulada por o (Bossé et al., 2010). Esses dados podem sugerir uma atuagéo
compartilhada entre Hfq e o na expressdo de muitos genes, o que pode ser elucidado

em trabalhos futuros.
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Outro fato importante de Hfg em A pleuropneumoniae observado em nossas
andlises é que sua expressao ocorre de forma diferenciada entre os sorotipos analisados.
Ja é claro que uma das principais diferencas entre os sorotipos € sua viruléncia, sendo
uns mais virulentos que outros, mas como isso ocorre ainda permanece desconhecido.
Provavelmente essa diferenca pode estar relacionada com a regulacdo da expressao
génica ou a possibilidade de alguns genes estarem silenciados ou superexpressos. Pelo
alinhamento, pudemos observar uma conservacao de 98% da proteina entre 0s sorotipos
de A pleuropneumoniae, portanto, a diferenca da expressédo de Hfg entre os sorotipos
ocorre em nivel de regulacdo. E importante ressaltar que ndo houve diferenca entre as
sequéncias do operon onde esta inserido o gene hfg, o que indica que a diferenca na

expressao desta proteina possa ser em nivel pés-traducional.

Hfg, além de participar na regulacdo da expressdo génica mediada por RNAs,
também participa da compactacdo do nucleoide. Acredita-se, portanto, que o fato da
expressdo da proteina ocorrer de forma diferente entre os sorotipos pode inflenciar n
viruléncia da bactéria. Uma vez que Hfq esta relacionada com aspectos de resposta a
fatores externos e na regulacéo de fatores de viruléncia como a formacéo de biofilme, é
provavel que o perfil de expressao de Hfq esteja relacionado com a viruléncia. Além
disso, Hfq pode participar no silenciamento de alguns genes em um determinado
sorotipo. E possivel, por exemplo, que a célula necessite expressar mais Hfq pra manter
um gene silenciado durante uma fase de crescimento ou em todo o crescimento celular.
Andlises mais especificas necessitam ser realizadas para verificar essas possibilidades.
Com isso, alguns aspectos da regulacdo da expressao génica em A. pleuropneumoniae,
mediada por Hfg, comecam a ser elucidados e podem contribuir no entendimento da

viruléncia e do metabolismo celular da bactéria.

8. CONCLUSOES

Este trabalho investigou a expressao da proteina Hfg em diferentes sorotipos de A
pleuropneumoniae. Analises in silico indicaram a conservagdo da proteina entre os
sorotipos de A pleuropneumoniae, em ambas as regides, NTR e CTR. Além disso, foi
demonstrado que n&o houve diferenga fenotipica no crescimento celular entre as

linhagens WT e hfq::3XFLAG dos sorotipos analisados, em todos os ensaios realizados
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entre os sorotipos, indicando que a insercdo de marcacao em Hfg ndo alterou o perfil de
crescimento celular. Analises de expressédo da proteina demonstraram que nos sorotipos
investigados ha um acumulo de Hfg na fase estacionaria de crescimento e que essa
expressao ocorre de forma diferenciada entre os sorotipos analisados. Portanto, conclui-
se gue a proteina Hfg de A pleuropneumoniae € conservada, no entanto, pode estar
relacionada aos diferentes perfis de viruléncia dos sorotipos investigados uma vez que a

abundéancia nestes sorotipos apresentou distribuicdo temporal distinta.
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